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DESCRIPCION
Alelos del gen mqgo procedente de bacterias corineformes

Son objeto del invento unos mutantes y alelos del gen mgo procedente de bacterias corineformes, que codifican
unas variantes de malato-quinona oxidorreductasa (EC: 1.1.99.16) y unos procedimientos para la produccion de
aminoacidos, en particular de L-lisina, triptéfano y L-prolina, mediando utilizacion de unas bacterias, que contienen
estos alelos.

Estado de la técnica

Los aminoacidos encuentran uso en la medicina humana, en la industria farmacéutica, en la industria alimentaria y
en particular en la nutricién de animales.

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

Para el mejoramiento de las propiedades de rendimiento de estos microorganismos se utilizan unos métodos de
mutagénesis, seleccion y eleccion de mutantes. De esta manera se obtienen unas cepas, que son resistentes frente
a unos antimetabolitos o que son auxdtrofas para unos metabolitos importantes para regulacion y que producen
unos aminoacidos. Un antimetabolito conocido es el compuesto analogo a la lisina S-(2-aminoetil)-L-cisteina (AEC).

Desde hace algunos afos se emplean asimismo unos métodos de la técnica de ADN recombinante para el
mejoramiento de las cepas del género Corynebacterium que producen L-aminoacidos, mediante el recurso de que
se amplifican unos genes individuales para la biosintesis de aminoacidos, y se investiga la repercusion sobre la
produccion de aminoacidos. Una exposicion recopilativa acerca los mas diferentes aspectos de la genética, del
metabolismo y de la biotecnologia de Corynebacterium glutamicum se encuentra en la cita bibliografica de Puhler
((coordinador de edicion) en Journal of Biotechnology 104 (1-3), 1-338, 2003.

La secuencia de nucledtidos del gen que codifica la malato-quinona oxidorreductasa de Corynebacterium
glutamicum fue determinada por Molenaar y colaboradores (European Journal of Biochemistry 254 : 395 - 403
(1998) y esta disponible en el Banco de Datos del National Center for Biotechnology Information (Centro nacional
para informacién de biotecnologia) (NCBI) de la National Library of Medicine (Biblioteca nacional de medicina)
(Bethesda, MD, EE.UU.) bajo el nimero de acceso (en inglés accession number) AJ224946.

Ella puede ser deducida asimismo de la solicitud de patente internacional WO 01/00844 como la secuencia n° 569 y
como la secuencia n° 571, asi como de la solicitud de patente europea EP-A-1108790 como la secuencia n° 3478, la
secuencia n° 7065 y como la secuencia n° 7066.

En el documento de patente europea EP1038969 se describe un mejoramiento de la produccion por fermentacion de
L-aminoacidos por bacterias corineformes mediante el reforzamiento del gen mqo.

En el documento W0O02086137 se describe, por el contrario, el efecto favorecedor del debilitamiento del gen mqo
sobre la produccion de L-aminoacidos por bacterias corineformes. Una mutacion del gen mqo, descrita en la
solicitud, designada como "alelo 672", lleva el nucleétido adenina en lugar del nucleétido guanina en la posiciéon 672
de la secuencia de ADN del gen mqo, lo que conduce a la formacién de un codén de interrupcion en la posicion 224
de la secuencia de aminoacidos de la malato-quinona oxidorreductasa de Corynebacterium glutamicum. Asimismo,
se describe el "alelo 1230", que contiene, adicionalmente a la mutacién en el alelo 672, todavia una transiciéon de
citosina a timina en la posicion 1230 de la secuencia de nucleétidos del gen mgo. Ademas de ello, en esta solicitud
se describe la desconexion del gen mgo mediante una interrupcion del gen por medio de una mutagénesis por
integracion, que conduce a un aumento de la produccién de L-lisina por la correspondiente cepa.

La biosintesis microbiana de L-aminoacidos en bacterias corineformes es un complejo sistema y esta enredada en
multiples capas con otras diversas rutas metabdlicas en la célula. Por lo tanto, no se puede realizar ninguna
prediccién acerca de si una desconexién total o una disminucién de la actividad catalitica de malato-quinona
oxidorreductasa en diferentes etapas mejoran a la produccion de L-aminoacidos. Por lo tanto, es deseable poner a
disposicion también unas variantes de malato-quinona oxidorreductasa, que se diferencien en el grado de su
actividad.
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Para conseguir una mejor claridad, la secuencia de nucleétidos del gen mqo (de tipo silvestre), que codifica la
malato-quinona oxidorreductasa de Corynebacterium glutamicum, de acuerdo con los datos del banco de datos
NCBI (acrénimo de National Center for Biotechnology Information = Centro nacional para informacién de
biotecnologia) se representa en la SEQ ID NO: 1 y la secuencia de aminoacidos de la malato-quinona
oxidorreductasa, que se establece a partir de aquella, se representa en las SEQ ID NO: 2y 4. Enla SEQ ID NO: 3
se indican las secuencias de nucledtidos situadas corriente arriba (en inglés "upstream") y corriente abajo (en inglés
"downstream”).

Mision del invento

Los autores del invento se han planteado la misiéon de poner a disposicién nuevas medidas técnicas para la
produccién mejorada por fermentacion de aminoacidos, en particular de L-lisina, L-triptéfano y L-prolina.

Descripcion del invento

Son objeto del invento unos mutantes producidos o respectivamente aislados de bacterias corineformes, que
segregan de manera preferida aminoacidos, y que contienen un gen o respectivamente un alelo, que se escoge
entre uno de los siguientes a) hasta c).

a) un gen, que codifica un polipéptido con una actividad de malato-quinona oxidorreductasa, caracterizado
por que el polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, en cuyo caso esta
contenida L-fenilalanina en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

b) un gen, que codifica un polipéptido con una actividad de malato-quinona oxidorreductasa,
comprendiendo el polipéptido codificado una secuencia de aminoacidos que es idéntica en por lo
menos un 98 % o en por lo menos un 99 % a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, estando
contenida L-fenilalanina en la secuencia de aminoacidos en la posicién que corresponde a la posicion
111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6;

c) un gen, que codifica una proteina con una actividad de malato-quinona oxidorreductasa,
comprendiendo la proteina codificada una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 6
inclusive de uno a cinco, de manera preferida a lo sumo dos, a lo sumo tres o a lo sumo cuatro,
intercambio(s) conservativo(s) de aminoacidos, estando contenida L-fenilalanina en la secuencia de
aminoacidos en la posicidon que corresponde a la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6;

siendo aumentada la secrecion de aminoacidos de estos mutantes en por lo menos un 0,5 %, en comparacién con la
de una cepa de partida no mutagenizada con la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2,.

En el caso de las bacterias corineformes, se prefiere el género Corynebacterium. Se prefieren especialmente unas
cepas que segregan aminoacidos, que se basan en las siguientes especies:

Corynebacterium efficiens tal como, por ejemplo, la cepa DSM44549,
Corynebacterium glutamicum tal como, por ejemplo, la cepa ATCC13032,
Corynebacterium thermoaminogenes tal como, por ejemplo, la cepa FERM BP-1539, y
Corynebacterium ammoniagenes tal como, por ejemplo, la cepa ATCC6871,

siendo muy especialmente preferida la especie Corynebacterium glutamicum.

Algunos representantes de la especie Corynebacterium glutamicum son conocidos en el estado de la técnica
también por otras denominaciones de especies. A éstos pertenecen, por ejemplo:

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870
Corynebacterium lilium DSM20137
Corynebacterium melassecola ATCC17965
Brevibacterium flavum ATCC14067
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y
Brevibacterium divaricatum ATCC14020

Unos conocidos representantes de cepas de bacterias corineformes que segregan aminoacidos, son por ejemplo:

las cepas que producen L-lisina
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Corynebacterium glutamicum DM58-1/pDM6 (= DSM4697)

que se ha descrito en el documento EP 0 358 940

Corynebacterium glutamicum MH20 (= DSM5714)

que se ha descrito en el documento EP 0 435 132

Corynebacterium glutamicum AHP-3 (= FermBP-7382)

que se ha descrito en el documento EP 1 108 790

Corynebacterium thermoaminogenes AJ12521 (= FERM BP3304)

que se ha descrito en el documento de patente de los EE.UU. US 5.250.423

o las cepas que producen L-triptéfano

Corynebacterium glutamicum K76 (=FermBP-1847)
que se ha descrito en el documento US 5.563.052
Corynebacterium glutamicum BPS13 (=FermBP-1777)
que se ha descrito en el documento US 5.605.818
Corynebacterium glutamicum FermBP-3055

que se hadescrita en el documento US 5.235.940

Se encuentran datos acerca de la clasificacion taxonémica de las cepas de este conjunto de bacterias, entre otros
lugares, en las citas de Seiler (Journal of General Microbiology 129, 1433-1477 (1983), Kdmpfer y Kroppenstedt
(Canadian Journal of Microbiology 42, 989-1005 (1996)), Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic
Bacteriology 41, 255-260 (1991) y en el documento US-A-5.250.434.

