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DESCRIPCION
Unidades de expresion de PEF-TU

La presente invencion se refiere a un método para incrementar la tasa de transcripcion y/o tasa de expresion de
genes asi como a microorganismos genéticamente modificados del género Corynebacterium con tasa de
transcripcion y/o tasa de expresion elevadas asi como a un método para producir productos biosintéticos mediante
el cultivo de microorganismos genéticamente modificados del género Corynebacterium, tal como se define en las
reivindicaciones.

Los diversos productos biosintéticos como, por ejemplo, productos quimicos finos, tales como, entre otros,
aminoacidos, vitaminas pero también proteinas, se producen en las células mediante procesos metabdlicos
naturales y se usan muchos ramos de la industria, incluida la industria alimenticia, de comida para animales, de
cosmeéticos, y la industria farmacéutica estas sustancias que se denominan conjuntamente productos quimicos
finos/proteinas comprenden, entre otros, acidos organicos, aminoacidos, tanto proteinogénicos como también no
proteinogénicos, nucleétidos y nucleésidos, lipidos y acidos grasos, dioles, carbohidratos, compuestos aromaticos,
vitaminas y cofactores asi como proteinas y enzimas. Su produccién se efectla de la manera mas conveniente a
gran escala por medio de cultivo de bacterias que han sido desarrolladas con el fin de producir y excretar grandes
cantidades de la sustancia respectivamente deseada. Para este propésito, los organismos particularmente
adecuados son bacterias corineiformes, bacterias no patogénicas gram-positivas.

Es conocido que los aminoacidos se producen mediante fermentacion de cepas de bacterias corineiformes,
principalmente Corynebacterium glutamicum. Debido a su gran importancia permanentemente se trabaja en el
mejoramiento de los métodos de produccion. Los mejoramientos del proceso pueden referirse a medidas industriales
de fermentacion como, por ejemplo, agitacién y suministro de oxigeno, o la composicion de los nutrientes como, por
ejemplo, la concentracion de azlcar durante la fermentacion, o el procesamiento hasta un producto, por ejemplo
mediante cromatografia de intercambio i6nico pero también mediante secamiento por aspersion, o las propiedades
de desempefio intrinsecas del microorganismo mismo.

Desde hace algunos afios se usan igualmente métodos de la técnica de ADN recombinante para mejorar las cepas
de Corynebacterium que producen quimicos finos/proteinas, amplificando genes individuales e investigando el
efecto sobre la produccién de productos quimicos finos/proteinas.

Otras formas para desarrollar un procedimiento para la preparacién de productos quimicos finos, aminoacidos o
proteinas, o para aumentar y/o mejorar la productividad de un procedimiento ya existente para la preparacion de
productos quimicos puros, aminoacidos o proteinas, son aumentar y/o modificar la expresion de uno o mas genes,
y/o influir sobre la traduccion de un ARNm mediante secuencias de polinucledtidos adecuadas. La influencia puede
comprender en este contexto el aumento, la disminucion, o también otros parametros de la expresién de genes,
como modelos de expresién temporales

El experto conoce diferentes componentes de las secuencias de regulacion bacterianas. Se diferencian los sitios de
union de los reguladores, también denominados operadores, los sitios de union de las holoenzimas ARN-
polimerasas, también denominadas regiones -35 y -10, y el sitio de unién del 16S-ARN ribosémico, también
denominado sitio de unién ribosémico o también secuencia de Shine-Dalgarno.

Como secuencia de un sitio de unién ribosémico, también denominado secuencia de Shine-Dalgarno, en el sentido
de esta invencion, se entienden secuencias de polinucleétidos que se encuentran hasta 20 bases corriente arriba del
codon de iniciacion de la traduccién.

En la bibliografia (E. coli y S. typhimurium, Neidhardt F.C., 1995, ASM Press) se describe que tanto la composicion
de la secuencia de polinucleétidos de la secuencia de Shine-Delgarno, el orden de la secuencia de las bases, pero
también la distancia de una secuencia de polinucle6tidos contenida en la secuencia de Shine-Delgarno tiene una
influencia sustancial sobre el grado de iniciacién de la traduccion

Las secuencias de acidos nucleicos con actividad promotora pueden influir sobre la formacion del ARNm de
diferente manera. Los promotores, cuya actividad es independiente de la fase de crecimiento fisiolégica del
organismo, son denominados constitutivos. Por otro lado, otros promotores reaccionan tanto frente a estimulos
guimicos externos, como fisicos, como oxigeno, metabolitos, calor, pH, etc. Otros muestran en diferentes fases de
crecimiento una fuerte dependencia de su actividad. Por ejemplo, en la bibliografia se describen promotores que
muestran durante la fase de crecimiento exponencial de microorganismos una actividad especialmente marcada, o
también exactamente en la fase estacionaria del crecimiento microbiano. Ambas caracteristicas de los promotores
pueden tener una influencia favorable sobre la productividad para una producciéon de productos quimicos finos y
proteinas segun la via de metabolismo.
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Por ejemplo, los promotores que durante el crecimiento desconectan la expresion de un gen, pero que después de
un crecimiento 6ptimo la conectan, pueden usarse para regular un gen que controla la produccion de un metabolito.
La cepa modificada presenta entonces los mismos parametros de crecimiento que la cepa de partida, pero produce
mas producto por célula. Este tipo de modificacién puede aumentar tanto el titulo (g de producto/litro) como también
el rendimiento de C (g de producto/g de fuente C).

En la especie de Corynebacterium pudieron aislarse ya tales secuencias de nucleétidos, las que pueden ser
utilizadas para aumentar y/o debilitar la expresion génica. Estos promotores regulados pueden aumentar o disminuir
el grado con el cual se transcribe un gen, dependiendo de las condiciones internas y/o externas de la célula. La
presencia de un factor determinado, conocido como inductor, puede estimular en parte el grado de la transcripcion
del promotor. Los inductores pueden influir directa o indirectamente sobre la transcripcion del promotor. Otra clase
de factores, conocidos como supresores, puede reducir o inhibir la transcripcion del promotor. Como los inductores,
los supresores también pueden actuar en forma directa o indirecta. Se conocen sin embargo también promotores
gue pueden ser regulados a través de la temperatura. Asi el nivel de la transcripcion de tales promotores puede ser
aumentado o disminuido, por ejemplo, mediante un aumento de la temperatura de crecimiento por encima de la
temperatura de crecimiento normal de la célula.

Hasta ahora se ha descrito una cantidad reducida de promotores de C. glutamicum. El promotor del gen de
Malatosintasa de C. glutamicum se describié en la DE 4440118. Este promotor se colocd delante de un gen
estructural que codifica para una proteina. Después de la transformacion de un constructo como éste en una
bacteria corineiforme se regula la expresion del gen estructural colocado detras del promotor. La expresion del gen
estructural se induce tan pronto como se agrega al medio un inductor correspondiente.

Reinscheid et al., Microbiology 145:503 (1999) describieron una fusién transcripcional entre el promotor pta-ack de
C. glutamicum y un gen indicador (cloranfenicol acetiltransferasa). Las células de C. glutamicum, que contienen una
fusién transcripcional como ésta, presentaban una expresion aumentada del gen indicador al crecer en un medio
que contenia acetato. En comparacion, las células transformadas, que crecian sobre glucosa, no mostraron una
expresion aumentada de este gen indicador.

En Pa'tek et al., Microbiology 142:1297 (1996) se describieron algunas secuencias de ADN de c. glutamicum, que
pueden reforzar la expresion de un gen indicador en células de C. glutamicum. Estas secuencias se compararon
entre si, para definir secuencias de consenso para promotores de C. glutamicum.

Otras secuencias de ADNA de C. glutamicum, que pueden usarse para la regulacion de la expresion génica, se
describieron en la patente WO 02/40679. Estos polinucledtidos aislados representan unidades de expresion de
Corynebacterium glutamicum, las que pueden ser usadas para el aumento o para la disminucién de una expresién
génica. Ademas, se describen en esta patente plasmidos recombinantes, sobre los cuales se asocian las unidades
de expresion de Corynebacterium glutamicum con genes heterélogos. EI método aqui descrito, la fusién de un
promotor de Corynebacterium glutamicum con un gen heterélogo, puede ser usado, entre otros, para la regulacion
del gen de la biosintesis de aminoéacidos.

La invencién tenia como objeto proporcionar otros promotores y/o unidades de expresion con propiedades
ventajosas.

Por consiguiente se hall6 que pueden usarse para la transcripcion de genes, acidos nucleicos con actividad
promotora, que contienen:

A) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 o

B) una secuencia derivada de esta secuencia por sustitucién, insercidon o delecion de nucledtidos, la que presenta
una identidad de por lo menos 90% a nivel de acidos nucleicos con la secuencia SEQ. ID. NO. 1.

Por "transcripcién” se entiende de acuerdo con la invencion el procedimiento por medio del cual partiendo de una
matriz de ADN se prepara una molécula de ARN complementaria. En este procedimiento participan proteinas como
la ARN-polimerasa, los asi llamados factores sigma y proteinas reguladoras transcripcionales. El ARN sintetizado
sirve entonces como matriz en el procedimiento de la traduccién, el cual conduce luego a la proteina
biosintéticamente activa.

El grado de formacion, con el cual se prepara una proteina biosintéticamente activa, es un producto del grado de
transcripcion y de traduccion. Ambos grados pueden ser influenciados de acuerdo con la invencion y de este modo
se puede influir sobre el grado de la formacion de productos en un microorganismo.

Por un "promotor" o un "acido nucleico con actividad promotora" se entiende de acuerdo con la invencién un &cido
nucleico, el cual, en unién funcional con un &cido nucleico a transcribir regula la transcripcion de este acido nucleico.
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Por una "unién funcional" se entiende en este contexto, por ejemplo, el ordenamiento secuencial de uno de los
acidos nucleicos de acuerdo con la invencion con actividad promotora y de una secuencia de acidos nucleicos a
transcribir y eventualmente otros elementos reguladores, como por ejemplo, secuencias de acidos nucleicosj que
garantizan la transcripcion de acidos nucleicos, asi como también, por ejemplo, un terminador de tal modo que cada
uno de los elementos reguladores puede cumplir su funcién en la transcripcion de la secuencia de acidos nucleicos.
Para ello no es absolutamente necesaria una union directa en el sentido quimico. Las secuencias de control
genéticas, como por ejemplo, las secuencias de intensificadores, pueden cumplir su funcién sobre la secuencia
objetivo también desde posiciones mas alejadas o inclusive desde otras moléculas de ADN. Se prefieren los
ordenamientos en los cuales se posiciona la secuencia de acidos nucleicos a transcribir detras (es decir en el
extremo 3’) de la secuencia promotora de acuerdo con la invencion, de tal modo que ambas secuencias estan
ligadas entre si de manera covalente. Preferentemente, la distancia entre la secuencia promotora y la secuencia de
acidos nucleicos a expresar en forma transgénica es menor a 200 pares de bases, particularmente preferible menor
a 100 pares de bases, muy particularmente preferible menor a 50 pares de bases.

Por "actividad promotora" se entiende de acuerdo con la invencion la cantidad de ARN formada por el promotor en
un tiempo determinado, es decir, el grado de transcripcion.

Por "actividad promotora especifica" se entiende de acuerdo con la invencién la cantidad de ARN formada por el
promotor en un tiempo determinado por promotor.

Por el término "tipo silvestre" se entiende, de acuerdo con la invencion, el correspondiente microorganismo de
partida.

Segun el contexto, por el término "microorganismo” puede entenderse el microorganismo de partida (tipo silvestre) o
un microorganismo modificado genéticamente, de acuerdo con la invencion, o ambos.

Preferentemente y especialmente en casos en los cuales el microorganismo o el tipo silvestre no pueden ser
asignados de modo univoco, se entiende por "tipo silvestre" en cada caso un organismo de referencia para la
modificacién o induccién de la actividad promotora o del grado de transcripcion, para la modificacién o induccion de
la actividad de expresion o el grado de expresion y para el aumento del contenido de productos biosintéticos.

En una forma de realizacion preferida, este organismo de referencia es Corynebacterium glutamicumin ATCC
13032.

En una forma de realizacion preferida, se utilizan microorganismos de partida que ya estan en capacidad de
preparar los productos quimicos finos deseados. Para ello se prefieren especialmente, entre los microorganismos
especialmente preferidos de las bacterias del género Corynebacterium y 10 los productos quimicos puros
especialmente preferidos L-lisina, L-metionina y L-treonina, aquellos microorganismos de partida que pueden
preparar L-lisina, L-metionina y/o L-treonina. Estos son corinebacterias especialmente preferidas, en las cuales el
gen que codifica para una aspartatoquinasa (gen ask) estd desregulado, o la inhibicién de la retroalimentacién
("feed-back") esta suspendida o reducida. Por ejemplo, tales bacterias presentan en el gen ask una mutaciéon que
lleva a una reduccién o suspension de la inhibicidn de la retroalimentacion, como, por ejemplo, la mutacion T311lI.

En una "actividad promotora inducida" o grado de transcripcién con relacién a un gen en comparacion con el tipo
silvestre, se induce por lo tanto en comparacion con el tipo silvestre la formacién de un ARN, que no esta presente
de este modo en el tipo silvestre.

En una actividad promotora modificada o un grado de transcripcion con relacién a un gen en comparacion con el tipo
silvestre, la cantidad de ARN formada se modifica asi en comparacién con el tipo silvestre en un tiempo
determinado.

Por "modificada" se entiende en este contexto preferentemente aumentada o reducida.

La actividad promotora o grado de transcripcion puede lograrse, por ejemplo, regulando la transcripcion de genes en
el microorganismo mediante acidos nucleicos con actividad promotora, en cuyo caso los genes son heterélogos
respecto de los acidos nucleicos con actividad promotora.

Preferentemente, la regulacion de la transcripcion de genes en el microorganismo se logra mediante acidos
nucleicos con actividad promotora o0 mediante acidos nucleicos con actividad promotora especifica aumentada:

introduciendo uno o mas acidos nucleicos con actividad promotora, eventualmente con actividad promotora
especifica modificada, en el genoma del microorganismo, de modo que se efectlia la transcripcidon de uno o mas
genes enddgenos bajo el control del &cido nucleico introducido con actividad promotora, eventualmente con
actividad promotora especifica modificada, o
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introduciendo uno o mas genes en el genoma del microorganismo, de modo que se realiza la transcripcion de uno o
mas de los genes introducidos bajo el control de los &cidos nucleicos enddgenos con actividad promotora,
eventualmente con actividad promotora especifica modificada, o

introduciendo en el microorganismo uno o mas constructos de acidos nucleicos, que contienen un acido nucleico con
actividad promotora, eventualmente con actividad promotora especifica modificada, y se unen funcionalmente uno o
mas &cidos nucleicos a transcribir.

Los acidos nucleicos con actividad promotora contienen:
A) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 o

B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion, inserciéon o delecidon de nucleétidos, que
presenta una identidad de por lo menos 90% a nivel de acidos nucleicos con la secuencia SEQ. ID. NO. 1.

La secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 representa la secuencia del promotor del factor de alargamiento de
traduccion de la proteina-TU (P EF-TU) de Corynebacterium glutamicum. La SEQ. ID. NO. 1 corresponde a la
secuencia de promotores del tipo silvestre.

Otros acidos nucleicos con actividad promotora contienen una secuencia derivada de esta secuencia por sustitucion,
insercién o delecion de nucledtidos, que presenta una identidad de por lo menos 90% a nivel de acido nucleico con
la secuencia SEQ. ID. NO: 1.

Otros ejemplos naturales de acidos nucleicos con actividad promotora pueden encontrarse facilmente, por ejemplo,
de diversos organismos, cuya secuencia gendmica es conocida, por comparaciones de identidad de las secuencias
de acidos nucleicos de bancos de datos con las secuencias SEQ. ID NO: 1 descritas previamente.

Secuencias de promotores artificiales con actividad promotora pueden determinarse facilmente partiendo de la
secuencia SEQ. ID. NO: 1 por variacién y mutacion artificial, por ejemplo, por sustitucién, inserciéon o delecion de
nucledtidos.

Por el término "sustitucion" se entiende en la descripcion el intercambio de uno o mas nucledtidos por uno o varios
nucleétidos. "Delecion” es el reemplazo de un nucleétido por un enlace directo. Inserciones son introducciones de
nucleétidos en la secuencia de acido nucleico, en cuyo caso se reemplaza formalmente un enlace directo por uno o
mas nucledtidos.

Por identidad entre dos &cidos nucleicos se entiende la identidad de los nucleétidos a través de toda la longitud de
acidos nucleicos, especialmente la identidad que se calcula por comparacion con ayuda del software Vector NTI
Suite 7.1 de la empresa Informax (EE.UU.) utilizando el método Clustal (Higgins DG, Sharp PM. Fast and sensitive
multiple sequence alignments on a microcomputer. Comput Appl. Biosci. 1989 Apr; 5 (2) : 151- 1) ajustando los
siguientes parametros:

Parametros de alineamientos multiples:
Penalizacién por abertura de un gap 10
Penalizacién por extension de un gap 10

Rango de penalizacién por separacion de un gap 8
Penalizacién por separacion de un gap off

% de identidad por retardo de alineamiento 40
Gaps especificos de los residuos off

Gap de residuo hidrdfilo off

Pesaje de transiciéon 0

Parametros de alineamiento de a pares:
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Algoritmo FAST on

Tamafio K-tuple 1

Penalizacién de un gap 3
Tamafio de ventana 5

Numero de mejores diagonales 5

Por una secuencia de acidos nucleicos, que presenta una identidad de por lo menos 90% con la secuencia SEQ. ID.
NO: 1, se entiende correspondientemente una secuencia de acidos nucleicos, que al comparar su secuencia con la
secuencia SEQ. ID. NO: 1, especialmente segun el logaritmo del programa arriba mencionado con el conjunto de
parametros arriba mencionados, presenta una identidad de por lo menos 90%.

Promotores especialmente preferidos presentan con la secuencia de acidos nucleicos SEQ. ID. NO: 1 una identidad
de 91%, mas preferentemente 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente ain 99%.

La SEQ. ID. NO. 1 ha sido descrita en la inscripcion al Genbank AP005283.
Acidos nucleicos con actividad promotora contienen
A) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 0

B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercion o delecién de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90% con la secuencia SEQ. ID. NO. 1 a nivel de acido nucleico con la condicion
de que se excluye el acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 1.

Todos los acidos nucleicos con actividad promotora arriba mencionados pueden prepararse ademas de manera
conocida por sintesis quimica a partir de los componentes nucleétidos como, por ejemplo, por condensacién de
fragmentos de componentes de acidos nucleicos individuales superpuestos, complementarios de la doble hélice. La
sintesis quimica de oligonucleétidos puede realizarse, por ejemplo, de manera conocida, segin el método de
fosfoamidita (Voet, Voet, 2da. edicion, Wiley Press, Nueva York, pags. 896-897). La deposicion de oligonuclettidos
sintéticos y el llenado de espacios con ayuda del fragmento de Klenow de la ADN-polimerasa y las reacciones de
ligadura asi como también procedimientos generales de clonacién se describen en Sambrook y col. (1989),
"Molecular cloning: A laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Por una unidad de expresién se entiende un acido nucleico con actividad de expresion, es decir un acido nucleico
que regula, en union funcional con un acido nucleico o gen a expresar, la expresion, es decir, la transcripciéon y la
traduccion de este acido nucleico o este gen.

Por una "unién funcional” se entiende en este contexto, por ejemplo, el ordenamiento secuencial de una unidad de
expresion y de una secuencia de acidos nucleicos a expresar transgénicamente y eventualmente de otros elementos
reguladores, como por ejemplo, un terminador de tal modo que cada uno de los elementos reguladores puede
cumplir su funcién en la expresién transgénica de la secuencia de acido nucleico. Para ello no es absolutamente
necesaria una unién directa en el sentido quimico. Las secuencias de control genéticas, como por ejemplo, las
secuencias intensificadoras pueden ejercer su funcién también desde otras posiciones mas lejanas o inclusive desde
otras moléculas de ADN, sobre la secuencia diana. Se prefieren los ordenamientos en los cuales se posiciona la
secuencia de acidos nucleicos a expresar transgénicamente detras (es decir en el extremo 3') de la secuencia de la
unidad de expresion, de tal modo que ambas secuencias estan ligadas entre si de manera covalente.
Preferentemente, la distancia entre la secuencia de unidades de expresion y la secuencia de &cidos nucleicos a
expresar en forma transgénica es menor a 200 pares de bases, mas preferentemente, menor a 100 pares de bases,
mas preferentemente alin menor a 50 pares de bases.

Por "actividad de expresion" se entiende la cantidad de proteina formada por la unidad de expresion en un tiempo
determinado, es decir el grado de expresion.

Por "actividad de expresion especifica" se entiende la cantidad de proteina formada por la unidad de expresion en un
tiempo determinado por unidad de expresion.

En una "actividad de expresion inducida” o grado de expresion con respecto a un gen, en comparacion con el tipo
silvestre, se induce de esta manera la formacién de una proteina en comparacion el tipo silvestre la cual no estaba
presente en el tipo silvestre.
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En una "actividad de expresion modificada" o grado de expresién con respecto a un gen, en comparacion con el tipo
silvestre, la cantidad formada de la proteina se modifica de este modo, en comparacion con el tipo silvestre, en un
tiempo determinado.

Por "modificada" se entiende en este contexto preferentemente aumentada o disminuida.

Esto puede realizarse, por ejemplo, aumentando o reduciendo la actividad especifica de unidad de expresion
enddgena, por ejemplo, por mutacion de la unidad de expresion o por estimulacion o inhibiciéon de la unidad de
expresion.

Ademas, la actividad de expresion o grado de expresidon aumentado puede lograrse, por ejemplo por regulacion de
la expresion de genes en el microorganismo por las unidades de expresion o por unidades de expresion con
actividad de expresion especifica aumentada, en cuyo caso los genes son heterélogos con respecto a las unidades
de expresion.

Preferentemente la regulacion de la expresion de genes en el microorganismo se logra mediante unidades de
expresion, introduciendo unidades de expresién en el genoma del microorganismo de tal modo que la expresion de
uno o de varios genes enddgenos se efectia bajo el control de las unidades de expresion introducidas o
introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo de modo que la expresion de uno o de varios de los
genes introducidos se efectla bajo el control de las unidades de expresion enddgenas o introduciendo al
microorganismo uno o varios constructos de acido nucleico que contienen una unidad de expresién segun la
invencién, opcionalmente con actividad de expresion especifica modificada, y se unen funcionalmente uno o mas
acidos a expresar.

Las unidades de expresion contienen un acido nucleico con actividad promotora descrito previamente, y unida
funcionalmente ademas una secuencia de acidos nucleicos que garantiza la traduccién de acidos ribonucleicos.

Esta secuencia de acidos nucleicos que garantiza la traduccién de acidos ribonucleicos contiene preferentemente la
secuencia de acidos nucleicos SEQ. ID. NO: 42 como sitio de unién ribosémico.

La unidad de expresion contiene:
E) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o

F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercién o delecion de nucleétidos, que
presenta una identidad de por lo menos 90% a nivel de acidos nucleicos con la secuencia SEQ. ID. NO. 2.

La secuencia de acidos nucleicos SEQ. ID. NO. 2 representa la secuencia de acidos nucleicos de la unidad de
expresion del factor de alargamiento de traduccion de proteina TU (p EF-TU) de Corynebacterium glutamicum. La
SEQ. ID. NO: 2 corresponde a la secuencia de la unidad de expresion del tipo silvestre.

Las unidades de expresién pueden contener una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion,
insercidn o delecidn de nucleétidos, la cual presenta una identidad de por lo menos 90% a nivel de acidos nucleicos
con la secuencia SEQ. ID. NO: 2.

Otros ejemplos naturales de unidades de expresion descritas previamente pueden encontrarse facilmente, por
ejemplo, de otros organismos cuya secuencia gendmica se conoce, mediante comparaciones de identidad de las
secuencias de acido nucleico de bancos de datos con las secuencias SEQ ID NO: 2 previamente descritas.

Secuencias artificiales de las unidades de expresion descritas previamente pueden hallarse facilmente partiendo de
la SEQ. ID. NO: 2 por variacion y mutacion artificiales, por ejemplo por sustitucion, insercién o delecion de
nucledtidos.

Por una secuencia de acidos nucleicos, que presenta una identidad de por lo menos 90% con la secuencia SEQ. ID.
NO: 2, se entiende correspondientemente una secuencia de acidos nucleicos que, al comparar su secuencia con la
secuencia SEQ. ID. NO: 2, especialmente segun el logaritmo del programa arriba mencionado, con el conjunto de
parametros de arriba, presenta una identidad de por lo menos 90%.

Unidades de expresion especialmente preferidas presentan una identidad de 91%, mas preferentemente 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente atn 99%, con la secuencia de acidos nucleicos SEQ. ID. NO. 2.

También estan comprendidas las secuencias de acidos nucleicos que comprenden las asi llamadas mutaciones
mudas o que estan modificadas de acuerdo con el aprovechamiento del codén de un organismo de origen u
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hospedero especial, en comparacion con una secuencia denominada concretamente, asi como también variantes de
los mismos que existen naturalmente como, por ejemplo, variantes de corte y empalme o variantes de alelos.

La secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 2 puede usarse como unidad de expresion, es decir para la expresion
de genes.

La SEQ. ID. NO. 2 ha sido descrita en la entrada de Genbank AP005283 sin asignacion de funcion.

Una unidad de expresion contiene un acido nucleico mencionado previamente con actividad promotora,
adicionalmente unido de modo funcional con una secuencia de acidos nucleicos que garantiza la traduccion de
acidos ribonucleicos.

Una unidad de expresion contiene preferiblemente
E) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o

F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion, insercién o delecion de nucleétidos, la cual
presenta una identidad de por lo menos 90% a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO: 2, con la
condicion de que se excluye el acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 2.

Las unidades de expresion previamente mencionadas comprenden uno o varios de los siguientes elementos
genéticos:

una secuencia menos 10 ("-10"), una secuencia menos 35 ("-35"); una iniciacién de transcripcion, una region
intensificadora; y una region operadora. Preferentemente estos elementos genéticos son especificos para la especie
de Corinebacterias, especialmente para Corynebacterium glutamicum.

Todas las unidades de expresion mencionadas mas arriba pueden prepararse ademas de manera conocida por
sintesis quimica a partir de los componentes nucleétidos como, por ejemplo, por condensacion de fragmentos de
componentes de acidos nucleicos individuales superpuestos, complementarios de la doble hélice. La sintesis
guimica de oligonucleétidos puede realizarse, por ejemplo, de manera conocida, segin el método de fosfoamidita
(Voet, Voet, 2da. edicion, Wiley Press, Nueva York, pags. 896-897). La deposicién de oligonucleétidos sintéticos y el
llenado de espacios con ayuda del fragmento de Klenow de la ADN-polimerasa y las reacciones de ligadura asi
como también procedimientos generales de clonacién se describen en Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Para las invenciones en esta patente se usaron métodos y técnicas que son conocidas por el experto en las técnicas
de ADN recombinante y microbiol6gicas. Los métodos y las técnicas para el crecimiento de células bacterianas, la
introduccion de moléculas de ADN aisladas en la célula hospedera, y el aislamiento, la clonacién y la secuenciacion
de moléculas de acidos nucleicos aisladas, etc., son ejemplos de tales técnicas y métodos. Estos métodos se
describen en muchos sitios de la bibliografia estandar: Davis et al., Basic Methods In Molecular Biology (1986); J. H.
Miller, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York
(1972); J.H. Miller, A Short Course in Bacterial Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York (1992); M. Singer and P. Berg, Genes & Genomes, University Science Books, Mill Valley, Carlifornia
(1991); J. Sambrook, E.F. Fritsch and T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989); P.B. Kaufmann et al., Handbook of Molecular and
Cellular Methods in Biology and Medicine, CRC Press, Boca Raton, Florida (1995); Methods in Plant Molecular
Biology and Biotechnology, B.R. Glick and J.E. Thompson, eds., CRC Press, Boca Raton, Florida (1993); y P.F.
Smith-Keary, Molecular Genetics of Escherichia coli, The Guilford Press, Nueva York, NY (1989).

Todas las moléculas de acidos nucleicos de la presente invencién se encuentran preferentemente en forma de una
molécula de acido nucleico aislada. Una molécula de acido nucleico "aislada" se separa de otras moléculas de acido
nucleico, las que estan presentes en la fuente natural del acido nucleico y que puede ademas estar sustancialmente
libre de otro material celular o medio de cultivo, cuando es preparada por medio de técnicas recombinantes, o puede
estar libre de precursores quimicos u otros productos quimicos, cuando es sintetizada quimicamente.

Ademas de las secuencias de nucleétido descritas concretamente, estan comprendidas moléculas de acido nucleico
complementarias o una seccion de las mismas.

Los promotores y/o unidades de expresion previamente mencionados pueden usarse, por ejemplo, mas
ventajosamente en procedimientos mejorados para la preparacion fermentativa de productos biosintéticos como se
describen méas adelante.
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Los promotores y/o unidades de expresion presentan especialmente la ventaja de que son promotores y unidades
de expresion constitutivos, fuertes.

Los acidos nucleicos con actividad promotora previamente mencionados pueden ser usados para aumentar el grado
de transcripcion de genes en microorganismos del género Corynebacterium en comparacion con el tipo silvestre.

Las unidades de expresion previamente mencionadas pueden ser usadas para el aumento del grado de expresion
de genes en microorganismos del género Corynebacterium en comparacion con el tipo silvestre.

Los acidos nucleicos con actividad promotora mencionados previamente y las unidades de expresion mencionadas
previamente pueden servir ademas para la regulacion y el refuerzo de la formacién de diversos productos
biosintéticos, como por ejemplo, productos quimicos finos, proteinas, principalmente aminoacidos, en
microorganismos del género Corynebacterium.

Por lo tanto, la invencion se refiere a procedimiento para aumentar grado de transcripcion de genes en
microorganismos del género Corynebacterium en comparacion con el tipo silvestre.

Regulando la transcripcion de genes en el microorganismo mediante acidos nucleicos con actividad promotora que
contienen

A) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 0

B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercion o delecién de nucleétidos, la cual
presenta una identidad de al menos 90% con la secuencia SEQ. ID. NO. 1 a nivel de acido nucleico, en cuyo caso
los genes son heterélogos respecto de los acidos nucleicos con actividad promotora.

La secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 42 representa preferentemente el sitio de enlace ribosémico de las
unidades de expresién previamente mencionadas, las secuencias SEQ. ID. NOs. 39, 40 o 41, la regién -10 de las
unidades de expresion previamente mencionadas. Modificaciones de la secuencia de acidos nucleicos en estas
regiones conducen a una modificacion de la actividad de expresion especifica.

La secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 42 puede usarse como sitio de unién ribosémico en unidades de
expresion que posibilitan la expresion de genes en bacterias del género Corynebacterium o Brevibacterium.

Las secuencias de acido nucleico SEQ. ID. NOs. 39, 40 o 41 pueden usarse como region -10 en unidades de
expresion que posibilitan la expresion de genes en bacterias del género Corynebacterium o Brevibacterium.

Puede usarse una unidad de expresion que posibilita la expresibn de genes en bacterias del género
Corynebacterium o Brevibacterium, que contienen la secuencia de acidos nucleicos SEQ. ID. NO: 42.
Preferentemente se usa para ello la secuencia de acidos nucleicos SEQ. ID. NO: 42 como sitio de union ribosémico.

Puede usarse una unidad de expresién que posibilita la expresion de genes en bacterias del género
Corynebacterium o Brevibacterium, que contienen por lo menos una de las secuencias de acidos nucleicos SEQ. ID.
NOs: 39, 40 o 41. Preferentemente se usa para ello una de las secuencias de acidos nucleicos SEQ. ID. NOs: 39, 40
0 41 como regioén -10.

Segun la invencién, el aumento del grado de transcripcion de genes en microorganismos del género
Corynebacterium, en comparacién con el tipo silvestre, se efectla regulando la transcripcién de genes en el
microorganismo mediante acidos nucleicos con actividad promotora, que contienen

A) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 o

B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercion o delecién de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90% con la secuencia SEQ. ID. NO. 1 a nivel de acido nucleico, en cuyo caso
los genes son heterélogos respecto de los acidos nucleicos con actividad promotora.

Esto se logra preferiblemente

b1) introduciendo uno o varios acidos nucleicos previamente mencionados con actividad promotora al genoma del
microorganismo, de modo que la transcripcién de uno o mas genes enddgenos se efectla bajo el control del acido
nucleico con actividad promotora introducido,

(0]



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2439946 T3

b2) introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo de modo que la transcripcion de uno o varios
de los genes introducidos se efectia bajo el control de los acidos nucleicos endégenos, con actividad promotora,
previamente mencionados, o

b3) introduciendo al microorganismo uno 0 mas constructos de acidos nucleicos, que contienen un acido nucleico
con actividad promotora y se unen funcionalmente uno o mas acidos nucleicos a transcribir.

Por lo tanto es posible aumentar el grado de transcripcién de un gen endégeno del tipo silvestre:

segun la modalidad b1) introduciendo uno o varios de los acidos nucleicos mencionados previamente, con actividad
promotora al genoma del microorganismo de modo que la transcripcion de uno o de varios genes enddgenos se
efectle bajo el control del &cido nucleico con actividad promotora introducido, o

segun la modalidad b2) introduciendo uno o varios de los genes endégenos al genoma del microorganismo, de
modo que la transcripcion de uno o varios de los genes endégenos introducidos se efectle bajo el control de los
acidos nucleicos con actividad promotora endégenos previamente mencionados, o

Segun la modalidad b3) introduciendo uno o varios uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen un
acido nucleico con actividad promotora, previamente mencionado, y se une funcionalmente uno o varios acidos
nucleicos endégenos a transcribir.

De esta manera también es posible aumentar el grado de transcripcidon de un gen exégeno en comparaciéon con el
tipo silvestre

segun la modalidad b2), introduciendo uno o varios genes exdgenos al genoma del microorganismo, de modo que la
transcripcion de uno o de varios de los genes exdgenos introducidos se efectle bajo el control de los acidos
nucleicos con actividad promotora, endégenos, previamente mencionados previamente mencionados, o

Segun la modalidad b3), introduciendo al microorganismo uno o varios constructos de &acidos nucleicos que
contienen un &cido nucleico con actividad promotora, previamente mencionado y se une funcionalmente a uno o
varios acidos nucleicos exdgenos que van a transcribirse.

La insercién de genes segun la modalidad b2) puede realizarse de tal modo que el gen es integrado en las zonas
codificadoras o en las zonas no codificadoras. Preferentemente la insercion se realiza en zonas no codificadoras.