Unas cepas con la denominacion "ATCC" se pueden adquirir de la American Type Culture Collection (Coleccion
americana de cultivos tipos) (Manassas, VA, EE.UU.). Unas cepas con la denominacion "DSM" se pueden adquirir
de la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Coleccion alemana de microorganismos y cultivos
celulares) (DSMZ, Braunschweig, Alemania). Unas cepas con la denominacion "FERM" se pueden adquirir del
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Instituto nacional de ciencia y tecnologia industrial
avanzada (AIST Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba Ibaraki, Japon). Las mencionadas cepas de
Corynebacterium thermoaminogenes (FERM BP-1539, FERM BP-1540, FERM BP-1541 y FERM BP-1542) se
describen en el documento US-A 5.250.434.

Por el concepto de aminoacidos proteindgenos se entienden los aminoacidos, que se presentan en proteinas
naturales, es decir en proteinas de microorganismos, plantas, animales y seres humanos. A éstos pertenecen en
particular unos L-aminoacidos, escogidos entre el conjunto formado por L-acido aspartico, L-asparagina, L-treonina,
L-serina, L-acido glutamico, L-glutamina, glicina, L-alanina, L-cisteina, L-valina, L-metionina, L-isoleucina, L-leucina,
L-tirosina, L-fenilalanina, L-histidina, L-lisina, L-triptéfano, L-prolina y L-arginina.

Los mutantes conformes al invento segregan de manera preferida los mencionados aminoacidos proteinégenos, en
particular L-lisina. El concepto de aminoacidos abarca también las sales de los mismos, tales como, por ejemplo, el
monohidrocloruro de lisina o el sulfato de lisina en el caso del aminoacido L-lisina.

En el caso de los aminoacidos aromaticos se habla de intercambios conservativos, cuando se intercambian unos/as
por otros/as fenilalanina, triptéfano y tirosina. En el caso de los aminoacidos hidréfobos se habla de intercambios
conservativos cuando se intercambian unas por otras leucina, isoleucina y valina. En el caso de los aminoacidos
polares se habla de intercambios conservativos cuando se intercambian una por otra glutamina y asparagina. En el
caso de los aminoacidos de caracter basico se habla de intercambios conservativos cuando se intercambian unas
por otras arginina, lisina e histidina. En el caso de los aminoacidos de caracter acido se habla de intercambios
conservativos cuando se intercambian uno por otro el acido aspartico y el acido glutamico. En el caso de los
aminoacidos que contienen grupos hidroxilo se habla de intercambios conservativos cuando se intercambian una por
otra serina y treonina.

Durante el trabajo realizado en el presente invento, mediante una comparacion de la secuencia de aminoacidos con
el programa Clustal (Thompson y colaboradores, Nucleic Acids Research 22, 4637-4680 (1994)), se comprobo que
las secuencias de aminoacidos de la malato-quinona oxidorreductasa de diferentes bacterias tales como, por
ejemplo, Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium efficiens, Corynebacterium diptheriae,
Mycobacterium tuberculosis, Bacillus cereus y Bacillus halodurans esta contenido un motivo de secuencia que se
compone de la sucesion Trp-Asn-Asn-Ala-Gly-Thr-Gly-His-Sal-Ala-Leu y también un motivo de secuencia que se
compone de la sucesion Bra-Leu-Gly-Ali-Ser-Pro-Gly-Ala-Ser. La designacion "Bra" representa a los aminoacidos lle
o Leu, la designacion "Sal" representa a los aminoacidos Ser o Ala y la designacion "Ali" representa a los
aminoacidos Ala o Gly.

De una manera correspondiente, se prefieren aquellos mutantes de bacterias corineformes, que contienen un alelo
de mqo, que codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona oxidorreductasa, que
comprende por lo menos una secuencia de aminoacidos escogida entre el conjunto que se compone de Trp-Asn-
Asn-Ala-Gly-Thr-Gly-His-Sal-Ala-Leu y Bra-Leu-Gly-Ali-Ser-Pro-Gly-Ala-Ser y que contiene L-fenilalanina en la
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posicion 111 o respectivamente en una posicidon correspondiente o comparable de la secuencia de aminoacidos.
Eventualmente, la secuencia de aminoacidos contiene ademas de esto un intercambio de aminoacidos de L-alanina
por L-serina en la posicion 201 de acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

El motivo de secuencia de aminoacidos Trp-Asn-Asn-Ala-Gly-Thr-Gly-His-Sal-Ala-Leu esta contenido, por ejemplo
en la SEQ ID NO: 6, 8 o 10 desde la posicion 59 hasta la 69. El motivo de secuencia de aminoacidos Bra-Leu-Gly-
Ali-Ser-Pro-Gly-Ala-Ser esta contenido, por ejemplo en la SEQ ID NO: 6, 8 o 10 desde la posicién 433 hasta la 441.

Finalmente, son objeto del invento unos mutantes de bacterias corineformes, que contienen un alelo de mqo, que
codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona oxidorreductasa, que abarca la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

Es conocido que la metionina situada en un extremo es eliminada en el caso de la sintesis de proteinas por medio
de unas enzimas propias del anfitrion, las denominadas aminopeptidasas.

Por el concepto de "una posicion correspondiente a la posicién 111 de la secuencia de aminoacidos" o de "una
posicién comparable a la posiciéon 111 de la secuencia de aminoacidos" se entiende el hecho de que mediante una
insercion o supresion de un coddn que codifica un aminoacido en la region terminal de N (referida a la posicion 111
de la SEQ ID NO: 6) del polipéptido codificado, el dato sobre la posicion y el dato sobre la longitud se aumentan
formalmente en una unidad en el caso de una insercion o se disminuyen en una unidad en el caso de una supresion.
Por ejemplo, mediante supresion del codon TCA, que codifica el aminoacido L-serina, en la posicion 2 de la SEQ ID
NO:5, la L-fenilalanina se desplaza desde la posicion 111 hasta la posicion 110. El dato sobre la longitud seria
entonces: 499 aminoacidos. De igual manera, mediante una insercién o supresion de un codoén que codifica un
aminoacido en la region del terminal de C (referida a la posiciéon 111) del polipéptido codificado, el dato sobre la
longitud en el caso de una insercion se aumenta formalmente en una unidad, o en el caso de una supresion se
disminuye en una unidad. Tales posiciones comparables se pueden identificar facilmente mediante una comparacion
de las secuencias de aminoacidos en forma de una alineaciéon (en inglés "alignment"), por ejemplo con ayuda del
programa Clustal. La actividad enzimatica no es afectada esencialmente por tales inserciones y supresiones. El
concepto de "no es afectada esencialmente" significa que la actividad enzimatica de las mencionadas variantes se
modifica como maximo en un 10 %, como maximo en un 7,5 %, como maximo en un 5 %, como maximo en un 2,5 %
o0 como maximo en un 1 % de la actividad del polipéptido con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

Para la produccioén de los mutantes conformes al invento se pueden utilizar procedimientos clasicos de mutagénesis
in vivo con unas poblaciones celulares de bacterias corineformes mediando utilizacién de sustancias mutagenas
tales como, por ejemplo, la N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) o de una luz ultravioleta. Unos métodos de
mutagénesis se describen, por ejemplo, en la obra "Manual of Methods for General Bacteriology" (Manual de
métodos de bacteriologia general) (de Gerhard y colaboradores (coordinadores de edicién), American Society for
Microbiology, Washington, DC, EE.UU., 1981) o en la cita de Tosaka y colaboradores (Agricultural and Biological
Chemistry 42 (4), 745-752 (1978), o en la cita de Konicek y colaboradores (Folia Microbiologica 33, 337-343 (1988)).
Unas mutagénesis tipicas mediando utilizacion de MNNG comprenden unas concentraciones de 50 a 500 mg/l o
también unas concentraciones mas altas de hasta como maximo 1 g/l, y un periodo de tiempo de incubacién de 1 a
30 minutos a un pH de 5,5 a 7,5. En estas condiciones, el nimero de las células capaces de vivir es reducido en una
proporcion de aproximadamente 50 % hasta 90 % o de aproximadamente 50 % hasta 99 % o de aproximadamente
50 % hasta 99,9 % o mas.

A partir de la poblacion celular mutagenizada se sacan y multiplican mutantes o respectivamente células. En otra
etapa, las células son disgregadas mediando toma de ayuda de un Ribolyser (de Hybaid, Heidelberg, Alemania) y la
actividad intracelular de malato-quinona oxidorreductasa se determina, por ejemplo, segun el método de Molenaar y
colaboradores (European Journal of Biochemistry 254 : 395-403 (1998)). De esta manera se identifican unos
mutantes, cuya actividad intracelular de malato-quinona oxidorreductasa ha disminuido en por lo menos un 30 %, de
manera preferida en por lo menos un 35 % y de manera especialmente preferida en por lo menos un 40 % en
comparacion con la cepa de partida no mutagenizada. A continuacion, se investiga su capacidad para segregar
aminoacidos, de manera preferida L-lisina, L-triptéfano o L-prolina, en un cultivo por tandas (en inglés "batch")
mediando utilizacion de un medio nutritivo adecuado. Unos adecuados medios nutritivos y unas adecuadas
condiciones de ensayo se describen, entre otros, en los documentos US 6.221.636, US 5.840.551, US 5.770.409,
US 5.605.818, US 5.275.940 y US 4.224.409. En los casos de utilizaciones de unas instalaciones robéticas
apropiadas, tales como las que se describen por ejemplo en la cita de Zimmermann y colaboradores (VDI Berichte
n° 1.841, editorial VDI, Disseldorf, Alemania 2004, 439-443) o en la de Zimmermann (Chemie Ingenieur Technik 77
(4), 426-428 (2005)), se pueden investigar numerosos mutantes en un breve periodo de tiempo. De esta manera se
identifican unos mutantes que poseen una actividad disminuida de malato-quinona oxidorreductasa y que en
comparacion con la cepa parental o respectivamente con la cepa de partida no mutagenizada, segregan
aminoacidos de manera multiplicada en el medio nutritivo o en el interior de las células. A éstos pertenecen, por
ejemplo, unos mutantes cuya secrecion de aminoacidos se ha aumentado por lo menos en un 0,5 %.

A continuacion, a partir de los mutantes se pone a disposicion o respectivamente se aisla un ADN, y con ayuda de la
reaccién en cadena de la polimerasa mediando utilizacion de unos pares de cebadores, que permiten la
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amplificacion del gen mqo o respectivamente del alelo de mgo conforme al invento, o de la mutaciéon conforme al
invento en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos, se sintetiza el correspondiente polinucleétido. De
manera preferida, el ADN se aisla a partir de aquellos mutantes, que, en comparacién con la cepa de partida,
segregan aminoacidos en una forma aumentada.

A este fin, se pueden se pueden escoger unos pares de cebadores arbitrarios a partir de la secuencia de nucledétidos
situada corriente arriba y corriente abajo de la mutacién conforme al invento, y de la secuencia de nucleétidos que
es complementaria con respecto a aquella. Un cebador de un par de cebadores comprende en este caso de manera
preferida por lo menos 15, por lo menos 18, por lo menos 20, por lo menos 21 o por lo menos 24 nucleétidos
consecutivos, escogidos entre la secuencia de nucleétidos situada entre las posiciones 1y 679 de la SEQ ID NO: 3.
El correspondiente segundo cebador de un par de cebadores comprende por lo menos 15, por lo menos 18, por lo
menos 20, por lo menos 21 o por lo menos 24 nucledtidos consecutivos, escogidos a partir de la secuencia
complementaria de nucleotidos entre las posiciones 2.002 y 953 de la SEQ ID NO:3. Si se desea la amplificacion de
la region codificadora, entonces el par de cebadores se escoge de manera preferida a partir de la secuencia de
nucledtidos que se encuentra entre las posiciones 1 y 349 de la SEQ ID NO:3 y a partir de la secuencia
complementaria de nucledtidos situada entre las posiciones 2.002 y 1.850 de la SEQ ID NO:3. Si se desea la
amplificacion de una parte de la region codificadora, tal como se representa a modo de ejemplo en las SEQ ID NO:
15, 17 y 19, entonces el par de cebadores se escoge de manera preferida a partir de la secuencia de nucleotidos
que se encuentra entre las posiciones 351 y 679 de la SEQ ID NO:3, y a partir de la secuencia complementaria de
nucledtidos que se encuentra entre las posiciones 1.848 y 953 de la SEQ ID NO: 3.

Unos adecuados pares de cebadores son, por ejemplo, el par de cebadores mqo-Start y mqo-Stop que se reproduce
bajo la SEQ ID NO: 11 y la SEQ ID NO: 12, o el par de cebadores mqo-A1 y mqo-E1 que se reproduce bajo la SEQ
ID NO: 13y la SEQ ID NO: 14.

Ademas de esto, el cebador puede ser provisto de unos sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion, de un
grupo de biotina o de otros elementos accesorios, tales como los que se describen dentro del estado de la técnica.
La longitud total del cebador es por lo general como maximo de 30, 40, 50 6 60 nucleétidos.

Para la produccion de polinucleétidos mediante amplificacion de unas secuencias escogidas, tales como las del alelo
de mqgo conforme al invento, a partir de un ADN dispuesto previamente, por ejemplo cromosomal, mediante
amplificacion por medio de una PCR, se emplean por lo general unas polimerasas de ADN termoestables. Unos
ejemplos de tales polimerasas de ADN son la polimerasa Taq procedente de Thermus aquaticus, que es
comercializada, entre otras, por la entidad Qiagen (Hilden, Alemania), la polimerasa Vent procedente de
Thermococcus litoralis, que es comercializada, entre otras, por la entidad New England Biolabs (Frankfurt, Alemania)
o la polimerasa Pfu procedente de Pyrococcus furiosus, que es comercializada, entre otras, por la entidad
Stratagene (La Jolla, EE.UU.). Se prefieren unas polimerasas con una actividad de lectura de comprobacion (en
inglés "proof-reading"). El concepto de actividad de "lectura de comprobacién” significa que estas polimerasas estan
en la situacion de reconocer a unos nucleétidos que han sido introducidos erroneamente y de solventar los errores
mediante una polimerizacion renovada (Lottspeich y Zorbas, Bioanalytik, editorial Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg, Alemania (1998)). Unos ejemplos de polimerasas con una actividad de lectura de comprobacion son la
polimerasa Vent y la polimerasa Pfu.

Las condiciones en la tanda de reaccion se ajustan segun los datos del fabricante. Las polimerasas son
proporcionadas por el fabricante por lo general en comun con el tampén habitual, que tiene usualmente unas
concentraciones de 10 - 100 mM de Tris/HCl y de 6 - 55 mM de KCI, a un pH de 7,5 - 9,3. El cloruro de magnesio se
afiade en una concentracion de 0,5 - 10 mM, en el caso de que él no esté contenido en el tampdn suministrado por
el fabricante. A la tanda de reaccion se le afiaden ademas desoxinucledsido-trifosfatos en una concentracion de
0,1 - 16,6 mM. Los cebadores se disponen previamente en la tanda de reacciéon con una concentracion final de
0,1 - 3 uM y el ADN de molde, en el caso 6ptimo, con 10% hasta 10° copias. También se pueden emplear desde 10°
hasta 10" copias. La correspondiente polimerasa se afiade a la tanda de reaccién en una cantidad de 2-5 unidades.
Una tipica tanda de reaccion tiene un volumen de 20 - 100 pl.

Como otras adiciones se pueden afiadir a la reaccion albumina de suero bovino, Tween-20, gelatina, glicerol,
formamida o DMSO (Dieffenbach y Dveksler, PCR Primer - A Laboratory Manual (Cebadores de PCR - Un manual
de laboratorio), Cold Spring Harbor Laboratory Press, EE.UU. 1995).

Una tipica evolucion de una PCR se compone de tres diferentes escalones de temperatura, que se repiten
consecutivamente. De antemano, la reaccion se inicia con un aumento de la temperatura a 92°C - 98°C durante 4 a
10 minutos, con el fin de desnaturalizar al ADN dispuesto previamente. Luego siguen, repitiéndose, en primer lugar
una etapa para la desnaturalizacion del ADN dispuesto previamente durante 10 - 60 segundos a aproximadamente
92 - 98°C, luego una etapa para la union de los cebadores con el ADN dispuesto previamente durante 10 - 60
segundos a una determinada temperatura, dependiente de los cebadores (temperatura de reanillamiento = en inglés
“annealing temperature”), que esta situada, conforme a la experiencia, en 50°C hasta 60°C, y que se puede calcular
individualmente para cada par de cebadores. Unas informaciones exactas acerca de esto las encontrara un experto
en la especialidad en la cita de Rychlik y colaboradores (Nucleic Acids Research 18 (21): 6409-6412). A continuacion

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2500 365 T3

sigue una etapa de sintesis para la prolongacion (extension) del cebador dispuesto previamente en el valor 6ptimo
de la actividad que se indica en cada caso para la polimerasa, que usualmente, segun sea la polimerasa, esta
situado en el intervalo de 73°C a 67°C, de manera preferida de 72°C a 68°C. La duracion de esta etapa de extension
depende de la productividad de la polimerasa y de la longitud del producto de la PCR que debe de ser amplificado.
En una tipica PCR, esta etapa dura 0,5 - 8 minutos, de manera preferida 2 - 4 minutos. Estas tres etapas se repiten
de 30 hasta 35 veces, eventualmente hasta 50 veces. Una etapa final de extension durante 4 - 10 minutos finaliza la
reaccion. Los polinucleétidos producidos de esta manera son designados también como materiales amplificados; los
conceptos de fragmento de acido nucleico y de molécula de acido nucleico son asimismo habituales.

Otras instrucciones e informaciones adicionales acerca de la PCR las encontrara un experto en la especialidad, por
ejemplo, en el manual "PCR-Strategies" (Estrategias de PCR) (Innis, Felfand y Sninsky, Academic Press, Inc., 1995),
en el manual de Diefenbach y Dveksler "PCR Primer - a laboratory manual" (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1995), en el manual de Gait "Oligonukleotide synthesis: A Practical Approach" (Sintesis de oligonucledtidos: un
enfoque practico) (IRL Press, Oxford, Reino Unido 1984) y en la cita de Newton y Graham "PCR" (editorial Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg, Alemania, 1994).