La insercion de constructos de acidos nucleicos segun la modalidad b3) puede efectuarse en forma cromosémica o
extracromosomica. La insercion de los constructos de acidos nucleicos se realiza preferentemente en forma
cromosomica. Una integracion "cromosémica” es la insercién de un fragmento de ADN exdgeno en el cromosoma de
una célula hospedera. Este concepto se usa también para la recombinacion homéloga entre un fragmento de ADN
exogeno y la region correspondiente sobre el cromosoma de la célula hospedera.

Por "enddgeno” se entienden informaciones genéticas como, por ejemplo, genes que ya estan contenidos en el
genoma de tipo silvestre.

Por "exdgeno" se entienden informaciones genéticas como, por ejemplo, genes que no estan contenidos en el
genoma del tipo silvestre.

Por el término "genes" con respecto a la regulacion de la transcripcion por los acidos nucleicos con actividad
promotora previamente mencionados, se entienden preferentemente acidos nucleicos que contienen una zona a
transcribir, es decir, por ejemplo, una zona que regula la traduccion, una zona codificadora, asi como también
eventualmente otros elementos de regulacion como, por ejemplo, un terminador.

Por el término "genes" con respecto a la regulacion de la expresion descrita a continuacion por parte de las unidades
de expresién de acuerdo con la invencién se entienden preferentemente acidos nucleicos que contienen una zona
codificadora, asi como también eventualmente otros elementos de regulaciéon, como por ejemplo, un terminador.

Por una "zona codificadora” se entiende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina.

Por "heterélogo” con respecto a acidos nucleicos con actividad promotora y genes se entiende que los genes
utilizados no estan transcritos en el tipo silvestre bajo la regulacién de los acidos nucleicos con actividad promotora
previamente mencionados, sino que se forma una nueva union funcional que no existe en el tipo silvestre y no existe
la combinacién funcional de acido nucleico con actividad promotora previamente mencionado ni el gen especifico en
el tipo silvestre.
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Por "heterélogo" con respecto a unidades de expresion y genes se entiende que los genes utilizados no estan
transcritos en el tipo silvestre bajo regulacion de las unidades de expresion de acuerdo con la invencion, sino que se
forma una nueva union funcional que no existe en el tipo silvestre y no existe en el tipo silvestre la combinacion
funcional de unidad de expresion previamente mencionada y gen especifico.

Ademas se describe un proceso para aumentar el grado de expresion de un gen en microorganismos del género
Corynebacterium en comparacioén con el tipo silvestre

regulando la expresion de genes en el microorganismo mediante unidades de expresién que contienen
E) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o

F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercién o delecion de nucledtidos, que
presenta una identidad de al menos 90% a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 2, en cuyo caso
los genes son heterdlogos respecto de las unidades de expresion.

El aumento del grado de expresion de genes en microorganismos del género Corynebacterium en comparacion con
el tipo silvestre puede efectuarse regulando la expresién de genes en el microorganismo mediante las unidades de
expresion mencionadas previamente, en cuyo caso los genes son heterélogos respecto de las unidades de
expresion.

Esto se logra preferiblemente

dl) introduciendo una o varias de las unidades de expresidon previamente mencionadas al genoma del
microorganismo, de modo que la expresion de uno o de varios genes enddgenos se efectie bajo el control de las
unidades de expresion introducidas, o

d2) introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo de modo que la expresion de uno o de varios
de los genes introducidos se efectie bajo el control de las unidades de expresion enddgenas previamente
mencionadas o

d3) introduciendo al microorganismo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen una unidad de
expresion previamente mencionado y une funcionalmente uno o varios acidos nucleicos que van expresarse.

De esta manera es posible aumentar el grado de expresién de un gen endogeno del tipo silvestre

segln la modalidad d1), introduciendo al genoma del microorganismo una o varias unidades de expresion
previamente mencionadas, de modo que la expresién de uno o de varios genes enddégenos se efectle bajo el control
de las unidades de expresion introducidas, o

segun la modalidad d2) introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo, de modo que la expresién
de uno o de varios de los genes introducidos se efectie bajo el control de las unidades de expresion enddgenas
previamente mencionadas, o

segun la modalidad d3) introduciendo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen una unidad de
expresion previamente mencionada y enlaza funcionalmente uno o varios acidos nucleicos que van a expresarse.

De esta manera, también es posible aumentar el grado de expresién de un gen enddgeno en comparacion con el
tipo silvestre

segun la modalidad d2), introduciendo uno o varios genes exdgenos al genoma del microorganismo, de modo que la
expresion de uno o de varios de los genes introducidos se efectie bajo el control de las unidades de expresion
enddgenas previamente mencionadas, o

segun la modalidad d3), introduciendo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen una unidad de
expresion y une funcionalmente uno o varios acidos nucleicos exégenos que van expresarse.

La insercion de genes segun la modalidad d2) puede efectuarse de tal manera que en se integre a regiones
codificante es 0 a regiones no codificantes. Preferentemente, la insercién se efectlda a regiones no codificantes.

La insercién de constructos de acido nucleico segun la modalidad d3) puede efectuarse en tal caso de manera
cromosomica o extra cromosOmica. La insercién de los constructos de acido nucleico se efectlia preferentemente de
manera cromosémica.

11
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Los constructos de acido nucleico se denominan en lo sucesivo casetes de expresion.

En una modalidad preferida del proceso previamente descrito para aumentar el grado de transcripciéon/o grado de
expresion de genes en microorganismos del género Corynebacterium, los genes se seleccionan del grupo de acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de productos quimicos finos, en cuyo caso los genes
pueden contener opcionalmente otros elementos de regulacion.

En una modalidad particularmente preferida del proceso descrito previamente para aumentar el grado de
transcripcion y/o el grado de expresion de genes en microorganismos del género Corynebacterium, los genes se
seleccionan del grupo de &cidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de aminoacidos
proteinogénicos y no proteinogénicos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
nucleétidos y nucleésidos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de acidos
organicos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de lipidos y acidos grasos, de
acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de dioles, de acidos nucleicos que codifican una
proteina de la via de biosintesis de carbohidratos, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de
biosintesis de compuestos aromaticos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
vitaminas, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de cofactores y de éacidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de enzimas, en cuyo caso los genes pueden contener
opcionalmente otros elementos de regulacion.

En una modalidad particularmente preferida, las proteinas de la via de biosintesis de aminoacidos se seleccionan
del grupo de aspartato cinasas, aspartato-. semialdehido-deshidrogenasa, diaminopimelato- deshidrogenasa,
diaminopimelato- descarboxilasa, dihidrodipicolinato-sintetasa, dihidrodipicolinato-reductasa, glicerinaldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa, 3-fosfoglicerato-cinasa, piruvato-carboxilasa, triosefosfato-lIsomerasa, regulador
transcripcional LuxR, regulador transcripcional LysR1, regulador transcripcional LysR2, malato- quinona-
oxidoreductasa, glucosa- 6- fosfato- deshidrogenasa, 6-fosfogluconato- deshidrogenasa, transcetolasa,
transaldolasa, homoserina-O-acetiltransferasa, cistahionina- gamma-sintasa, cistahionin-beta-liasa, serina-
hidroximetiltransferasa, O-acetilhomoserina-  sulfidrilasa, metilen-tetrahidrofolato-reductasa, fosfoserina-
aminotransferasa, fosfoserina-fosfatasa, serina-acetil-transferasa, homoserina-deshidrogenasa, homoserina-cinasa,
treonina-sintasa, treonina- Exportador-portador, treonina- deshidratasa, piruvato- oxidasa, lisina-exportador, biotina-
ligasa, cisteina-sintasa I, cisteina-sintasa Il, actividad de metionina-sintasa dependiente de coenzima B12, actividad
de metionina-sintasa independiente de coenzima B12, sulfato-adeniltransferasa subunidad 1 y 2, fosfoadenosina
fosfosulfato reductasa, ferredoxina- sulfito-reductasa, ferredoxina NADP reductasa, 3- fosfoglicerato deshidrogenasa,
regulador RXA00655, regulador RXN2910, arginil-t-ARN-sintetasa, fosfoenolpiruvato-carboxilasa, proteina de
treonina-eflujo, serinahidroximetiltransferasa, fructosa - 1, 6- bisfosfatasa, proteina de la reduccion de sulfato
RXAOQ77, proteina de la reduccién de sulfato RXA248, proteina de la reduccion de sulfato RXA247, proteina OpcA,
1-fosfofructocinasa y 6- fosfofructocinasa.

Proteinas preferidas y acidos nucleicos que codifican estas proteinas de las proteinas descritas previamente de la
via de biosintesis de aminoacidos son secuencias de proteina o secuencias de acidos nucleicos de origen
microbiano, preferentemente de bacterias del género Corynebacterium o Brevibacterium, preferiblemente de
bacterias corineiformes, particularmente preferible de Corynebacterium glutamicum.

Ejemplos de secuencias particularmente preferidas de proteina y la secuencia de acido nucleico correspondientes
que codifican estas proteinas de la via de biosintesis de aminoacidos, su documento de referencia, asi como su
denominacioén en el documento de referencia, se encuentran listados en la tabla 1:

Tabla 1

Proteina Acido nucleico Documento de SEQ. ID. NO. En el

gue codifica referencia documento de referencia

proteina
Aspartatoquinasa ask o lysC EP1108790 ADN: 281 Proteina: 3781
Aspa_rtato-semlaldehldo- asd EP1108790 ADN: 331 Proteina: 3831
deshidrogenasa
Dihidrodipicolinato-Sintetasa dapA WO 0100843 ADN: 55 Proteina: 56
Dihidrodipicolinato-reductasa dapB WO 0100843 ADN: 35 Proteina: 36
Mesq—dlamlnoplmelato—D— ddh EP1108790 ADN : 3494 Proteina : 6944
deshidrogenasa
Dlamlnoplgollnato- lysA EP1108790 ADN: 3451 Prot.:6951
descarboxilasa
Lisina-Exportador lysk EP1108790 ADN: 3455 Parat.: 6955
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Proteina

Acido nucleico

Documento de

SEQ. ID. NO. En el

gue codifica referencia documento de referencia

proteina
Arginil-t-ARN sintetasa argS EP1108790 ADN: 3450 Prot.: 6950
Glucosa-6-fosfato- zwf WO 0100844
deshidrogenasa ADN: 243 Prot.: 244
GIice.rinaldehl'do-3-fosfato- gap WO 0100844 ADN: 187 Prot.- 188
deshidrogenasa
3-Fosfogliceratquinasa pgk WO 0100844 ADN: 69 Prot.: 70
Piruvato-carboxilasa pycA EP1108790 ADN: 765 Prot.: 4265
Triosefosfato-isomerasa tpi WO 0100844 ADN: 61 Prot.: 62
Biotina-ligasa birA EP1108790 ADN: 786 Prot.: 4286
PEP-Carboxilasa pck EP1108790 ADN: 3470 Prot.: 6970
Homoserina quinasa thrB WO 0100843 ADN: 173 Prot.: 174
Treonina Sintasa thrC WO 0100843 ADN: 175 Prot.: 176
Treonina Export Portador thrE WO 0251231 ADN: 41 Prot.: 42
Proteina de eflujo de treonina RXA2390 WO 0100843 ADN: 7 Prot.: 8
Treonina Deshidratasa ilvA EP 1108790 ADN: 2328 Prot.: 5828
Homoserina-O-Acetiltransferasa | metA EP 1108790 ADN:727 Prot: 4227
Cistationina-gamma-sintasa metB EP 1108790 ADN:3491 Prot: 6991
Cistationina-beta-Liasa metC EP 1108790 ADN:2535 Prot: 6035
Metionin-Sintasa dependiente metH EP 1108790
de coenzima B12 ADN:1663 Prot: 5163
O-Acetilhomoserina-sulfhidrilasa | metY EP 1108790 ADN:726 Prot: 4226
Metilentetrahidrofolato- metF EP 1108790
reductasa ADN:2379 Prot: 5879
D-3-Fosfoglicerato- serA EP 1108790 ADN:1415
Deshidrogenasa Prot: 4915
Fosfoserina-Fosfatoasa 1 serB WO 0100843 ADN: 153 Prot.:154
Fosfoserina-Fosfatoasa 2 serB EP 1108790 ADN: 467 Prot: 3967
Fosfoserina-Fosfatoasa 3 serB EP 1108790 ADN: 334 Prot.: 3834
Fosfoserina-aminotransferasa serC WO 0100843 ADN: 151 Prot.: 152
Serina Acetil-Transferasa cyskE WO 0100843 ADN: 243 Prot.: 244
Cisteina-Sintasa | cisK EP 1108790 ADN: 2817 Prot.: 6317
Cistein Sintasa Il CisM EP 1108790 ADN: 2338 Prot.: 5838
Homoserina-Deshidrogenasa hom EP 1108790 ADN: 3452 Prot.: 6952
Metionin-Sintasa independiente | metE WO 0100843
de coenzima B12 ADN:755 Prot.: 756
Serina-Hidroximetiltransferasa gliA WO 0100843 ADN: 143 Prot.: 144
Proteina en reduccion de sulfato | RXA247 EP 1108790 ADN: 3089 Prot.: 6589
Proteina en reduccién de sulfato | RXA248 EP 1108790 ADN: 3090 Prot.: 6590
Sulfatadeniltransferasa CisN EP 1108790
Subunidad 1 ADN: 3092 Prot.: 6592
Sulfatadeniltransferasa CisD EP 1108790
Subunidad 2 ADN: 3093 Prot.: 6593
Fosfoadenosina fosfosulfato CisH WO 02729029
reductasa ADN: 7 Prot.: 8
Ferredoxina-sulfito-reductasa RXA073 WO 0100842 ADN: 329 Prot.: 330
Ferredoxina- NADP Reductasa RXA076 WO 0100843 ADN: 79 Prot.: 80
Regulador transcripcional LuxR luxR WO 0100842 ADN: 297

Proteina: 298

Regulador transcripcionalLysR1 | lysR1 EP 1108790 ADN: 676 Proteina: 4176
Regulador transcripcionalLysR2 | lysR2 EP 1108790 ADN: 3228 Proteina: 6728
Regulador transcripcionalLysR3 | lysR3 EP 1108790 ADN: 2200 Proteina: 5700
Malato-Quinona- mqo WO 0100844
Oxodoreductasa ADN: 569 Proteina: 570
Transcetolasa RXA2739 EP 1108790 ADN: 1740 Prot: 5240
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Proteina Acido nucleico Documento de SEQ. ID. NO. En el

gue codifica referencia documento de referencia

proteina
Transaldolasa RXA2738 WO 0100844 ADN: 245 Prot: 246
OPCA OpcA WO 0100804 ADN: 79 Prot: 80
1-Fosfofructoquinasa 1 pfkl W00100844 ADN: 55 Proteina: 56
1-Fosfofructoquinasa 2 pfk2 W00100844 ADN: 57 Proteina: 58
6-Fosfofructoquinasa 1 6-pfkl EP 1108790 ADN: 1383 Proteina: 4883
6-Fosfofructoquinasa 2 6-pfk2 DE 10112992 ADN: 1 Proteina: 2
Fructosa-1,6-bisfosfatoase 1 forl EP1108790 ADN: 1136 Proteina: 4636
Piruvato Oxidasa poxB WO 0100844 ADN : 85 Proteina: 86
RXA00655-Regulador RXA655 US2003162267 .2 ADN: 1 Prot.: 2
RXN02910-Regulador RXN2910 US2003162267 .2 ADN: 5 Prot.: 6
6-fosfogluconolactonasa RXA2735 WO 0100844 ADN: 1 Prot.: 2

Otro ejemplo de una secuencia de proteina especialmente preferida y la secuencia de &acidos nucleicos
correspondiente que codifica a esta proteina de la via de biosintesis de aminoacidos, es la secuencia de la fructosa-
1,6-bisfosfatasa 2, o llamada también fbr2, (SEQ. ID. NO: 38) y la secuencia de acidos nucleicos correspondiente
que codifica una fructosa-1,6-bisfosfatasa 2 (SEQ. ID. NO: 37).

Otro ejemplo de una secuencia de proteina especialmente preferida y la secuencia de &cidos nucleicos
correspondiente que codifica a esta proteina de la via de biosintesis de aminoacidos, es la secuencia de la proteina
en sulfato-reduccién, o llamada también RXA077, (SEQ. ID. NO: 4) y la secuencia de acidos nucleicos
correspondiente que codifica a una proteina en sulfato-reduccién (SEQ. ID. NO: 3).

Otras secuencias de proteinas especialmente preferidas de la via de biosintesis de los aminoacidos presentan la
secuencia de aminoacidos indicada para esta proteina en la Tabla 1, en donde la proteina respectiva presenta en
cada caso en por lo menos una de las posiciones de aminoécidos indicadas en la Tabla 2/columna 2 para esta
secuencia de aminoacidos, otro aminoacido proteinogénico diferente al aminoacido respectivo indicado en la Tabla
2/columna 3 en el mismo renglén. En otra forma de realizacion preferida, las proteinas presentan en por lo menos
una de las posiciones de aminoacidos indicadas para la secuencia de aminoacidos en la Tabla 2/ columna 2, el
aminoéacido indicado en el mismo renglén en la Tabla 2/columna 4. Las proteinas indicadas en la Tabla 2 son
proteinas mutadas de la via de biosintesis de los aminoacidos, las que presentan propiedades especialmente
ventajosas y que por ese motivo son especialmente adecuadas para la expresion de los acidos nucleicos
correspondientes por el promotor de acuerdo con la invencién y para la preparacion de aminoacidos. Por ejemplo, la
mutacién T3111 lleva a una interrupcion de la inhibicién de la retroalimentacion de ask.

Los &cidos nucleicos correspondientes, que codifican una proteina mutada de la Tabla 2 descrita previamente,
pueden prepararse mediante procedimientos usuales.

Como punto de partida para la preparacién de las secuencias de &cidos nucleicos que codifican una proteina
mutada es adecuado, por ejemplo, el genoma de una cepa de Corynebacterium glutamicum, el cual puede
obtenerse de la "American Type Culture Collection" bajo la denominacion ATCC 13032, o las secuencias de acidos
nucleicos indicadas en la Tabla 1. Para la retrotraduccion de la secuencia de aminoacidos de las proteinas mutadas
en las secuencias de acidos nucleicos que codifican a estas proteinas es ventajoso usar el codén usage del
organismo al cual tiene que introducirse la secuencia de acidos nucleicos o en el cual se encuentra la secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, es ventajoso para el Corynebacterium glutamicum usar el codon usage de
Corynebacterium glutamicum. El codén usage de cada organismo puede determinarse de manera conocida del
banco de datos o de solicitudes de patentes que describen por lo menos una proteina y un gen que codifica a esta
proteina, del organismo deseado.

Los datos en la Tabla 2 deben entenderse de la siguiente manera:
En la columna 1 "identificacion” se indica una denominacion clara para cada secuencia con respecto a la Tabla 1.

En la columna 2 "AS-POS", el respectivo nimero se refiere a la posicion del aminoacido de la secuencia de
polipéptidos correspondiente de la Tabla 1. Un "26" en la columna "ASpas" significa por lo tanto la posicion de
aminoacido 26 de la secuencia de polipéptidos indicada correspondientemente. El conteo de la posicion comienza
N-terminal en +1.
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En la columna 3, "AS-tipo silvestre", cada letra significa el aminoacido - representado con el cédigo de una letra - en
la posicion indicada en la columna 2 en la cepa de tipo silvestre correspondiente de la secuencia de la Tabla 1.

En la columna 4, "AS-mutante", cada letra significa los aminoéacidos - representados con el cédigo de una letra en la
posicion indicada en la columna 2 en la cepa mutante correspondiente.

En la columna 5, "Funcién”, se lista la funcion fisiolégica de la secuencia de polipéptidos correspondiente.

Para una proteina mutada con una funciéon determinada (columna 5) y una secuencia de aminoacidos de partida
determinada (Tabla 1) se describen en las columnas 2, 3 y 4 por lo menos una mutacién, en varias secuencias
también algunas mutaciones. Estas varias mutaciones se refieren siempre a la respectiva secuencia de aminoacido
de partida, mas cercana, que se encuentra mas arriba (Tabla 1). Bajo el término "por lo menos una de las posiciones
de aminoacidos" de una determinada secuencia de aminoacidos se entiende preferentemente por lo menos una de
las mutaciones descritas para esta secuencia de aminoacidos en la columna 2, 3y 4.

Cédigo de una sola letra de los aminoacidos proteinogénicos:

A Alanina

C Cisteina

D Aspartato

E Glutamato
F Fenilalanina
G Glicina

H His

I Isoleucina
K Lisina

L Leucina

M Metionina
N Asparagina
P Prolina

Q Glutamina
R Arginina

S Serina

T Treonina

\Y Valina

w Triptéfano
Y Tirosina
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Tabla 2

Columna 1

Columna 2

Columna 3

Columna 4

Columna 5

Identificacién

Posicién
AS

AS tipo
silvestre

AS Mutante

Funcién

ask

317

Aspartato-quinasa

311

279

asd

66

Aspartato-semialdehido-
Deshidrogenasa

234

272

285

20

dapA

Dihidrodipicolinato sintetasa

84

85

dapB

91

Dihidrodipicolinato-Reductasa

83

ddh

174

Meso-diaminopimelato-D-
Deshidrogenasa

235

237

lysA

265

Diaminopicolinato-descarboxilasa

320

332

argS

355

Arginil-t-ARN-Sintetasa

156

513

540

zwf

Glucosa-6-Fosfato-Deshidrogenasa

150

321

gap

264

Glicerinaldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa

pycA

Piruvato-carboxilasa

153

182

206

227

455

458

639

1008

1059

1120

pck

162

PEP-carboxilasa

241

829

thrB

103

Homoserina quinasa

190

133

138

thrC

69

Treonina sintasa

478

RXA330

85

Proteina de eflujo de treonina

161

195

hom

104

Homoserina-deshidrogenasa

116

148

59

270

345
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Columna 1 Columna 2 | Columna 3 Columna 4 Columna 5
Posicion AS tipo
AS silvestre
268
61
72
lysR1 80
lysR3 142
179
RXA2739 75
329
332
556
RXA2738 242
OpcA 107
219
233
261
312
65
33

Identificacién AS Mutante Funcién

regulador transcripcionalLysR1
regulador transcripcionalLysR3

Transcetolasa

Transaldolasa
OpcA

Aspartato-1-sescarboxilasa
6-Fosfogluconolactonasa

OOV | TR LR L|>(>Z|>|D|0|MOIX
OIT|TI|V|ZIIT|IZ|~|F|HO|d|=|TO|T|Z2

En los procedimientos previamente descritos para aumentar el grado de transcripcién y/o el grado de expresion de
genes en microorganismos del género Corynebacterium asi como también los procedimientos descritos a
continuacion para la preparacion de microorganismos modificados genéticamente del género Corynebacterium, los
microorganismos modificados genéticamente descritos a continuacion y los procedimientos descritos a continuacion
para la preparacion de productos biosintéticos, se realiza la introduccion de los acidos nucleicos con actividad
promotora previamente mencionados, las unidades de expresion previamente mencionadas, los genes descritos
previamente y los constructos de acidos nucleicos descritos previamente o los casetes de expresion en los
microorganismos del género Corynebacterium preferentemente mediante el método SacB.

El método SacB es conocido por el experto y se describié, por ejemplo, en Schafer A, Tauch A, Jager W, Kalinowski
J, Thierbach G, Puhler A.; Small mobilizable multi-purpose cloning vectors derived from the Escherichia coli plasmids
pK18 and pK19: selection of defined deletions in the chromosome of Corynebacterium glutamicum, Gene. 1994 Jul
22; 145 (1) : 69- 73 y Blomfield IC, Vaughn V, Rest RF, Eisenstein BI.; Allelic exchange in Escherichia coli using the
Bacillus subtilis sacB gene and a temperature-sensitive pSC101 replicon; Mol Microbiol. 1991 Jun; 5 (6) : 1447- 57.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento descrito previamente, el aumento del grado de transcripcion
y/o el grado de expresion de genes en microorganismos del género Corynebacterium se realiza introduciendo en el
microorganismo los acidos nucleicos con actividad promotora previamente mencionados y/o unidades de expresion
previamente mencionadas.

En otra forma de realizacion preferida de los procedimientos descritos previamente, el aumento del grado de
transcripcion y/o el grado de expresién de genes se realiza en microorganismos del género Corynabacterium
introduciendo en el microorganismo los constructos de acidos nucleicos o los casetes de expresion descritos
previamente.

Un casete de expresién comprende:

por lo menos una unidad de expresion de previamente mencionada,

por lo menos otra secuencia de acidos nucleicos a expresar, es decir, un gen a expresar, y

eventualmente otros elementos de control genéticos, como por ejemplo, un terminador, en donde por lo menos una
unidad de expresion y otra secuencia de acidos nucleicos a expresar, estan unidas funcionalmente entre si y la otra
secuencia de acidos nucleicos, a expresar, es heterdloga con respecto a la unidad de expresion.

Preferentemente, la secuencia de acidos nucleicos a expresar es por lo menos un &cido nucleico que codifica una
proteina de la via de biosintesis de productos quimicos finos.

Mas preferentemente la secuencia de acidos nucleicos a expresar es seleccionada entre el grupo de acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de aminoacidos proteinogénicos y no proteinogénicos,
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acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de nucleétidos y nucledsidos, acidos nucleicos
que codifican una proteina de la via de biosintesis de acidos organicos, acidos nucleicos que codifican una proteina
de la via de biosintesis de lipidos y acidos grasos, acidos nucleicas que codifican una proteina de la via de
biosintesis de dioles, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de carbohidratos, acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de compuestos aromaticos, acidos nucleicos que
codifican una proteina de la via de biosintesis de vitaminas, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de
biosintesis de cofactores y acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de enzimas.

Proteinas preferidas de la via de biosintesis de aminoacidos se describieron mas arriba y sus ejemplos se
describieron en las Tablas 1y 2.

En los casetes de expresion la posicion fisica de la unidad de expresion con respecto al gen a expresar es
seleccionada de tal modo que la unidad de expresion regula la transcripcion y preferentemente también la traduccion
del gen a expresar y de este modo posibilita la formacion de una o mas proteinas. "Posibilita la formacion"
comprende el aumento constitutivo de la formacién, el debilitamiento y/o bloqueo de la formacion bajo condiciones
especificas y/o el aumento de la formacion bajo condiciones especificas. Las "condiciones" comprenden: (1) adicién
de un componente al medio de cultivo, (2) remocion de un componente del medio de cultivo, (3) intercambio de un
componente en el medio de cultivo por un segundo componente, (4) aumento de la temperatura del medio de cultivo,
(5) disminucién de la temperatura del medio de cultivo y (6) regulacién de las condiciones atmosféricas como, por
ejemplo, la concentracién de oxigeno o nitrégeno, en las cuales se mantiene el medio de cultivo.

Ademas, un vector de expresion contiene un casete de expresion previamente descrito.

Los vectores son conocidos por el experto y pueden ser deducidos, por ejemplo, de "Cloning Vectors" (Pouwels P.
H. et al., editores, Elsevier, Amsterdam-Nueva York-Oxford, 1985). Por vectores se entienden aparte de los
plasmidos también todos los otros vectores conocidos por el experto, como por ejemplo, fagos, transposones,
elementos IS, fasmidos, cdsmidos y ADN lineal o circular. Estos vectores pueden ser replicados en el organismo
hospedero en forma auténoma o replicados cromosdémicamente.

Como plasmidos son adecuados especialmente aquellos que se replican en bacterias corineiformes. Numerosos
vectores plasmidos conocidos, como por ejemplo, pZ1 (Menkel et al., Applied and Environmental Microbiology
(1989) 64: 549-554), pEKEx1 (Eikmanns et al., Gene 102: 93-98 (1991)) o pHS2-1 (Sonnen et al., Gene 107: 69-74
(1991)) se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGAl. Otros vectores de plasmidos, como por
ejemplo, pCLIKSMCS, o aquellos que se basan en pCG4 (US-A 4.489.160) o pNG2 (Serwold-Davis y col., FEMS
Microbiology Letters 66, 119-124 (1990)) o pAG1 (US-A 5.158.891), pueden ser usados de igual manera.

También son adecuados aquellos vectores de plasmidos con ayuda de los cuales se puede aplicar el procedimiento
de la amplificacion de genes por integracion en el cromosoma, como se describid, por ejemplo, por Remscheid y col.
(Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)) para la duplicacion y/o la amplificacién del hom-thrB-
operén. En este método se realiza la clonaciéon del gen completo en un vector de plasmido, el cual puede replicar en
un hospedero (tipicamente E. coli) , pero no en C. glutamicum. Como vectores entran en consideracion por ejemplo,
pSUP301 (Simon y col., Bio/Technology 1, 784-791 (1983)), pK18mob o pK19mob (Schéfer y col., Gene 145, 69-73
(1994)), Bernard y col., Journal of Molecular Biology 234: 534-541 (1993)), pEM1 (Schrumpf y col., 1991, Journal of
Bacteriology 173: 4510-4516) o pBGS8 (Spratt y col., 1986, Gene 41: 337-342). El vector de plasmido, que contiene
el gen a amplificar, se pasa a continuacion por transformacion a la cepa de c. glutamicum deseada. Los métodos
para la transformacién se describen, por ejemplo, en Thierbach y col. (Applied Microbiology and Biotechnology 29,
356-362 (1988)), Dunican y Shivnan (Biotechnology 7, 1067-1070 (1989») y Tauch y col. (FEMS Microbiological
Letters 123, 343-347 (1994)).

La invencién se refiere ademas a un microorganismo modificado genéticamente del género Corynebacterium, en
donde la modificacion genética lleva a un aumento del grado de transcripcion de por lo menos un gen en
comparacion con el tipo silvestre y es condicionada por:

Regulacion de la transcripcion de genes en el microorganismo mediante acidos nucleicos con actividad promotora
que contienen

A) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 1 o

B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion, inserciéon o deleciéon de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90% con la secuencia SEQ. ID. NO. 1 a nivel de acido nucleico, en cuyo caso
los genes son heterélogos respecto de los acidos nucleicos con actividad promotora.

Tal como se describié previamente en los procesos, la regulacién de la transcripcion de genes en el microorganismo
se logra mediante acidos nucleicos con actividad promotora previamente mencionados
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b1) introduciendo uno o varios de los acidos nucleicos mencionados previamente con actividad promotora al genoma
del microorganismo, de modo que la transcripciéon de uno o de varios genes enddgenos se efectle bajo el control de
los acidos nucleicos con actividad promotora introducidos, o

b2) introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo, de modo que la transcripcion de uno o varios
de los genes introducidos se efectle bajo el control de los previamente mencionados acidos nucleicos endégenos
con actividad promotora, o

b3) introduciendo al microorganismo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen un acido nucleico
con actividad promotora previamente mencionado y une funcionalmente uno o varios acidos nucleicos a
transcribirse.

La invencién se refiere también a un microorganismo genéticamente modificado del género Corynebacterium, en
cuyo caso la modificacion genética conduce a un aumento del grado de expresion de al menos un gen en
comparacion con el tipo silvestre y esta condicionada por

Regulacién de la expresion de genes en el microorganismo mediante unidades de expresion que contienen
E) la secuencia de &cido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o

F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion, insercion o delecion de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90% a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 2), en cuyo caso
los genes son heterélogos respecto de las unidades de expresion.

Tal como se ha descrito previamente en el caso de los procedimientos, la regulacion de la expresion de genes en el
microorganismo se logra mediante unidades de expresidn previamente mencionadas

d1) introduciendo al genoma del microorganismo una o varias unidades de expresién previamente mencionadas de
modo que la expresion de uno o de varios genes enddgenos se efectie bajo el control de las unidades de expresion
introducidas, o

d2) introduciendo al genoma del microorganismo uno o varios genes, de modo que la expresion de uno o de varios
genes introducidos se efectle bajo el control de las unidades de expresion enddégenas previamente mencionadas t o

d3) introduciendo al microorganismo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen una unidad de
expresion previamente mencionada, y une funcionalmente uno o varios acidos nucleicos a expresar.

También esta descrito un microorganismo genéticamente modificado del género Corynebacterium que contiene una
unidad de expresion previamente mencionada y une funcionalmente un gen a expresarse, lo caso el gen heterélogo
con respecto a la unidad de expresion.

Este microorganismo genéticamente modificado del género Corynebacterium contiene de manera particularmente
una unidad de expresion previamente mencionada.

También esta descrito un microorganismo genéticamente modificado del género Corynebacterium que contiene un
vector, principalmente un vector transportador un vector plasmidico, el cual lleva por lo menos un constructo de
acidos nucleicos recombinante previamente mencionado.

En una modalidad preferida de los microorganismos genéticamente modificados del género Corynebacterium, los
genes descritos previamente son por lo menos un acido nucleico que codifica una proteina de la via de biosintesis
de productos quimicos finos.

En una modalidad particularmente preferida de los microorganismos genéticamente modificados del género
Corynebacterium, los genes descritos previamente son seleccionados entre el grupo de acidos nucleicos que
codifican una proteina de la via de biosintesis de aminoacidos proteinogénicos y no proteinogénicos, acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de nucle6tidos y nucledsidos, acidos nucleicos que
codifican una proteina de la via de biosintesis de acidos organicos, acidos nucleicos que codifican una proteina de la
via de biosintesis de lipidos y acidos grasos, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
dioles, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de carbohidratos, acidos nucleicos que
codifican una proteina de la via de biosintesis de compuestos aromaticos, acidos nucleicos que codifican una
proteina de la via de biosintesis de vitaminas, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
cofactores y acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de enzimas, en cuyo caso los genes
pueden contener eventualmente otros elementos de regulacion.
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Proteinas preferidas de la via de biosintesis de aminoacidos son seleccionadas entre el grupo de aspartatoquinasa,
aspartato-semialdehido-deshidrogenasa, diaminopimelato-deshidrogenasa, diaminopimelatodescarboxilasa,
dihidrodipicolinato-sintetasa, dihidrodipicolinato-reductasa, glicerinaldehido-3-fosfatodeshidrogenasa, 3-
fosfoglicerato-quinasa, piruvato-carboxilasa, triosafosfato-isomerasa, regulador transcripcional LuxR, regulador
transcripcional LysR1, regulador transcripcional LysR2, malato-quinonaoxidorreductasa, glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa, 6-fosfogluconato-deshidrogenasa, transcetolasa, transaldolasa, homoserina-O-acetiltransferasa,
cistahionina-gamma-sintasa, cistahionina-beta-liasa, serina-hidroximetiltransferasa, O-acetilhomoserina-sulfhidrilasa,
metileno-tetrahidrofolato-reductasa, fosfoserina-aminotransferasa, fosfoserina-fosfatasa, serina-acetil-transferasa,
homoserinadeshidrogenasa, homoserina-deshidrogenasa, homoserina-quinasa, treonina-sintasa, treonina-
exportador-transportador, treonina-deshidratasa, piruvatooxidasa, lisina-exportador, biotina-ligasa, cisteina-sintasa I,
cisteina-sintasa Il, actividad de metionina-sintasa dependiente de la coenzima B12, de metionina-sintasa
independiente de la coenzima B12, subunidad 1 y 2 sulfatoadeniltransferasa, fosfoadenosina fosfosulfato reductasa,
ferredoxina-sulfito-reductasa, ferredoxina NADP reductasa, 3-fosfoglicerato deshidrogenasa, regulador RXA00655,
regulador RXN2910, arginil-t-ARN-sintetasa, fosfoenolpiruvato-carboxilasa, proteina de eflujo de treonina,
serinahidroximetiltransferasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa, proteina de la sulfato-reduccion RXAQ77, proteina de la
sulfato-reduccién RXA248, proteina de la sulfato-reducciéon RXA247, proteina OpcA, 1- fosfofructoquinasa y 6-
fosfofructoquinasa.