La secuencia de nucledtidos se determina a continuacién, por ejemplo, segun el procedimiento de rotura de la
cadena de Sanger y colaboradores (Proceedings of the National Academies of Sciences, EE.UU., 74, 5463-5467
(1977)) con las modificaciones indicadas por Zimmermann y colaboradores (Nucleic Acids Research 18, paginas
1067 y siguientes (1990)), y se analiza el polipéptido que ha sido codificado por esta secuencia de nucleétidos en
particular en lo que respecta a la secuencia de aminoacidos. Para esto, la secuencia de nucleétidos se introduce en
un programa para la traduccién de una secuencia de ADN en una secuencia de aminoacidos. Unos programas
adecuados son, por ejemplo, el programa "Patentin”, que es obtenible de las oficinas de patentes, por ejemplo de la
Oficina de patentes de los EE.UU. (USPTO), o la herramienta de traduccion "Translate Tool", que esta disponible en
el Servidor ExPASy Proteomics en el world wide web (internet) (Gasteiger y colaboradores, Nucleic Acids Research
31, 3784-3788 (2003).

De esta manera se identifican unos mutantes, cuyos alelos de mqo codifican unos polipéptidos con una actividad
enzimatica de malato-quinona oxidorreductasa que en la posicién contienen cualquier aminoacido proteinégeno
exceptuando la L-serina. Se prefiere el intercambio por L-fenilalanina o L-alanina. Eventualmente, la secuencia de
aminoacidos contiene, ademas de ello, un intercambio de aminoacidos de L-alanina por otro aminoacido
proteindgeno, de manera preferida L-serina, en la posicion 201 o respectivamente en la posicion correspondiente o
comparable.

Unos mutantes conformes al invento de una bacteria corineforme son obtenibles, por lo tanto, mediante las
siguientes etapas:

a) un tratamiento de una bacteria corineforme, que posee la capacidad de segregar aminoacidos, con un
agente mutageno,

b) un aislamiento y una multiplicacién del mutante producido en a)

c) una determinacion de la capacidad del mutante en un medio para segregar por lo menos un 0,5 % mas del
aminoacido o para enriquecerlo en el interior de una célula en comparacién con la bacteria corineforme
empleada en a),

d) una puesta a disposicion de un acido nucleico procedente del mutante obtenido en b),

e) una produccién de una molécula de acido nucleico mediando utilizacién de la reaccion en cadena de la
polimerasa, del acido nucleico procedente de d), y de un par de cebadores que se compone de un primer
cebador que comprende por lo menos 15 nucleétidos consecutivos escogidos a partir de la secuencia de
nucledtidos que se encuentra entre las posiciones 1 y 394 de la SEQ ID NO: 3, y de un segundo cebador,
que comprende por lo menos 15 nucledtidos consecutivos escogidos a partir de la secuencia
complementaria de nucleétidos que se encuentra entre las posiciones 2.002 y 1.850 de la SEQ ID NO: 3.

f) una determinacion de la secuencia de nucleétidos de la molécula de acido nucleico obtenida en e), y una
determinacion de la secuencia de aminoacidos codificada.

g) eventualmente, una comparacion de la secuencia de aminoacidos determinada en f) con la SEQ ID NO: 6, y
h) una identificaciéon de un mutante, que contiene un polinucleétido, que codifica un polipéptido, que en la
posiciéon 111 o en una posicién comparable contiene L-fenilalanina, y eventualmente en la posicién 201 o en

una posiciéon comparable contiene L-serina.

Los mutantes producidos de este modo contienen tipicamente una (1) copia del alelo de gnd descrito.
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En la SEQ ID NO: 5 se reproducen a modo de ejemplo las regiones codificadoras de los alelos de mgo de unos
mutantes conformes al invento. La region codificadora del gen de tipo silvestre se reproduce como la SEQ ID NO: 1.
La SEQ ID NO: 1 contiene en la posicion 332 la nucleobase citosina, en la posicién 331 la nucleobase timina y en la
posicion 601 la nucleobase guanina. La SEQ ID NO: 1 contiene en las posiciones 331 hasta 333 el codon TCT que
codifica el aminoacido L-serina y en las posiciones 601 hasta 603 el codon GCT que codifica el aminoacido
L-alanina. La SEQ ID NO: 5 contiene en la posicion 332 la nucleobase timina. Mediante esta transicion de citosina a
timina resulta en las posiciones 331 hasta 333 el codén TTT que codifica el aminoacido L-fenilalanina. Por medio de
una transversion de guanina a timina resulta en las posiciones 601 hasta 603 el codén TCT que codifica el
aminoacido L-serina. Ademas de esto, la secuencia de nucleétidos representada en la SEQ ID NO: 5 puede
contener otros intercambios de bases, que han resultado por medio del tratamiento de mutagénesis, pero que no se
exteriorizan en una secuencia modificada de aminoacidos. Tales mutaciones son designadas en el mundo
especializado también como mutaciones mudas o neutras. Estas mutaciones mudas pueden estar contenidas
asimismo en la bacteria corineforme que se emplea para el tratamiento de mutagénesis.

Las bacterias corineformes utilizadas para la mutagénesis ya poseen de manera preferida la capacidad de segregar
el aminoacido deseado en el medio nutritivo, o respectivamente en el caldo de fermentacién, que las rodea, o de
enriquecerlo en el interior de las células.

Las bacterias corineformes productoras de L-lisina poseen tipicamente una aspartato cinasa resistente a la
retroalimentacion (en inglés "feed back") o respectivamente desensibilizada. Por el concepto de "aspartato cinasas
resistentes frente a la retroalimentacion" se entienden unas aspartato cinasas que, en comparaciéon con la forma
silvestre, tienen una sensibilidad mas pequefia frente a la inhibicion por unas mezclas de lisina y treonina o por unas
mezclas de AEC (aminoetilcisteina) y treonina, o por lisina a solas o por AEC a solas. Los genes o respectivamente
alelos que codifican estas aspartato cinasas desensibilizadas son designados también como alelos de IysCFBR.
Dentro del estado de la técnica (Tabla 1) se describen numerosos alelos de lysC™®, que codifican unas variantes de
la aspartato cinasa, que poseen intercambios de aminoacidos en comparacion con la proteina de tipo silvestre. La
region codificadora del gen lysC de tipo silvestre de Corynebacterium glutamicum correspondiente al numero de
acceso AX756575 en el banco de datos NCBI se representa en la SEQ ID NO: 21 y la proteina codificada por este
gen se representa en la SEQ ID NO: 22.
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Tabla 1

Alelos de lysC™", que codifican aspartato cinasas resistentes frente a la retroalimentacion

Designacion del alelo | Otros datos Referencia Numero de acceso
lysC™""-E05108 documento JP 1993184366-A (secuencia 1) E05108
lysC " -E06825 lysC A279T | documento JP 1994062866-A (secuencia 1) E06825
lysC™""-E06826 lysC A279T | documento JP 1994062866-A (secuencia 2) E06826
lysC " -E06827 documento JP 1994062866-A (secuencia 3) E06827
lysC " -E08177 documento JP 1994261766-A (secuencia 1) E08177
lysC™""-E08178 lysC A279T | documento JP 1994261766-A (secuencia 2) E08178
lysC™""-E08179 lysC A279V | documento JP 1994261766-A (secuencia 3) E08179
lysC™""-E08180 lysC S301F | documento JP 1994261766-A (secuencia 4) E08180
lysC™°"-E08181 lysC T308l documento JP 1994261766-A (secuencia 5) E08181
lysC™""-E08182 documento JP 1994261766-A (secuencia 6) E08182
lysC™""-E12770 documento JP 1997070291-A (secuencia 13) E12770
lysC " -E14514 documento JP 1997322774-A (secuencia 9) E14514
lysC " -E16352 documento JP 1998165180-A (secuencia 3) E16352
lysC " -E16745 documento JP 1998215883-A (secuencia 3) E16745
lysC " -E16746 documento JP 1998215883-A (secuencia 4) E16746
lysC™°"-174588 documento US 5688671-A (secuencia 1) 174588
lysC ®"-174589 lysC A279T | documento US 5688671-A (secuencia 2) 174589
lysC " 174590 documento US 568867 1-A (secuencia 7) 174590
lysC " -174591 lysC A279T | documento US 5688671-A (secuencia 8) 174591
lysC " -174592 documento US 568867 1-A (secuencia 9) 174592
lysC " 174593 lysC A279T | documento US 5688671-A (secuencia 10) 174593
lysC ®"-174594 documento US 5688671-A (secuencia 11) 174594
lysC °"-174595 lysC A279T | documento US 5688671-A (secuencia 12) 174595
lysC " -174596 documento US 5688671-A (secuencia 13) 174596
lysC " -174597 lysC A279T | documento US 5688671-A (secuencia 14) 174597
lysCT""-X57226 lysC S301Y | documento EP 0387527 X57226
Kalinowski y colaboradores, Molecular and General
Genetics 224:317-324 (1990)
lysC™°"-L16848 lysC G345D | Folletie y Sinskey L16848
Base de datos de nucledtidos del NCBI (1990)
lysC™"-L27125 lysC R320G | Jetten y colaboradores, L27125
lysC G345D | Applied Microbiology Biotechnology 43:76-82 (1995)
lysC™" lysC T311I documento WO0063388 (secuencia 17)
lysC™" lysC S301F | documento US 3732144
lysC™" lysC S381F | documento EP 0435132
lysC™" lysC S317A | documento US 5688671 (secuencia 1)
lysC™" lysC T380I documento WO 01/49854

Las bacterias corineformes que segregan L-lisina poseen tipicamente uno o varios de los intercambios de
aminoacidos que se exponen en lista en la Tabla 1.