Ejemplos especialmente preferidos de las proteinas y genes de la via de biosintesis de los aminoacidos se
describieron previamente en la Tabla 1 y la Tabla 2.

Bacterias del género Corynebacterium son principalmente las especies Corynebacterium glutamicum,
Corynebacterium acetoglutamicum, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium thermoaminogenes,
Corynebacterium melassecola y Corynebacterium efficiens.

Bacterias particularmente preferidas del género Corynebacterium se seleccionan del grupo de Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032, Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806, Corynebacterium acetoacidophilum
ATCC 13870, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539, Corynebacterium melassecola ATCC 17965,
Corynebacterium efficiens DSM 44547, Corynebacterium efficiens DSM 44548. Corynebacterium efficiens DSM
44549, Corynebacterium glutamicum KFCC10065 y Corynebacterium glutamicum ATCC21608.

Con la abreviatura KFCC se entiende la Korean Federation of Culture Collection, con la abreviatura ATCC la
American Type Strain Culture Collection, con la abreviatura DSM la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen.

Otras bacterias especialmente preferidas de los géneros Corynebacterium y Brevibacterium se listan en la Tabla 3:

Tabla 3
Bacteria Numero de depoésito
Género Especie ATCC | FERM | NRRL | CECT | NCIMB | CBS | NCTC | DSMZ
Corynebacterium | acetoacidophilum | 21476
Corynebacterium | acetoacidophilum | 13870
Corynebacterium | acetoglutamicum B1147 | B11473
Corynebacterium | acetoglutamicum B11475
Corynebacterium | acetoglutamicum | 15806
Corynebacterium | acetoglutamicum | 21491
Corynebacterium | acetoglutamicum | 31270
Corynebacterium | acetophilum B3671
Corynebacterium | ammoniagenes 6872 2399
Corynebacterium | ammoniagenes 15511
Corynebacterium | fujiokense 21496
Corynebacterium | glutamicum 14067
Corynebacterium | glutamicum 39137
Corynebacterium | glutamicum 21254
Corynebacterium | glutamicum 21255
Corynebacterium | glutamicum 31830
Corynebacterium | glutamicum 13032
Corynebacterium | glutamicum 14305
Corynebacterium | glutamicum 15455
Corynebacterium | glutamicum 13058
Corynebacterium | glutamicum 13059
Corynebacterium | glutamicum 13060
Corynebacterium | glutamicum 21492
Corynebacterium | glutamicum 21513
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Bacteria Numero de depoésito
Género Especie ATCC | FERM | NRRL | CECT | NCIMB | CBS | NCTC | DSMZ
Corynebacterium | glutamicum 21526
Corynebacterium | glutamicum 21543
Corynebacterium | glutamicum 13287
Corynebacterium | glutamicum 21851
Corynebacterium | glutamicum 21253
Corynebacterium | glutamicum 21514
Corynebacterium | glutamicum 21516
Corynebacterium | glutamicum 21299
Corynebacterium | glutamicum 21300
Corynebacterium | glutamicum 39684
Corynebacterium | glutamicum 21488
Corynebacterium | glutamicum 21649
Corynebacterium | glutamicum 21650
Corynebacterium | glutamicum 19223
Corynebacterium | glutamicum 13869
Corynebacterium | glutamicum 21157
Corynebacterium | glutamicum 21158
Corynebacterium | glutamicum 21159
Corynebacterium | glutamicum 21355
Corynebacterium | glutamicum 31808
Corynebacterium | glutamicum 21674
Corynebacterium | glutamicum 21562
Corynebacterium | glutamicum 21563
Corynebacterium | glutamicum 21564
Corynebacterium | glutamicum 21565
Corynebacterium | glutamicum 21566
Corynebacterium | glutamicum 21567
Corynebacterium | glutamicum 21568
Corynebacterium | glutamicum 21569
Corynebacterium | glutamicum 21570
Corynebacterium | glutamicum 21571
Corynebacterium | glutamicum 21572
Corynebacterium | glutamicum 21573
Corynebacterium | glutamicum 21579
Corynebacterium | glutamicum 19049
Corynebacterium | glutamicum 19050
Corynebacterium | glutamicum 19051
Corynebacterium | glutamicum 19052
Corynebacterium | glutamicum 19053
Corynebacterium | glutamicum 19054
Corynebacterium | glutamicum 19055
Corynebacterium | glutamicum 19056
Corynebacterium | glutamicum 19057
Corynebacterium | glutamicum 19058
Corynebacterium | glutamicum 19059
Corynebacterium | glutamicum 19060
Corynebacterium | glutamicum 19185
Corynebacterium | glutamicum 13286
Corynebacterium | glutamicum 21515
Corynebacterium | glutamicum 21527
Corynebacterium | glutamicum 21544
Corynebacterium | glutamicum 21492
Corynebacterium | glutamicum B8183
Corynebacterium | glutamicum B8182
Corynebacterium | glutamicum B12416
Corynebacterium | glutamicum B12417
Corynebacterium | glutamicum B12418
Corynebacterium | glutamicum B11476
Corynebacterium | glutamicum 21608
Corynebacterium | lilium P973
Corynebacterium | nitrilophilus 21419 11594
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Bacteria Numero de depoésito

Género Especie ATCC | FERM | NRRL | CECT | NCIMB | CBS | NCTC | DSMZ
Corynebacterium | spec. P4445

Corynebacterium | spec. P4446

Corynebacterium | spec. 31088

Corynebacterium | spec. 31089

Corynebacterium | spec. 31090

Corynebacterium | spec. 31090

Corynebacterium | spec. 31090

Corynebacterium | spec. 15954 20145
Corynebacterium | spec. 21857

Corynebacterium | spec. 21862

Corynebacterium | spec. 21863

Las abreviaturas tienen el siguiente significado:

ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, MD, Estados Unidos

FERM: Fermentation Research Institute, Chiba, Japon

NRRL: ARS Culture Collection, Northern Regional Research Laboratory, Peoria, IL, Estados Unidos
CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia, Espafia

NCIMB: National Collection of Industrial and Marine Bacteria Ltd., Aberdeen, Reino Unido

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baam, Holanda

NCTC: National Collection of Type Cultures, Londres, Reino Unido

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Brunswick, Alemania

Por medio de los acidos nucleicos con actividad promotora previamente mencionados y las unidades de expresion
previamente mencionadas es posible, con ayuda de los procedimientos de acuerdo con la invenciéon descritos
previamente, regular las vias de metabolismo en los microorganismos genéticamente modificados de acuerdo con la
invencion, descritos mas arriba, para obtener productos biosintéticos especificos.

Para ello se refuerzan, por ejemplo, las vias de metabolismo que llevan a un producto biosintético especifico por
medio del aumento del grado de transcripcion y/o del grado de expresiéon de genes de esta via de biosintesis por lo
que la cantidad de proteina aumentada conduce a una actividad total elevada de esta proteina de la via de sintesis
deseada y de este modo a un mayor flujo del metabolismo, hasta el producto biosintético deseado.

Ademas, las vias del metabolismo que se apartan de un producto biosintético especifico pueden ser disminuidas por
reduccion del grado de transcripcion y/o del grado de expresion de genes de esta via de biosintesis que se aparta,
por cuanto la cantidad de proteina reducida lleva a una actividad total reducida de esta proteina de la via de
biosintesis no deseada y de este modo adicionalmente a un flujo de metabolismo aumentado hasta el producto de
biosintesis deseado.

Los microorganismos genéticamente modificados de acuerdo con la invencién pueden preparar productos de
biosintesis, por ejemplo, a partir de glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, almidén, celulosa o de
glicerina y etanol.

Por lo tanto, se describe un procedimiento para la preparacién de productos de biosintesis por cultivo de
microorganismos genéticamente modificados, de acuerdo con la invencion.

Segun el producto de biosintesis deseado, tiene que aumentarse o reducirse el grado de transcripcién o el grado de
expresion de diversos genes. En general es ventajoso modificar el grado de transcripcion o el grado de expresion de
varios genes, es decir aumentar el grado de transcripcion y/o el grado expresion de una combinaciéon de genes y/o
reducir el grado de transcripcion o el grado de expresiéon de una combinacion de genes.
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En los microorganismos modificados genéticamente de acuerdo con la invencién, por lo menos un grado de
transcripcién y/o un grado de expresién modificados de un gen, es decir aumentado o reducido, se debe a un acido
nucleico con actividad promotora previamente mencionado y/o una unidad de expresion previamente mencionada.

Otros grados de transcripcion y/o grados de expresion modificados adicionalmente, es decir aumentados
adicionalmente o reducidos adicionalmente, de otros genes en el microorganismo genéticamente modificados
pueden, pero no tienen que, remontarse a los acidos nucleicos con actividad promotora previamente mencionados
y/o a las unidades de expresion previamente mencionados.

Ademas, se describe un procedimiento para la preparacion de productos de biosintesis mediante cultivo de
microorganismos genéticamente modificados del género Corynebacterium, de acuerdo con la invencién.

Productos de biosintesis preferidos son los productos quimicos finos.

El término "productos quimicos puros" es conocido en el campo especializado y comprende compuestos que son
producidos por un organismo y que se pueden utilizar en diversas ramas de la industria como, por ejemplo, pero no
limitado a, la industria farmacéutica, la agricultura, la industria cosmética, la industria de los alimentos y los forrajes.
Estos compuestos comprenden &cidos organicos como, por ejemplo, &cido tartarico, acido itaconico y acido
diaminopimélico, aminoéacidos tanto proteinogénicos como también no proteinogénicos, bases de purina y pirimidina,
nucledsidos y nucleétidos (como se describen, por ejemplo, en Kuninaka, A. (1996) Nucleotides and related
compounds, paginas 561-612, en Biotechnology vol. 6, Rehm et al., editores VCH: Weinheim y las citas alli
contenidas), lipidos, acidos grasos saturados e insaturados (por ejemplo, acido araquidénico), dioles (por ejemplo,
propandiol y butandiol), carbohidratos (por ejemplo, acido hialurénico y trehalosa), compuestos aromaticos (por
ejemplo, aminas aromaticas, anilina e indigo), vitaminas y cofactores (tal como se describe en Ullmann’'s
Encyclopedia of Industrial Chemistry, volumen A27, "Vitaminas", paginas 443-613 (1996) VCH: Weinheim y las citas
alli contenidas; y Ong, A.S., Niki, E. y Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" Proceedings of the
UNESCO/ Confederation of Scientific and Technological Associations in Malaysia and the Society for Free Radical
Research - Asia, realizada el 1-3 de septiembre de 1994 en Penang, Malasia, AOCS Press (1995)), enzimas y otros
productos quimicos descritos por Gutcho (1983) en Chemicals by Fermentation, Noyes Data Corporation, ISBN:
0818805086 y las citas bibliograficas alli indicadas. El metabolismo y los usos de determinados productos quimicos
finos se ilustran a continuacion con mas detalle.

I. Metabolismo y usos de aminoacidos

Los aminoacidos comprenden las unidades estructurales béasicas de todas las proteinas y son por lo tanto
esenciales para las funciones celulares normales. El término "aminoéacido" es conocido en el campo especializado.
Los aminoécidos proteinogénicos, de los cuales existen 20 tipos, sirven como unidades estructurales para las
proteinas, en las cuales se encuentran unidos entre si por medio de uniones peptidicas; en cambio los aminoacidos
no proteinogénicos (de los cuales se conocen cientos) generalmente no se encuentran en las proteinas (ver
Ullimann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, vol. A2, paginas 57-97 VCH: Weinheim (1985)). Los aminoacidos
pueden estar presentes en la configuracion D o L, aunque los aminoacidos L son generalmente el Unico tipo que se
encuentra en proteinas que existen naturalmente. Las vias de biosintesis y degradacion de cada uno de los 20
aminoacidos proteinogénicos estan bien caracterizadas tanto en las células procariotas como también eucariotas
(ver, por ejemplo, Stryer, L., Biochemistry, 3ra. edicién, pags. 578-590 (1988)). Los aminoacidos "esenciales”
(histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina), asi denominados porque
debido a la complejidad de su biosintesis deben ser tomados con los alimentos, son transformados por vias de
biosintesis sencillas en los 11 aminoacidos "no esenciales" restantes (alanina, arginina, asparagina, aspartato,
cisteina, glutamato, glutamina, glicina, prolina, serina y tirosina). Los animales superiores poseen la capacidad de
sintetizar algunos de estos aminoacidos, sin embargo, los aminoacidos esenciales tienen que ser incorporados con
los alimentos, para que tenga lugar una sintesis de proteinas normal.

Aparte de su funcién en la biosintesis de proteina, estos aminoacidos son productos quimicos interesantes en si
mismos, y se ha descubierto que se pueden usar muchos en diversas aplicaciones en la industria alimentaria, de
forraje, quimica, cosmética, en la agricultura y en la industria farmacéutica. La lisina no sélo es un aminoacido
importante para la alimentacion del ser humano sino también para animales monogastricos, como las aves y los
cerdos. El glutamato se usa principalmente como aditivo de sabor (glutamato monosédico, MSG) asi como también
ampliamente en la industria alimentaria, como también aspartato, fenilalanina, glicina y cisteina. Glicina, L-metionina
y triptéfano se usan todos en la industria farmacéutica. Glutamina, valina, leucina, isoleucina, histidina, arginina,
prolina, serina y alanina se usan en la industria farmacéutica y en la industria de los cosméticos. Treonina, triptéfano
y D- /L-metionina son aditivos para alimentos para animales, muy usados (Leuchtenberger, W. (1996) "Amino acids -
technical production and use", pags. 466-502 en Rehm y col., (ed.), Biotechnology, Vol. 6, capitulo 14a, VCH:
Weinheim). Se ha descubierto que estos aminoacidos son adecuados ademas como precursores para la sintesis de
aminoacidos y proteinas sintéticos, como N-acetilcisteina, S-carboximetil-L-cisteina, (S)-5-hidroxitriptéfano y otras
sustancias descritas en Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, vol. A2, paginas 57- 97, VCH, Weinheim,
1985.
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La biosintesis de estos aminoacidos naturales en organismos, que los pueden producir, por ejemplo bacterias, ha
sido bien caracterizada (para una sinopsis de la biosintesis bacteriana de aminoacidos y su regulacion, ver
Umbarger, H. E. (1978) Ann. Rev. Biochem. 47: 533-606). El glutamato es sintetizado por aminacion reductora de
cetoglutarato, un producto intermedio en el ciclo del acido citrico. Glutamina, prolina y arginina son producidos
consecutivamente de glutamato. La biosintesis de serina se realiza en un procedimeinto de tres pasos y comienza
con 3-fosfoglicerato (un producto intermedio en la glicélisis) y da por resultado estos aminoacidos después de los
pasos de oxidacién, transaminacién e hidrdlisis. Cisteina y glicina son producidos a partir de serina, las primeras por
condensacion de homocisteina con serina, y la Ultima por transferencia del atomo de carbono 3 de cadena lateral al
tetrahidrofolato, en una reaccion catalizada por serinatranshidroximetilasa. Fenilalanina y tirosina son sintetizadas a
partir de los precursores de la via de glicdlisis y pentosafosfato, eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato en una via de
biosintesis de 9 pasos, la que solo se diferencia de la sintesis de prefenato en los dos Ultimos pasos. El triptéfano se
produce igualmente a partir de estas dos moléculas de partida, sin embargo, su sintesis se realiza en una via de 11
pasos. La tirosina se puede preparar en una reaccion catalizada por fenilalaninahidroxilasa también a partir de
fenilalanina. Alanina, valina y leucina son productos de biosintesis de piruvato, el producto final de la glicélisis.
Aspartato se forma a partir de oxalacetato, un producto intermedio del ciclo del citrato. Asparagina, metionina,
treonina y lisina son producidos por transformacién de aspartato. Isoleucina se forma a partir de treonina. En una via
de 9 pasos compleja se realiza la formacion de histidina a partir de 5-fosforibosil-1-pirofosfato, un azlcar activado.

Los aminoacidos cuya cantidad sobrepasa el requerimiento de biosintesis de proteina de la célula no pueden ser
almacenados y en cambio se degradan, de modo que se ponen a disposicion productos intermedios para las vias de
metabolismo principales de la célula (para una sinopsis véase Stryer, L., Biochemistry, 3. Edicion, capitulo 21 "Amino
Acid Degradation and the Urea Cycle"; paginas 495- 516 (1988)). Si bien la célula puede transformar aminoacidos no
deseados en productos intermedios de metabolismo Utiles, la produccidon de aminoacidos con respecto a la energia,
las moléculas de los precursores y las enzimas necesarias para su sintesis requiere mucho trabajo. No es
sorprendente por lo tanto que la biosintesis de los aminoacidos es regulada por inhibicién de la retroalimentacion, en
cuyo caso la presencia de un aminoacido determinado hace mas lenta o incluso finaliza su propia produccién (para
una sinopsis sobre el mecanismo de retroalimentacion en vias de sintesis de aminoacidos ver Stryer, L.
Biochemistry, 3ra. ed., cap. 24, "Biosynthesis of Amino Acids and Heme", pags. 575-600 (1988)). La produccion de
un determinado aminoacido esta limitada por lo tanto por la cantidad de este aminoacido en la célula.

| Vitaminas, cofactores y metabolismo de nutracéuticos, asi como usos

Las vitaminas, cofactores y nutracéuticos comprenden otro amplio grupo de moléculas. Los animales superiores han
perdido la capacidad de sintetizarlos y por lo tanto los tienen que ingerir, aunque pueden ser sintetizados facilmente
por otros organismos, como bacterias. Estas moléculas son o bien moléculas biolégicamente activas o precursores
de substancias biolégicamente activas sirven como vehiculos de electrones o productos intermedios en una serie de
vias de metabolismo. Estos compuestos tienen, aparte de su valor nutritivo, también un valor industrial significativo
como colorantes, antioxidantes y catalizadores u otras substancias auxiliares para el procesamiento. (Para una
sinopsis sobre la estructura, actividad y los usos industriales de estos compuestos véase, por ejemplo, "Ullmann's
Encyclopedia of Industrial Chemistry”, "Vitamins", vol. A27, pags. 443-613, VCR: Weinheim, 1996). El término
"vitamina" es conocido en el campo especifico y comprende nutrientes que necesita un organismo para su funcion
normal, pero que no pueden ser sintetizados por ese organismo. El grupo de las vitaminas puede comprender
cofactores y compuestos nutracéuticos. El término "cofactor" comprende compuestos del tipo no proteina, que son
necesarios para producir una actividad enzimatica normal. Estos compuestos pueden ser organicos o inorganicos;
las moléculas de cofactor de acuerdo con la invencion son preferentemente organicas. El término "nutracéutico"”
comprende aditivos de los alimentos que son buenos para la salud, para plantas y animales, especialmente para el
ser humano. Ejemplos de tales moléculas son las vitaminas, los antioxidantes e igualmente algunos lipidos (por
ejemplo, acidos grasos poliinsaturados)

La biosintesis de estas moléculas en organismos, que estan capacitados para su produccién, como las bacterias, ha
sido caracterizada ampliamente ("Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry”, "Vitamins”, vol. A27, pags. 443-
613, VCR: Weinheim, 1996, Michal, G. (1999) "Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular
Biology", John Wiley & Sons; Ong; A.S.; Niki, E. Y Packer, L. (1995), "Nutrition, Lipids, Health and Disease",
Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and Technological Associations in Malaysia and the Society
for free Radical Research - Asia, realizada del 1 a 3 de septiembre de 1994 en Penang, Malasia, AOCS Press,
Champaign, IL X, 374 péags.)

La tiamina (vitamina B1) se forma por medio del acoplamiento quimico de pirimidina y unidades tiazol. La riboflavina
(vitamina B2 ) se sintetiza a partir de guanosin-5'-trifosfato (GTP) y ribosa-5'-fosfato. La riboflavina a su vez se usa
para la sintesis de flavina- mononucleétido (FMN) y flavinadenin-dinucleétido (FAD). La familia de compuestos, que
son denominados en conjunto como "vitamina B6" (por ejemplo, piridoxina, piridoxamina, piridoxal-5' -fosfato y el
clorhidrato de piridoxina usado comercialmente) , son todos derivados de la unidad estructural coman 5-hidroxi-6-
metilpiridina. El pantotenato (acido pantoténico, R-(+)-N- (2,4-dihidroxi-3,3-dimetil-1-oxobutil)-B-alanina) puede
prepararse o bien por sintesis quimica o por fermentacion. Los Ultimos pasos en la biosintesis de pantotenato
consisten en la condensacion impulsada por ATP de B-alanina y acido pantoico. Las enzimas responsables de los
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pasos de biosintesis para la transformacion en acido pantoico, en B-alanina y para la condensacion en acido
pantoténico, son conocidas. La forma metabdlicamente activa de pantotenato es coenzima A, cuya biosintesis se
produce mediante 5 pasos enzimaticos. Pantotenato, piridoxal 5'-fosfato, cisteina y ATP son los precursores de la
coenzima A. Estas enzimas catalizan no sélo la formacion de pantotenato, sino también la produccion de acido (R)-
pantoico, (R) -pantolactona, (R) -pantenol (provitamina B5), panteteina (y sus derivados) y coenzima A.

La biosintesis de biotina a partir de la molécula de precursor pimeloil-CoA en microorganismos ha sido investigada
exhaustivamente, y se han identificado varios de los genes que participan. Se ha demostrado que muchas de las
proteinas correspondientes participan de la sintesis Fe-Cluster y pertenecen a la clase de las proteinas nifS. El acido
lipoico se deriva del acido octanoico y sirve como coenzima en el metabolismo energético, en donde son
componentes del complejo de la piruvatodeshidrogenasa y del complejo de la a- cetoglutaratodeshidrogenasa. Los
folatos son un grupo de substancias que se derivan del acido félico, el cual a su vez se deriva del acido L-glutamico,
el acido p-aminobenzoico y 6-metilpterina. La biosintesis del acido folico y sus derivados, a partir de los productos
intermedios del metabolismo guanosin-5'- trifosfato (GTP), acido L-glutamico y acido p-aminobenzoico ha sido
investigada intensamente en determinados organismos.

Los corrinoides (como la cobalamina y especialmente la vitamina Bi,) y la porfirina pertenecen a un grupo de
productos quimicos que se caracterizan por un sistema de anillo tetrapirrol. La biosintesis de la vitamina B1, es
bastante compleja, por lo que aun no ha sido caracterizada completamente, sin embargo se ha conocido mientras
tanto una gran parte de las enzimas y substratos que participan. El &cido nicotinico (nicotinato) y la nicotinamida son
derivados de piridina, los que también son denominados "niacina". La niacina es el precursor de las importantes
coenzimas NAD (nicotinamida adenina dinucleétido) y NADP (nicotinamida adenina nucleétido fosfato) y sus formas
reducidas.

La produccion de estos compuestos en gran escala se basa en gran parte en las sintesis quimicas sin células, si
bien algunos de estos productos quimicos también han sido producidos por un gran cultivo de microorganismos,
como riboflavina, vitamina Bs, pantotenato y biotina. Sélo la vitamina B2 es producida en base a la complejidad de
su sintesis solamente por fermentacion. Los procedimientos in vitro requieren muchos materiales y tiempo y
frecuentemente tienen altos costos.

Ill. Metabolismo y usos de purina, pirimidina, nucleésidos y nucleotidos

Los genes para el metabolismo de purina y pirimidina y sus proteinas correspondientes son objetivos importantes
para la terapia de enfermedades tumorales y enfermedades virales. El término "purina” o "pirimidina" comprende
bases que contienen nitrégeno que son componentes de los acidos nucleicos, coenzimas y nucleétidos. El término
"nucleétido” comprende las unidades estructurales basicas de las moléculas de acidos nucleicos que tienen una
base que contiene nitrbgeno, un azucar pentosa (en el ARN el azlcar es ribosa, en el ADN el azicar es D-
desoxirribosa) y acido fosférico. El término "nucleésido” comprende moléculas que sirven como precursores de
nucleétidos, las cuales a diferencia de los nucleétidos no presentan ninguna unidad de acido fosforico. Por inhibicion
de la biosintesis de estas moléculas 0 su movilizacién para la formacién de moléculas de acidos nucleicos es posible
inhibir la sintesis de ARN y ADN; si esta actividad se inhibe selectivamente en células cancerigenas, puede inhibirse
la capacidad de divisién y replicacion de las células tumorales.

Existen ademas nucleétidos que no forman moléculas de acidos nucleicos, pero que sirven como almacenadores de
energia (es decir, AMP) o como coenzimas (es decir, FAD y NAD).

Muchas publicaciones han descrito el uso de estos productos quimicos para estas indicaciones medicinales, en
donde se influye sobre el metabolismo de purina y/o pirimidina (por ejemplo Christopherson, R. I. y Lyons, S. D.
(1990), "Potent inhibitors of de novo pyrimidine and purine biosintesis as chemotherapeutic agents”, Med. Res.
Reviews 10: 505-548). Las investigaciones sobre enzimas que participan en el metabolismo de purina y pirimidina se
han concentrado en el desarrollo de nuevos medicamentos que pueden ser usados, por ejemplo, como elementos
de inmunosupresion o antiproliferativos (Smith, J. L., "Enzymes in Nucleotide Synthesis", Curr. Opin. Struct. Biol. 5
(1995), 752-757, Biochem. Soc. Transact. 23 (1995) 877-902). Las bases purina y pirimidina, nucledsidos y
nucleétidos tienen sin embargo, también otras posibilidades de uso: como productos intermedios en la biosintesis de
diversos productos quimicos finos (por ejemplo, tiamina, S-adenosil-metionina, folatos o riboflavina), como vehiculos
de energia para la célula (por ej., ATP o GTP) y para los productos quimicos propiamente dichos, se utilizan
comunmente como reforzadores del sabor (por ejemplo, IMP o GMP) o para muchas aplicaciones medicinales
(véase, por ejemplo, Kuninaka, A., (1996), "Nucleotides and Related Compounds in Biotechnology, vol. 6, Rehm y
col., eds. VCH: Weinheim, pags. 561 612). Las enzimas que participan en el metabolismo de purina, pirimidina,
nucléosidos o nucleétidos, sirven también cada vez mas corno objetivos, contra los cuales se desarrollan productos
quimicos para la proteccién de plantas, incluidos fungicidas, herbicidas e insecticidas.

El metabolismo de estos compuestos en bacterias ha sido caracterizado (para sinopsis véase, por ejemplo, Zalkin,
H. y Dixon, J. E. (1992), "De novo purin nucleotide biosynthesis", en "Progress in Nucleic Acids Research and
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Molecular Biology, vol. 42, Academic Press, pags. 259-287; y Michal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleosides"; cap.
8 en: "Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, Wiley, Nueva York). EI metabolismo
de purina, objeto de investigacién intensa, es esencial para el funcionamiento normal de la célula. Un metabolismo
de purina perturbado en animales superiores puede causar enfermedades serias, por ejemplo, gota. Los nucleétidos
de purina son sintetizados a través de una serie de pasos a través del compuesto intermedio inosina-5'-fosfato (IMP)
a partir de ribosa-5-fosfato, lo que lleva a la produccion de guanosina-5'-monofosfato (GMP) o adenosina-5'-
monofosfato (AMP), a partir de los cuales se pueden preparar facilmente las formas trifosfato usadas como
nucleotidos. Estos compuestos también se utilizan como almacenadores de energia, de modo que su degradacion
suministra energia para muchos procesos bioquimicos en la célula. La biosintesis de pirimidina se realiza a través
de la formacion de uridin-5-monofosfato (UMP) a partir de ribosa-5-fosfato. EI UMP a su vez es transformado en
citidina-5'-trifosfato (CTP). Las formas desoxi de todos los nucleétidos se preparan en una reaccion de reduccion de
un solo paso a partir de la forma difosfato-ribosa del nucleétido a la forma difosfato- desoxi-ribosa del nucleétido.
Después de la fosforilacion estas moléculas pueden participar en la sintesis de ADN.

IV. Metabolismo y usos de trehalosa

La trehalosa estd compuesta por dos moléculas de glucosa que estan unidas entre si por medio de un enlace a,a-
1,1. Se usa comunmente en la industria alimentaria como edulcorante, como aditivo para alimentos secos o
congelados, asi como también en bebidas. Sin embargo, también se usa en la industria farmacéutica, en la
cosmética y en la biotecnologia (ver por ejemplo, Nishimoto y col., (1998), patente US No. 5.759.610; Singer, M. A. y
Lindquist, S. Trends Biotech. 16 (1998) 460- 467; Paiva, C.L.A. y Panek, A.D. Biotech Ann. Rev. 2 (1996) 293- 314;y
Shiosaka, M. J. Japén 172 (1997) 97- 102). La trehalosa es producida por enzimas de muchos microorganismos y se
libera de manera natural en el medio circundante, del cual se puede obtener mediante procedimientos conocidos en
la técnica.

Productos de biosintesis especialmente preferidos son seleccionados entre el grupo de acidos organicos, proteinas,
nucleétidos y nucledsidos, asi como también aminoacidos proteinogénicos como también no proteinogénicos, lipidos
y acidos grasos, dioles, carbohidratos, compuestos aromaticos, vitaminas y cofactores, enzimas y proteinas. Acidos
organicos preferidos son acido tartarico, acido itacénico y acido diaminopimélico.

Los nucleésidos y nucledtidos preferidos se describen, por ejemplo, en Kuninaka, A. (1996), Nucleotides and related
compounds, pags. 561-612, en Biotechnology, vol. 6, Rehm y col., ed. VCH; Weinheim, y las citas bibliogréficas alli
contenidas.

Productos de biosintesis preferidos son ademas lipidos, acidos grasos saturados e insaturados como, por ejemplo,
acido araquidénico, dioles como, por ejemplo, propanodiol y butanodiol, carbohidratos como, por ejemplo, acido
hialurénico y trehalosa, compuestos aromaticos como, por ejemplo, aminas aromaticas, vanilina e indigo, vitaminas y
cofactores, como se describen, por ejemplo, en "Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry”, Vol. A27,
"Vitamins", pags. 443-613 (1996), VCH: Weinheim, y las citas bibliogréaficas alli contenidas; y Ong, A. S., Niki, E., y
Packer, L. (1995), "Nutrition, Lipids, Health and Disease", Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific
and Technological Associations in Malaysia and the Society for Free Radical Research - Asia, realizada en Penang,
Malasia, del 1 al 3 de septiembre de 1994, AOCS Press (1995)), enzimas policétidos (Cane y col. (1998), Science
282: 63-68) y otros productos quimicos descriptos por Gutcho (1983) en "Chemicals by Fermentation, Noyes Data
Corporation, ISBN: 0818805086 y las citas bibliogréaficas alli indicadas.

Productos de biosintesis especialmente preferidos son los aminoacidos, mas preferentemente, los aminoacidos
esenciales, especialmente L-glicina, L-alanina, L-leucina, L-metionina, L-fenilalanina, L-triptéfano, L-lisina, L-
glutamina, acido L-glutamico, L-serina, L-prolina, L-valina, L-isoleucina, L-cisteina, L-tirosina, L-histidina, L-arginina,
L-asparagina, acido L-aspartico y L-treonina, L-homoserina, especialmente L-lisina, L-metionina y Ltreonina. A
continuacién se entiende por un aminoacido como, por ejemplo, lisina, metionina y treonina, tanto la forma L como la
forma D de los aminoacidos, preferentemente la forma L, es decir, por ejemplo, L-lisina, L-metionina y L-treonina.

Principalmente se describe un procedimiento para la preparacion de lisina por medio del cultivo de microorganismos
genéticamente modificados del género Corynebacterium con un grado de expresion aumentado de por lo menos un
gen en comparacion con el tipo silvestre, en donde:

la expresion de genes en el microorganismo se regula mediante unidades de expresion que contienen
E) la secuencia de acido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o

F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercién o delecion de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90 % a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 2, en cuyo caso
los genes son heterélogos respecto de las unidades de expresion,
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y en cuyo caso los genes se seleccionan del grupo de acidos nucleicos que codifican una aspartato-quinasa, acidos
nucleicos que codifican una aspartato-semialdehido-deshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una
diaminopimelato-deshidrogenasa, éacidos nucleicos que codifican una diaminopimelato-descarboxilasa, acidos
nucleicos que codifican una dihidrodipicolinato-sintetasa, acidos nucleicos que codifican una dihidrodi-picolinato-
reductasa, acidos nucleicos que codifican una glicerinaldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, acidos nucleicos que
codifican una 3-fosfoglicerato-quinasa, acidos nucleicos que codifican una piruvato-carboxilasa, acidos nucleicos que
codifican una triosafosfato-isomerasa, acidos nucleicos que codifican un regulador transcripcional LuxR, acidos
nucleicos que codifican un regulador transcripcional LysR1, acidos nucleicos que codifican un regulador
transcripcional LysR2, acidos nucleicos que codifican una malato-quinona-oxidorreductasa, acidos nucleicos que
codifican una glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una 6-fosfogluconato-
deshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una transcetolasa, acidos nucleicos que codifican una transaldolasa,
acidos nucleicos que codifican un exportador de lisina, acidos nucleicos que codifican una biotina- ligasa, acidos
nucleicos que codifican una arginil-t-ARNsintetasa, acidos nucleicos que codifican una fosfoenolpiruvato-carboxilasa,
acidos nucleicos que codifican una fructosa-1,6-bisfosfatasa, acidos nucleicos que codifican una proteina OPCA,
acidos nucleicos que codifican una 1-fosfofructoquinasa y acidos nucleicos que codifican una 6-fosfofructocinasa.

Como se describi6 mas arriba en los procedimientos, la regulacion de la expresion de estos genes en el
microorganismo se logra por medio de unidades de expresion previamente descritas:

dhl) introduciendo en el genoma del microorganismo una o mas unidades de expresién previamente mencionadas
de modo que se realiza la expresion de uno o mas de estos genes enddgenos bajo el control de las unidades de
expresion introducidas,

0

dh2) introduciendo en el genoma del microorganismo uno o mas de estos genes, de modo que la expresion de uno o
mas de los genes introducidos se realiza bajo el control de las unidades de expresion enddgenas, previamente
mencionadas, 0

dh3) introduciendo en el microorganismo uno 0 mas constructos de acidos nucleicos, que contienen una unidad de
expresion previamente mencionada y une funcionalmente uno o varios acidos nucleicos a expresar.