Se prefieren los siguientes alelos de lysC™®: lysC A279T (intercambio de alanina en la posicién 279 de la proteina
aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por treonina), lysC A279V (intercambio de alanina en
la posicién 279 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por valina), lysC S301F
(intercambio de serina en la posicion 301 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO:
22 por fenilalanina), lysC T308I (intercambio de treonina en la posicién 308 de la proteina aspartato cinasa
codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por isoleucina), lysC S301Y (intercambio de serina en la posicion 308
de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por tirosina), lysC G345D (intercambio
de glicina en la posicion 345 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por acido
aspartico), lysC R320G (intercambio de arginina en la posicion 320 de la proteina aspartato cinasa codificada de
acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por glicina), lysC T311I (intercambio de treonina en la posicion 311 de la proteina
aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por isoleucina), lysC S381F (intercambio de serina en
la posicion 381 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por fenilalanina), lysC
S317A (intercambio de serina en la posicién 317 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ
ID NO: 22 por alanina) y lysC T380I (intercambio de treonina en la posicion 380 de la proteina aspartato cinasa
codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por isoleucina).

Se prefieren especialmente el alelo de IysCFBR lysC T311I (intercambio de treonina en la posicién 311 de la proteina
aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por isoleucina), y un alelo de IysCFBR que contiene por
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lo menos un intercambio, escogido entre el conjunto que se compone de A279T (intercambio de alanina en la
posicion 279 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 por treonina) y de S317A
(intercambio de serina en la posicion 317 de la proteina aspartato cinasa codificada de acuerdo con la SEQ ID NO:
22 por alanina).

El alelo de lysC ™R lysC T3111 esta contenido en la cepa DM1797 depositada en la DSMZ. El DM1797 es un mutante
de Corynebacterium glutamicum ATCC13032.

Segun el modo que se ha descrito mas arriba, partiendo de la cepa DM1797, se aisla un mutante designado como
DM1808, que contiene un alelo de mqo, que codifica un polipéptido, en el que esta contenida L-fenilalanina en la
posicion 111 de la secuencia de aminoacidos. La secuencia de nucledtidos del alelo de mgo del mutante DM1808 se
representa como la SEQ ID NO: 5 y la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado se representa como la
SEQ ID NO: 6.

De igual manera se encontré6 un mutante, que contiene un alelo de mqo, que codifica un polipéptido en cuyo caso
esta contenida L-alanina en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos y en cuyo caso esta contenida L-serina
en la posicién 201 de la secuencia de aminoacidos. La secuencia de nucleétidos del alelo de mgo de este mutante
se representa como la SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado se representa como
la SEQ ID NO: 10.

Ademas de esto, se pueden utilizar unas bacterias corineformes que segregan L-lisina, las cuales tienen una
homoserina deshidrogenasa u homoserina cinasa debilitada o poseen otras propiedades distintas, tales como las
que se conocen a partir del estado de la técnica.

Las bacterias corineformes productoras de L-triptéfano poseen tipicamente una antranilato sintasa resistente a la
retroalimentaciéon o respectivamente desensibilizada. Por el concepto de "antranilato sintasa resistente a la
retroalimentacion” se entienden unas antranilato sintasas que, en comparacién con la forma silvestre, tienen una
sensibilidad mas pequefia frente a la inhibicién (de 5 % a 10 %, de 10 % a 15 % o de 10 % a 20 %) por triptéfano o
5-fluoro-triptéfano (Matsui y colaboradores, Journal of Bacteriology 169 (11): 5330 - 5332(1987)) o por compuestos
analogos similares. Los genes o respectivamente alelos, que codifican estas antranilato sintasas desensibilizadas,
son designados también como alelos de trpEFBR. Ejemplos de tales mutantes o respectivamente alelos se describen,
por ejemplo, en los documentos US 6180373 y EP 0338474.

Los mutantes obtenidos muestran, en comparaciéon con la cepa de partida o respectivamente con la cepa parental
que se emplea, una segregacion o respectivamente produccion aumentada del aminoacido deseado en un proceso
de fermentacion.

Es un objeto del invento asimismo un polinucledtido aislado, que se escoge entre el conjunto formado por las
siguientes etapas a) o b)

a) un polinucledtido, que codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona
oxidorreductasa y que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, el cual posee L-fenilalanina
en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y eventualmente L-serina en la
posicion 201 de la SEQ ID NO: 2,

b) un polinucleétido, que codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona
oxidorreductasa, abarcando el polipéptido codificado una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la
SEQ ID NO: 6 inclusive de uno a cinco, de manera preferida a lo sumo dos, a lo sumo tres o a lo sumo
cuatro intercambio(s) conservativo(s) de aminoacidos, estando contenida L-fenilalanina en la secuencia
de aminoacidos en la posicidon que corresponde a la posicién 111 de la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6.

aumentando estos polinucleétidos en por lo menos un 0,5 % en peso la secrecion de aminoacidos de unos
correspondientes mutantes, en comparacion con la cepa de partida no mutagenizada con la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

El polinucleétido conforme al invento se puede aislar a partir de un mutante conforme al invento.

Por lo demas, para la mutagénesis del gen mqo se pueden emplear ciertos métodos in vitro. En el caso de la
utilizacion de los métodos in vitro, unos polinucleétidos aislados, que contienen un gen mqo de una bacteria
corineforme, de manera preferida el gen de tipo silvestre de Corynebacterium glutamicum que se ha descrito en el
estado de la técnica, son sometidos a un tratamiento mutageno.

En el caso de los polinucledtidos aislados se puede tratar por ejemplo del ADN total aislado o respectivamente del
ADN cromosomal aislado o también de unos materiales amplificados del gen mqgo, que se habian producido con
ayuda de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Tales materiales amplificados son designados también
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como productos de la PCR; los conceptos de "molécula de acido nucleico” o "fragmento de acido nucleico" son
asimismo habituales. Unas instrucciones para realizar la amplificacion de las secuencias de ADN con ayuda de la
reaccion en cadena de la polimerasa las encontrara un experto en la especialidad, entre otros lugares, en el manual
de Gait: Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (Sintesis de oligonucleétidos: un enfoque practico) (IRL
Press, Oxford, Reino Unido, 1984) y en la cita de Newton y Graham: PCR (editorial Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg, Alemania, 1994). Asimismo es posible introducir el gen mgo que debe de ser mutagenizado,
primeramente en un vector, por ejemplo en un bacteriéfago o en un plasmido.

Unos métodos adecuados para realizar la mutagénesis in vitro son, entre otros, el tratamiento con hidroxilamina
segun Miller (Miller, J. H.: A Short Course in Bacterial Genetics. A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia
coli and Related Bacteria (Un breve curso de genética bacteriana. Un manual de laboratorio y un manual para
Escherichia coli y bacterias relacionadas con ella), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1992),
la utilizacién de oligonucledtidos mutagenos (T. A. Brown: Gentechnologie fiir Einsteiger (Tecnologia genética para
principiantes) editorial Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, 1993 y R. M. Horton: PCR-mediated
Recombination and Mutagenesis (Recombinacion y mutagénesis mediadas por PCR), Molecular Biotechnology 3,
93-99 (1995) y el empleo de una reaccion en cadena de la polimerasa mediando utilizacion de una polimerasa de
ADN, que tiene una alta tasa de errores. Una tal polimerasa de ADN es, por ejemplo, la polimerasa de ADN
Mutazyme (estuche para mutagénesis GeneMorph PCR, n° 600550) de la entidad Stratagene (LaJolla, CA, EE.UU.).

Otras instrucciones y recopilaciones acerca de la produccion de mutaciones in vivo o in vitro se pueden tomar del
estado de la técnica y de los libros de texto sobre genética y biologia molecular que se conocen, tales como p.gj. el
libro de texto de Knippers ("Molekulare Genetik" (Genética molecular), 6% edicion, editorial Georg Thieme, Stuttgart,
Alemania, 1995)), el de Winnacker ("Gene und Klone" (Genes y clones), VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim,
Alemania, 1990) o el de Hagemann ("Allgemeine Genetik" (Genética general), editorial Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart, 1986).