Otra forma de realizacion preferida del procedimiento arriba descrito para la preparacion de lisina esta caracterizado
porque los microorganismos genéticamente modificados en comparacion con el tipo silvestre, presentan ademas
una actividad aumentada, por lo menos una de las actividades seleccionadas entre el grupo de actividad aspartato-
quinasa, actividad aspartato-semialdehidodeshidrogenasa, actividad diaminopimelato-deshidrogenasa, actividad
diaminopimelato-descarboxilasa, actividad dihidrodipicolinato-sintetasa, actividad dihidrodipicolinato-reductasa,
actividad glicerinaldehido-3 fosfatodeshidrogenasa, actividad 3-fosfoglicerato-quinasa, actividad piruvato-
carboxilasa, actividad triosafosfatoisomerasa, actividad del regulador transcripcional LuxR, actividad del regulador
transcripcional LySR1, actividad del regulador transcripcional LySR2 , actividad de malato- quinona-oxidorreductasa,
actividad de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, actividad de 6-fosfogluconatodeshidrogenasa, actividad de
transcetolasa, actividad de transaldolasa, actividad de exportador de lisina, actividad de arginil-t-ARN-sintetasa,
actividad de fosfoenolpiruvatocarboxilasa, actividad de fructosa-1,6-bisfosfatasa, actividad de proteina OPCA,
actividad de 1-fosfofructoquinasa, actividad de 6-fosfofructoquinasa y actividad biotina-ligasa.

Otra forma de realizacién especialmente preferida del procedimiento arriba descrito para la preparacion de lisina
esta caracterizada porque los microorganismos genéticamente modificados en comparacién con el tipo silvestre
presentan ademas una actividad reducida, por lo menos una de las actividades, seleccionadas entre el grupo de
actividad treonina deshidratasa, actividad homoserina O- acetiltransferasa, actividad O-acetilhomoserinasulfhidrilasa,
actividad fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa, actividad piruvato-oxidasa, actividad homoserina-quinasa, actividad
homoserina-deshidrogenasa, actividad de exportador de treonina, actividad de proteina de eflujo de treonina,
actividad asparaginasa, actividad aspartato descarboxilasa y actividad treonina-sintasa.

Estas actividades adicionales, aumentadas o reducidas, de por lo menos una de las actividades antes descritas, sin
embargo, pueden pero no tienen que ser causadas por un acido nucleico con actividad promotora de acuerdo,
previamente mencionado y/o una unidad de expresion previamente mencionada.

También se describe un procedimiento para la preparacion de metionina por medio de cultivo de microorganismos
del género Corynebacterium genéticamente modificados con grado de expresion aumentado de por lo menos un gen
en comparacion con el tipo silvestre, en donde:

la expresion de genes en el microorganismo se regula mediante unidades de expresion que contienen

E) la secuencia de &cido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o
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F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercién o delecion de nucledtidos, que
presenta una identidad de al menos 90 % a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 2, en cuyo caso
los genes son heterdlogos respecto de las unidades de expresion, y en cuyo caso los genes se seleccionan de
grupo de acidos nucleicos que codifican una aspartato-quinasa, acidos nucleicos que codifican una aspartato-
semialdehido- deshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una homoserina-deshidrogenasa, acidos nucleicos
que codifican una glicerinaldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una 3-fosfoglicerato-
cinasa, acidos nucleicos que codifican una piruvato-carboxilasa, acidos nucleicos que codifican una triosafosfato-
isomerasa, acidos nucleicos que codifican una homoserina-O- acetiltransferasa, acidos nucleicos que codifican una
cistahioningamma-sintasa, acidos nucleicos que codifican una cistahionina-beta-liasa, acidos nucleicos que codifican
una serina-hidroximetiltransferasa, acidos nucleicos que codifican una O- acetilhomoserina-sulfhidrilasa, acidos
nucleicos que codifican una metileno-tetrahidrofolato- reductasa, &acidos nucleicos que codifican una
fosfoserinaaminotransferasa, acidos nucleicos que codifican una fosfoserina-fosfatasa, acidos nucleicos que
codifican una serina-acetil-transferasa, acidos nucleicos que codifican una cisteina-sintasa |, acidos nucleicos que
codifican una cisteina-sintasa Il, acidos nucleicos que codifican una actividad metionina-sintasa dependiente de la
coenzima B12, acidos nucleicos que codifican una actividad metionina-sintasa independiente de la coenzima B12,
acidos nucleicos que codifican una actividad sulfato-adenililtransferasa, acidos nucleicos que codifican una actividad
fosfoadenosinfosfosulfato-reductasa, acidos nucleicos que codifican una actividad ferredoxina-sulfito-reductasa,
acidos nucleicos que codifican una actividad ferredoxina NADPH-reductasa, acidos nucleicos que codifican una
actividad ferredoxina, acidos nucleicos que codifican una proteina de la sulfatoreduccién RXAQ77 , acidos nucleicos
gue codifican una proteina de la sulfato-reduccion RXA248, acidos nucleicos que codifican una proteina de la
sulfato-reduccion RXA247, acidos nucleicos que codifican un regulador RXA0655, y acidos nucleicos que codifican
un regulador RXN2910.

Como se describié previamente en el procedimiento, la regulacion de la expresion de estos genes en el
microorganismo mediante unidades de expresion previamente mencionadas se logra:

dh1l) introduciendo en el genoma del microorganismo una o mas unidades de expresién previamente mencionadas
de modo que la expresion de uno o mas de estos genes enddgenos se efectda bajo el control de las unidades de
expresion introducidas, o

dh2) introduciendo en el genoma del microorganismo uno o mas genes, de modo que la expresion de uno o mas de
los genes introducidos se realiza bajo el control de las unidades de expresién enddgenas, previamente
mencionadas, o

dh3) introduciendo en el microorganismo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen una unidad de
expresion previamente mencionada y une funcionalmente uno o varios acidos nucleicos a expresar.

Otra forma de realizacion preferida del procedimiento arriba descrito para la preparacion de metionina esta
caracterizada porque los microorganismos genéticamente modificados presentan en comparacién con el tipo
silvestre adicionalmente una actividad aumentada, por lo menos una de las actividades, seleccionada entre el grupo
de actividad aspartato-quinasa, actividad aspartato-semialdehidodeshidrogenasa, actividad homoserina-
deshidrogenasa, actividad glicerinaldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, actividad 3-fosfoglicerato-quinasa, actividad
piruvato-carboxilasa, actividad triosafosfato-isomerasa, actividad homoserina-O-acetiltransferasa, actividad
cistahioninagamma-sintasa, actividad cistahionina-beta-liasa, actividad serina-hidroximetiltransferasa, actividad O-
acetilhomoserina-sulfhidrilasa, actividad metileno-tetrahidrofolato-reductasa, actividad fosfoserina-aminotransferasa,
actividad fosfoserina- fosfatasa, actividad serina-acetil-transferasa, actividad cisteinasintasa |, actividad cisteina-
sintasa Il, actividad metionina-sintasa dependiente de la coenzima B12, actividad metionina-sintasa independiente
de la coenzima B12, actividad sulfato-adenililtransferasa, actividad fosfoadenosina-fosfosulfato-reductasa, actividad
ferredoxina-sulfito-reductasa, actividad ferredoxina NADPH-reductasa, actividad ferredoxina, actividad de una
proteina de la sulfato-reduccion RXAOQ77 , actividad de una proteina de la sulfato-reduccién RXA248, actividad de
una proteina de la sulfato-reduccion RXA247 , actividad de un regulador RXA0655, y actividad de un regulador
RXN2910.

Otra forma de realizacion especialmente preferida del procedimiento arriba descrito para la preparacion de metionina
esta caracterizado porque los microorganismos genéticamente modificados presentan en comparacion con el tipo
silvestre adicionalmente una actividad reducida, por lo menos una de las actividades seleccionadas entre actividad
homoserina-quinasa, actividad treonina-deshidratasa, actividad treonina-sintasa, actividad meso-diaminopimelato D-
deshidrogenasa (actividad fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa, actividad piruvato-oxidasa, actividad dihidrodipicolinato
sintasa, actividad dihidrodipicolinato reductasa y actividad diaminopicolinato descarboxilasa.

Estas actividades adicionales, aumentadas o reducidas de por lo menos una de las actividades arriba descritas sin
embargo pueden pero no tienen que ser causadas por un acido nucleico con actividad promotora previamente
mencionado y/o una unidad de expresion previamente mencionada.
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También esta descrito un procedimiento para la preparacién de treonina por cultivo de microorganismos
genéticamente modificados del género Corynebacterium con grado de expresion aumentado de por lo menos un gen
en comparacion con el tipo silvestre, en donde:

la expresion de genes en el microorganismo se regula mediante unidades de expresion que contienen
E) la secuencia de &cido nucleico SEQ. ID. NO. 2 o

F) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion, insercion o delecién de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90 % a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ. ID. NO. 2, en cuyo caso
los genes son heterdlogos respecto de las unidades de expresion, y en cuyo caso los genes se seleccionan del
grupo de &cidos nucleicos que codifican una aspartato-quinasa, acidos nucleicos que codifican una aspartato-
semialdehidodeshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una glicerinaldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, acidos
nucleicos que codifican una 3-fosfoglicerato-quinasa, acidos nucleicos que codifican una piruvato-carboxilasa, acidos
nucleicos que codifican una triosafosfato-isomerasa, acidos nucleicos que codifican una homoserina-quinasa, acidos
nucleicos que codifican una treonina sintasa, acidos nucleicos que codifican un portador exportador de treonina,
acidos nucleicos que codifican una glucosa-6-fosfato- deshidrogenasa, acidos nucleicos que codifican una
transaldolasa, acidos nucleicos que codifican una transcetolasa, acidos nucleicos que codifican una malatoquinona-
oxidorreductasa, acidos nucleicos que codifican una 6-fosfogluconato-deshidrogenasa, acidos nucleicos que
codifican un exportador de lisina, acidos nucleicos que codifican una biotina ligasa, acidos nucleicos que codifican
una fosfoenolpiruvato-carboxilasa, acidos nucleicos que codifican una proteina de eflujo de treonina, acidos
nucleicos que codifican una fructosa-1,6-bisfosfatasa, acidos nucleicos que codifican una proteina OpcA, acidos
nucleicos que codifican una 1-fosfofructoquinasa, acidos nucleicos que codifican una 6-fosfofructoquinasa y acidos
nucleicos que codifican una homoserina-deshidrogenasa.

Como se describio previamente en los procedimientos, la regulacion de la expresion de estos genes en el
microorganismo se logra por medio de las unidades de expresion previamente mencionadas

dh1l) introduciendo en el genoma del microorganismo una o0 mas unidades de expresion previamente mencionadas,
de modo que la expresion de uno o mas de estos genes enddgenos se realiza bajo el control de las unidades de
expresion introducidas, o

dh2) introduciendo en el genoma del microorganismo uno 0 mas de estos genes al genoma del microorganismo, de
modo que la expresion uno o mas de los genes introducidos se efectle bajo el control de las unidades de expresion
enddgenas, previamente mencionadas, o

dh3) introduciendo en el microorganismo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen una unidad de
expresion previamente mencionada, opcionalmente con actividad de expresion especifica aumentada, y se unen
funcionalmente uno o mas acidos nucleicos a expresar.

Otra forma de realizacion preferida del procedimiento descrito previamente para la preparacion de treonina esta
caracterizado porque los microorganismos genéticamente modificados presentan adicionalmente, en comparacion
con el tipo silvestre una actividad aumentada, por lo menos una de las actividades, seleccionada entre el grupo
actividad aspartato-quinasa, actividad aspartato-semialdehido-deshidrogenasa, actividad glicerinaldehido-3-
fosfatodeshidrogenasa, actividad 3-fosfoglicerato-quinasa, actividad piruvato-carboxilasa, actividad
triosafosfatoisomerasa, actividad treonina sintasa, actividad de un portador exportador de treonina, actividad
transaldolasa, actividad transcetolasa, actividad glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, actividad malato-quinona-
oxidorreductasa, actividad homoserina-quinasa, actividad biotina-ligasa, actividad fosfoenolpiruvato-carboxilasa,
actividad de proteina de eflujo de treonina, proteina actividad OpcA, actividad fosfofructoquinasa, actividad 1-6-
fosfofructoquinasa, actividad fructosa-l,6-bisfosfatasa, actividad 6- fosfogluconato-deshidrogenasa y actividad
homoserina-deshidrogenasa.

Otra forma de realizacion preferida del procedimiento descrito previamente para la preparacion de treonina esta
caracterizado porque los microorganismos genéticamente modificados presentan adicionalmente, en comparacion
con el tipo silvestre, una actividad reducida. por lo menos una de las actividades, seleccionadas entre el grupo de
treoninadeshidratasa, actividad homoserina O-acetiltransferasa, actividad serina-hidroximetiltransferasa, actividad O-
acetilhomoserina-sulfhidrilasa, actividad meso-diaminopimelato D-deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato-
carboxiquinasa, actividad piruvatooxidasa, actividad dihidrodipicolinato sintasa, actividad dihidrodipicolinato
reductasa, actividad asparaginasa, actividad aspartato-descarboxilasa, actividad de exportador de lisina, actividad
acetolactato-sintasa, actividad cetol-aid- reductoisomerasa, actividad de aminotransferasa de cadena ramificada,
actividad metionina sintasa dependiente de la coenzima B12, actividad metionina sintasa independiente de la
coenzima B12, actividad dihidroxiacidodeshidratasa y actividad diaminopicolinato descarboxilasa,
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Estas actividades adicionales, aumentadas o reducidas, de por lo menos una de las actividades previamente
descritas, sin embargo pueden pero no tienen que ser causadas por un acido nucleico con actividad promotora de
acuerdo con la invencién y/o una unidad de expresion de acuerdo con la invencion.

Por el término "actividad" de una proteina se entiende en el caso de enzimas la actividad enzimatica de la proteina
correspondiente, en el caso de otras proteinas, por ejemplo proteinas estructurales o de transporte, la actividad
fisiologica de las proteinas.

Por lo regular, las enzimas pueden transformar un substrato en un producto y/o catalizar este paso de
transformacion.

Correspondientemente, por "actividad” de una enzima se entiende la cantidad de substrato transformado o la
cantidad de producto formado, por la enzima en un tiempo determinado.

En el caso de una actividad aumentada con respecto al tipo silvestre, se aumenta por lo tanto por parte de la enzima
la cantidad de substrato transformado y/o la cantidad de producto formado, en un tiempo determinado, en
comparacion con el tipo silvestre.

Este aumento de la "actividad" en todas las actividades descritas previamente y a continuacion, es preferentemente
de por lo menos 5%, mas preferentemente de por lo menos 20%, mas preferentemente de por lo menos 50%, mas
preferentemente de por lo menos 100%, mas preferentemente adn de por lo menos 300%, mas preferentemente
todavia de por lo menos 500%, especialmente de por lo menos 600% de la "actividad del tipo silvestre".

En el caso de una actividad reducida en comparacién con el tipo silvestre, se reduce por lo tanto por parte de la
enzima la cantidad de substrato transformado y/o la cantidad de producto formado, en un tiempo determinado, en
comparacion con el tipo silvestre.

Por una actividad reducida se entiende preferentemente la inhibicion o el bloqueo parcial o sustancialmente
completo, basado en diferentes mecanismos de biologia celular, de la funcionalidad de esta enzima en un
microorganismo.

Una reduccidon de la actividad comprende una disminucién cuantitativa de una enzima hasta una falta
sustancialmente completa de la enzima (es decir, la falta de detectabilidad de la actividad correspondiente o la falta
de detectabilidad inmunoldgica de la enzima). Preferentemente se reduce la actividad en el microorganismo en
comparacion con el tipo silvestre en por lo menos 5%, mas preferentemente por lo menos 20%, mas
preferentemente por lo menos 50%, mas preferentemente por lo menos 100%. "Reduccion” también significa la falta
completa de la actividad correspondiente.

La actividad de determinadas enzimas en microorganismos genéticamente modificados asi como también en el tipo
silvestre y con ello el aumento o la reduccion de la actividad enzimatica se pueden calcular de acuerdo con
procedimientos conocidos, como por ejemplo, ensayos enzimaticos.

Por ejemplo, por piruvatocarboxilasa se entiende una proteina que presenta la actividad enzimatica de transformar
piruvato en oxaloacetato.

Correspondientemente se entiende por una actividad piruvatocarboxilasa la cantidad de piruvato transformado y/o la
cantidad de oxaloacetato formada por la proteina piruvatocarboxilasa en un tiempo determinado.

En el caso de una actividad piruvatocarboxilasa aumentada con respecto al tipo silvestre se aumenta por lo tanto la
cantidad de piruvato transformada y/o la cantidad de oxaloacetato formada por la proteina piruvatocarboxilasa en un
tiempo determinado, en comparacion con el tipo silvestre

Este aumento de la actividad piruvatocarboxilasa es preferentemente de por lo menos 5%, mas preferentemente de
por lo menos 20%, mas preferentemente de por lo menos 50%, mas preferentemente de por lo menos 100%, mas
preferentemente aun de por 300%, mas preferentemente todavia de por lo menos 500%, especialmente de por lo
menos 600% de la actividad piruvatocarboxilasa del tipo silvestre.

Ademas, por una actividad fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa se entiende, por ejemplo, la actividad enzimatica de una
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa.

Por una fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa se entiende una proteina que tiene la actividad enzimatica de transformar
oxaloacetato en fosfoenolpiruvato.
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Correspondientemente, por una actividad fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa se entiende la cantidad de oxaloacetato
transformada y/o la cantidad de fosfoenolpiruvato formada por la proteina fosfoenolpiruvato en un tiempo
determinado.

En caso de una actividad fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa reducida con respecto al tipo silvestre se reduce por lo
tanto en comparacion con el tipo silvestre la cantidad de oxaloacetato transformado y/o la cantidad de
fosfoenolpiruvato formado por la proteina fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa en un tiempo determinado en
comparacion con el tipo silvestre.

Una reduccién de la actividad fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa comprende una reduccion cuantitativa de una
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa hasta una falta sustancialmente completa de la fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa
(es decir, no se puede determinar la actividad de la fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa o no se puede determinar
inmunolégicamente la fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa). Preferentemente se reduce la actividad de la
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa en comparacion con el tipo silvestre en por lo menos 5%, mas preferentemente por
lo menos 20%, mas preferentemente por lo menos 50%, mas preferentemente por lo menos 100%. "Reduccion”
también significa la falta completa de la actividad fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa.

El aumento adicional de actividades puede realizarse por medio de diversas vias, por ejemplo, por suspension de
mecanismos de regulacion inhibidores a nivel de la expresién y de proteinas o por aumento de la expresion génica
de acidos nucleicos que codifican a la proteina arriba descrita con respecto al tipo silvestre.

El aumento de la expresion génica de los acidos nucleicos que codifican a las proteinas previamente descritas con
respecto al tipo silvestre, se puede realizar igualmente por medio de diversas vias, por ejemplo, por induccién del
gen por medio de activadores o como se describié previamente por aumento de la actividad promotora o aumento de
la actividad de expresion o por introduccién de una o mas copias de genes en el microorganismo.

Por aumento de la expresion génica de un acido nucleico que codifica una proteina se entiende de acuerdo con la
invencion también la manipulacion de la expresion de las proteinas endégenas, propias del microorganismo.

Es posible, como se describi6 mas arriba, modificar la expresion de las proteinas endégenas por medio de la
aplicacion de estimulos exdgenos. Esto se puede realizar por medio de condiciones fisioldégicas especiales, es decir,
por la aplicacion de substancias extrafias.

Para obtener un aumento de la expresion génica, el experto puede recurrir a diversas medidas individuales o en
combinacion. Asi, por ejemplo, se puede aumentar el nUmero de copias de los genes correspondientes, o se puede
mutar la region del promotor o de regulacion o el sitio de union ribosémico, que se encuentra corriente arriba del gen
estructural. Por medio de promotores inducibles es posible ademas aumentar la expresion en el transcurso de la
produccion fermentativa. Por medio de medidas para la prolongacion de la vida util del ARNm se mejora igualmente
la expresion. Ademas se refuerza igualmente la actividad enzimatica por medio de la obstaculizacion de la
degradacion de la proteina enzimatica. Los genes 0 constructos de genes pueden estar presentes o bien en
plasmidos con diferente nimero de copias o integrados y amplificados en cromosoma. Alternativamente se puede
lograr una sobreexpresion de los genes correspondientes por medio de la modificacién de la composicién del medio
y la realizacion del cultivo.

El experto podra encontrar instrucciones al respecto, entre otros, en Martin y col. (Biotechnology 5, 137-146 (1987)),
en Guerrero y col. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya y Morinaga (BioTechnology 6, 428-430 (1988)), en Eikmanns
y col. (Gene 102, 93-98 (1991)), en la patente europea 0472869, en la patente U.S. 4.601.893, en Schwarzer y
Pihler (Biotechnology 9, 84-87 (1991), en Remscheid y col. (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132
(1994), en LaBarre y col. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), en la solicitud de patente WQ 96/15246,
en Malumbres y col. (Gene 134, 15-24 (1993)), en la patente japonesa publicada antes del examen JP-A-10-229891,
en Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195, (1998)), en Makrides (Microbiological
Reviews 60: 512-538 (1996) y en manuales conocidos de genética y biologia molecular.

Ademas puede ser ventajoso para la produccion de productos de biosintesis, especialmente L-lisina, L-metionina y
L-treonina, suspender, aparte de la expresién y/o el refuerzo de un gen, reacciones colaterales indeseadas
(Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing Microorganisms”, en: "Overproduction of Microbial Products",
Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, Londres, Reino Unido, 1982).

En una modalidad preferida, el aumento de la expresion génica de un acido nucleico que codifica una de las
proteinas arriba descritas se realiza por introduccion de por lo menos un &cido nucleico que codifica una proteina
correspondiente en el microorganismo. La introduccion del acido nucleico puede realizarse en forma cromosdmica o
extracromosomica, es decir, por aumento del nimero de copias en el cromosoma y/o una copia del gen sobre un
plasmido que se replica en el microorganismo hospedero.
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La introduccion de acidos nucleicos se realiza preferentemente, por ejemplo, en forma de un casete de expresion,
que contiene los acidos nucleicos, en forma cromosémica, especialmente por medio del método SacB previamente
descrito.

Para ello se puede utilizar en principio cualquier gen, que codifica a una de las proteinas previamente mencionadas.

Para las secuencias de acidos nucleicos genémicas de fuentes eucariotas, que contienen intrones, en el caso de
gue el microorganismo huésped no pueda, o no pueda llevarse a expresar las proteinas correspondientes,
preferentemente secuencias de acidos nucleicos ya procesadas, tienen que utilizarse los ADNc correspondientes.

Ejemplos de los genes correspondientes se indican en las Tablas 1y 2.

La reduccion de las actividades arriba mencionadas en los microorganismos se realiza preferentemente por medio
de por lo menos uno de los siguientes procedimientos:

« introduccion de por lo menos una secuencia de acidos ribonucleicos sentido para la inducciéon de una co-supresion
o de un casete de expresion que garantiza su expresion,

« introduccién de por lo menos un factor que liga ADN o proteina contra el correspondiente gen, ARN o proteina o
del casete de expresion que garantiza su expresion,

« introduccién de por lo menos una secuencia de acidos nucleicos viral que produce la degradacion del ARN o de un
casete de expresién que garantiza su expresion,

« introduccion de por lo menos un constructo para la activacién de una pérdida de funcién, como por ejemplo, la
generacién de codones de detencién o un desplazamiento en el marco de lectura, en un gen, por ejemplo,
generando una insercién, delecién, inversion o mutacion en un gen. Preferentemente se pueden generar mutantes
knockout por medio de insercion selectiva en el gen objetivo deseado por recombinacion homéloga o introduccion de
nucleasas especificas de secuencia contra el gen objetivo,

« introduccion de un promotor con actividad promotora reducida o una unidad de expresién con actividad de
expresion reducida.

El experto sabe que también se pueden usar otros procedimientos en el marco de la presente invencion para la
reduccion de su actividad o funcién. Por ejemplo, también puede ser ventajosa la introducciéon de una variante
dominante-negativa de una proteina o un casete de expresion que garantiza su expresion.

Cada uno de estos procedimientos puede provocar una disminucidon de la cantidad de proteina, la cantidad de
ARNmM y/o la actividad de una proteina. También es concebible una aplicacién combinada. El experto conoce
diversos métodos y estos pueden comprender la obstaculizacién o la supresion del procesamiento de la proteina, del
transporte de la proteina o de su ARNm, la inhibicién de la deposicion de ribosomas, la inhibicion del corte y
empalme del ARN, la induccion de una enzima que degrada el ARN y/o la inhibicion de la prolongacion o
terminacion de la traduccion.

En el procedimiento de acuerdo con la invencién para la preparacion de productos de biosintesis se agrega
preferentemente al paso de cultivo de los microorganismos modificados genéticamente del género Corynebacterium
un aislamiento de los productos de biosintesis de los microorganismos y/o del caldo de fermentacion. Estos pasos
pueden realizarse simultaneamente y/o preferentemente después del paso de cultivo.

Los microorganismos modificados genéticamente del género Corynebacterium de acuerdo con la invencion pueden
ser cultivados en forma continua o discontinua en el procedimiento "batch” (cultivo de a lotes) o en el procedimiento
"fed batch" (procedimiento de alimentacién) o "repeated fed batch" (procedimiento de alimentacion repetida) para la
produccién de productos de biosintesis, especialmente L-lisina, L-metionina y L-treonina. Un resumen de los
métodos de cultivo conocidos se encuentra en el manual de Chmiel ("Bioprozef3technik 1. Einfihrung in die
Bioverfahrenstechnik" (Tecnologia de bioprocesos 1. Introduccion a la tecnologia de bioprocesos) (Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el manual de Storhas ("Bioreaktoren und periphere Einrichtungen" (Bioreactores y
dispositivos periféricos) (Vieweg Verlag, Brunwick/Wiesbaden, 1994)).

El medio de cultivo a utilizar tiene que cumplir de forma adecuada con los requerimientos de cada cepa.
Descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos se encuentran en el manual "Manual of Methods
for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington, D.C., EE.UU., 1981).
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Estos medios que se pueden utilizar de acuerdo con la invencién comprenden cominmente una o mas fuentes de
carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas y/u oligoelementos.

Fuentes de carbono preferidas son azlicares, como mono-, di- o polisacaridos. Fuentes de carbono muy buenas son,
por ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa, maltosa, sacarosa, rafinosa,
almidon o celulosa. Se puede agregar azlcar a los medios también a través de compuestos complejos, corno las
melazas, u otros subproductos de la refinacion de azlcar. También puede ser conveniente agregar mezclas de
diversas fuentes de carbono. Otras fuentes de carbono posibles son aceites y grasas corno, por ejemplo, aceite de
soja, aceite de girasol, aceite de mani y grasa de coco, acidos grasos como por ejemplo, acido palmitico, acido
estearico o acido lindlico, alcoholes como por ejemplo, glicerina, metanol o etanol y acidos organicos como por
ejemplo, acido acético o acido lactico.

Fuentes de nitrégeno son comunmente compuestos de nitrdgenos organicos o inorganicos o materiales que
contienen estos compuestos. Fuentes de nitrégeno ilustrativas comprenden gas de amoniaco o sales de amonio,
como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio o nitrato de amonio, nitratos,
urea, aminoacidos o fuentes de nitrégeno complejas, como licor de maiz empapado, harina de soja, proteina de
soja, extracto de levadura, extracto de carne y otros. Las fuentes de nitrégeno pueden utilizarse en forma individual o
como mezcla.

Los compuestos de sales inorganicas, que pueden estar contenidos en los medios, comprenden las sales cloruro, de
fésforo o sulfato de calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, zinc, cobre y hierro.

Como fuente de azufre para la preparacion de productos quimicos finos, especialmente de metionina, pueden
usarse compuestos inorganicos como, por ejemplo, sulfatos, sulfitos, ditionitas, tetrationatos, tiosulfatos, sulfuros
pero también compuestos organicos de azufre, como mercaptanos y tioles.

Como fuente de fésforo se pueden usar acido fosférico, dihidrégenofosfato de potasio o hidrégenofosfato de
dipotasio o las sales correspondientes que contienen sodio.

Se pueden agregar al medio formadores de quelatos para mantener en solucién a los iones metalicos. Formadores
de quelatos especialmente adecuados comprenden dihidroxifenoles, como catecol o protocatecuato, o acidos
organicos, como acido citrico.

Los medios de fermentacion usados de acuerdo con la invencién contienen comdnmente también otros factores de
crecimiento, corno vitaminas o estimulantes del crecimiento, entre los cuales se encuentran biotina, riboflavina,
tiamina, acido fdlico, acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales provienen
frecuentemente de componentes de medios complejos, corno extracto de levadura, melasas, licor de maiz
empapado, y similares. Al medio de cultivo se pueden agregar ademas precursores adecuados. La compaosicién
exacta de los compuestos de los medios depende mucho de cada experimento y se decide para cada caso
especifico individualmente. Informacién sobre la optimizacion se puede obtener del manual "Applied Microbiol.
Physiology, A Practical Approach" (Ed. P. M. Rhodes, P. F. Stanbury, IRL Press (1997), pags. 53-73, ISBN 0 19
963577 3). Los medios de cultivo se pueden obtener también de proveedores comerciales, como Standard 1 (Merck)
o BHI (Brain heart infusion, DIFCO) y similares.

Todos los componentes de medios son esterilizados o bien por calor (20 min a 1,5 bar y 121°C) o por filtracion
estéril. Los componentes pueden ser esterilizados o bien juntos o en caso necesario separadamente. Todos los
componentes de los medios pueden estar presentes al comienzo del cultivo o pueden ser agregados a eleccion en
forma continua o de a lotes.

La temperatura del cultivo se encuentra normalmente entre 15°C y 45°, preferentemente a 25°C hasta 40°C y puede
mantenerse constante durante el experimento o ser modificada. El valor de pH del medio deberia estar en el rango
de 5 a 8,5, preferentemente alrededor de 7,0. El valor de pH para el cultivo se puede controlar durante el cultivo por
medio de la adicién de compuestos basicos como hidroxido de sodio, hidréxido de potasio, amoniaco y/o agua de
amoniaco o compuestos acidos como acido fosforico o acido sulfdrico. Para el control del desarrollo de espuma
pueden usarse agentes antiespumantes, como por ejemplo, poliglicoléster de acido graso. Para mantener la
estabilidad de plasmidos se pueden agregar al medio sustancias adecuadas que actian selectivamente en el medio
como, por ejemplo, antibiéticos. Para mantener condiciones aerobias se pueden introducir en el cultivo oxigeno o
mezclas de gases que contienen oxigeno, tales como, por ejemplo, aire ambiente. La temperatura del cultivo se
encuentra normalmente a 20°C hasta 45° C. El cultivo se continGia hasta que se ha formado un maximo del producto
deseado. Este objetivo se logra normalmente dentro de las 10 horas hasta 160 horas.

Los caldos de fermentacion asi obtenidos tienen cominmente una masa seca de 7,5 a 25% en peso.
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También es ventajoso cuando la fermentacidon se realiza con limitacion de azlcar por lo menos al final,
especialmente sin embargo por lo menos durante el 30% de la duracion de la fermentacion. Es decir que durante
este tiempo se mantiene la concentracion de azlcar utilizable en el medio de fermentaciéon de 0 a 3 g/l, y/o se
disminuye.

El aislamiento de productos de biosintesis a partir del caldo de fermentacion y/o de los microorganismos se realiza
de manera conocida de acuerdo con propiedades fisico-quimicas del producto de valor biosintético y de los
subproductos biosintéticos.

El caldo de fermentacion puede seguir siendo procesado, por ejemplo, a continuaciéon. Segun el requerimiento, la
biomasa puede ser retirada total o parcialmente mediante métodos de separacion como, por ejemplo, centrifugacion,
filtracion, decantacién o una combinacién de estos métodos, del caldo de fermentacién o puede ser dejado en el
mismo completamente.

A continuacion se puede espesar y/o concentrar el caldo de fermentacion con métodos conocidos, como por
ejemplo, con ayuda de un evaporador rotativo, un evaporador de capa delgada, un evaporador molecular por
gravedad, por 6smosis inversa, o por nanofiltracién. Este caldo de fermentacion concentrado puede ser procesado a
continuacion por secado por congelamiento, secado por rociado, granulacion por rociado o por medio de otros
procedimientos.

También es posible, sin embargo, seguir purificando los productos de biosintesis, especialmente L-lisina, L-
metionina y L-treonina. Para ello se somete el caldo que contiene el producto, después de la separacion de la
biomasa, a una cromatografia con una resina adecuada, en donde se retiene total o parcialmente el producto
deseado o las impurificaciones en la resina de la cromatografia. Estos pasos de cromatografia pueden repetirse si
es necesario, y pueden utilizarse las mismas resinas u otras resinas de cromatografia. El experto conoce la
seleccion de las resinas de cromatografia adecuadas y su uso mas efectivo. El producto purificado puede ser
concentrado por filtracion o ultrafiltracion, y puede ser guardado a una temperatura a la cual es maxima la
estabilidad del producto.

Los productos de biosintesis pueden precipitar en formas diferentes, por ejemplo, en forma de sus sales o ésteres.
La identidad y pureza del o de los compuestos aislados puede ser determinada por medio de técnicas del estado de
la técnica. Estas comprenden cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC), procedimientos espectroscépicos,
procedimientos de tinturado, cromatografia de capa delgada, NIRS, pruebas enzimaticas o pruebas microbiolégicas.
Estos procedimientos de analisis se resumen en: Patek y col., (1994), Appl. Environ. Microbiol. 60: 133-140;
Malakhova y col. (1996), Bioteknologiya 11, 27-32; y Schmidt y col. (1998) Bioprocess Engineer. 19: 67-70;
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (1996), Vol. A27, VCH: Weinheim, pags. 89-90, pags. 521-540, pags.
540-547, pags. 559-566, 575-581 y pags. 581-587; Michal, G. (1999), "Biochemical Pathways: An Atlas of
Biochemistry and Molecular Biology", John Wiley and Sons; Fallon, A. y col. (1987), "Applications of HPLC in
Biochemistry in: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology", Vol. 17.