Un polinucleétido aislado conforme al invento, que codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-
quinona oxidorreductasa, comprende de manera preferida una secuencia de aminoacidos con una longitud de 500
aminoacidos, estando contenida L-fenilalanina en la posicion 111.

Un objeto del invento es por lo demas un polinucleétido aislado, que codifica un polipéptido con una actividad
enzimatica de malato-quinona oxidorreductasa, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

Un objeto del invento es por lo demas un polinucleétido aislado, que codifica un polipéptido con una actividad
enzimatica de malato-quinona oxidorreductasa, que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6,
inclusive una prolongacion junto al extremo terminal de N o C en por lo menos un (1) aminoacido. Esta prolongacion
es de no mas que 50, 40, 30, 20, 10, 5, 3 6 2 aminoacidos o respectivamente restos de aminoacidos.

Un objeto del invento es por lo demas un polinucleétido, que contiene la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la
SEQ ID NO: 5.

Un objeto del invento es, ademas de esto, un polinucledtido aislado, que comprende una molécula de acido nucleico
o un fragmento de ADN, que codifica por lo menos una secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones
95 hasta 127 de la SEQ ID NO: 2, o que codifica por lo menos una secuencia de aminoacidos correspondiente a las
posiciones 79 hasta 144 de la SEQ ID NO: 2, o que codifica por lo menos una secuencia de aminoacidos
correspondiente a las posiciones 62 hasta 160 von SEQ ID NO: 2, o que codifica por lo menos una secuencia de
aminoacidos correspondiente a las posiciones 45 hasta 177 de SEQ ID NO: 2, o que codifica por lo menos una
secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones 27 hasta 194 de la SEQ ID NO: 2, o que codifica por lo
menos una secuencia de aminodacidos correspondiente a las posiciones 11 hasta 211 de la SEQ ID NO: 2, o que
codifica por lo menos una secuencia de aminoacidos correspondiente 2 hasta 250 de la SEQ ID NO: 2, o que
codifica por lo menos una secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones 2 hasta 375 de la SEQ ID
NO: 2, o que codifica por lo menos una secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones 2 hasta 495 de
la SEQ ID NO: 2, estando contenida L-fenilalanina en la posicion correspondiente a la posicion 111 de la SEQ ID
NO: 2, y estando contenida eventualmente L-serina en la posicion correspondiente a la posicion 201 de la SEQ ID
NO: 2, para la utilizacién en la produccién de bacterias corineformes, que tienen una secreciéon aumentada en por lo
menos un 0,5 % en comparacién con la cepa de partida no mutagenizada con la secuencia de aminoacidos de
acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

Un ejemplo de un marco de lectura conforme al invento que comprende un polinucleétido, que codifica por lo menos
la secuencia de aminoacidos desde las posiciones 95 hasta 127 correspondientes a la SEQ ID NO: 2, estando
contenida L-fenilalanina (Xaa representa la L-fenilalanina) en la posiciéon correspondiente a la posicion 111 de la
secuencia de aminoacidos, se expone seguidamente:

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2500 365 T3

cag gtt tec cgt cag ttc tgg tet cac ctc gtt gaa gag gga gtg ctg nnn
Gln Val Ser Arg Gln Phe Trp Ser His Leu Val Glu Glu Gly Val Leu Xaa
95 100 105 1140

gat cct aag gaa ttc atc aac cect gttt cet cac gta tet ttc ggc cag
Asp Pro Lys Glu Phe Ile Asn Pro Val Pro His Val Ser Phe Gly Gln
115 120 125

Asimismo él se representa como la SEQ ID NO: 15. La secuencia de aminoacidos codificada por este marco de
lectura se representa como la SEQ ID NO: 16, representando Xaa L-fenilalanina.

Se prefieren unas moléculas de acidos nucleicos, que codifican por lo menos una secuencia de aminoacidos
correspondiente a las posiciones 95 hasta 127 de la SEQ ID NO: 6 o por lo menos correspondiente a las posiciones
79 hasta 144 de la SEQ ID NO: 6 o por lo menos correspondiente a las posiciones 62 hasta 160 de la SEQ ID NO: 6
o por lo menos correspondiente a las posiciones 45 hasta 177 de la SEQ ID NO: 6 o por lo menos correspondiente a
las posiciones 27 hasta 194 de la SEQ ID NO: 6 o por lo menos correspondiente a las posiciones 11 hasta 211 de la
SEQ ID NO: 6 o por lo menos correspondiente a las posiciones 2 hasta 250 de la SEQ ID NO: 6 o por lo menos
correspondiente a las posiciones 2 hasta 375 de la SEQ ID NO: 6 o por lo menos correspondiente a las posiciones 2
hasta 495 de la SEQ ID NO: 6.

Un ejemplo de un marco de lectura conforme al invento que comprende un polinucleétido, que codifica por lo menos
una secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones 95 hasta 127 de la SEQ ID NO: 6, se expone a
continuacion:

cag gtt tec cgt cag tte tgg tct cac ctc gtt gaa gag gga gktg ctg ttt
Gln Val Ser Arg Gln Phe Trp Ser His Leu Val Glu Glu Gly Val Leu Phe
95 100 105 110

gat cct aag gaa ttc atc aac cct gtt cct cac gta tct tic gge cag
BRsp Pro Lys Glu Phe Ile Asn Pro Val Pro His Val Ser Phe Gly Gln
115 120 125

Asimismo el marco de lectura se representa como la SEQ ID NO: 17. La SEQ ID NO: 18 muestra la secuencia de
aminoacidos codificada por este marco de lectura.

Se prefieren muy especialmente unas moléculas de acidos nucleicos, que comprenden por lo menos una secuencia
de nucleétidos correspondiente a las posiciones 283 hasta 381 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una secuencia de
nucledtidos correspondiente a las posiciones 235 hasta 432 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una secuencia de
nucledtidos correspondiente a las posiciones 184 hasta 480 de la SEQ ID NO SEQ ID NO:5 o por lo menos una
secuencia de nucleotidos correspondiente a las posiciones 133 hasta 531 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una
secuencia de nucleédtidos correspondiente a las posiciones 85 hasta 582 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una
secuencia de nucleédtidos correspondiente a las posiciones 28 hasta 630 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una
secuencia de nucleétidos correspondiente a las posiciones 4 hasta 753 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una
secuencia de nucleétidos correspondiente a las posiciones 4 hasta 1.125 de la SEQ ID NO:5 o por lo menos una
secuencia de nucleotidos correspondiente a las posiciones 4 hasta 1.485 de la SEQ ID NO:5.

Los polinucleétidos aislados conformes al invento se pueden utilizar para producir unas cepas recombinantes de
microorganismos que, en comparacion con la cepa de partida, o respectivamente con la cepa parental, entregan de
manera mejorada aminoacidos al medio que los rodea o los acumulan en el interior de las células.

Un método propagado para la incorporaciéon de mutaciones en genes de bacterias corineformes es el del
intercambio de alelos, que se conoce también bajo la designacion "reemplazo de genes" (en inglés "gene
replacement"). En el caso de este procedimiento, un fragmento de ADN, que contiene la mutacion que interesa, es
transferido a la cepa deseada de una bacteria corineforme y la mutacion es incorporada mediante por lo menos dos
sucesos de recombinacion o respectivamente sucesos de cruzamiento (en inglés "cross over") en el cromosoma de
la cepa deseada, o respectivamente la secuencia de un gen, que esta presente en la respectiva cepa, se
intercambia por la secuencia mutada.

Este método fue utilizado por Schwarzer y Pihler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991) para incorporar un alelo de lysA,

que llevaba una supresion y para incorporar un alelo de lysA, que llevaba una insercion, en el cromosoma de C.

glutamicum en lugar del gen de tipo silvestre. Este método fue empleado por Schafer y colaboradores (Gene 145,

69-73 (1994)) para incorporar una supresion en el operén hom-thrB de C. glutamicum. Este método fue empleado

por Nakagawa y colaboradores (documento EP 1108790) para incorporar diferentes mutaciones, partiendo de los

alelos aislados, en el cromosoma de C. glutamicum. De esta manera, Nakagawa y colaboradores consiguieron
12
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incorporar una mutacion designada como Val59Ala en el gen de la homoserina deshidrogenasa (hom), una mutacion
designada como Thr311lle en el gen de la aspartato cinasa (lysC o respectivamente ask), una mutacion designada
como Pro458Ser en el gen de la piruvato carboxilasa (pyc) y una mutacion designada como Ala213Thr en el gen de
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (zwf) de cepas de C. glutamicum.

Para un procedimiento conforme al invento se puede utilizar un polinucleétido conforme al invento, que comprende
toda la region codificadora, tal como se expone por ejemplo en la SEQ ID NO:5, o que comprende una parte de la
region codificadora, tal como, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos, que codifica por lo menos la secuencia de
aminoacidos correspondiente a las posiciones 95 hasta 127 de la SEQ ID NO: 6, y que se representan como las
SEQ ID NO: 15y 17. La parte de la regidn codificadora correspondiente a las SEQ ID NO: 15y 17 tiene una longitud
de 99 nucleobases. Se prefieren aquellas partes de la region codificadora cuya longitud es de = 195 nucleobases,
tales como, por ejemplo, unas moléculas de acidos nucleicos, que codifican por lo menos una secuencia de
aminoacidos correspondiente a las posiciones 79 hasta 144 de la SEQ ID NO: 6. Se prefieren muy especialmente
aquellas partes de la region codificadora, cuya longitud es de = 295 nucleobases, tales como por ejemplo unas
moléculas de acidos nucleicos, que codifican por lo menos una secuencia de aminoacidos correspondiente a las
posiciones 62 hasta 160 de la SEQ ID NO: 6.

El fragmento de ADN, que contiene la mutacién que interesa, se presenta, en el caso de este método, tipicamente
dentro de un vector, en particular un plasmido, que preferiblemente no es replicado, o lo es sélo de un modo
restringido, por la cepa que debe de ser provista de la mutaciéon. Como anfitrién auxiliar o intermedio, en el que es
replicable el vector, se utiliza por lo general una bacteria del género Escherichia, de manera preferida de la especie
Escherichia coli.

Unos ejemplos de tales vectores de plasmidos son los vectores pK*mob y pK*mobsacB, tales como, por ejemplo el
pk18mobsacB, que han sido descritos por Schafer y colaboradores (Gene 145, 69-73 (1994)) y los vectores que han
sido descritos en los documentos de solicitudes de patentes internacionales WO 02/070685 y WO 03/014362. Estos
son replicativos en Escherichia coli, pero no en bacterias corineformes. Se adecuan especialmente unos vectores,
que contienen un gen que actda de un modo dominante negativo condicional, tal como, por ejemplo, el gen sacB
(gen de la levano sucrasa) de, por ejemplo, Bacillus, o el gen galK (gen de la galactosa cinasa) de, por ejemplo,
Escherichia coli. (Por el concepto de "un gen, que actia de un modo dominante negativo condicional" se entiende un
gen, que en determinadas condiciones es desventajoso, por ejemplo toxico, para el anfitrion, pero que en otras
condiciones no tiene repercusiones negativas sobre el anfitrién que lleva el gen). Estos hacen posible la seleccion en
cuanto a unos sucesos de recombinacion, en cuyos casos el vector es eliminado desde el cromosoma. Por lo
demas, por Nakamura y colaboradores (documento US-A-6.303.383) se describié un plasmido sensible frente a la
temperatura para bacterias corineformes, que solamente se puede replicar a unas temperaturas situadas por debajo
de 31°C.

El vector es transferido a continuacion a la bacteria corineforme mediante conjugacion, por ejemplo segun el método
de Schafer (Journal of Bacteriology 172, 1663-1666 (1990)) o mediante transformacion, por ejemplo segun el
método de Dunican y Shivnan (Bio/Technology 7, 1067-1070 (1989) o segun el método de Thierbach y
colaboradores (Applied Microbiology and Biotechnology 29, 356-362 (1988)). Eventualmente, la transferencia del
ADN se puede alcanzar también mediante un bombardeo con particulas.

Después de una recombinacion homologa por medio de un primer suceso de cruzamiento que da lugar a una
integracion, y de un segundo adecuado suceso de cruzamiento que da lugar a una escision, en el gen diana o
respectivamente en la secuencia diana, se consigue la introduccidon de la mutacion y se obtiene una bacteria
recombinante.

Para realizar la identificacion y la caracterizacion de las cepas obtenidas, se pueden emplear, entre otros, los
métodos de la hibridaciéon por transferencia de borron Southern, la reacciéon en cadena de la polimerasa, la
determinacion de las secuencias, el método de la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
("Fluorescence Resonance Energy Transfer", FRET) (Lay y colaboradores Clinical Chemistry 43, 2262-2267 (1997) o
métodos de la enzimologia.

Otro objeto de la descripcién es, de modo correspondiente, un procedimiento para la producciéon de una bacteria
corineforme, en el que

(a) se transfiere un polinucledtido conforme al invento a una bacteria corineforme,

(b) el gen de malato-quinona oxidorreductasa que esta presente en el cromosoma de la bacteria
corineforme, que codifica una secuencia de aminoacidos con L-serina en la posicién 111 o en una
posicion comparable de la secuencia de aminoacidos, se intercambia por el polinucleétido
procedente de a), que codifica una secuencia de aminoacidos, que posee en la posicion 111 o en
una posicion comparable de la secuencia de aminoacidos otro L-aminoacido, de manera preferida
L-fenilalanina o L-alanina, y eventualmente en la posicién 201 cualquier aminoacido proteinégeno
exceptuando la L-alanina, de manera preferida el aminoacido L-serina, y
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(c) se multiplica y reproduce la bacteria corineforme obtenida de acuerdo con las etapas a) y b).

De esta manera se obtiene una bacteria corineforme recombinante que, en lugar del gen mqgo de tipo silvestre,
contiene un alelo de mgo conforme al invento.

Otros objetos del invento son, de modo correspondiente, unos anfitriones o respectivamente unas células anfitrionas,
de manera preferida unos microorganismos, de manera especialmente preferida unas bacterias corineformes y unas
bacterias del género Escherichia, que contienen los polinucledtidos conformes al invento. De igual manera, son
objeto del invento unos microorganismos, que se habian producido mediando utilizacion de los polinucleétidos
aislados. Tales microorganismos o bacterias se designan también como microorganismos recombinantes o bacterias
recombinantes. De igual manera, son objeto del invento unos vectores que contienen los polinucledtidos conformes
al invento. Finalmente, son asimismo objeto del invento unos anfitriones que contienen estos vectores.

Los polinucledtidos aislados conformes al invento se pueden utilizar asimismo para la consecucion de una
sobreexpresion de las/los proteinas/polipéptidos codificadas/os por ellos.

Por el concepto de "sobreexpresion" se entiende por lo general un aumento de la concentracién, o de la actividad,
intracelular de un acido ribonucleico, de una proteina o de una enzima. En el caso del presente invento, se
sobreexpresan unos alelos de mgo o respectivamente unos polinucleétidos, que codifican unas malato-quinona
oxidorreductasas, que en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos del polipéptido codificado contienen
cualquier aminoacido proteindgeno exceptuando la L-serina, siendo preferido el intercambio por L-fenilalanina o por
L-alanina. Eventualmente, la proteina codificada contiene ademas de ello un intercambio de L-alanina por otro
aminoacido proteindgeno, de manera preferida L-serina, en la posicion 201 de la secuencia de aminoacidos.

Es conocido que mediante unas enzimas propias del anfitrién - las denominadas aminopeptidasas - se pueden
separar desde el polipéptido formado unos aminoacidos terminales de N, en particular la metionina terminal de N.

El mencionado aumento de la concentracion o de la actividad de un producto génico se puede conseguir por ejemplo
mediante el recurso de que se aumenta en por lo menos una copia el nimero de copias de los correspondientes
polinucledtidos.

Un método ampliamente propagado para el aumento del numero de copias consiste en que el correspondiente gen o
alelo se incorpora en un vector, de manera preferida un plasmido, que es replicado por una bacteria corineforme.
Unos vectores de plasmidos adecuados son por ejemplo el pZ1 (Menkel y colaboradores, Applied and Environmental
Microbiology (1989) 64: 549-554) o los vectores pSELF que han sido descritos por Tauch y colaboradores (Journal of
Biotechnoloy 99, 79-91 (2002). Un articulo recopilativo sobre el tema de los plasmidos en Corynebacterium
glutamicum se encuentra en la cita de Tauch y colaboradores (Journal of Biotechnology 104, 27-40 (2003)).

Otro método propagado para la consecucion de una sobreexpresion es el procedimiento de la amplificacion
cromosomal de genes. En el caso de este método, por lo menos una copia adicional del gen o alelo que interesa se
introduce en el cromosoma de una bacteria corineforme.

En una forma de realizacion, tal como se ha descrito por ejemplo en la cita de Reinscheid y colaboradores (Applied
and Environmental Microbiology 60, 126-132) para el operén hom-thrB, un plasmido, que no es replicativo en C.
glutamicum, el cual contiene el gen que interesa, se transfiere a una bacteria corineforme. Después de una
recombinacion homéloga, mediante un suceso de cruzamiento, la cepa resultante contiene por lo menos dos copias
del correspondiente gen o respectivamente alelo.

En otra forma de realizacion, que se describe en los documentos WO 03/040373 y de solicitud de patente de los
EE.UU. US-2003-0219881-A1, una o varias copia(s) del gen que interesa se introduce(n) mediante por lo menos dos
sucesos de recombinacion en un sitio deseado del cromosoma de C. glutamicum. De esta manera se incorporo, por
ejemplo, una copia de un alelo de lysC, que codifica una aspartato cinasa insensible a la L-lisina, en el gen gluB de
C. glutamicum.

En otra forma de realizacion, que se describe en los documentos WO 03/014330 y US-2004-0043458-A1, mediante
por lo menos dos sucesos de recombinacion se incorpora en el sitio natural por lo menos otra copia mas del gen que
interesa, de manera preferida en una disposicion en tandem con respecto al gen o alelo que ya esta presente. De
esta manera se consiguio por ejemplo una duplicacion en tdndem de un alelo de IysCFBRjunto al sitio natural del gen
lysC.