La invencion se describe con mayor detalle por medio de los siguientes ejemplos no limitativos:

Ejemplo 1

Preparacion del vector pCLIK5SMCS

Primero se amplificaron la resistencia a la ampicilina y el origen de replicacion del vector pBR322 con los cebadores
de oligonucledtidos SEQ. ID. NO:5 y SEQ. ID. NO: 6 con ayuda de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

SEQIDNO: 5

5'-CCCGGGATCCGCTAGCGGCGCGCCGGCCGGLCCEGGTGTGAAATACCGCACA
G-3°

SEQ ID NO: 6

5 -TCTAGACTCGAGCGGCCGCGGCCGECCTTTAAATTGAAGACGAAAGGGCCTC
G-¥
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Aparte de las secuencias complementarias a pBR322, el cebador de oligonucle6tidos SEQ. ID. NO: 5 contiene en
direccién 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de restriccion Smal, BamHI, Nhel y Ascl y el cebador de
oligonucledtidos SEQ. ID. NO: 6 en direccion 5' 3' los sitios de corte para las endonucleasas de restriccién Xbal,
Xhol, Notl y Dral. La reaccién de PCR se realizé segin métodos estandar como Innis y col. ("PCR Protocols. A
Guide to Methods and Applications", Academic Press (1990)) con Pfu Turbo Polymerase (Stratagene, La Jolla,
EE.UU.). El fragmento de ADN obtenido con un tamafio de aprox. 2,1 kb se purific6 con el equipo GFX™pCR, ADN
y Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante. Los extremos romos
del fragmento de ADN fueron ligados entre si con el equipo Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim)
segun instrucciones del fabricante y el resultado de la ligadura fue transformado segiin métodos estandar como se
describen en Sambrook y col. ("Molecular cloning. A Laboratory Manual”", Cold Spring Harbor, (1989)) en E. coli XL-
1Blue competente (Stratagene, La Jolla, EE. UU.). Se logré una seleccion sobre células portantes de plasmidos por
medio de la extensidn sobre placas de LB agar que contenian ampicilina (50 pug/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1: 190).

El ADN plasmido de un clon individual fue aislado con el equipo Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) segun
instrucciones del fabricante y se verificé a través de digestion de restriccion. El plasmido asi obtenido obtiene el
nombre pCLiK1.

Partiendo del plasmido pWLT1 (Liebl y col., 1992) como plantilla para una reaccién de PCR se amplific6 con los
cebadores de oligonucleétidos SEQ. ID. NO: 7 y SEQ. ID. NO: 8 un casete de resistencia a la kanamicina.

SEQ ID NO: 7:
5'-GAGATCTAGACCCGGGGATCCGCTAGCGGGCTGCTAAAGGAAGCGGA-3
SEQ ID NO: 8:
5-GAGAGGCGCGCCGCTAGCGTGGGCGAAGAACTCCAGCA-3

Aparte de las secuencias complementarias a pWLT1, el cebador de oligonucledtidos SEQ. ID. NO: 7 contiene en
direccion 5' 3' los sitios de corte para las endonucleasas Xbal, Smal, BamHI, Nhel y el cebador de oligonucleétidos
SEQ. ID. NO: 8 en direccion 5' -3' los sitios de corte para las endonucleasas de restriccion Ascl y Nhel. La reaccién
de PCR se realiz6 segun métodos estandar como Innis y col. ("PCR Protocols. A Guide to Methods and
Applications"”, Academic Press (1990)) con Pfu Turbo Polymerase (Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El fragmento de
ADN obtenido con un tamaifio de aprox. 1,3 kb se purificé con el equipo GFX™PCR, DNA y Gel Band Purification Kit
(Amersham Pharmacia, Freiburg) segin instrucciones del fabricante. El fragmento de ADN fue cortado con
endonucleasas de restriccion Xbal y Ascl (New England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y purificado a continuacién
nuevamente con el equipo GFXTMpCR, DNA y Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmaciaj Freiburg) segin
instrucciones del fabricante. El vector pCLiK1 también fue cortado con las endonucleasas de restriccion Xbal y Ascl
y desfosforilado con fosfatasa alcalina (I (Roche Diagnostics, Mannheim)) segun instrucciones del fabricante.
Después de electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% se aisl6 el vector linealizado (aprox. 2,1 kb) con el equipo
GFXTMpCR, DNA y Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante.
Este fragmento de vector se ligd con ayuda del equipo Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim)
segun instrucciones del fabricante con el fragmento de PCR cortado y el resultado de la ligadura se transformé
segun métodos estandar como se describe en Sambrook y col. ("Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, Cold
Spring Harbor, (1989)) en E. coli XL-1Blue competente (Stratagene, La Jolla | EE. UU. ). Se logré una seleccién
sobre células portantes de plasmidos por medio de la extension sobre placas de LB agar que contenian ampicilina
(50 pg/ml) y kanamicina (20 pg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1: 190).

El ADN plasmido de un clon individual fue aislado con el equipo Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) segun
instrucciones del fabricante y se examind a través de digestion de restriccion. El plasmido asi obtenido obtiene el
nombre pCLiK2.

El vector pCLiK2 fue cortado con la endonucleasa de restriccion Dral (New England Biolabs, Beverly, EE. UU.).
Después de electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% se aisl6 un fragmento de vector de aprox. 2,3 kb con el
equipo GFX™pCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del
fabricante. Este fragmento de vector se ligé con ayuda del equipo Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim) segun instrucciones del fabricante con el fragmento de PCR cortado y el resultado de la ligadura se
transformé segin métodos estandar como se describen en Sambrook y col., Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
(1989)), en E.coli XL- 1Blue competente (Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Se logré una seleccidon sobre células
portantes de plasmidos por medio de la extension sobre placas de LB agar que contenian kanamicina (20 pg/ml)
(Lennox, 1955, Virology, 1: 190).
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El ADN plasmido de un clon individual fue aislado con el equipo Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) segun
instrucciones del fabricante y se verifico a través de digestion de restriccion. El plasmido asi obtenido obtiene el
nombre pCLiKS3.

Partiendo del plasmido pWLQ2 (Liebl y col., 1992) como plantilla para una reacciéon de PCR, con los cebadores de
oligonucledtidos SEQ. ID. NO: 9y SEQ. ID. NO: 10 se amplifico el origen de replicacion pHM1519.

SEQ ID NO: 9:
5'-GAGAGGGCGGCCGCGCAAAGTCCCGCTTCGTGAA-3’
SEQ ID NO: 10:
5'-GAGAGGGCGGCCGCTCAAGTCGGTCAAGCCACGC-3’

Aparte de las secuencias complementarias a pWLQ2, los cebadores de oligonucleétidos SEQ. ID. NO: 9 y SEQ. ID.
NO: 10 contienen los sitios de corte para la endonucleasa de restriccion Notl. La reaccion de PCR se realiz6 segun
métodos estandar como Innis y col. ("PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications", Academic Press (1990))
con Pfu Turbo Polymerase (Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El fragmento de ADN obtenido con un tamafo de aprox.
2,7 kb se purific6 con el equipo GFX™pCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg)
segun instrucciones del fabricante. El fragmento de ADN fue cortado con la endonucleasa de restriccion Notl (New
England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y purificado a continuacion nuevamente con el equipo GFX™pCR, DNA and Gel
Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante. El vector pCLiK3 también
fue cortado con la endonucleasa de restriccion Notl y desfosforilado con fosfatasa alcalina (I (Roche Diagnostics (
Mannheim)) segln instrucciones del fabricante. Después de electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% se aislo el
vector linealizado (aprox. 2,3 kb) con el equipo GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante. Este fragmento de vector se ligé con ayuda del equipo
Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics ( Mannheim) segun instrucciones del fabricante con el fragmento de
PCR cortado y el resultado de la ligadura se transformé segiin métodos estandar como se describe en Sambrook y
col. ("Molecular Cloning. A Laboratory Manual", Cold Spring Harbar, (1989)) en E. coli XL-1Blue competente
(Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Se logré una seleccion sobre células portantes de plasmidos por medio de la
extension sobre placas de LB agar que contenian kanamicina (20 pg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1: 190).

El ADN plasmido de un clon individual fue aislado con el equipo Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) segun
instrucciones del fabricante y se verifico a través de digestion de restriccion. El plasmido asi obtenido obtiene el
nombre pCLiK5.

Para la amplificacién de pCLiK5 con un "multiple cloning site" (MCS) se unieron los dos oligonucleétidos SEQ. ID.
NO: 11 y SEQ. ID. NO:12 sintéticos, complementarios en gran parte, los 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, por medio de un calentamiento en comun a 95°C y enfriamiento lento a un fragmento de ADN bicatenario.

SEQ ID NO: 11:

STCGAATTTAAATCTCGAGAGGCCTGACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTCATAT
GACTAGTTCGGACCTAGGGATATCGTCGACATCGATGCTCTT-
CTGCGTTAATTAACAATTGGGATCCTCTAGACCCGGGATTTAAAT-Y

SEQ ID NO: 12:

5-GATCATTTAAATCCCGGGTCTAGAGGATCCCAATTGTTAATTAACGCAGAAGAG
CATCGATGTCCACGATATCCCTAGGTCCGAACTAGTCATATGACGCGTGGTAC-
CGGGCCCGACGTCAGGCCTCTCGAGATTTAAAT-3'

El vector pCLiK5 fue cortado con las endonucleasas de restriccion Xhol y BamHI (New England Biolabs, Beverly,
EE.UU) y desfosforilado con fosfatasa alcalina (I (Roche Diagnostics, Mannheim)) segun instrucciones del
fabricante. Después de electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% se aislé el vector linealizado (aprox. 0,5 kb) con
el equipo GFX™pCR/ DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del
fabricante. Este fragmento de vector se ligé con ayuda del equipo Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim) segun instrucciones del fabricante con el fragmento de ADN bicatenario, sintético, y el resultado de la
ligadura se transformé segin métodos estandar, tal como se describe en Sambrook y col. ("Molecular Cloning. A
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Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, (1989)) en E. coli XL-1Blue competente (Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Se
logré una selecciéon sobre células portantes de plasmidos por medio de la extensién sobre placas de LB agar que
contenian kanamicina (20 pg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1: 190).

El ADN plasmido de un clon individual fue aislado con el equipo Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) segun
instrucciones del fabricante y se verificé a través de digestion de restriccion. El plasmido asi obtenido obtiene el
nombre pCLiIK5MCS.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron segin Sanger y col. (1977) Proceedings of the National Academy of
Sciences EE.UU. 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciacion se separaron y evaluaron por medio de ABI Prism
377 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

El plasmido pCLiIK5SMCS que se obtuvo se indica como SEQ ID NO: 13.
Ejemplo 2
Preparacioén del plasmido PmetA metA

El ADN cromosomico de C. glutamicum ATCC 13032 fue preparado segun Tauch y col. (1995), Plasmid 33: 168-179
o Eikmanns y col. (1994), Microbiology 140: 1817-1828. Con los cebadores de oligonucleétidos SEQ. ID. NO: 14 y
SEQ. ID. NO: 15, el ADN cromosémico como plantilla y la Pfu Turbo Polymerase (empresa Stratagene) se amplificd
un gen metA de la region 5’ no codificadora con ayuda de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) segln
métodos estandar, como se describe en Inni s y col. (1990) PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications,
Academic Press.

SEQ ID NO 14

5'-GCGCGGTACCTAGACTCACCCCAGTGCT -3’

y

SEQ ID NO 15
5-CTCTACTAGTTTAGATGTAGAACTCGATGT-3'

El fragmento de ADN obtenido de aprox. 1,3 kb de tamafio fue purificado con el equipo GFX™pCR, DNA and Gel
Band Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante. A continuacién se disocio
con las enzimas de restriccion Asp718 y Spel (Roche Diagnostics, Mannheim) y el fragmento de ADN se purificé con
GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification Kit.

El vector pCIlikSMCS SEQ ID NO: 13 fue cortado con las enzimas de restriccion Asp718 y Sepl y se aislé un
fragmento de 5 kb después de la separacion electroforética con equipo GFX™PCR, DNA and Gel Band Purification
Kit.

El fragmento de vector fue ligado junto con el fragmento de PCR con ayuda del equipo Rapid DNA Ligation Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim) segun instrucciones del fabricante y el resultado de la ligadura se transformé segin
métodos estandar como se describe en Sambrook y col. ("Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, Cold Spring
Harbor, (1989)) en E. coli XL-1Blue competente (Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Se logré una seleccion sobre células
portantes de plasmidos por medio de la extensién sobre placas de LB agar que contenian kanamicina (20 pg/m1)
(Lennox, 1955, Virology, 1: 190).

La preparacion del ADN plasmido se realizé segiin métodos y con materiales de la firma Quiagen. Las reacciones de
secuenciacion se realizaron segun Sanger y col. (1977 (Proceedings of the National Academy of Sciences USA 74:
5463-5467. Las reacciones de secuenciacion se separaron y evaluaron por medio de ABI Prism 377 (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt).

El plasmido obtenido pCLIKSMCS PmetA metA se indica como SEQ ID NO: 16.
Ejemplo 3

Preparacion del plasmido pCLIKSEMCS P EF-TU metA
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Se preparé ADN cromosomico de C. glutamicum ATCC 13032 segln Tauch y col. (1995), Plasmid 33: 168-179 o
Eikmanns y col. (1994), Microbiology 140: 1817-1828. Con los cebadores de oligonucledtidos SEQ. ID. NO: 17 y
SEQ. ID. NO: 18, el ADN cromosémico como plantilla y la Pfu Turbo Polymerase (Stratagene) se amplifico un
fragmento de ADN de aprox. 200 pares de bases de la region 5' no codificadora (regién promotora) de la superéxido-
dismutasa (Psod) con ayuda de la reacciéon en cadena de polimerasa (PCR) segin métodos estandar, como se
describe en Innis y col. (1990) "PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications”, Academic Press.

SEQ ID NO 17

5'-GAGACTCGAGGGCCGTTACCCTGCGAATG -3

y
SEQID NO 18
5'-CCTGAAGGCGCGAGGGTGGGCATTGTATGTCCTCCTGGAC -3’

El fragmento de ADN obtenido fue purificado con el equipo GFX™pCR, DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham Pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante.

Partiendo del plasmido PmetA metA SEQ. ID. NO: 16 como plantilla para una reaccién de PCR se amplificé con los
cebadores de oligonucleétidos SEQ. ID. NO: 19 y SEQ. ID. 20 una parte de metA.

SEQ ID NO 19

5'-CCCACCCTCGCGCCTTCAG -3

y
SEQ ID NO 20
5-CTGGGTACATTGCGGCCC -3’

El fragmento de ADN obtenido de aproximadamente 470 pares de bases se purificd con equipo GFX™pCR, DNA
and Gel Band Purification Kit (Amersham pharmacia, Freiburg) segun instrucciones del fabricante.

En otra reaccion de PCR se usaron los dos fragmentos obtenidos mas arriba juntos como plantilla. Por las
secuencias homologas a metA, introducidas con el cebador de oligonucledtido SEQ. ID. NO: 18, se produce en la
reaccion de PCR una deposicion de ambos fragmentos uno al lado del otro y una prolongacién a una hebra de ADN
continua por la polimerasa usada. EI método estandar se modific6 de tal modo que los cebadores de
oligonucleétidos SEQ. ID. NO: 17 y SEQ. ID. NO: 20 usados recién se agregaron a la mezcla de reaccion al
comienzo del 2do. ciclo.

El fragmento de ADN amplificado de aproximadamente 675 pares de bases fue purificado con el equipo GFX™pCR,
DNA and Gel Band Purification Kit segun instrucciones del fabricante. A continuacién se disocié con las enzimas de
restriccion Xhol y Ncol (Roche Diagnostics, Mannheim) y se separd por electroforesis en gel. A continuacion se
purifico el fragmento de ADN de aprox. 620 pares de bases con el equipo GFX™PCR, DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg) de agarosa. El plasmido PmetA metA SEQ. ID. NO: 16 fue dividido
con las enzimas de restriccion Ncol y Spel (Roche Diagnostics, Mannheim). Después de la separaciéon por
electroforesis en gel se purificé un fragmento metA de aprox. 0,7 kb con el equipo GFX™pCR, DNA and Gel Band
Purification Kit de agarosa.

El vector pClikSMCS SEQ. ID. NO: 13 fue cortado con las enzimas de restriccion Xhol y Spel (Roche Diagnostics,
Mannheim) y se aislo un fragmento de 5 kb después de la separacion electroforética con el equipo GFX™MPCR,
DNA and Gel Band Purification Kit.

El fragmento de vector se ligé con el fragmento de PCR y el fragmento metA con ayuda del equipo Rapid DNA
Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) segun instrucciones del fabricante y el resultado de la ligadura se
transformé segin métodos estandar como se describe en Sambrook y col. ("Molecular Cloning. A Laboratory
Manual", Cold Spring Harbor, (1989)) en E. coli XL-1Blue competente (Stratagene, La Jolla, EE. UU.). Se logré una
seleccién sobre células portantes de plasmidos por medio de la extension sobre placas de LB agar que contenian
kanamicina (20 pg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1: 190).
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La preparacion del ADN plasmido se realizé segiin métodos y con materiales de la firma Quiagen. Las reacciones de
secuenciacion se realizaron segun Sanger y col. (1977 (Proceedings of the National Academy of Sciences USA 74:
5463 5467. Las reacciones de secuenciacion se separaron y evaluaron por medio de ABI Prism 377 (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt).

El plasmido obtenido pCLIKSMCS P_EFTUmetA se indica como SEQ ID NO: 21.
Ejemplo 4
Actividades MetA

La cepa de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 fue transformada en cada caso con los plasmidos pCIlik5
MCS, pClik MCS PmetA metA y pCLIKEMCS P EF-TU metA segun el método descripto (Liebl y col. (1989) FEMS
Microbiology Letters 53: 299-303). La mezcla de transformacién se colocé en placas CM que contenian
adicionalmente 20 mg/l de kanamicina para alcanzar una seleccion sobre células que contenian plasmidos. Los
clones resistentes a Kan obtenidos fueron removidos y separados.

Las cepas de C. glutamicum, que contenian uno de estos constructos de plasmidos fueron cultivadas durante la
noche a 30°C en medio MMA ((40 g/l de sacarosa, 20 g/l de (NH4)2SO4, 1 g/l de KH,POa4, 1 g/l de KoHPO4, 0,25¢/1 de
MgSO4 x 7H20, 54 g de Aces, 1 ml de CaCl, (10 g/l), 1 ml de protocatecoato (300 mg/10 ml), 1 ml de oligoelementos
(10 g/l de FeS04 x /H20, 10 g/l MnSO4 x H20, 2 g/l de ZnSO4x 7 H,0, 0,2 g/l de CuSO4, 0,02 g/l de NiCl; x 6 H0),
100 mg/l de vitamina Biz, 0,3 mg/l de tiamina, 1 mM de leucina, 1 mg/l de piridoxal HCI, 1 ml de biotina (100 mg/l),
pH 7,0). Las células fueron centrifugadas a 4°C y lavadas dos veces con amortiguador Tris-HCI frio (0,1%, pH 8,0).
Después de volver a centrifugar se tomaron las células en amortiguador Tris-HCI frio (0,1%, pH 8,0) y se ajust6 una
ODeggo de 160. Para la ruptura de las células se introdujo 1 ml de esta suspension celular en tubos de ensayo para
ribdlisis de 2 ml de la firma Hybaid y se lisaron en un ribolizador de la firma Hybaid con un ajuste de rotacion de 6,0
tres veces durante 30 seg cada vez. El lisado se aclaré por medio de una centrifugacién durante 30 minutos a
15.000 rpm a 4°C en una centrifugadora Eppendorf y el sobrenadante se introdujo en un nuevo recipiente de
Eppendorf. El contenido de proteina se determind segun Bradford, M.M. (1976) Anal. Biochem. 72: 248-254.

La actividad enzimatica de MetA se realiz6 como sigue. Las mezclas de reaccién de 1 ml contenian 100 mM de
amortiguador fosfato de potasio (pH 7,5), 5 mM de MgClz, 100 pl de acetil CoA, 5 mM de L-homoserina, 500 puM de
DTNB (reactivo de Ellmans) y extracto celular. La prueba se inicié por adicion del lisado de proteina correspondiente
y se incubd a temperatura ambiente. Se tomé luego en una Kinetig a 412 nm por 10 min.

Los resultados se muestran en la Tabla 1a.

Tabla la
Cepa Actividad especifica [nMol/mg/min]
ATCC 13032 pClik5MCS 12,6
ATCC 13032 pCIlik5MCS PmetA metA 50,7
ATCC 13032 pCIlikEMCSP EF-TU metA 98,4

La actividad de MetA pudo ser aumentada notablemente por medio del uso de la unidad de expresién heteréloga.
Ejemplo 5
Construccion de plasmido pCIS lysC

En el primer paso de la construccién de la cepa se realizo un intercambio alélico del gen de tipo silvestre lysC en C.
glutamicum ATCC 13032. Para ello se realizd en el gen lysC un intercambio de nucleétidos, de tal modo que en la
proteina resultante el aminoacido Thr en la posicion 311 fue intercambiado por un lle. Partiendo del ADN
cromosomico de ATCC 13032 como plantilla para una reaccion PCR se amplific6 con los cebadores de
oligonucledtidos SEQ. ID. NO: 22 y SEQ. ID. NO: 23 lysC con ayuda del sistema Pfu-Turbo PCR Systems
(Stratagene, EE.UU.) seguln las instrucciones del fabricante. El ADN cromos6mico de C. glutamicum ATCC 13032 se
prepard segun Tauch y col. (1995) Plasmid 33: 168-179 o Eikmanns y col. (1994) Microbiology 140: 1817-1828. El
fragmento amplificado es flanqueado en su extremo 5’ por un corte de restriccion Sall y en su extremo 3’ por un
corte de restriccion Mlul. Antes de la clonacién se digirid el fragmento amplificado por estas dos enzimas de
restriccion y se purificé con el equipo GFX™pCR, DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia,
Freiburg).

SEQ ID NO:22
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5-GAGAGAGAGACGCGTCCCAGTGGCTGAGACGCATC-3’
SEQ ID NO:23
5-CTCTCTCTGTCGACGAATTCAATCTTACGGCCTG-3'

El polinucleétido obtenido se clond a través de los cortes de restriccion Sall y Miul en pCLIK5 MCS integrativo SacB,
denominado en lo sucesivo pCIS (SEQ. ID. NO: 24) y se transform6 en E. coli XL-1 blue. Se logré una seleccion de
células portadoras de plasmidos por medio de la extension en placas sobre agar LB que contenia kanamicina (20
pg/ml) (Lennox, 1955, virology, 1:190). El plasmido fue aislado y se confirmé la secuencia de nucle6tidos esperada
por medio de secuenciacion. La preparacion del ADN plasmido se realiz6 segin métodos y con materiales de la
firma Quiagen. Las reacciones de secuenciacion se realizaron segin Sanger y col. (1977), Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 74: 5463-5467. Las reacciones de secuenciacidn se separaron y evaluaron por
medio de ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt). El plasmido pCIS lysC obtenido se indica como SEQ.
ID. NO: 25.

Ejemplo 6
Mutagénesis del gen lysC de C. glutamicum

La mutagénesis selectiva del gen lysC de C. glutamicum se realizd con el Quick-Change Kit (firma
Stratagene/EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante. La mutagénesis se realizé en el plasmido pCIS lysC,
SEQ. ID. NO: 25. Para el intercambio de thr 311 hacia 311 ile con ayuda del método Quickchange (Stratagene) se
sintetizaron los siguientes cebadores de oligonucledtidos:

SEQ ID NO:26
5-CGGCACCACCGACATCATCTTCACCTGCCCTCGTTCCG-3'
SEQ ID NO:27
5-CGGAACGAGGGCAGGTGAAGATGATGTCGGTGGTGCCG-3'

El uso de estos cebadores de oligonucledtidos en la reaccién Quickchange lleva en el gen lysC SEQ. ID. NO: 28 a
un intercambio del nucleétido en la posicién 932 (de C hacia T). El intercambio de aminoacidos resultante Thr311lle
en el gen lysC se confirmd después de la transformacion en E. coli XL1-blue y la preparacion del plasmido por medio
de reacciones de secuenciacion. El plasmido obtuvo la denominacion pCIS lysC thr311lile y se indica como SEQ. ID.
NO: 29.

El plasmido pCIS lysC thr311ile se transformé en C. glutamicum ATCC 13032 por medio de electroporacién como se
describié en Liebl y col. (1989) FEMS Microbiology Letters 53: 299-303. Las modificaciones del protocolo se
describen en la DE 10046870. El ordenamiento cromosémico del locus lysC de transformantes individuales se
examin6 con los métodos estandar por transferencia Southern e hibridacién como se describe en Sambrook y col.
(1989), "Molecular Cloning. A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor. De este modo se asegurd que los
transformantes eran aquellos que integraron el plasmido transformado por recombinacién homéloga en el locus lysC.
Después del crecimiento de estas colonias durante la noche en medios que no contienen antibiético, se colocan las
células en placas en un medio de sacarosa-CM-agar (10 g/l de peptona, 5 g/l de extracto de carne, 5 g/l de extracto
de levadura, 2,5 g/l de NacCl, 2 g/l de urea, 1% de glucosa, 10% de sacarosa, pH 6,8) y se incuban a 30 °C durante
24 horas. Corno el gen sacB que contiene el vector pCIS lysC thr311lile transforma a la sacarosa en un producto
téxico, sélo pueden crecer aquellas colonias que delecionaron al gen sacB por un segundo corte de recombinacion
homalogo entre el gen lysC de tipo silvestre y el gen lysC thr311lile mutado. Durante la recombinaciéon homdloga se
puede delecionar o bien el gen de tipo silvestre o el gen mutado junto, con el gen sacB. Cuando se remueve el gen
sacB junto con el gen de tipo silvestre, resulta un transformante mutado.

Se tomaron colonias que crecian y se examinaron con respecto a un fenotipo sensible a la kanamicina. Los clones
con gen SacB delecionado tienen que demostrar simultaneamente un comportamiento de crecimiento sensible a la
kanamicina. Esos clones sensibles a Kan fueron examinados en un matraz de agitacion con respecto a su
productividad de lisina (ver Ejemplo 6). Para la comparacion se cultivo el C. glutamicum ATCC 13032 no tratado. Se
seleccionaron clones con una produccion de lisina aumentada con respecto a los controles, se obtuvieron ADN
cromosomicos y la region correspondiente del gen lysC se amplificd y secuencié por una reaccion PCR. Un clan
como éste con la propiedad de una sintesis aumentada de lisina y mutacién confirmada en lysC en la posicion 932
se denomind ATCC 13032 lysC™.
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Ejemplo 7

Preparacion de un plasmido de integracion para la sobreexpresion del gen lysC con ayuda de la unidad de expresion
heteréloga Peftu (SEQ. ID. 2).

Para la amplificacion del promotor del gen, que codifica para el factor de alargamiento Tu, se definieron los
siguientes oligonucledtidos.

SEQ ID:30
CK 352: 5- CGCCAATTGTGGCCGTTACCCTGCGAATG-3’

SEQ ID :31

CK 353: 5-TTCTGTACGACCAGGGCCACTGTATGTCCTCCTGGACTTC-3'

Los cebadores se usaron en una reaccion PCR con ADN cromosémico de C. glutamicum ATCC 13032. Con esta
mezcla se pudo amplificar un fragmento de ADN que correspondia al tamafio esperado de aprox. 200 bp.

Para la amplificacion del gen, que codifica para la aspartatoquinasa, se definieron los siguientes oligonucledtidos.
SEQ ID:32

CK 354: 5-GAAGTCCAGGAGGACATACAGTGGCCCTGGTCGTACAGAA-3

SEQ ID:33

CK 355: 5'- CATGCCCGGGACAGCAGCAAGTTCCAGCAT-3

fbr

Los cebadores se usaron en una reaccién PCR con ADN cromosémico de C. glutamicum ATCC 13032 lysC™. Con

esta mezcla se pudo amplificar un fragmento de ADN que correspondia al tamafio esperado de aprox. 620 bp.

Los cebadores CK 354 y CK 353 contienen una secuencia que se superpone y son homoélogos entre si en los
extremos 5'.

Los productos de PCR arriba obtenidos se usaron como plantilla para otra PCR, en la que se usaron los cebadores
CK 352y CK 355.

Con esta mezcla se pudo amplificar un fragmento de ADN que correspondia al tamafio de aprox. 820 bp esperado.
Esta fusion Peftu/lysCfbr fue cortada con las enzimas de restriccion Munl y Smal.

Para la amplificacion de una regiéon 5' del gen lysC se definieron los siguientes oligonucleétidos:

SEQID :34

CK 356: 5'-CGCGACGTCCGTCCCAAAACGATCATGAT-3’

SEQID :35

CK 357: 5'- CGCCAATTGCTTTGTGCACCTTTCGATCT-3’

Los cebadores se usaron en una reaccion PCR con ADN cromosomico de C. glutamicum. Con esta mezcla se pudo
amplificar un fragmento de ADN que correspondia al tamafio esperado de aprox. 600 bp. Este fragmento de ADN se
digirié con las enzimas de restriccion Aatll y Munl. Este fragmento y la fusién digerida Peftu/lyscfbr fueron clonados a
continuacién en el vector pCIS, el cual habia sido digerido antes con las enzimas de restriccion Aatll y Smal. El
plasmido resultante se denominé pCIS Peftu IysCfbr (SEQ. ID. NO: 36). Hasta este paso se realizaron todas las
clonaciones en Escherichia coli XL-1 Blue (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos).

Con el plasmido de transformacion pCIS Peftu IysCﬂ:'r se transformd luego E. coli Mn522 (Stratagene, Amsterdam,
Paises Bajos) junto con el plasmido pTc15AcgIM segun Liebl y col. (1989) FEMS Microbiology Letters 53: 299-303.

El plasmido ptc15AcgIM posibilita la metilacion de ADN segin el modelo de metilacion de Corynebacterium
glutamicum (DE 10046870). Mediante este paso se posibilita una electroporacion subsiguiente de Corynebacterium
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glutamicum con el plasmido de integracion pCIS Peftu IysCfb'. De esta electroporacion y la seleccién subsiguiente

sobre placas CM con kanamicina (25 pg/ml) se obtuvieron varios transconjugados. Para la seleccidon sobre el
segundo evento de recombinacion, que tiene que llevar a la escisién del vector junto con el promotor lysC y el gen
lysc, se cultivaron estos transconjugados en medio CM durante la noche sin kanamicina y a continuacion se
colocaron en placas CM con 10% de sacarosa para la seleccion. El gen sacB presente en el vector pCIS codifica
para la enzima levanosucrasa y cuando se cultiva sobre sacarosa, conduce a la sintesis de levano. Como el levano
es toxico para el C. glutamicum, sélo las células de C. glutamicum, que perdieron el plasmido de integracion por el
segundo paso de recombinacion, pueden crecer en medio que contiene sacarosa (Jager y col., Journal of
Bacteriology 174 (1992), 5462-5466). Se examinaron 150 clones resistentes a la sacarosa con respecto a su
resistencia a kanamicina. Para 56 de los clones probados se pudo determinar aparte de la resistencia con respecto a
sacarosa también una sensibilidad con respecto a kanamicina. Se examiné también si se habia realizado el
intercambio deseado del promotor natural por el promotor Peftu, por medio de la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) . Para este analisis se aisl6 ADN cromosomico de la cepa de partida y se aislaron 20 clones. Para ello se
tomaron los clones correspondientes con un palillo de dientes de la placa de agar y se suspendieron en 100 pl de
H20 y se llevaron a ebullicién a 95°C durante 10 minutos. Se usaron en la PCR en cada caso 10 pl de la solucion
obtenida como plantilla. Como cebador se usaron oligonucleétidos que son homologos al promotor Peftu y al gen
lysC. Las condiciones de la PCR se seleccionaron como sigue: desnaturalizacion previa: 5 min a 95°C;
desnaturalizaciéon durante 30 seg a 95°C, hibridaciéon durante 30 seg a 55°C; amplificacion durante 2 min a 72°C, 30
ciclos, extension final durante 5 minutos a 72°C. En la mezcla con el ADN de la cepa de partida no pudo obtenerse
ningun producto de PCR por la seleccién de los oligonucleétidos. Sélo en clones que habian realizado en la 2da.
recombinacién el intercambio del promotor natural (PlysC) por el Peftu, se esperaba una banda con un tamafio de
552 bp. En total, de los 20 clones probados, 3 clones eran positivos.

Ejemplo 8
Ensayo de aspartoquinasa (lysC)

Las cepas de C. glutamicum, que contenian o bien una copia cromosémica del gen Iyscﬂ:'r con el promotor natural o
una copia cromosémica del constructo Peftu IysCfb', fueron cultivados en el medio CM (10 g/l de peptona, 5 g/l de
extracto de carne, 5 g/l de extracto de levadura, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, 1% de glucosa, pH 6,8) a 30 °C hasta
una ODggo de 8. Las células fueron centrifugadas a 4 °C y lavadas dos veces con amortiguador Tris-HCI frio (0,1%,
pH 8,0). Después de volver a centrifugar se tomaron las células en amortiguador Tris-HCI frio (0,1%, pH 8,0) y se
ajusté una ODggp de 160. Para la ruptura de las células se introdujo 1 ml de esta suspension celular en tubos de
ensayo para ribdlisis de 2 ml de la firma Hybaid y se lisaron en un ribolizador de la firma Hybaid con un ajuste de
rotacion de 6,0 tres veces durante 30 seg cada vez. El lisado se aclaré por medio de una centrifugaciéon durante 30
minutos a 15.000 rpm a 4°C en una centrifugadora Eppendorf y el sobrenadante se introdujo en un nuevo recipiente
de Eppendorf. El contenido de proteina se determiné segun Bradford, M. M. (1976) Anal. Biochem. 72: 248-254.

La actividad enzimatica de la aspartoquinasa se realizd6 como sigue. Las mezclas de reaccién de 1 ml que contenian
100 mM de tampon Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM de MgCl,, 600 mM de hidroxilamina-HCI (pH 7,0 con 10 N KOH), 4 mM
de ATP, 200 mM de aspartato (sal sédica) y H,O en 1 ml se incubaron durante 10 min a 30°C. La prueba se inici6
por adicién del lisado de proteina correspondiente y se incubé a 30°C durante 30 mino Para detener la reaccion se
agregd a la mezcla de reaccion 1 ml de la solucién de detencién (10% de cloruro de hierro, 3,3% de acido
tricloroacético, 0,7 N de NaCl). Después de un paso de centrifugacion se midid la ODs40 del sobrenadante. Una
unidad corresponde a 1 nmol de aspartato hidroxamato, que se forma por mg de proteina por minuto.

Los resultados se muestran en la Tabla 2a.

Tabla 2a
Cepa Actividad especifica [nmol/mg/min]
ATCC 13032 lysC™ 19,3
ATCC 13032 Peftu lysC™ 49,37

La actividad de la aspartoquinasa pudo ser aumentada 2,5 veces por la integracion del constructo Peftu Iyscfbr en el
cromosoma.

Ejemplo 9
Produccién de lisina

Para examinar el efecto del constructo Peftu IysCfbr sobre la produccion de lisina se colocaron las cepas ATCC
13032, ATCC 13032 lysC™ y ATCC 13032 Peftu lysC™ sobre placas CM (10,0 g/l de D-glucosa, 2,5 g/l de NaCl, 2,0
g/l de urea, 10,0 g/l de Bacto Pepton (Difco), 5,0 g/l de extracto de levadura (Difco) , 5,0 g/l de extracto de carne
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(Difco), 22,0 g/l de agar (Difco), se colocé en autoclave (20 min, 121°C)), y se cultivd durante 2 dias a 30°C. A
continuacién se rasparon las células de la placa y se volvieron a suspender en solucién salina. Para el cultivo
principal se inyectaron 10 ml de medio | y 0,5 g de CaCOj3; que se habia colocado en autoclave (Riedel de Haen) en
un matraz Erlenmeyer de 100 ml con la suspension celular hasta una ODeggo de 1,5 y se incub6 durante 39 hs en uno
del tipo Infors AJ118 (Infors, Bottmingen, Suiza) a 220 rpm. A continuacién se determiné la concentracion de la lisina
excretada en el medio.

Medio I:

409/l Sacarosa

60g/lI Melasa ((calculada con respecto a un contenido de aztcar de 100 %)
10g/l (NH4)2SO04

0.4g/l MgSO4*7H,0

0.6g/l KH2PO,

0.3mg/l Tiamina*HCI

1mg/l Biotina (de una solucién stock de 1 mg/ml filtrada en forma estéril que fue ajustada con NH4sOH a pH 8,0)
2mg/l FeSO4

2mg/l MnSQOg4

Ajustado con NH4OH a pH 7,8, colocado en autoclave (121°C, 20 min).

Adicionalmente se agrega vitamina B12 (hidroxicobalamina Sigma Chemicals) de una solucion stock (200 pg/ml,
filtrada en forma estéril) hasta una concentracion final de 100 pg/I.

La determinacion de la concentracion de aminoacidos se realiz6 por medio de cromatografia liquida de alta presion
segun Agilent en una Agilent 1100 Series LC System HPLC.

Una derivacién de columna previa con orto-ftalaldehido permite la cuantificacién de los aminoacidos formados, la
separacion de la mezcla de aminoéacidos se realiza en una columna Hypersil AA (Agilent).

El resultado del examen se presenta en la Tabla 3a.

Tabla 3a
Cepa L-Lisina (g/)
ATCC13032 0
ATCC13032 lysCfbr 10,15
ATCC13032 Peftu lysCfbr 13,2

Lista de secuencias

<110> BASF Aktiengesellschaft

<120> P EF-TU-Unidades de expresién
<130> PF 55183/Mec

<140> 20030320

<141>

<160> 42

<210>1
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<211> 186

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> EFTU\RXA01284\PROMOTOR

<400> 1

ggccgttacc ctgcgaatgt ccacagggta getggtagtt tgaaaatcaa cgecgttgee 60
cttaggattc agtaactgogc acattttgta atgcoctaga tctgtgtgeot cagtcttocca 120
ggctgcttat cacagtgaaa gcaaaaccaa ttcgtggctg cgaaagtcgt agccaccacg 180

aagtce 186

<210> 2

<211>199

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223> EFTU\RXA01284\GESAMTE

<400> 2
ggccgttacc ctgogaatgt ccacagggta gotggtagit tgaaaatcaa cgocgttgoo 60
cttaggattc agtaactggc acattttgta atgcgoctaga toctgtgtgoct cagtcttcca 120

goctocttat cacagtgaaa goaaaaccaa tLcgtggotg cgaaagtegl agocaccacg 180

aagtccagga ggacataca 199

<210> 3

<211> 1365

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> RXA00077

<400> 3



atgaatgatg
aaacagatcg
ddagatagca
gragttgata
gttgcaacgc
cctgcgttto
actccaatct
agccacgaag
aaaactcagc

Jaagatactc

gcagcoogaga
tttgeagato
cetggtgtoe
gcagcggaca
actattaact
aagctrogyg
aggctccaag
aatgggttag
ggctataacg
daacdaatct
agcgacctcg
gagcctgttg

gatcacrrct

agaatattca
aggtgtcget
ctoatcgttc
ccaatgoccat
aggtaggggc
acgatactct
Cctcagcaatg
tttttacagc
caaatagtcc

ctgctgaaat

aggttattca
ggaatggacyg
ctctcgtaat
agaataaccc
ctattatcgt
atgcgctacyg
aaagtttatt
agtrticract
Ctttccctga
TCCacCCgoT
tggcagctac
ttactgaaag

taaccgaact

dagctcocaac
cttagatgtc
tgcgttagat
agaaggaatc
ttgggagcaa
agaagacttt
gattagaaat
cgrrogagtc
acagcgctea

goctagattt

dgitgectat
agttgcacga
ctaccaagat
gctococtgotg
tgatctcact
ccoccactcgeo
tacagaaatc
tcaacggatt
tagctattgt
atccatagta
ttctattgga
ctttcgagaa

ggctaaaaag

<210> 4

<211> 454

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 4

ES 2439946 T3

tatcagccat
atcgaatcct
gctgogotag
ttccaaactg
caaatggcga
gagtatgtic
ttgcacgoog
caaaatcagg
gatggatctg

atttcagaac

gcoccactatg
goccrtggota
caacgcagag
attagattct
accccgatcg
grattaccag
cgatctegat
tttatcgott
ctgaccttag
atagcagecte
facaactttc
cgtgtgaaaa

tttcaacaga

tccegagttt
cacgccattt
agagagcaaa
atcgocggttt
tgaaaggecaa
tcgatgoagt
tcattctaocg
cgcttcagaa
tacatgcata

ttgaatctaa

ctttcgtatg
gtgttttect
attacatcca
ttoctgaacy
cgggtaaatc
aattacatga
tggatgaaga
Cccccattcaa
Ctttcaatag
gagatgggaa
acgcottacag
tttacgccga

attaa

45

tgacgattgg
rtctgatttg
aagagctgec
Tacccataca
acatgttaag
aactggtaga
gagccaagaa
aggcgagtat
cgccccagtt

ggaattctta

tattcatcct
atacaaagat
tgctcragaa
agtgaccgat
Tggrrcgget
tgctgcacat
aggaaaaagg
tctgccagag
caactctcca
aagagcgage
acgrgaagre
cgggattgta

&0

120
180
240
100
360
420
480
240
600

660
720
T80
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1365



Met
Phe
s5er
Leu
ASN

63
val
Lys
val
Arg
Phe
145
LYS
Tyr

Glu

Ala

ASD
ASD
ser
ASD

50
Ala
Ala
His
Lewu
Asn
130
Thr
Thr

Ala

Lew

Asp
ASp
Arg
35
ala
Ila
Thr
val
AsS
11
Leu
Ala
aln
Pro
Glu

195
Ala

Glu
Trp

20
His
ala
Glu
Gln
Lys
100
ala
His
val
Pro
val
180

ser

His

Asn
LY¥S
Phe
Leu
Gly
val

85
Pro
val
ala
Gly
AST
165
Glu

Lys

Tyr

Ile
Gln
s5er
Glu
Ile

70
Gly
Ala
Thr
val
val
150
Ser
ASp

Glu

Ala

Gln
Ile
ASp
Arg

55
Phe
Ala
Phe
Gly
Ile
135
Gln
Pro
Thr

Phe

Phe
215

car
Glu
Leu
40
Ala
Gln
Trp
Asp
Ar
12
Leu
ASn
Gln
Pro
Leu

200
val

ES 2439946 T3

Ser
val

25
LyS
Lys
Thr
Glu
Asp
105
Thr
Arg
Gln
Arg
Ala
185

Ala

Cys

Asn

10
ser
ASD
Arg
ASp
Gln

90
Thr
Pro
sar
ala
Ser
170
Glu
Ala

Ile

Tyr Glin
Leu Leu
ser Thr
ala ala
arg Gly
73
GIn Met
Leu Glu
Ile ser
Gln Glu

140

Leu Gln
155

Asp Gly
Met Ala

Glu Lys

His Pro
220

46

Fro
Asp
AS
4
Ala
Phe
Ala
Gly
Gln
125
ser
Lys
ser
Arg
val

205
Phe

Phe
val

30
Arg
val
Thr
Met
Phe
110
Gln
His
Gly
val
Phe
150

Ile

ala

Pro

15
Ile
ser
Asp
His
Lys

45
Glu
Trp
Glu
Glu
His
175
Ila

Gln

AsSp

ser
Glu
ala
Thr
Thr

80
Gly
Tyr
Ile
val
Tyr
160
ala
ser

Ala

Gly



10

Asn
225
Pro
H1s
Phe
Lew
ala
305
Arg
Glu
Gly
Tyr
His
£F:1
Ser
é'l'_.r
Lys

LyS

Gly
aly
ala
Phe
Thr
290
Leu
Leu
cly
ser
5%
Pro
ASp
Arg

Ile

%

<210>5

<211>52

<212> ADN

Arg
val
Leu
ala
275
Thr
Arag
Gln
Lys
Pro
355
Leu
Leu
Leu
Glu
Tyr

435

Phe

val
Pro
Glu
260
Glu
Fro
Pro
Glu
Arg
340
Phe
Thr
ser
val
Wal
420

Ala

Gln

Ala
Leu
245

ala
arg
Ile
Thr
ser
325
Asn
Asn
Leu
Ile
Ala
405
Glu

AsSD

Gln

Arg
230
val
Ala
val
Ala
AR

£

Leu
Gly
Leu
Ala
wval
390
ala
Pro

Gly

ASD

Ala
Ile
ASp
Thr
Gl
29
val
Phe
Leu
Pro
Phe
375
Ile
Thr

wval

Ile

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223>SEQ_ID_5

<400> 5

Leu
Tyr
Lys
AS
2
Lys
Leu
Thr
Glu
Glu
360
ASR
ala
Ler

val

val
440

ES 2439946 T3

Ala

Gln

ASn
265
Thr
ser
Pro
Glu
Phe
345
Gly
ser
ala
Ile
Thr

425

Asp

ser
AsSp
250
Asn
Ile
Gly
Glu
Ile
3130
Leu
Tyr
Asn
Arg
Gly
410

Glu

His

val
235
Gln
Pro
AsH
Ser
Leu
315
Arg
L
Asn
ser
Asp
395
Tyr
ser

FPhe

Fhe
Arg
Leu
SEer
Ala
300
His
Ser
Gln
Ala
Pro
380
Gly
ALR

Phe

Leu

Leu
Arg
Leu
Ile
285
Lys
ASP
Ar'g
Arg
Phe
65
Lys
Lys
Pha

Arg

Thr
445

cccgggatce getageggeg cgecggecgg cecggtgtga aataccgeac ag 52

<210>6

<211>53

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

47

Tyr
Asp
Leu
270
Ile
Leu
Ala
Leu
Ile
350
Pro
Gln
Arg
His
Glu

430
Glu

Lys
Tyr
255
Ile
val
ser
Ala
Asp
335
Phe
Asp
Ile
Ala
Ala
415

Arg

Leu

A5

24

Ile
Ar‘g
ASpD
ASp
His
320
Glu
Ile
S5er
Phe
s5er
400
T'g,rr

val

ala



10

15

20

25

30

ES 2439946 T3

<223> SEQ_ID_6

<400> 6

tctagactcg agcggecgeg geeggecttt aaattgaaga cgaaagggcec tcg 53
<210>7

<211> 47

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223>SEQ_ID_7

<400> 7

gagatctaga cccggggatc cgctagcggg ctgctaaagg aagcgga 47
<210> 8

<211> 38

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223>SEQ_ID_8

<400> 8

gagaggcgcg ccgetagegt gggcgaagaa ctccagea 38
<210>9

<211> 34

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223>SEQ_ID_9

<400>9

gagagggcgg ccgcgcaaag tceegcettcg tgaa 34
<210> 10

<211> 34

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
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<220>

<223>SEQ_ID_10

<400> 10
gagagggcgg ccgctcaagt cggtcaagece acge 34
<210> 11

<211> 140

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223>SEQ_ID_11

<400> 11

tcgaatttaa atctcgagag goctgacgte gggcccggta ccacgogtca tatgactagt 60
tcggacctag ggatatcgtc gacatcgatg ctcttctgog ttaattaaca attgogatce 120
tctagacccg goatttaaat 140
<210> 12
<211> 140
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum
<220>
<223> SEQ
<400> 12
gatcatttaa atcccgootc tagaggatcc caattgttaa ttaacgcaga agagcatcga 60

tgtcgacgat atccctaggt cocgaactagt catatgacge gtggtaccgg goccgacgte 120
aggcctotog agatttaaat 140

<210> 13

<211> 5091

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> PCLIK5MCS

<220>
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<221> misc_ feature
<222> (469) .. (4662)
<223> KanR

<220>

<221> misc_ feature
<222> (1527) .. (2387)
<223> Ori EC(pmB)
<220>

<221> misc_ feature
<222> (2533) .. (3207)
<223> Orfl

<220>

<221> misc_ feature
<222> (3541) .. (4662)
<223> Rep Proteina

<400> 13
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tcgatttaaa
cggacctagg
ctagacccgg
agtccgcaga
gaaaacgcaa
gactaggcgg
aaggttgoga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
CCOgQutotet
gcgcggotat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcrrgatc
cgtactcgga
ctegegocag
gtcgtgacce
goattcateg
acccgtgata
gotatcgoog
tyagcgggac
atttcgatte
cogactggat
gcgcaccggc
aggcgctctt

tctcgagagg
gatatcgtcg
gatttaaatc
aacggrgctg
gcgcaaagag
ttttatggac
agccctgcaa
caagatctga
acgoaggtte
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgoc
gaagggactag
ctcctgocga
cggctacctyg
tggaagccag
ccgaactgtt
atggcgatagc
actgtggecy
ttgctgaaga
ctcccgattc
tCtggggrto
caccgocgoe
gatcctoccag
cggcccgatg
cCgottoctc

cctgacgtcg
atatcgatge
gctagogggo
accccggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tccggoogot
ctetgatgee
cgacctgtoc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattogac
tcttgtcgat
cgccaggotc
ctgcttgocg
gctoggtatg
gcttggoggo
gcagcgoatc
gaaatgaccyg
ttctatgaaa
cgcggggatc
tgaaataccg

gctcactgac
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ggocccggtac
tottotgegt
tgctaaagga
aatgtcaqct
gottocagty
coggaattgo
atggcttict
ggatgaggat
tgggtggaga
geegtgttee
ggtgccctga
gttccttgog
ggcgaagtgc
atcatggctg
caccaagoga
caggatgatc
aaggcgogca
aatatcatgg
gcggaccoct
gaatggactg
gocttctatoc
accaagcgac
ggttgggcte
tcatgctgga
cacagatgcg

tcgotgoget

51

cacgcgteat
taattaacaa
agcggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagctggggc
tgccgocaag
cgtttcgecat
ggctattegg
goctgtcage
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgeat
tggacgaaga
tgcecgacygg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttoct
gcocttottoa
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttcttocgee
taaggagaaa

cogtcgttog

atgactagtt
ttgggatcct
gtagaaagcc
Ctggacaagg
gogatagcota
gocctctagt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaqgggcgc
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctcctgtea
goggetacat
cgagogagea
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgcttttct
agcgrrggct
cgtgctttac
cgagttcttc
ccatcacgag
ttccgggacg
cacgctageg
ataccgcate

gcrgoggoga

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
7RO
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



geggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtgyac
ctogtgcgCct
togggaageg
gttogotocea
TCCcggtaact
greactggta
tgatagecta
ccagttacct
4gcgatggre
gatccriiga
attttggtca
ggccgcgcaa
ttaacgaaly
gaatcaicag
gtcgattraa
tcacgagact
crgactgacy
atcagttgen
graaaatatt
CACOCEGang
gaaattttgg
grootgoceg
aggacgtgtc
agogacadgg
gtoagcggra
aaaaatgact
totgttcoac
cogogaatic
COCCagoget
ggttcaaaat
gtgcttgtee
Aaccoopan
atcggegtga
googeageang
accogogttt

ctocogacgat

Cicactcaad
tgtgagcaaa
tecatagget
gadaccogac
ctoetgtoe
togcgottte
agctgggoetg
dtcgtocttoa
acaggattang
actacggcta
tcggaaaaag
troetgreey
tCTITICtac
tgagattate
agrCeogort
ttcgttataa
ctatggatct
asacggrgat
gogcocagToc
agorgegroe
Ccctactgcgg
[grCitcagatgo
agerogaggc
ccatggtcgt
caggratgac
agogcocgocca
cogcaagaag
acteacaggy
ctagcggatt
acccatocccy
Cctogotcaco
tggateaaag
cgcttgocca
tggacatigs
tetacocaat
atccacigag
gratgageag
teggegetaa

cccagocgra

ggcygtaata
aggccageaa
ccgecceect
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagctca
tatgcacgaa
ptocaaccog
cagagogagg
cactagaagg
agttggtage
caagcagoag
ggggtorgac
aaaaaggatc
cgtgaaaatt
togtgtcato
crctgacgro
cggattrttc
cgcgagogac
tcggccageg
tagcctogatt
grgrogrgcc
goctaggtey
cacagagctg
aaacatcgta
ccacctocac
Cgataagoeg
cgtcggetaa
cacgagacat
agctogoget
tgggcagaga
acccggacac
gtgccagrat
tgrgccgage
tttgoagcge
cgggaaatgc
cccgaatatg
ccaggotitt
cecgcrggoat
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cggttarcca
aaggcoagga
gacgagcate
dgataccagg
cttaccggat
cactgragot
cocococogtto
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttyg
tcttgatocyg
attacgogca
gctcagtgga
ttcacctaga
ttogtgecqe
accttcacga
gogetggage
cgagctetog
ctagaaactc
ccaggaggac
cctoooccgoo
goagocagee
caaatggcge
Qaagrgocan
aatgocoocgt
cgaatcggea
Cacgaatace
coocoagtoe
tgacacaccy
gogatcacgt
aaarttocag
goagaaacac
attgctctga
caccaggeog
togacacgoo
cagctcatet
cgoetgetog
tcacatagoc

grocageaca

Cagaartcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtitccccc
acctgteoge
atckcageee
Agooogacoyg
acttarcgoco
gtgctacaga
gratctgcge
fJCaaacazac
gaaaaaaaqq
ACgAAAACTD
tccttttaaa
gtgattttce
Ccgaagtacta
cogacgogeot
atacgacgga
tcgrggogga
gcacagtagt
ctgacccgog
gCgagogoge
tggaagtgog
cgagaattat
ttegtatgce
gcagogrogo
tgalaaatgt
aaacctggoa
goctggaaat
ggctggacga
gacagcaaga
agoecgaagrt
cacacgegea
gcgggaaaat
Tggaaaaagc
gactcattga
crgcaacgac
tgagcogtog
4tcgogrgga

52

ggataacgca
ggocgogrtg
dacgCctcaagt
tggaagotoo
cttrctocct
gotgtagotc
ctgogoctta
actggcagea
gttcttgaag
tetgoctgaag
CaRCCgetage
atctcaagaa
acgttaaggg
Faccggooge
gccaaaaact
aaattggooc
cgatpctgee
COCgroagca
tettpaggag
gogaggatgca
aggacggogc
Cdacadaacgc
tocoocgage
cHcgatcgty
gtggccocoo
grgtoganad
tgaacgoooo
gaaagegore
tttcocgotoa
gCgaadaccy
cocogogactt
ataccgagrt
goacgcageoo
cgagcacgta
gocagottog
tecggtgtat
cgaggaaaty
ccactgcact

tegeotager

1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2380
2640
2700
2760
2820
2EE0
2940
30040
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
370
3780
3840
3900



10

15

gatcttatag
caggagrttt
aaagcacttdg
atcgacggeg
tttcgocacg
accaagggtc
cgtgagcctg
ggctacgtcg
ccgaggigaa
tggaaagacc
caacgacaag
gttgagggag
tcacgtcaga
CcCcgaaagett
totCcrcttgg
acaccatagg
Caaagatctt
cctoccaccga
tggattctta
gegteggtgc

aggttgctcg
ctagcggacyg
ccacgcttga
fccgtgtect
ctttgactgt
arcgagocta
atctgoocgec
ctaaaggeca
aagctctgoc
caaacagtga
ctaggaaagc
agactggctc
ccgtgaatag
cCcagtaaat
CCICCTTICE
cagataacgt
caaagccact
gttcgtgoac
ccotggaaat

cgctggttgo

catgatctca
ggcacgtatc
agcaagectg
ctggactget
gggataccag
cgagcgtgoc
ggactgtgac
gocagtegee
cactatggga
gtacgcccga
taaaggaaat
gtggccgaca
agcacttaag
gtgccatore
4ggrcgggct
tccccaccga
gecacgacta
acccctatgo

tcttcgcaaa

gcttogottg

<210> 14

<211> 28

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ_ID_14

<400> 14

gcgcggtacc tagactcacc ccagtgct 28
<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ_ID_15

<400> 15
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ggcacagaaa
gaagcggeaa
ccgagogecg
€Cagggcgty
ttaaaagcgg
tacaccgtcg
cgccagacag
cetgctegte
agacgtggco
gcacagcgag
cgcttgacca
atcaatgaag
gtctgogooc
gtaggcagaa
gattgoetott
ctcgootegt
ccttcgogaa
caagcttett
datcgtcccc

accgacttga

aacctaaaaa
gaaaagccac
ctgaagcgec
ccgococgtga
ctggtgagco
ctcaggooggt
attggcocgeg
agacagagac
gtaaaaaggc
dadaactagc
ttgcaggttg
ctatgtctga
attgaacttc
aacggttcoceo
gaagcrcict
aagcgcacaa
geettgocce
tcaccctaaa
tgatcgocct

tcagoggoog

53

acgctatgag
tgcggaagea
tggagagctg
Tgagacggcot
CcCtaaaagac
cggaggaggco
acgtgtgecge
gcagagccag
cgcagaacgeo
taagtccagt
gtttatgact
atttageogtg
cacgaggacg
ccgtagggrc
ag99999ctc
ggacrgctoc
gcggaaattt
ticgagagat
tgcgacgttg

C

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5001
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ctctactagt ttagatgtag aactcgatgt 30
<210> 16

<211> 6349

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> PCLIK5MCS_PMETA_META
<220>

<221> misc_ feature

<222> (42) .. (177)

<223> PmetA

<220>

<221> misc_ feature

<222> (178) .. (1311)

<223> metA

<220>

<221> misc_ feature
<222>(1727) .. (2518)

<223> KanR

<220>

<221> misc_ feature

<222> (2785) .. (3645)

<223> Orfl (complementary)
<220>

<221> misc_ feature
<222>(3791) .. (4465)

<223> Ori- EC (pMP)

<220>

<221> misc_ feature

<222> (4799) .. (5920)

<223> Rep Proteina

54



<400> 16

LCcgattitaaa
aaagcgctagg
tccatataca
cccaccctcg
gocggagcaa
gataaagaag
gragccgatt
tgratgatct
catccagatg
dacgccgaaa
Qortccatgg
gcagotgctg
gooccaaatta
goctgcaace
ggcgaactag
ggtccctaceo
gacaagctag
cgccacgaca
ccagtecttg
ctctocagaa
gatgctttoc
atctccccag
gacctaggga
agacccggga
tCCcgcagaaa

tctcgagagg
gttt
ctggacgaag
cogccttcagq
tcattacaaa
gacgcagcaa
gatogoctoa
gtaccaacgt
gaaatttctyg
aacaattect
gtggtgcccg
ttcttocagt
aggcgattga
cagecaccag
aaatcgacga
gcaagcccga
tacagcgttt
ttggtcocga
tcgecaggegt
acctgggaaa
tcaccgaaag
acgaagacaa
tatcgtcgac
tttaaatcge

cggtgctgac

cctgacgtog
ttcagacteg
ttttagtctt
tCcaactt gaa
cgctgaaatc
tgtcgttcte
cttogctecggt
catcggtagt
gggtaatcge
cgacgcacte
caccctagag
ttctgcacge
aaacgaccac
actcggegec
acgcttoago
ccagogottc
cgacgccggo
ccgcggagge
agataccgat
tctactggea
ccgccaaatg
cccttogace
atcgatgotc
tagcgggctyg
cccggatgaa
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ggccocggtac
tgagaatgea
gtccacccag
atrccaagcga
goctatcacc
atcgaacacg
cccggcaaag
tgcaacggtt
ttccccgooca
ggcatcacca
tgggccgoaa
gocagogoot
cactggcacyg
goocgacgea
accaaagocc
gccgtggaat
tcctacgtct
ctcaacaagg
attrtgracc
atggcaaaaa
gatcgcatcyg
tacatcgagt
ttctocgtta
ttaaaggaag

tgtcagctac

ctagactcac
aactagacta
ddcaggcggt
tcggtgatgt
gctgggotga
cccteactgg
ccatcaacac
ccaccggaco
cgtccaticg
cggtcgecge
tgtacccaga
ggcaaatcgg
aaggcaacta
tcgcccacct
aaaagaacga
cctacttgga
tgctcaccga
cactcgaatc
cctaccacea
tcgtatccco
tgaggaactt
tctacatcta
attaacaatt
cggaacacot

tggoctatet

55

cccagtgett
gacagagctg
tattttcatg
ctccaccgaa
ataccgcgta
dgattccaac
tgatatttac
tggctccata
tgatcaggta
agtacttggt
aactgttgac
cattcaatcc
ctacgaatcc
cacctaccgt
daacccactc
Ctaccaagca
cgccctcaac
catcaaagtt
graagaacac
tgtcggocac
cttcagcctc
aactagttcg
gggatcctet
agaaagcecag

ggacaaggga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1680
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



aaacgcaagc
ctgggoggtt
gottgggaag
caggggatca
tggattgoac
acaacagaca
gogrttctTtLt
gCggctatcg
tgaagcggoa
tcacctrget
gettgarccy
tactcggatg
egegecagee
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgooget
agcgggactc
ttegatteca
ggctggatga
gCgcoggccy
gogoctottee
ggtatcaget
aaagaacatg
gQCgrtrttc
gaggtggcga
cgtgegeict
gggaagegty
tcgoctoccaag
cogtaactat
cactggtaac
gtoggcctaac
agtitaccitc
coptggrtit
toctttgate
ttrggtcaty
ccgogcaaag

dacgaacgtt

gcaaagagaa
ttarggacag
ccctgcaaag
agatctgatc
graggttete
atcgoctgeot
greaigacog
tggetggoca
agugactgge
cCtgocgaga
grracctgec
gaagooggto
gaactgtrey
ggcgatgcct
Egtgooigec
gotgaagago
coCgattogs
tggggttcga
cogrogoott
Ltcctocagog
grocggrgrg
gottocetogo
Cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggcrco
aacccgacag
coctgttocga
gogotticteo
crgggoigtog
cgtcttgaot
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttctacgg
agattatcaa
rcccgottog
cgttataatg

agcaggrage
caagecgaace
taaactggat
aagagacagg
cggccgottn
crgatgoogo
acctgtecgn
cgacgggeat
Toctattggg
aagtatccat
cattcgacca
trgtcgatea
CCaggctcaa
gettgocgaa
tgggtateoc
ttggoggoga
agogoatcge
aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatcte
aaataccgca
tcactgactc
cogtaatacg
gccagcaaaa
geocccectga
gactataaag
ccctgoogot
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaaccoggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggragotc
agcagcagat
gotctgacgc
aaaggatctt
tgaaaatttt

grgtcatgac
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ttgcagtoag
ggaatigcca
ggcereceeg
atgaggatcy
gotogagagqgg
cgrgttcogg
tgccctgaat
tccttgoaca
cgaagtgoog
carggctgat
CCaagegaaa
ggatgatcty
gocgcgoatg
tatcatggtyg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctateor
caagogacgo
ttgggetteg
atgcotggagt
cagatgcogta
gotgogotecg
gtratccaca
gHccaggaac
cgagcatcac
ataccaggog
taccggatac
ctgtaggtat
cccogttoag
aagacacgac
tgtaggcggr
agtatttggr
ttgatccggc
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
cgrgoogogt

ctrcacgacg

cttacatggc
gctggggeoge
ccgccaagga
Lttocgcatga
ctattcgoct
crgrcagoge
gaactgcagy
gotgtactog
Qggcaggatc
graatgoggc
catcgoateg
gacgaagage
cocgacggeg
gaaaatggec
caggacatag
cgettooteg
ctrottgacg
ccaacctgeoo
gaatcgtttt
tottogecea
aggagaaaat
grogttegge
gaatcaggog
cotaaaaagg
aaaaatcgac
trtoocootg
cratcogoet
ctcagttcog
COCgaccgct
tratcgocac
gctacagagt
atctgogeec
aaacaaacca
aaaaaaggat
paaaactcac
cttttaaagg
gattttcege

dagractaaa

56

gatagctaga
cetctggraa
tctgatggcg
ttgaacaaga
atgactggac
aggggogcoc
acgaggeage
acgttgtcac
tcotgtoatc
ggcrgoatac
agcgageacy
atcagoggct
aggatctcgt
gcttttetog
cgttggectac
tgctttacgg
agttcttcty
atcacgagat
ccgggacgoo
cgrtagoggo
accgeatcag
tgcogogage
ataacgeagg
cogogttget
gctcaagrea
gaagctooct
ttcrocette
tgtaggtcgt
gogccrrate
tggcagcage
tcrtgaageg
tgctgaagee
ccgotggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
ccggocgegg
caaaaactrt

attggcooga

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
300
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
370
3780



agcatcagot
cgattraaaa
acgagactag
gactgacgag
cagttocgec
aaaatatrgo
cgcogaggag
aatrriggcc
ggrgecogoa
gacgtgtcag
cgcacaggcy
gagcooraac
aaatgactct
tgttopacac
gogaaticct
CCagogoren
ttcaaaatcg
gotegtocto
ccccgaggte
cggcgtgaat
cgoagoaggo
ccgogtttte
Cccgacgatco
tottatggan
goagritict
ageacttoco
cgacggcgte
TCgoCcacgot
caagggtcat
Tgagocigat
ctacgtooct
gaggcgazaaa
gaaagaccca
acgacaagct
tgagogagag
acgteagace
0a3agettoo
tctocttggoo

accataggea

aagatcttca
tccaccgagt
gattcttace

gtcggtgoog

ATHPATCTCT
acggtgatca
gccagtgocg
ctgogtoctc
tactocgota
tcagatgegt
ctogaggcag
atggtegca
ggcatgacaa
cgecgecace
graagaageg
tcacaggocy
agcggateca
ccatcccgag
cgotcacctg
gatcaaaoac
cttgeceggt
gacattgatg
tacgegattt
ccactgagecg
atgagcagcc
ggcgetgace
cagccgtace
gttgctegoa
agcggacggg
acgortgazag
cgtgtecket
trgactgrag
cgagcctacg
crgocgooag
aaaggccage
grrctggoca
aacagtgagt
aggaaageta
actgprtogt
gtgaatagag
cagtaaatgt
tectrteotag

gataacgiic

dagccactgc cgcgactgoc
tcgtgcacac cocctatgeca
gtggaaatrc ttcgcaaaaa

crggttgcoc ttgocttgac

cTgatgrege
gatteetecg
cgagogacct
ggocagogoc
gectgatico
gtegtgoege
ctaggtegea
cagagcrgga
al:atcgt gad
acctgcaccg
ataagctgea
tcggotaace
CQAgacatLg
ctocgogotge
ggcagagaaa
cCggacacgg
gecagtatgt
tgccgagoea
tagagcgetg
ggaaatgoca
cgaatatgog
aggettttte
gctggoatao
tQatcteagg
cacgtatcga
Caagcotgee
ggactgetee
gataccagtt
agegtgecta
actgtgaccg
cagtegrece
ctatgggaag
acgcocogage
aaggaaatcg
goccgacaat
cacttaaggt
gccatctogt
grcgggctga
cccaccgget
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gcrggagtcc
agetotogat
agaaacterc
aggaggacgc
tooocoggect
ag.-ci:agccgl:
aatggcgetg
agoggeageog
tgcogogttt
aatcggcage
Cgantaccry
cCccagrocaa
acacaccgge
gatcacgtog
atttccaggg
agaaacacag
tgctetgacy
ccaggccgge
ggcacgoety
gctcatctgg
cctgctgact
acataggety
Ccagcacaat
CACAQALIBA
agcggeaaga
gagcgooget
agggcgtgce
aaaagogget
cacegteget
ccagacggat
tgoregteag
acgtggogot
acagcgagaa
cttgaccatt
caatgaagct
crtgogggeat
aggcagaaaa
ttgotcttoa
cgcctogtaa

ttcocgaage
agcttertto
tegteeccty

cgacttgatc

gacgogotog
acgacggacy
gtogcggatc
acagtagtgg
gacccgegag
gagegegeca
gaagtgcgte
agaattatcy
cgtotgoegt
agegtegege
aaaaargrg
acctgggaga
ctggaaattt
ctogacgage
cagcaagacc
cCoaagrrat
cacgegeage
gggaaaatcg
§aanaagoge
ctcattgatc
gcaacgaccg
ageegtggee
cgcgtggate
ECTasnaaac
aaagccactg
gaagcgrotg
geeegtgatg
ggtgagogoo
caggcggteg
tggcogogac
acagagacge
aaazagocog
aaactageta
gcaggttggt
atgtctgaat
tgaactteca
cogtteecee
agctctctag
gcgcacaagg

57

atgoigoogt
cgocageate
ttgaggagct
agogatgcaat
gacggogogo
dcdaacgeca
cecogagega
cgartcgtage
gogccacccag
gtégaaaaag
aacgoecogt
aagcgctcaa
tecgetgate
gaagaccqcco
cgocgacttog
accgagttogg
acgeagecgt
agcacgiaaa
cagortggat
cggtgtatgc
aggaaatgac
ACtgCactct
gocctagotga
getatgagea
cggaagcdaa
uauagc;gac
agacggetee
taaaagacac
gaggaggocd
grgtgogoad
agageeagee
cagaacgotg
agtccagtca
ttatgactgt
tragcgtgrc
cgaggacgee
gtagagtete
gggggCtoac
actgotoocca

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4820
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

cttgoccccge ggaaatttce 6180
accctaaatt cgagagattg 6240
atcgoccttg cgacgttgge 6300
agoggocgc
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<210> 17

<211>29

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ _ID_17

<400> 17

gagactcgag ggccgttacc ctgcgaatg 29
<210> 18

<211> 40

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ_ID_18

<400> 18

cctgaaggcg cgagggtggg cattgtatgt cctectggac 40
<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ_ID_19

<400> 19

cccaccctcg cgcecttcag 19

<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ_ID_20

<400> 20

58
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ctgggtacat tgcggecec 18
<210> 21

<211> 6394

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> PCLIK5MCS
<220>

<221> misc_ feature
<222>(18) .. (216)
<223> Peftu

<220>

<221> misc_ feature
<222> (217) .. (1350)
<223> metA

<220>

<221> misc_ feature
<222>(1772) .. (2563)
<223> KanR

<220>

<221> misc_ feature
<222> (2830) .. (3690)
<223> Ori- EX (pMB)
<220>

<221> misc_ feature
<222>(3836) .. (4510)
<223> Orfl

<220>

<221> misc_ feature
<222> (4844) .. (6965)

<223> Rep Proteina

59



<400> 21

tcogatttaaa
aaatcaacgo
gtgtgctcag
aagtcgtagc
caacttgaaa
gctgaaatcg
gtcgttetca
ttgotcagte
atcagtggrt
ggtaatcgct
gacgcactcg
accctagagt
Tctgcacgog
aacgaccacc
ctcggegecy
cgottcggca
cagcgettog
gacgccggct
<goggaggcc
gataccgata
Cctactggcaa
cgccaaatgg
ccttcgacct
tcgacatcga
atcgctagecg
ctgacccogg
gagaaagcag
gacagcaagc

caaagtaaac

tctcgaggge
cgttgoocctt
tcttecagge
caccacgaag
tccaagcgat
cctatcaccg
tcgaacacge
ccggcaaagco
gcaacggttc
toccocgocac
gcatcaccac
gggccgcaat
ccagcgootg
actggcacga
ceccogacgeat
ccaaagecea
ccgtggaatc
cctacgtctt
tcaacaaggc
trttgtaccc
tggcaaaaat
atcgcatcgt
dcatcgagtt
tgctcttctg
ggctgctaaa
atgaatgtca
gtagcttgca
gaaccggaat

tgoatogott

cgttaccctg
aggattcagt
tgcttatcac
tccaggagga
cggtgatgic
ctggggtgaa
cctcactgga
catcaacact
caccggacct
gtccattcgt
ggtcgecgea
gtacccagaa
gcaaatcggc
aggcaactac
cgcccacctc
aaagaacgaa
ctacttggac
gctcaccgac
actcgaatcc
ctaccaccag
cgtatcccct
gaggaacttc
ctacatctaa
cgttaattaa
ggaagcggaa
gcractggge
gtgggcttac
tgccagotag
tcttgoogoc

cgaatgtcca
aactggcaca
agtgaaagea
catacaatgc
tccaccgaag
taccgeogtag
gattccaacy
gatatttact
ggctccatge
gatcaggtaa
gtacttggtog
actgrtagcy
attcaatccyg
tacgaatccg
acctaccgtyg
aacccacteg
taccaagcag
gcocctocaacc
atcaaagttc
Caagaacacc
gtcgoccacg
ttcagocctca
catatgacta
caattgggat
cacgtagaaa
tatctggaca
atggcgatag
ggcgccotct

aaggatctga

60
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cagaataoct
ttttgtaatg
aaaccaattc
ccaccctogo
ccggagcaat
ataaagaagqg
cagcocgattg
gogtgatctg
atccagatgg
acgccgaaaa
gttccatgag
Cagcrtgitgte
cccaaattaa
gctgcaaccc
gcgaactaga
gtooctaceg
acaagctagt
gccacgacat
cagtccttat
tctccagaaa
atgcrrroct
tctococcocaga
gttcggacct
cctctagacc
gocagtccgco
agggaaaacg
Cctagactggg
ggtaaggttg
tggcgcagag

ggragrrtga
cgctagatet
gtggctgoga
gcocttcaggt
cattacaaac
acgcagcaat
gtgggorgac
taccaacgtc
aaatttctgg
acaattoctc
tggtgoocge
tettacagtt
ggcgattgaa
agccaccgga
aatcgacgaa
Caagococgac
acagcgtitc
tggtigogac
cgcaggcgta
cCctgggaaat
caccgaaage
Cgaagacaac
agggatatcg
coggatttaa
agaaacggto
caagcgcaaa
cggttttatg
ggaagcecig
gatcaagatc

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



toatcaagag
tTtctecggoc
ctgotctgat
gaccgaccty
ggccacgacq
ctggctgcta
cgagaaagta
Ctgcccattc
cggtctigtc
gitocgccagg
tgoctocttn
CCogotggat
agaacttgge
ttcagcagcge
ttcpaaatga
gecttetaty
cagogoagog
gtgrgaaata
ctcgotcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gerccgooce
gacaggacta
TCCGaccory
tLctcatage
ctgrgtgoac
toagrocaac
tagcagagog
ctacactaga
aagagtrggt
ttgcaageag
tacggggtct
arcaaaaagg
Crtcgtgaaa
taatggtgtc
tctctoctgat
gatcggattt
tgoocgogago

acaggatgag
gcttgggtgg
geegoogtgt
tCcggtgoec
ggcgrroctt
ttggacgaag
tccatcatgg
gaccaccaag
gatcaggata
crcaaggoge
ccgaatatca
gtggcggace
ggrgaatgog
atcgoottct
ccgaccaage
aAaggrrggg
atctcatget
ccgoacagat
gactcgotge
ata:ggttat
caaaaggcca
cetgacgage
talagatace
cogorraccg
tcacgotgea
gaaccoooeg
ccggraagac
aggtatgtag
aggacagtat
agcrettgat
cagattacgc
gacgctoagt
atcrtcacet
attttcotge
atgacctica
grogogetgn
ttccgagete

gacctagaaa

gatcgtttey
agaggetatt
tcoggeotgre
fgaatgaact
gcgcagotgt
tgccgoggea
ctgatgcaat
cgaaacatcg
atcrggacga
gCargoccga
togtggaaaa
gotatcagga
ctgaccgott
atcgoottct
gacgcccaac
cttcggaatc
ggagttctte
gcgtaaggag
gctoogtogt
ccacagaate
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttee
gataccrgre
ggtatctoag
ttcagoccga
acgactratc
goggtgctac
trggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcoreee
cgcgrgattt
cgacgaagta
agtcogacge
tcgatacgac

cteregrgge
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catgattgaa
cggcratgac
agCgcaggog
gcaggacgag
grtogacgtt
ggatctectg
gcgqocggctg
catcgagcga
agagcatcag
Cggcgaggat
tgoccgetet
catagcgttg
cCctcgtgctt
tgacgagric
ctgccatcac
gtttTcoggg
gcccacgeta
ddaataccgc
tcggctocgg
aggggataac
aaaggccgeg
togacgetca
cectggaage
COCCULLCTC
ttcggrgtag
cogotgogoo
gccactggoa
agagrrctrg
cgercrgctg
aaccacogot
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaaggccgge
tecgocaaaa
Ctaaaattgg
gorogatgot
ngacgogoea
ggarcttgag

caagatggat
tgggcacaac
cgoooggtte
gcagcgegge
gtcactgaag
tcatctecace
catacgcttg
gcacgtactc
ggoctegege
CLEgregrga
tctggattca
gotaccogta
tacggtatcg
ttctgagoag
gagatttcga
acgcoggctg
gcogogegoe
atcaggogot
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctgoogt
agrcagaggt
tccotegtye
corrcgggaa
gtcgttogot
ttatccggta
gragccactg
aagrggrgge
Aaagccagtta
gotageggty
gaagatcctt
gggatrttgg
Cocggocgog
actttaacga
cccgaatcat
gccgtogart
gcatcacgag

gageggerg

61

tgcacgoaga
agacaatcgg
ttitigtcaa
tatcgtgger
Cgggaaggga
trgctoctge
atccgogctac
ggatggaage
cagcocgaact
cCcatggoga
tcgactgton
atattgctga
ccgcteccga
gactctooggg
ttccaccooo
gatgatccte
ggocggoocg
cticcgottc
cagcteacte
acatgtgage
ttrtccatag
ggcgaaacee
gerotootgt
gCgrggoget
ccaagotggg
actatcgtct
graacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
gtttttttar
tgatcrttte
tcatgagatt
caaagrcoog
acgtrcgtta
cagctatgga
taaaaacggt
actgggocag
acgagctgoyg

1800
1860
1920
1950
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2570
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
1000
3060
3110
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3T20
3780
3840
3900
3960
4020
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tgrtogooca 9C0CCaguad gACOCacagt Agragaggat gCaartcagrr gogootactg 4080
coggtgacctg attoctcccc g@octgacoc gogaggacgg cgcgoaaaat attgotcaga 4140
tgcgtgtegt GQCCQLagoca Googogago) COoCaacaaa cgocacgocg aggagctoga 4200
ggoggotagg Logosaatgg cgotggaagt gogtcccoog agogaaatit togocatogt 4260
cgtcacagag Cctggaageag cagogagaat tatcgegatc gtggocgotoc cogeaggeat 4320
gacaadcartc gtadatgocg cotticgtgt gccgtggccg cocaggacgt gtcagegoog 4380
CCaccaccty caccgaatcg goagoagogt cglgigtoga asaagogeac aggoggcaag 4440
aagcgataag CrQCRCgaat acctgaadadd tQUigaacgc cccgtgagog graactcaca 4500
gggcgtoggc taacccccag tccaaacct) gQagaaagog cicaaaaatg actctagogg 45680
attcacgaga cattgacaca ccggoctgga aattttccgc tgatctgtic gacacccatc 4620
ccgagetogr gotgcgatca cgtggotgga cgagogaaga ccgoogogaa ttocctogorc 4680
acctgggcag agasaatitc cagggoagca agacccgoga cttocgocago gottggatca 4740
aagaccogga cacggagaaa cacagocgaa gttataccga gttggttcaa aatcgettge 4500
COgELgccayg tatgttgote tHacgCacyc QCagoacgea googtgottg tootgpacat 4860
tgatgtgicg agocaccagg ccggcgygaa aatcgagoac grtaaacccicg aggtctacge 4920
gattttggag cgotggocac goctggaaaa agogocagot tggatcggeg tgaatccact 4980
gagcgggaaa tgecagotca tctggotcat tgatccggtg tatgocgeag caggeoatgag S040
Cagroccgaat atgoooctgoc TQgolgcaac gaccgaggaa atgacccgocg ttttcggogo 5100
tgaccaggot ttttcacata ggctgagocog tggocactge actctccgac gatcccagoc 5160
graccgctgg catgoccage acaatcgegt ggatcgocta gotgatctta tggaggttge 5220
tcgoatgate tCagocacad 23a3acctaa asaacgotat gagoagoagt trtctagogg 5280
acgggcacgt atcgaagogg cadgasaagec cactgcggaa goaaaagoac ttgocacget 5340
tgaagcaage ctgoogagog cocgctgaage gtctggagag ctgatcgacg gogtocgtght 3400
COTCTQEact gotocaggyge argocgcco] tgatgapacg gottttogoc acgotttgac 5460
tgtgggatac cagttaaaag cggitggtga gogoctaaaa gacaccaagg gtcatcgage 5520
ctacgagcot goctacaccg tocgetcagygc ggtcggagga ggccgtgage ctgatctgeoc 5580
gocggactgt gaccgocaga cggattggoc gogacgtgty cgcggotacg togotadagg 5640
CCagocagic gtocctgotc gtcagacaga gacgoapagec Cagocgagoc gaaaagotot 5700
gUccactatyg ggaagacgtg goggtaaasa ggocgcagaa cgotggaaag acccaaacag 5760
tgagtacgce cgagcacage gagaaaaact agotaagicc agrcaacgac aagctaggaa 5820
agctaaagga aatcgottga ccattgcagg ttggtttatg actgttgagg gagagactgg 5880
ctcgtggoeg acaatcaatg aagotatgtc tgaatttage grgtcacgic agaccgtgaa 5940
tagagoactt aaggtctgeg gocattgaic ttecacgagg acgedgaaag ctteceagta 6000
aatgtgocat Ctcgtaggca gaaaacggilt Coccogtagyg grotctctot tggoctococtt 6060
tctaggtoog gotgattgoct cttgaagotc totagQoogg cicacaccat aggoagataa 6120
CglicCocac cggotcgoet cOLaagogoa caaggactge toccasagat cttcaaagoc 61EQ
actgoogoga Cctgocticge gaagcctigec cocgcggaaa tttectocac cgagrrcgtg 6240
cacaccccta tgocaagott ctttcaccct aaatfcgaga gattggattc ttaccgtgga 6300
aaticticge aaaaatcgic CCCTUATCOC COTtgogacg tTgocgtogn taccgctggt 6360

tgcgottgoc ttgaccgact tgatcagogg ccogc 6394
<210> 22
<211> 35
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
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<220>

<223> SEQ_ID_22

<400> 22

gagagagaga cgcgtcccag tggctgagac gcatc 35
<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> SEQ_ID_23

<400> 23

ctctctctgt cgacgaattc aatcttacgg cctg 34
<210> 24

<211> 4323

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> PCLIK5

<400> 24

63



tcgagaggoc
tatcogrcgac
tttaaatcgc
cggtgotgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccoctgoaaag
agatctgatc
gcaggttcte
atcogctget
gtcaagaceg
tggctggcca
agggactggc
cctgccaaga
gctacctgoc
gaagooggte
gaactgttcg
ggcgatgcct
tgtggccoac
gctgaagage

tgacgtcgag
atcgatgotc
Tagcggoctg
cccggatgaa
agcaggtage
caagcgaacc
taaactggat
aagagacagg
cggocgottg
ctgatgccgo
acctgtecag
cgacgggcgt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgocgaa
taggtgtgoc
trggcgacga

cccggtacca
Ltctocotta
ctaaaggaag
;gtcaQCtac
ttgcagtgag
ggaattgcca
gactrtcttg
atgaggatcg
gotgoagagg
cgtgttccog
tgccctgaat
tccttgogea
cgaagtgoog
catggctgat
Ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgogeatg
tatcatagta
goaccgctat
atgggcetgac

ES 2 439

cgcgtcatat
atraacaatt
cggaacacgt
tgggctatct
cttacatggc
QCrggggcgc
ccgccaagga
tttcgcatga
ctattcgoct
ctgtcagoge
gaactgcagg
gctgtgetcg
gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgcatog
gacgaagagc
cccgacggoy
gaaaatggcc
caggacatag

cgcttoctog

946 T3

gactagttcg
gggatcctct
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cCctCctogtaa
tctgatgoca
ttgaacaaga
atgactgage
aggggogoce
acgaggcage
acgttgtcac
tcotgtoate
ggctgcatac
dagcgagcacg
atcagggget
aggatctcgt
gcttttetag
cgttggctac
toctttacog

64

gaccraggga
agacccggga
Tccgcagaaa
aaacgcaagc
ctgggcogtt
ggrigggaag
caggggatca
tggattgcac
dacaacagaca
ggticttttt
gcggoratoa
tgaagcggga
tcaccttget
gcttgatccg
tactcggatg
cgogocagoc
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt

tatcgooget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200



cocogatrcgc
tggggrtoga
cogoocgoott
toctocagog
gocoggrgrg
gettectege
cactcaaagg
tgagraaaag
cataggetco
aacccgacag
ccrgtrccga
gCgCrrLcte
ctggoctgtg
cgrtotegagt
aggattagca
tacggcraca
ggaaaaagag
trrgteegea
LTLtctacog
agattatcaa
[ 1Raddd 444
ttgacaacag
tgritgicg
LTCOCLEgag
datttttaaca
acataaccaa
cgggagtcag
tcatcigita
tcgtttaget
ctttgcagaa
trgttaaata
actaagtatt
cctgagotgt
cocgtcaaaga
gatacgttaa
grgragaata
gtttggtctt
ccagegtttt
gatgtgrcat

agogcarcge
datgaccgac
cratgaaagg
cggggatctc
daataccaca
tcactgactc
cggtaatacy
gocagoaaaa
gooecectga
gactataaag
cEctgecgot
atagctcacg
tgcacgaace
CCAACCCagr
gagegaggta
ctagaaggac
ttgotagete
agcagcagat
gotctgacoc
daaggatctt
tgoottttta
atgttttite
cgragaatce
gracagcgaa
caaggocagt
gcatgtaaat
tgaacagota
ctgtgttaga
caatcatace
gtttttgact
dagaticitc
tgtggoctit
agttgoottc
ttgatttata
cttgtgcaat
aacggattte
ttaggataga
Tocagoigro
CCQratiTrt

crictatcgo
caagogacge
ttoggocttcy
atgoctggagt
cagatgcgta
getgegotog
gttatccaca
ggccaggaac
COagcatoac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtagorart
cecegtteag
A3QAcacoac
tgtaggcgat
agtattiggt
ttgatcongs
tacgogoaga
tCagtogaac
cacCtagatc
tttgttaact
goctttgatg
TCLgttigic
grargagraa
tttgttcaoc
atcgttagac
ccatttgocg
tgraatcago
gagagegeeg
ttcttgacgg
goottogtag
atcttctacg
atcgatgaac
atcctotaca
Tgtcagrgro
tcogtcagat
atcatttgea
aatagaagtt
dggatctoog
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Cttcttgaco
CCaacctgoc
gaatcgtert
tcttcgooca
aggagaaaat
atcgttcgoc
gaatcagogg
cotaaaaago
daaaatcgac
tttcoccocotg
crgteogect
ctCcagtrogg
cecgaceget
Ctatcgoccac
gotacagagt
atcLgogoto
daacaaacca
aaaaaaggat
QadancTCac
cttttaaagg
grtaattgtc
ttcagcagga
atatagcitg
QraAAAGYLTD
ggcttgtatg
graatgoogt
ttcattttaa
ggrrtcatca
cttgctaact
dagaatgatg
cfatcrtoag
tagtoaggat
tgctgtacat
cogttoatot
tgrrogoogt
gtaaatgtog
tegaarttgt
rocgoogactt

grtaatgoaa

AQTTCTTCTY
atcacgagat
ccoggacgcc
cgCctagcggco
accgoatcag
tgooggogago
ataacgcagyg
cogcgtroct
gctcaagtca
gaageiooct
CLctecccete
tgtaggtcgt
gegecttate
tgocagoage
tocttgaagtg
tgctgaagoc
cogotggrag
ctcaagaaga
grtraaggoat
coggoogoog
cttgttcaag
agctoggoge
taatcacgac
catecgttang
ggocagttaa
caatcgtcat
agacgttege
citttttcag
cageegtacy
tgCrttigoc
ttocagtgtt
ctctcagogt
tttgatacgt
toaaagaget
aatgitracc
ctgaacetga
cgotgrottt
tttoatagaa
agacgatgtg

65

agCgogacto
ttcogattcca
ggctggatga
gLgooggocg
geoctettee
ggtatcagct
aaagaacatyg
ggCOTTELrC
gaggtggcga
cgtgogotot
Oggaagoaty
togotocaag
cggtaactat
cactggraac
gtggoctaac
agtracctro
cggrggorite
tcctttgatc
TTtggTcary
cocgecatcgg
gatgotgrct
aaacgttoat
attgtitcct
AtCaagatco
agaattagaa
ttttgatccy
gogttcaatt
tgtgtaatca
ttttttatcy
atagtatgct
tgotLcaaat
atggttgtcg
ttttccgtca
grctgatgot
ggagaaatca
ccattettgt
aaagacgcgg
catgtaaatc

gtagccgtga

1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1o80
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
L0980
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
1360
3420
480
3540
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tagtttgcga cagtgcocgtc agcgttttgt aatggccage tgtoccaaac
tttgeagaag agatattttt aattgtggac gaatcaaatt cagaaacttg
ttrttrrgct gttcagggat ttgcagcata tcatggogtg taatatggga
gtttccttat atggcttttg gttcgtttct ttcgcaaacg cttgagettgc
agcagtgcgg tagtazagot taatactgtt gottgttttg Caaactitrr
gttcatgtct cCLtttitat gtactgtott agcgguctgc Ttcttccagco
gaagatggca agttagttac gcacaataaa aaaagaccta aaatatgtaa
caaagtatac actttgccct ttacacattt taggtcttgc ctgctttatc
ccgcocgatt tacttttcga CcCtcattcta ttagactctc gtitggattg
attttcctct trtgtttgat agaaaatcat aaaaggattt gcagactacg
acraaaaaat cratctgttt cttttcattc tctgtatttt ttatagtttc
gcataaagtt gcctttttaa tcacaattca gaaaatatca taatatctca

taatagtgaa cggcaggtat atgtgatogg ttaaaaagga tcggcggccg

atc

<210> 25

<211> 5860

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> PCIS_LYSC
<220>

<221> misc_ feature
<222> (155) .. (1420)
<223> CDS lysC
<220>

<221> misc_ feature
<222> (1974) .. (2765)
<223> KanR

<220>

<221> misc_ feature
<222> (3032) .. (3892)
<223> Ori- EC (pMP)
<220>

<221> C_region

66

gtccaggcot
atatttttca
aatgccgrat
geetecoctgoo
gatgtrcatc
cctoctgttt
ggggtgacgc
agraacaaac
caactggtct
ggcctaaaga
tgttgcatgg
tttcactaaa

ctcgatttaa

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4323
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<222> (3913) .. (3934)

<223> sacB downstream (complement)

<220>

<221> misc_ feature

<222> (3935) .. (5356)

<223> CDS: sacB complement; (Bacillus subtilis)
<220>

<221> promoter

<222> (5357) .. (5819)

<223> Promotor sacB (complement)

<400> 25
cccggtacca cgcgtoccag tggctgagac goatocgota aagoccocagg aaccctgtge 60
agaaagaaaa cactcctctg gotagotaga cacagtttat aaaggtagag ttgagcogggt 120

sactgtcage acgtagatcg aaaggtgcac aaaggtggcc ctggtcgtac agaaatatgg 180
cggttcctcg cttgagagtg cggaacgocat tagaaacgtc gotgaacgga tegttgecac 240

67



Cadgaagget
acttctagaa
cctgactgot
cocagaagoo
aracHracgo
gatcrgoatt
aggtcgtggt
gtgtgagatt
rgcacagaag
caagattttg
acgetogtot
tgtggaagaa
tctgggtatt
agaaatcaac
CatCacCtTc
rtcaggttcan
cgtgggtgct
Cgargtcaac
cogrgaagat
cgaagacgaa
acaatgacca
cttttggaag
gcaggocgta
atccrctaga
aagocagtes
caagggaaaa
agetagactg
ctggtaaggt
gatgoogeay
aacaagatog
actgppoaca
ggcgoooogt
aggeagegen
trgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
agggoctoge
ATCLCgLCge

ggaaatgatg
cttaocagegg
ggrtgagegta
caatctttca
attgttgatg
grrgotoort
gottctgaca
tactcogacg
ctgpaaaaac
grgcrgcgca
tatagtaatog
gcagtoctta
tocgataagc
attgacatag
acctgocctc
ggcaactogga
ggcatoaage
gtgaacatcag
gatctggatg
gccotegtet
CCatcgoagt
agegoaatet
agattgaatt
CoCcgaoattt
gragaaacag
cgcaagogea
GoCogriiLa
tgogaagooc
gggatcaaga
attgcacgoa
acagacaatc
Tcrttitotc
gctatdgtgg
agcgpaaagd
corttgotoct
tgatcogget
tcgoatogaa
gocagocgaa

gacccatgge

TCOUggttgr
cagtgaatce
tttctaacge
cgggetotea
tcactocagg
TCCagagrgt
CCACTgCagt
ttgacggrgt
toagcttoga
grgrrgaata
atcoccggoac
ccggtgtogc
CAQQCGAQYC
tictgcagaa
gttecgacqy
ccaatgtoct
CLoacccagy
dattgatttc
Cclgotgcacyg
atgeaggoac
tottgotaca
CCCagoTgac
cgtcgacatc
daddalCQorag
tgCtgaACcee
aagagaaagc
tgoacagcaa
tgcaaagtaa
tetgatcaag
agttctccgg
ggergetety
adgaccgacco
ctggccacga
gactggotac
grogagaaag
acctgoccat
Qccagtoreg
ctgttcgocca
gatgootgot
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crgctecgea
cgttecegeca
totegtogee
ggctggtatg
togtgtgogt
taataaagaa
tgcgttogca
grataccgcot
agaaatgety
cgcrocgrgca
trtgattgco
aaccgacaag
tgogaagget
cgtctcttct
cogoogogog
ttacgacgac
tgttaccgca
cacctctoag
rgcattgeoat
cggacgotaa
accggecagg
actgtrogtt
gatgotottc
cgagcTgeta
ggatgaatgt
agatagcttyg
gcgaaccgga
actggatggec
agacaggatg
ccgottgggt
atgecgoeat
tgtccggtac
egggegttce
tattgggcga
tatccatcat
tegaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgocgaatat

atgggagaca
gctocgtgaaa
atggetattg
ctrcaccaccyg
gaagcactog
acccgogatyg
gorgerrega
gacccgogca
gaacttgety
Ltcaatggo
ggcrctatgg
toogaagoea
trocgtgogt
gtagaagacg
atggagatct
caggtoggeoa
gagttcatgg
attcgtattt
gagcagrrec
agttttaaag
tcggocagot
totttgotte
tgcgitaatt
axggaageoy
cagitactag
Cagrgagctt
attgccaget
trtotrgocy
aggatcgttt
agagaggota
gttccggetg
cctgaatgaa
ttogcgcaget
Aagroccaogg
gactgatgea
agcgaaacat
tgatctggac
gogoatgooo
catggtggaa
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ccacggatga
tggatatget
agteccttygg
agegecacag
atgagggoaa
tcaccacgte
acgotgatgr
Lcgttcctaa
ctotrggotc
cacttogept
aggatattco
aagtaaccgt
tggetgatge
gaccaccga
tgaagaaget
aagtctooct
aagetotgcy
ccgtgotgat
agctgggcag
gagtagtttt
tatgcocacc
cocacgttce
aacaattgag
aacacgraga
gctatctgga
acatggogat
ggggogocct
CCaagoatct
cgcatgattg
tCggotatg
toagogoagg
ctgcaggacy
gtgctcgacyg
Caggatctoc
atgcoocgnc
cgcatcgage
gaagagcate
gacggogang
aatggcogot

300
360
420
480
540
&00
18]
720
780
B40

60

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1B00
1B6D
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580



trrctpgatt
tggctaccocg
tttacggtat
tcrtctgand
acgagatttc
ggacgoogac
tagcggogeg
geatcaggeg
gucgagogat
acgcaggaaa
cgtigotggc
caagrcagag
gctococctogt
tcccttogog
aggregttcg
ccttatccog
cagcagocac
tgaagtggtg
tgaagccagt
crggragcgy
aagaagatcc
aagggattrt
accgoagecg
gttcaaggat
toogcgeaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
togtocattto
cgttcgogoeg
ttttcagtot
cogugogtte
ttrrgocata
cagtgrttge
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgte
grtiaccgga

catcgactgt
tgatattgct
cgcegeteec
gggactcrgg
gattccaccg
tggatgatcc
ccggeeggee
ctotroogot
atcagctcac
gaacatgrga
grttttocat
gtggcgaaac
ggctetoct
aagcgtogeg
ctccaagectg
taactatcgt
togtaacagg
gtctaactac
taccttogga
tggttrLtte
Trrgatcree
ggtcatgaga
ccatcggeat
gCtgrotTty
cgttpatrgt
gtttccitic
aagatccatt
attagasaca
tgatcocgeng
ttcaatitca
gtaatcatcg
tttatcgott
gtatgcrttg
ttcaaatact
grtgtcgoct
tococgtocaccy
tgacgcrgat
gaaatcagtg

goccgoctan
gaagagottg
gattcgeage
gottcgaaat
cégccttcta
tocagoacag
cggtatgaaa
toctogotea
tcaaaggogg
graaaaggec
aggctocgee
cfgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
goctacacta
daaagagttg
gtttgcaage
tetacgaugt
trtatcaaaaa
ttrctrtrge
acaacagaty
ttgtcracgt
gcttgaggta
ttraacacaa
taaccaagca
pagtcagtoa
tCTgttactg
tttagotcaa
tgCagaagrt
Cttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgrtaactt

Tagaataaac
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gtgtggogaga
goggogaatg
geategeett
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactoget
taatacggte
agcaaaagge
cocctgacga
tataaagata
tgccgottac
gotcacgotg
acgaaccoce
acccograag
cgaggtatge
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
crgacgctca
ggatcttcac
gtrerrattt
tttrctrgce
agaatcetet
cagcgaagtg
goccageeet
tgtazatatc
acaggtacea
tgttagatgc
tcatacegag
tttgacrttc
attettegee
ggooctttatc
tgoottoate
atttataatc
gtgcagttgr
ggattrttce

ccgotatcag
ggctgaccge
cratcgocote
gogacgooca
ggcttcagaa
ctggagttct
atgegtaagg
grgotocogtc
atccacagaa
caggaaccgt
gratcacaaa
CCaggrgirt
cogatacctg
taggtatitc
cgitcagocc
acacgactta
aggoggrgct
atttggtatc
atccggcaaa
ggcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcott
gttaactget
trrgatgttc
grttgtcata
tgagtaagta
gricagogge
gttagacgta
Trgocguee
aatcagoggt
agogoogiee
ttgacggaag
ttggtagoca
ttctacgtag
gatgaactgc
ctctacaccg
cagtgtrige
gtcagatgta
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gacatagogt
ttoctogtoc
ctrgacgagt
accrgocato
tcgttttocg
tcgoocacge
agaaaatace
gttcopctge
tcaggggata
aaaaaggoeg
satcgacget
coccctggaa
toocgectttc
agiicggtot
gaccgotgeg
tcgocactgg
acagagrict
tgcgototgo
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggoog
aategteocee
agcaggaago
tagettgraa
aaggtrtacat
ttgratgggc
atgoogtcaa
atrrtaaaga
Ttcatcactt
geraactcag
aatgatgrgc
tctteagtte
tgaggatcte
tgtacatttt
ttgatgrtca
tEgeegraat
aatgtggctag

2640
2700
2760
2820
2880
2940
1000
3080
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
660
3720
Eg A
JB40
3900
1960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4360
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15

ddcctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgc
actrurooat
ttccagooct
tatgtaagog
ctttatcagt
tgoartgcaa
gactacgggc
tagtttctgt
fatctcattt

geggocgete

<210> 26

<211> 38

<212> ADN

<220>

<400> 26

<210> 27

<211> 38

<212> ADN

<220>

<400> 27

<210> 28

tECETgTOTT
gacgcggcca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggoctttt
tttttcatét
gccgtatatt
tcctgoccage
grttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
dacaaacccd
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgogca
cactaaataa

gatttaaatc

<223> SEQ_ID_26

<223> SEQ_ID_27

tggtctttta
gogrretece
gtgtcatccyg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgotgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctect
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctetttt
aaaaaatcta
taaagttgee
tagtgaacgg

tcgagaggec

<213> Corynebacterium glutamicum

<213> Corynebacterium glutamicum
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ggatagaatc
agctgtcaat
catttrtagg
tgccgtcage
tatttttaat
cagggatttg
gCttttggtt
taaaggttaa
Lrtitatgta
tagttacgca
ttgocccttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgtttctt
Trtttaatca
caggtatatg
tgacgtcoog

cggcaccacc gacatcatct tcacctgecc tegttccg 38

cggaacgagg gcaggtgaag atgatgtcgg tggtgceg 38

arrtgcatcg
agaagtttcg
atctcegget
grttrgtaart
tgtggacgaa
cagcatatca
COTTTCLTEC
tactgttget
ctgtgttage
Ccdataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctct
caattcagaa

tgatgggtta

70

aatttgtcge
ccgacttttt
aatgcaaaga
goccagetot
TCcaaattcag
tggcgtgtaa
gcasacgett
tgttttocaa
gotctgottc
agacctaaaa
gtcttgoctg
gactctegtt
aggatttgca
grattritta
aatatcataa

aaaaggatcg

4920
4980
5040
5100
2160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5860
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<211> 1263

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<223>LYSC

<400> 28

gtggroctgg
aacgtcgety
tocgeaatgy
ccgocagote

gtcgccatgg

ggtgrgctca
gtgcgtgaag
aaagaaacec
ttggcagety
accgotgacc
atgctggaac
C’Qt gcattca
attgccggct
gacaagtccg
aaggrrrecc
tcttctgtag
cgcgogatgy
gacgaccano
accgcagagt
tctoagattc
ttgcatgage

cge
<210> 29
<211> 5860

<212> ADN

tcgtacagaa
aacggatcgt
gagacaccac
gtgaaatgga
ctattgagtc

ccaccgagog
cactcgatga
gogatgteac
ctttgaacac
Cgcgcatcgt
ttgctgetgt
atgtgccact
ctatggagga
adgccaaage
grgcgrtgge
dagacggcac
agatcttgaa
tcggcaaagt
tcatggaage
gtatttccgt

agttccaget
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atatggcggt toctcgottg

tgocaccaag aaggctggaa

ggatgaactt ctagaacttq

tatgctcctg actgotooto

ccttggcgca gaagoccaat

ccacggaaac
gggcaagatc
cacgrtrgggt
tgatgtatgt
tcoctaatgea
tggctccaag
tcgogtacge
tattccrgtyg
aaccgttcta
tgatgcagaa
caccgacatc
gaagcttcag
ctccetogtg
tctgogogat
getgatcogt
gggcgogcgaa

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223> PCIS\LYSC\THR311ILE

<220>

gcacgcattg
Lgcattgttyg
cgtggtagtt
gagatttact
cagaagctgg
atrtttgaroc
tcgtcttata
gaagaagcag
gotatttecyg
atCaacattg
acctrcacct
gttcagggca
gotactggca
gtcaacgtga
gaagatgatc

gacgaagecoy

dgagtgcgga acgcattaga 60

atgatgtcgt ggttgtctge 120

cagcggcagt gaatcccgtr 180

agcgtatttc taacgctctc 240

ctttcacgog ctctcagact 300

ttgatgtcac tccaggtcat 360

ctggtttcca
ctgacaccac
cggacottga
aaaagctcaq
tgcgcagrgt
gtaatgatcc
tccttaccgg
ataagccagg
acatggttct
QCCCTCgrte
actggaccaa
tgaagtctca
acatcgaatt
togatgctgc
tcgtttatge

71

gggtgttaat
tgcagttgeg
cggtgtotat
crtcgaagaa
tgaatacgct
cggcactttg
tgtcgcaace
cgaggctgog
geagaacgtc
cgacggooge
tgtgctttac
cccaggtgtt
gatttccacc
Tgcacgtgca

aggcaccgga

420
480
540
600
660
720
780
E40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1263
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15

20

25

<221> misc_ feature

<222> (155) .. (1420)

<223>lysC

<220>

<221> misc_ feature

<222> (1974) .. (2765)

<223> CDS: KanR

<220>

<221> misc_ feature
<222>(3032) .. (3892)

<223> Ori- EC (pMP) complement
<220>

<221> C_ region

<222> (3913) .. (3934)

<223> sacB downstream (complement)
<220>

<221> misc_ feature

<222> (3935) .. (5356)

<223> CDS: sacB (complement)
<220>

<221> promoter

<222> (5357) .. (5819)

<223> sacB Promotor (complement)

<400> 29

cccggtacca cgegtcccag tggotgagac goatccgota aagocccagg aaccctgtge 60
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72



agaaagaaaa
aactgtcage
cogrrcctog
caagaaggct
actrctagaa
cctgactoct
COCagaagco
dddCQracagc
gatcrgoatt
Goatcgragt
grgrgacatt
tgcacagaag
CRAgaTIing
acgerogtet
totggaagaa
tctgggtatt
agaaatCaac
CatcatciTc
tcaggttcag
cargggrgot
COATYTCAAC
ccgtgaagat
caagacgaa
acaatgacca
CTTtTggaag
goagoocgta
atcctctaga
aagocagioc
caagggaaaa
agctagactg
ctogtaaggt
gatggcgoag
aacaagatga
actgggcaca
gocgccoggt
agQcagogog
ttogtcactga
tgtcatetca

tgcatacgot

CACTCELETY
acgtagateg
cttgagagtg
ggaaatgatg
cttgcagogg
ggtgagcgta
caatctttca
attgttogatg
gttgctagtt
ggttctgaca
tactcggacg
ctggaaaage
gtgctgcgea
tatagtaaty
gcagtcctta
tecgataage
attgacatog
accrgoocte
ggcaactgga
ggcatgaagt
grgaacarcg
gatctggatg
googtogeee
ccatcgoagt
agcggaattt
agattgaatt
cccgggattt
gragaaacgyg
cocaagegea
ggeggttLta
tgggaageee
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
rcrtetigee
goctatcgtgo
agcgggazgg
ccttgoteoct
tgatcooget

grragotaga
aaaggtgeac
CgQaacgeat
tcgrggttgr
cagtgaatco
tttctaacac
cgggctctca
tcactccagg
rCCagagrar
ccactgcagt
ttgacggtat
tcagottoga
grgrtigaata
ATCCOOOCAC
ccggtgtocgo
Caggrgagyc
Ttctocagaa
grrccgacgg
ccaatgtget
CTCacccagg
daatogatec
ctgctacacg
ATgQCaggcac
tgttggtoca
cocagctgac
cgtogacatc
daatcgctag
tgctgaccoc
aagagaaage
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttetocaa
ggctgototyg
dagaccoacc
ctaggccacas
gactggctac
gccgagaaag

ACCTQCCCAT
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cacagttrat
aaaggtggoo
tagaaacgtec
crgotcogoa
cgtrTccgoca
tctcgtegee
gocTggtaty
teatgtgoot
Ldataaagad
tocgttggea
gtataccget
agaaatgcotg
cgotocgtgea
tergattgoe
daccgacaag
tgcgaagatt
cgtetettet
cogecgogcyg
ttacgacgae
tgrtaccgca
cacctctgag
tgcattgeat
cggacgctaa
accogccang
actgitcgrt
QatgCECctoe
cgggCtgcta
ggatgaatgt
aggtagettg
gogaacLgga
actggatgoe
agacaggatg
cegettooat
atgcogoogt
tgtccggtgc
coggcgtioe
tattoggcoa
tatccatcat

TCgaccacca

adaggragag
ctggtcgtac
gctgaacgga
atgggagaca
gctcgtgaaa
atggctatto
craccaccg
gaagcacteyg
acccgogatyg
getoctttga
gaccogogea
gaacttoctg
ttcaatgtgo
ggCrCtatgg
tccgaagcca
trtccgtgogt
gragaagaco
agggagatct
caggtoggoa
gagttcatgg
artcgtatit
gagcagttec
agttttaaag
tegaccaggt
tCtttgottc
rgcgttaatt
aaggaageag
cagctactgg
CAQTYROUCTT
attgocagot
tttcrrgocg
aggatcgitt
goagaggcta
gttccggotyg
cctoaatgaa
tracgcaget
agtgccgggg
ggctgatgea

agogaaacat
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Ttgagcgggt
agaaatatgg
tcgttgocac
ccacggatga
tggatatget
agtecettan
A0COCCACTD
atgagggcaa
tcaccacgtt
acgergatgr
tcgreoctaa
cigrrggotc
cacttogogt
aggataticc
aagtaacegt
tggctgatge
graccaccoa
fgaagaagct
aagretooce
aagototgog
ccouUgotgat
Ageraogcag
gagtagtttt
tatgcogcaceo
cocacgtcc
aacaattgog
dacacgtaga
gotatctgga
acargocgat
ggggrgocct
CCAngRatct
cgcatgattyg
tTCQgotatg
tcagocgoaag
crgcaggacg
aragctcgacy
caggatcico
atgeggooge
CUCATCOage

120
180
240
300
360
420
480
540

BED
720
7ED
840

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1E60
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



gagcacgrac
agoggCtogo
atctcgtegt
trIcrggatt
tggctacccy
titacggtat
tcttctgago
acgagattec
fgacgocggo
tagoggoacyg
gratcaggoy
gocgagoggt
acgcaggaaa
cottgctage
caagtcagag
gCtoootogt
tcccttcgag
aggtcgttcg
ccttatecgy
CAOCAGCCAL
tgaagtgaty
tgaagocagt
ctggtagcgg
Adgaagatcc
aagggatitt
goocgoggocy
gttcaaggat
tcggogoaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tegtcatttt
cgttcacgon
ttttcagrat
Cogrgogtet
Ttrogecata
cagtgtitoc
téagogratg

tcggatggaa
gccagecgaa
gacccatgge
Ccarcgacrgr
Tgatatiget
cgocgoteceo
gggactcotag
gattccaccg
tggatgatcc
CCQpeeggoc
crcttoogot
Atcagetoac
gaacatgtga
grEiticcart
grtagogaaac
gogeicicct
4agcgtgacy
ctccaagotg
taactategt
tggtaacagy
gooctaactac
taccrtogga
Tggrrtreee
trtgatctrt
ggtcatgaga
ccatcggoat
gorgrocttto
cattgatrgt
gtttccittc
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgogg
ttcaateeca
gtaatcatcg
tttatcgott
gtatgctttg
ttcaaatact

gttgtogoot

gcecggtottg
ctgttcgeea
gatgootgot
99ccggcrag
gaagagcrtg
gattcgcagc
ggttcgaaat
cogocticta
tccagegong
cagtotgaaa
tcctegetea
rtocaaaggcgy
graaaaggce
aggctocogoe
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgrgrgo
cttgagtcca
attagcagag
goctacacta
aaaagagrtyg
Qrrtgoaage
tctacggagt
ttatcaaaaa
TTtCctitoge
acaacagatg
trgtctgoge
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgtractyg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttazataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
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tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
grgtogogoga
gcggogaatyg
gratcgecet
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatcteoatyg
Taccgcacag
ctgacteget
taatacggre
agcaaaagge
cecctgacga
tdtaaagata
tgoogottac
gotcacgotg
dafgaacccoo
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gragctotty
agcagartac
crgacgetea
ggatcttcac
gItrrtactct
ttttctigoe
agaatcerce
cagcgaagtg
ggCcagrttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgactttc
atrcttegee
ggcctttate
tgecticatc

tgatctggac
gogoatgoce
catggtggaa
ccgoratcag
ggctgaccge
cratcgoctt
gegacgooca
ggcttocggaa
ctggagtict
atgcgraagg
gegeoteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggogttt
cggatacctg
taggtatoto
cgttcagoco
acacgactta
aggcogtgct
atrtggratc
atccggoaaa
grgeagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgrt
tttgatgtte
gtrtgrcata
tgagtaagta
gttcagoggo
gttagacgta
rtrgcegtte
aatcagcggt
agcgoegttt
ttgacggaag
ttggrageea
tretacgtag
gatgaactas

74

gaagagcate
gacggcgagg
aatggoogot
gacatagogt
ttcctegtge
cttgacgagt
acctgecate
togttttoog
tcgoocacge
AQAXAATICE
gttcggetge
tcaggggata
aaaaaggecg
aatcgacgot
cocococtggaa
toogoottto
agticggiot
gaccgoracg
tcgocactgg
acagagttct
tgcgotetge
CARACCACCY
aaaggatcte
aactcacgtt
ttaaaggccg
aatrgrecte
agcaggaage
tagcrtgraa
aaggttacat
ttgtatgggo
atgccgtcaa
attrtaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgc
tctroagtec
tgaggatecte
tgtacatttt

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2B80
2940
3000
3060
31720
3180
1240
3300
3360
3420
3480
3540
1600
3660
720
780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680



10

15

gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aaccrgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgrgata
cccaaacgte
daactrgata
tatgggaaat
gagttgcace
actttttgat
ttccagooer
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacggac
tagtttctat
tatctcattt
geggoocgoto

<210> 30
<211> 29

<212> ADN

TCCgTcaccg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcgacca
gtaaatcgat
googtgatag
CAQQCCTLLT
trtttcattt
geogratgte
TCCcrgccage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccy
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgooca
cactaaataa

gatttaaate

Tcaaagatto
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttitia
grgtttttoe
gtgtcatccg
tetgecgacaq
gcagaagaga
ttttgctgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctoct
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctotttt
daaaaatcta
taaagttgcc
tagtgaacgg

tcgagaggce

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223> CK_352

<400> 30

cgccaattgt ggccgttacc ctgcgaatg 29

<210>31

<211> 40

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223> CK_353

<400> 31

ES 2439946 T3

atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttce
ggatagaarc
agcrgrcaat
catttttagg
tgcegtcage
tattrttaatc
cagggatttg
gctrttogrt
taaaggttaa
tttttatata
tagttacgca
ttgcococttta
LLttcgacct
gtttgataga
tctgrectt
LLtttaatca
caggtatatg

tgacgtcggg

ctctactaccg
cagtgtttot
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttcg
atctccggct
gtrrrgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cotttcttic
tactgttgct
ctorgrtaac
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctct
caattcagaa

tgatgggtta

75

ttgatgttca
ttgcegtaat
4atgtggctag
aatttgtcge
ccgactttrt
aatgcaaaga
agccagotgt
tcaaattcag
togcgtataa
graaacgctt
tgttttpcaa
ggtctgcttc
agacctaaaa
gtcttgoctg
gactctoott
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg

4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
3220
5280
5340
5400
5460
5520
3580
5640
5700
5760
5820
5860
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15
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25

30
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ttctgtacga ccagggccac tgtatgtcct cctggacttc 40
<210> 32

<211>40

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> CK_354

<400> 32

gaagtccagg aggacataca gtggccctgg tcgtacagaa 40
<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> CK_355

<400> 33

catgcccggg acagcagcaa gttccageat 30
<210> 34

<211>29

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> CK_356

<400> 34

cgcgacgtcc gtcccaaaac gatcatgat 29
<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum
<220>

<223> CK_357

76



10

15

20

25

30

<400> 35

cgccaattgc tttgtgcacc tttcgatct 29
<210> 36

<211> 5670

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223> PCIS

<220>

<221> misc_ feature
<222> (18) .. (633)
<223> 5" ask

<220>

<221> misc_ feature
<222> (641) .. (840)
<223> Peftu

<220>

<221> misc_ feature
<222> (841) .. (1460)
<223> part of ask
<220>

<221> misc_ feature
<222> (1804) .. (2595)
<223> KanR

<220>

<221> misc_ feature
<222>(2862) .. (3722)
<223> ori- EC (pMP) complement
<220>

<221> misc_ feature

<222> (3765) .. (5186)

ES 2439946 T3
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<223> sacB (complement)
<220>

<221> misc_ feature
<222> (5187) .. (5649)
<223> PSCB (complement)

<400> 36

ES 2439946 T3

78



tcgagaggec
tagcccagaa
gcgtgaacat
grgcractgt
grgrcatcag
gogogatocg
aaagcacggc
gcpaagrage
tttattggaa
agaaagaaaa
aactgtcagc
tccacagogt
cacattttgt
agcaaaacca
gtggccctgg
aacgtcgotg
tccgoaatgg
cogocagotco
gtcgocatgg
ggtgtgetca
atgogtgaag
aaagaaacce
ttggcagoty
accgctgace
atgcrggaac
amacacgtaga
grratctgga
acatggcgat
ggggcgcoct
tcaaggatct
cgcatgatty
ttcggctatg
tcagogoagg
ctgcaggacg
grgetcgacy
caggatctce

atgcggoggc

tgacgrccgt
gatttcagtt
cagcgacagg
ttgtaagaaa
agcattgagt
gtgtctgacc
gagcagattg
acctgtcact
cgcgtoocag
CAcCTCCIcIg
acgtagatcg
agcrggragt
aatgcgotag
attcgroger
tcgracagaa
aacggatcgt
gagacaccac
gtoaaatgga
ctattgagte
ccaccgageg
cactcgatga
gcgatgtcac
ctrtgaacge
cgogeatogt
ttgctgorge
dagocagicc
caagggaaaa
agctagactag
ctggtaagat
gatggcgcag
adc daga t ag
actgggcaca
gocgocoggt
aggcagogog
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacget

CCcaaaacdga
cagcegtagtc
acaagcactg
tatgccagea
daaggtgage
acggtgoocc
cEtrtgcactt
tttgtctcaa
tggctgagac
gctaggtaga
aaaggtgcac
trQaaaatca
atcigtgtge
gcgaaagteo
atatggcggt
tgccaccaag
ggatgaactt
tatgotoctg
ccttggogea
ccacggaaac
gagcaagate
cacgttgggt
tgatgtgtgt
tcctaatgeca
coccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagogca
g9cgotitta
tgggaageee
goggatcaana
attgcacgca
acagacaatc
tctrttrgtc
gotategtgg
agCgggaagg
CCLTgotcct
tgatccgget
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tcatgatgcc
ggtagccate
grtgcactac
tegeggtact
tccttaggoa
atgegattot
gatrcaggar
atattaaatc
gcatccgota
cacagtttat
aaagcaattg
acgoccgttge
tcagtottce
tagccaccac
tcctcgottg
aaggctggaa
ctagaacttg
actgcrogty
gaagcocaat
gracgcattg
tgcatrarty
cgtggtggtt
gagatttact
cagaagctog
aaatcgctag
tgctgaccoo
aagagaaagc
tggacancaa
tgcaasagtaa
tctgatcaag
ggttctocag
ggcrgctcty
aagaccgacc
ctggccacga
gactggotgo
grcgagaaag
acctgeccat

cacggctacg
gaatcgtoct
caagagootg
catgcctygeoe
gCcatcritt
taatgcogat
agtrgactaa
gaatatcaat
aagccecagg
aaaggtragag
tggccgttac
ccttagoatt
aggctgotta
gaagtecagg
agagtgcgoa
atgatgtogt
cagcggcagt
agcgtarttc
ctttcacgog
trgatgrcac
ctggtttcca
crgacaccac
cggacgttga
aaaagctcag
cgggotgota
ggatgaatgt
aggtagcttg
gogaaccgga
actggatggeo
agacaggatg
ccgottaggt
atgccgoogt
tgtccggtge
cg@gcgtico
tattgogcga
tatccatcat

tcgaccacca

79

gtgaggaggg
gagagcggca
ccgaaaccaa
caccacatcg
agggotocgga
gctagggoga
agagttgore
atatggtctg
aaccctgtge
ttgagcggot
ccrgogaatg
cagtaactgg
tcacagtgaa
aggacataca
acgcattaga
ggrtgtctge
gaatcccgtt
taacgectcote
ctctcagget
tccaggtogt
gggtgttaat
tgcagttgog
cogtgtgtat
cttogaagaa
d4aggaagogyg
cagctactog
cagtgegctt
attgccaget
ttLcttgcog
aggatcgrrt
ggagaggcta
gtrccggotg
cctgaatgaa
ttgogcaget
agtgccooag
ggctgatgea

agcgaaacat

GO
120
180
240
300
3Fﬂ
420
430
540
BO0
060
720
780
340
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16ED
1740
1800
1860
1920
1980
ZP‘U
2100
2160
2220



cgcatcgangc
gaagagcatc
gacggcgaag
aarggoogot
gacatagcgt
ttocctogtge
cttgacgagt
acctgocato
tegttttecy
LCOCCCacgs
agaaaatacc
gttoogetge
tcaggogata
daaaaggeeg
aaTCgacgot
cecectggaa
Toccgooitic
agttcoggrge
gaccgorgog
tcoocactog
acagagttct
tgcgototaoc
caaaccaccg
asaggatcte
aactcacgtt
traaaggcoy
aattgroctt
4gcaggaagc
tagottygtaa
aaggttacat
ttgtatgggo
atgocgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgrgc
tcttcagtto
tgaggatcte

[gtacatIt:

gagracygtac
aggggotogo
atctegtoge
rrrctgpatt
tggctacecy
tttacggtat
tcttotgagc
acgagattte
ggacgceggc
tagcggoacy
GEAtEaAngeg
ggcgagoagt
acgcaggaaa
cgrtgerggc
caagtcagag
getcootogt
tcocttogay
aggregtteg
ccttatccgg
cagcagocac
tgaagtggtyg
tgaagccagt
ctggtagoag
aagaagatee
aagggattet
gcegeggecy
gttcaaggat
tcggrgcaaa
teacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tocgtcattotT
cogttcgoacy
trEtcagge
ccgrgogree
ttttgocata
cagrgrrege
tcagogtaty
gatacgtttt

Tcggatggaa
geeagecgaa
gacccatgge
CatcQactge
tgatattgct
cgcegotoce
gggactotogg
gattccaccy
tggatgatec
ctggccggee
ctereecget
atcagotcac
gaacatgtga
greertccat
gtggcgaaac
gogototoct
dagoatogeg
crocaagety
taactatcgt
tagtaacagg
goctaactac
taccttcgoa
TOQTLTioee
trrgatcrtt
ggtcatgaga
cCcatcggeat
gergtotttg
cgrrgatigtr
gtttoctite
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgogg
ttcaatttca
gtaatcarcg
tttatogott
GracgCtity
ttcaaatact
gttatcocct
tcegrcaceg
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gCoggtotTg
ctgttcgeca
gatgocotgot
ggccggctog
Qaagagctig
gattcgcagc
ggttcgaaat
CegoCLTeta
tccagcgcgq
cggtgtgaaa
ECCECQCTICaA
tcaaaggogg
gcaaaaggec
aggctcogoc
ccgacaggac
gttccgacec
CTLtctcata
gactotatoc
cttgagtoca
attagcagag
ggctacacta
ajaagagttg
grtitgcaago
Totacggggt
ttatcaaaaa
tttorrtege
acaacagatg
ttgtctocat
gottgaggta
tttaacacaa
tdaccaagca
gagtcagtga
tergtracty
titagcrcaa
tgcagaagtt
Trtasaataaag
aagtatttot
gagctgtagt
traaagateg

TCgatoayga
ggctiaaqqgo
tgccgaatat
gtoroocgga
gcggcgaatg
goategoott
gaccgaccaa
tgaaaggrey
ggatctcatg
taccgracag
ctgactoget
taatacgatt
ageaaaagye
coccctgacga
tataaagata
tgocgettac
gotoacgotg
acgaatcocc
accoggraag
cgaggrtatgt
gaaggacagt
gtagctetty
agcagattac
ctgacgotoa
ggatcttoac
grrTtrattt
TEEECLTIOCC
agaatcctot
cagcgaagtg
ggooagtttt
tgtaaatate
acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgacttrc
dTLCTECQEC
ggccrttate
tgccticalc

dLLCataarc

80

tgatctggac
gegeatgooc
catggtggaa
ccgotatoag
ggctgaccge
ctarcgectt
gegacgeoea
gogcrooggaa
ctggagttct
atgcgtaagg
fgcgcroggte
atocacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
coaggogttt
cggatacctg
taggtatete
cottcagooe
acacgactta
aggcggtgct
atttggtatc
atccggeaaa
gcgcagaaaa
gragaacgaa
ctagatcett
gttaactgtt
trrgatgLee
gtttgtcata
tgagtaagea
gttcagoggo
gttagacgta
ftrigoocgitc
aatcagcggt
agogoogret
ttgacggaag
trggrageea
ttctacgtag
gatgaactge
crcracaceq

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
31300
3360
3420
3480
1540
31600
3660
1720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



ttgatgttca
ttgccgtaat
aatgtggctg
aatttgtcgc
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagctgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
graaacgett
tgtttrgcaa
gatctgcttce
agacctaaaa
atcttgoctg
gactctogtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg
<210> 37
<211> 1005

<212> ADN

aagagctgtc
grttaccgga
aacctgacca
totctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
CCcaaacqQtc
aaactrgata
tatgggaaat
gagrrgcgoec
actttrrgat
ttccagocct
tatgtaagag
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggc
tagtttctot
tatctcattt
gcagecgete

tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcgacca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggecotttt
trtLrcatet
goocgtatgtt
tocctgocage
gttcatcgtt
ccrgttitgaa
gtgacgccaa
aacaaacccyg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa

gatttaaatc

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

ES 2439946 T3

acgttaactt
tagaataaac
tggtcttta
gecgttretec
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgotgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctect
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctocreet
aaaaaatcta
taaagttgcco

tagtgaacgg

<223> FRUCTOSE- 1, 6- BISFOSFATASE

<400> 37

gtgcagttgt
ggatttttece
ggatagaatc
agcrgtcaat
catttttagg
tgcocgtcage
tatttttaat
cagggatttg
gCctTttggrt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgcccttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgtttctt
tttttaatca

caggtatatg

81

cagtgtttgt
gtcagatgta
artttgcatcg
agaagtttcg
atcrccggct
grtttgtaat
tatggacgaa
cagcatatca
cgtttctttc
tactgttgct
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctct
caattcagaa

rgatgggrta

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5670



atgaacctaa
acggaagcag
gacggrgccyg
gttgttatcg
ggaaccgget
atggctgagg
tacgatccat
aagatcgaca
atcaaccctt
gcagacattc
gcagttgeag
ccagaaggca
ctggocccaa

caggttctge

agaaccccga
ctgcactgoc
ctgttgacgc
gcgaggacga
ttggacctga
gtcgecccaa
cctocogtett
tcgaagotoc
ccgacgtcac
gtcgtgcagy
cagctcagga
tcatcactgce
tgaacgattt

acaccaacga

aacgccagac
ttctggacgt
catgcgocag
aaaagacgaa
ggttgatatc
cfgcaatttce
Cctacatgaag
agttgcccac
cgttgtcgtg
cgcaaaggtt
ttofaactcc
gtgcgocatg
cgagcgocag

tctggtgagc
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cgtaaccttg
tgggttggac
ctcatcaact
gctccaatge
gcagttgacc
attctcgcag
aagatcgoeg
aacatcaacg
crtgaccgtc
cgtctcatct
grggacatca
aagtgcatgg
aaggcacacaq

tccgacaact

ctatggagct
gtggcatgaa
cagtgaccat
tgtacaacgg
cagttgacgg
ctgcagageg
tgggacctga
cggtagcaaa
ctogocacat
ccgacggeoga
tgatgggoac
gtggcgaaat
acgotggect
goctacttcgt

gtgaccaacg grgacatrgct ccgtggogtt toctaccgcg caaacggogo

tcoctggtta tgcgcgcaaa gtcaggcace atccgccaca togagtctgt

ggtgcgagtt
gaatgaaggc
gaagggcgtc
cgaagaggtc
caccaccctg
tggcaccaty
ggccgoaggo
gtccaaggga
Cgaactgatc
cgttgcaggt
cggcggaace
ccagggcatc
ggtrcrrgat

ggcaaccggt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840

aaccacccgt 900

ccaccagcotg 960

tccaagotgec aggaatactc cgtggttgac tacaccaccg cgacc 1005

<210> 38

<211> 335

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 38

82



Met
1
Leu
Gly
Arg
Glu
B3
Gly
Gly
ala
Met
Glu
145
Ile
Ile
Ile
Asn
1le
225
Leu
Leu

AsSn

Gly

308

Asn
val
Arg
Gln

50
Gly
Thr
Thr
ala
i
Ala
ASN
Glu
Ser
ser
210
Thr
Ala
val
Cys
val

290
ala

ser Lys

<210> 39

<211>6

<212> ADN

Leu
Arg
Gl
3
Leu
Glu
Gly
Thr
ala
115
Lys
Pro
Pro
Leu
Ag
19
val
ala
Pro
Leu
Tyr
275
ser
Lys

Leu

Lys
val
Mat
Ile
Lys
Phe
Leu
100
Glu
Ile
wval
ser
Ile
180
Gly
AsSp
Cys
Met
AS
26
Phe
TYr
Ser

Glin

Asn
Thr
Lys
asn
AsSp
Gl
8

Mat
Arg
ala
Ala
aAsp
165
ala
Asp
ile
Ala
Asn
245
Galn
val
Arg

Gly

Glu
325

Pro
Glu
AsSn
ser
Glu

70
Pro
Ala
Gly
val
His
150
val
Asp
val
Met
Met
£30
ASpD
val
Ala
ala
Thr

310
Tyr

Glu Thr

Ala ala

Glu Gl
4

val Thr
55

Ala Pro
Glu val
Glu Gly

Thr et
120

Gly Pro
13

Asn TIle
Thr val
Ile Arg

Ala 61
20

Met Gly
215

Lys Cys
Phe Glu
Leu His
Thr Gly

280

Asm Gly
205

Ile arg

ser val

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<223> POTENTIELLE_-10-REGION_1

<400> 39

ES 2439946 T3

Pro

ala
25

Asp
Met
Mat
Asp
Ar

10

Tyr
Glu
ASR
val
Arg
135
Ala
Thr
Met
Arg
Thr
265
val
Ala
His

val

Asp

10
Leuy
Gly
Lys
Leu
Ile

30
Pro
Asp
ala
Ala
val
170
ala
val
Gy
Gly
Gln
250
Asn
Thr
Thr

Ile

Asp
330

Arg
ala
Ala
Gly
Tyr

75
Ala
Asn
Fro
Ala
val
155
Leu
Gly
Ala
Gly
Gly
235
Lys
Asp
Asn

Thr

Glu
315

Tyr

83

Asn
ser
Ala
val
B0
Asn
val
Ala
Ser
Gly
140
Ala
Asp
ala
aAla
Thr
220
Glu
ala
Leu
Gly
A
30
ser

Thr

Leu
aly
val
45
val
Gly
ASp
Ile
Ser
125
Lys
Lys
Arg
Lys
Ala
205
Pro
ile
His
val
Asp
285
ser

wval

Thr

Ala

Ar
3

asp
val
Glu
Pro
ser
110
wal
Ile
ser
Pro
val
130
Gln
Glu
Gln
ASp
ser
270
Met
Leu
His

Ala

Mat
15
Trp
ala
ile
Glu
val
95
Ile
Phe
Asp
Lys
Ar
17
Arg
Asp
Gly
Gly
ala
255
5er
Leu
val

Glin

Thr
335

Glu
val
Met
Gly
val
&0
Asp
Leuy
Tyr
Ile
Gl
16
His
Leu
ser
Ile
Ile
240
Gly
ASp
Arg

Mat

Leu
320
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15

20

25
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tagttt 6
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para aumentar el grado de transcripcion de genes en microorganismos del género Corynebacterium en
comparacion con el tipo silvestre mediante regulacion de la transcripcion de genes en el microorganismo mediante
acidos nucleicos con actividad promotora que contienen

A) la secuencia de acido nucleico SEQ.ID.NO. 1 o

B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucién, insercion o delecién de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90 % a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ.ID.NO. 1

En cuyo caso los genes son heterélogos respecto de los acidos nucleicos con actividad promotora.

2. Proceso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la regulacion de la transcripcién de genes en el
microorganismo mediante los acidos nucleicos con actividad promotora se logra

b1) introduciendo uno o varios de los acidos nucleicos con actividad promotora de acuerdo con la reivindicacion 1 al
genoma del microorganismo, de modo que la transcripcién de uno o de varios genes endégenos se efectlie bajo el
control de los acidos nucleicos con actividad promotora introducidos o

b2) introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo, de modo que la transcripcién de uno o de
varios de los genes introducidos se efectlla bajo el control de los acidos nucleicos endégenos con actividad
promotora de acuerdo con la reivindicacién 1 o

b3) introduciendo en el microorganismo uno o varios constructos de acidos nucleicos que contienen un acido
nucleico con actividad promotora de acuerdo con la reivindicacion 1 y une funcionalmente uno o varios acidos
nucleicos a transcribir.

3. Proceso segln la reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque los genes se seleccionan del grupo de acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de aminoéacidos proteinogénicos y no proteinogénicos,
de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de nucleétidos y nucleésidos, de acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de acidos organicos, de acidos nucleicos que codifican
una proteina de la via de biosintesis de lipidos y acidos grasos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la
via de biosintesis de dioles, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de carbohidratos,
acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de compuestos aromaticos, de acidos nucleicos
que codifican una proteina de la via de biosintesis de vitaminas, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la
via de biosintesis de cofactores y de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
enzimas, en cuyo caso los genes pueden contener opcionalmente otros elementos de regulacion.

4. Proceso segun la reivindicacion 3, caracterizado porque las proteinas de la via de biosintesis de aminoéacidos se
selecciona del grupo de aspartatoquinasa, aspartato-semialdehido-deshidrogenasa, diaminopimelato-
deshidrogenasa, diaminopimelatodescarboxilasa, dihidrodipicolinato-sintetasa,  dihidrodipicolinato-reductasa,
glicerinaldehido-3-fosfatodeshidrogenasa, 3-fosfoglicerato-quinasa, piruvato-carboxilasa, triosafosfato-isomerasa,
regulador transcripcional LuxR, regulador transcripcional LysR1, regulador transcripcional LysR2, malato-
quinonaoxidorreductasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, 6-fosfogluconato-deshidrogenasa, transcetolasa,
transaldolasa, homoserina-O-acetiltransferasa, cistahionina-gamma-sintasa, cistahionina-beta-liasa, serina-
hidroximetiltransferasa, O-acetilhomoserina-sulfhidrilasa, metileno-tetrahidrofolato-reductasa, fosfoserina-
aminotransferasa, fosfoserina-fosfatasa, serina-acetil-transferasa, homoserinadeshidrogenasa, homoserina-
deshidrogenasa, homoserina-quinasa, treonina-sintasa, treonina-exportador-transportador, treonina-deshidratasa,
piruvatooxidasa, lisina-exportador, biotina-ligasa, cisteina-sintasa 1, cisteina-sintasa Il, metionina-sintasa
dependiente de la coenzima B12, metionina-sintasa independiente de la coenzima B12, sulfatoadeniltransferasa
subunidad 1 y 2, fosfoadenosina fosfosulfato reductasa, ferredoxina-sulfito-reductasa, ferredoxina NADP reductasa,
3-fosfoglicerato  deshidrogenasa, regulador RXA00655, regulador RXN2910, arginil-t-ARN-sintetasa,
fosfoenolpiruvato-carboxilasa, proteina de eflujo de treonina, serinahidroximetiltransferasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa,
proteina de la sulfato-reduccion RXAQ77, proteina de la sulfato-reduccion RXA248, proteina de la sulfato-reduccion
RXA247 , proteina OpcA, 1-fosfofructoquinasa y 6-fosfofructoquinasa.

5. Microorganismo genéticamente modificado del género Corynebacterium, en cuyo caso la modificacion genética
conduce a un aumento del grado de transcripcion de al menos un gen en comparacion con el tipo silvestre y esta
condicionada por la regulacién de la transcripcién de genes en el microorganismo mediante acidos nucleicos con
actividad promotora, que contienen

A) la secuencia de acido nucleico SEQ.ID.NO. 1 o
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B) una secuencia derivada de esta secuencia mediante sustitucion, inserciéon o delecidon de nucleétidos, que
presenta una identidad de al menos 90 % a nivel de acido nucleico con la secuencia SEQ.ID.NO. 1

en cuyo caso los genes son heterélogos respecto de los acidos nucleicos con actividad promotora.

6. Microorganismo genéticamente modificado segin la reivindicacion 5, caracterizado porque la regulacion de la
transcripcion de genes en el microorganismo se logra mediante acidos nucleicos con actividad promotora

b1) introduciendo uno o varios de los acidos nucleicos con actividad promotora de acuerdo con la reivindicacion 5 al
genoma del microorganismo, de modo que la transcripcién de uno o de varios genes enddgenos se efectie bajo el
control de los de los acidos nucleicos con actividad promotora introducidos o

b2) introduciendo uno o varios genes al genoma del microorganismo, de modo que la transcripciéon de uno o de
varios de los genes introducidos se efectia bajo el control de los acidos nucleicos endégenos con actividad
promotora de acuerdo con la reivindicacién 5, o

b3) introduciendo en el microorganismo uno o varios constructos de &cidos nucleicos que contienen un acido
nucleico con actividad promotora de acuerdo con la reivindicacion 5 y une funcionalmente uno o varios acidos
nucleicos a transcribir.

7. Microorganismo genéticamente modificado segln la reivindicacion 5 o 6, caracterizado porque los genes se
seleccionan del grupo de &cidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de aminoacidos
proteinogénicos y no proteinogénicos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
nucleétidos y nucleésidos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de acidos
organicos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de lipidos y acidos grasos, de
acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de dioles, de acidos nucleicos que codifican una
proteina de la via de biosintesis de carbohidratos, acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de
biosintesis de compuestos aromaticos, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de
vitaminas, de acidos nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de cofactores y de acidos
nucleicos que codifican una proteina de la via de biosintesis de enzimas, en cuyo caso los genes pueden contener
opcionalmente otros elementos de regulacion.

8. Microorganismo genéticamente modificado segun la reivindicacion 7, caracterizado porque las proteinas de la via
de biosintesis de aminoacidos se selecciona del grupo de aspartatoquinasa, aspartato-semialdehido-
deshidrogenasa, diaminopimelato-deshidrogenasa, diaminopimelatodescarboxilasa, dihidrodipicolinato-sintetasa,
dihidrodipicolinato-reductasa, glicerinaldehido-3-fosfatodeshidrogenasa, 3-fosfoglicerato-quinasa, piruvato-
carboxilasa, triosafosfato-isomerasa, regulador transcripcional LuxR, regulador transcripcional LysR1, regulador
transcripcional LysR2, malato-quinonaoxidorreductasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, 6-fosfogluconato-
deshidrogenasa, transcetolasa, transaldolasa, homoserina-O-acetiltransferasa, cistahionina-gamma-sintasa,
cistahionina-beta-liasa, serina-hidroximetiltransferasa, O-acetilhomoserina-sulfhidrilasa, metileno-tetrahidrofolato-
reductasa, fosfoserina-aminotransferasa, fosfoserina-fosfatasa, serina-acetil-transferasa,
homoserinadeshidrogenasa, homoserina-deshidrogenasa, homoserina-quinasa, treonina-sintasa, treonina-
exportador-transportador, treonina-deshidratasa, piruvatooxidasa, lisina-exportador, biotina-ligasa, cisteina-sintasa I,
cisteina-sintasa Il, metionina-sintasa dependiente de la coenzima B12, metionina-sintasa independiente de la
coenzima B12, sulfatoadeniltransferasa subunidad 1 y 2, fosfoadenosina fosfosulfato reductasa, ferredoxina-sulfito-
reductasa, ferredoxina NADP reductasa, 3-fosfoglicerato deshidrogenasa, regulador RXA00655, regulador
RXN2910, arginil-t-ARN-sintetasa,  fosfoenolpiruvato-carboxilasa, proteina de eflujo de treonina,
serinahidroximetiltransferasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa, proteina de la sulfato-reduccion RXAQ77, proteina de la
sulfato-reduccién RXA248, proteina de la sulfato-reduccién RXA247 , proteina OpcA, l-fosfofructoquinasa y 6-
fosfofructoquinasa.
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