Otro método para la consecucién de una sobreexpresion consiste en unir el correspondiente gen o respectivamente
alelo de un modo funcional (en inglés "operably linked" = enlazado operativamente) con un promotor o
respectivamente una casete de expresion. Unos promotores adecuados para Corynebacterium glutamicum se
describen, por ejemplo, en el articulo recopilativo de Patek y colaboradores (Journal of Biotechnology 104(1-3), 311-
323 (2003). Por lo demas, se pueden utilizar los promotores T3, T7, SP6, M13, lac, tac y trc, suficientemente

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2500 365 T3

conocidos, y que han sido descritos en las citas de Amann y colaboradores (Gene 69(2), 301-315 (1988)) y de
Amann y Brosius (Gene 40(2-3), 183-190 (1985)). Un tal promotor puede ser introducido, por ejemplo, corriente
arriba del alelo de mgo conforme al invento, tipicamente a una distancia de aproximadamente 1 - 500 nucleétidos
desde el codon de iniciacion, de una bacteria corineforme recombinante, que en lugar del aminoacido L-serina, que
esta presente de modo natural en la posiciéon 111, contiene otro aminoacido proteindgeno. Un tal promotor se puede
introducir naturalmente asimismo corriente arriba del alelo de mqo de un mutante conforme al invento. Por lo demas,
es posible unir con un promotor a un polinucleétido que ha sido aislado conforme al invento, que codifica una
variante conforme al invento de la malato-quinona oxidorreductasa, e incorporar la unidad de expresion obtenida en
un plasmido que se replica extracromosomalmente, o en el cromosoma de una bacteria corineforme.

Ademas de esto, se pueden mutar las regiones de promotor y de regulacion, o el sitio de fijacion a ribosomas, que
se encuentra corriente arriba del gen estructural. Por medio de unas medidas técnicas para la prolongacion de la
duracion de vida del ARNm (ARN mensajero) se mejora asimismo la expresion. Por lo demas, mediante una
evitacion de la degradacion de la proteina enzimatica se puede reforzar asimismo la actividad enzimatica.
Alternativamente, se puede conseguir por lo demas una sobreexpresion del correspondiente gen o alelo mediante
una modificacién de la composicion de los medios y de la realizacion del cultivo.

Mediante las medidas técnicas de sobreexpresién se aumenta la actividad o concentracién de la correspondiente
proteina por lo general en por lo menos un 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %,
como maximo hasta en un 1.000 % o 2.000 %, referido a la actividad o a la concentracién de la proteina en el
microorganismo de partida o respectivamente en la cepa parental. Por el concepto de "un microorganismo de
partida" o de "una cepa parental" se entiende un microorganismo, en el que se llevan a cabo las medidas técnicas
del invento.

Un método para la determinacién de la actividad enzimatica de la malato-quinona oxidorreductasa se describe en la
cita de Molenaar y colaboradores (Journal of Bacteriology 182(24), 6884-6891 (2000)).

La concentracién de la proteina se puede determinar en el gel por medio de una separacion de proteinas en un gel
uni- o bidimensional (de 1 y 2 dimensiones) y de una subsiguiente identificacion éptica de la concentracion de
proteinas con un correspondiente software de evaluacion. Un método habitual para la preparacion de los geles para
proteinas en el caso de bacterias corineformes y para la identificacion de las proteinas lo constituye el modo de
proceder descrito por Hermann y colaboradores (Electrophoresis, 22:1712-23 (2001). La concentracion de las
proteinas se puede determinar asimismo mediante una hibridacién por transferencia de borron Western con un
anticuerpo especifico para la proteina que de ha de detectar (Sambrook y colaboradores, Molecular cloning: a
laboratory manual. 2° edicién Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989) y una
subsiguiente evaluacion éptica con un correspondiente software para la determinacion de la concentracion (Lohaus y
Meyer (1998) Biospektrum 5:32-39; Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 (1999)).

De modo correspondiente, son objeto del invento unos procedimientos para la sobreexpresion de las malato-quinona
oxidorreductasas conformes al invento. Un procedimiento conforme al invento para la sobreexpresién consiste, entre
otras cosas, en que se aumenta el nimero de copias de un polinucleétido conforme al invento, que codifica una
variante de la malato-quinona oxidorreductasa, en la que esta contenida L-fenilalanina en la posiciéon 111 o en la
correspondiente posicion de la secuencia de aminoacidos codificada, en por lo menos una (1) o varias copia(s). Otro
procedimiento conforme al invento consiste en que se une un promotor funcionalmente con el polinucleétido.

Son objeto del invento por lo demas unos microorganismos, que tienen en el interior de sus células una
concentracion, o una actividad, aumentada de las variantes conformes al invento de la malato-quinona
oxidorreductasa.

Adicionalmente, para realizar la produccion mejorada de L-aminoacidos puede ser ventajoso sobreexpresar en los
mutantes, o en las cepas recombinantes, conformes al invento una o varias enzimas de la respectiva ruta de
biosintesis, de la glicolisis, de las reacciones anapleréticas, del ciclo del acido citrico, del ciclo del fosfato de pentosa,
de la exportacion de aminoacidos, y eventualmente unas proteinas reguladoras. La utilizacion de unos genes
enddgenos es preferida por lo general.

Por el concepto de "genes enddgenos" o de "secuencias enddgenas de nucledtidos" se entienden los genes o
respectivamente las secuencias de nucleétidos o alelos, que estan presentes en la poblacion de una especie.

Asi, para la produccién de L-lisina se puede(n) sobreexpresar uno o varios de los genes, escogidos entre el conjunto
que se compone de

. un gen dapA, que codifica la dihidrodipicolinato sintasa, tal como por ejemplo el gen dpaA del tipo silvestre
de Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en el documento EP 0 197 335,
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un gen zwf, que codifica una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, tal como por ejemplo el gen zwf del tipo
silvestre de Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en el documento de solicitud de patente
japonesa JP-A-09224661 y en el de solicitud de patente europea EP-A-1108790,

los alelos de zwf de Corynebacterium glutamicum, que se han descrito en el documento US-2003-0175911-
A1, que codifican una proteina, en la que, por ejemplo, la L-alanina ha sido reemplazada por L-treonina en
la posicién 243 de la secuencia de aminoacidos, o en la que el L-acido aspartico ha sido reemplazado por
L-serina en la posicion 245,

un gen pyc, que codifica una piruvato carboxilasa, tal como, por ejemplo, el gen pyc de tipo silvestre de
Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en el documento de solicitud de patente alemana
DE-A-198 31609 y en el documento EP 1108790,

el alelo de pyc de Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en el documento EP 1 108 790, que
codifica una proteina, en la que la L-prolina ha sido reemplazada por L-serina en la posicion 458 de la
secuencia de aminoacidos,

los alelos de pyc de Corynebacterium glutamicum, que se han descrito en el documento WO 02/31158, que
codifican unas proteinas, que llevan de acuerdo con la reivindicacion 1 uno o varios de los intercambios de
aminoacidos escogidos entre el conjunto que se compone de L-acido glutdamico reemplazado por L-acido
aspartico en la posiciéon 153, de L-alanina reemplazada por L-serina en la posicion 182, de L-alanina
reemplazada por L-serina en la posicion 206, de L-histidina reemplazada por L-arginina en la posicion 227,
de L-alanina reemplazada por glicina en la posicion 452 y de L-acido aspartico reemplazado por L-acido
glutamico en la posicion 1.120 (la Figura 2A del documento WO 02/31158 indica dos diferentes posiciones
de iniciaciéon para la piruvato carboxilasa, que se diferencian por una longitud correspondiente a 17
aminoacidos. De modo correspondiente, la posicion 153 de acuerdo con la reivindicacion 1 del documento
WO 02/31158 corresponde a la posicion 170 de la Fig. 2A del documento 02/31158, la posicion 182 de
acuerdo con la reivindicacion 1 corresponde a la posicion 199 de la Fig. 2A, la posicién 206 de acuerdo con
la reivindicacién 1 corresponde a la posicion 223 de la Fig. 2A, la posicion 227 de acuerdo con la
reivindicacion 1 corresponde a la posicion 244 de la Fig. 2A, la posicion 452 de acuerdo con la
reivindicacion 1 corresponde a la posicion 469 de la Fig. 2A, la posicion 1.120 de acuerdo con la
reivindicacion 1 corresponde a la posicion 1.137 de la Fig. 2B. En la Figura 2A del documento
WO 02/31158 se indica ademas un intercambio de aminoacidos de A (alanina) por G (glicina) en la posicién
472. La posicion 472 de la proteina con la secuencia MTA en el extremo terminal de N corresponde a la
posicion 455 de la proteina con la secuencia MST en el extremo terminal de N de acuerdo con la Fig. 2A.
En la Fig. 2B del documento WO 02/31158 se indica ademas un intercambio de aminoacidos de D (acido
aspartico) por E (acido glutamico) en la posicién 1.133 de la proteina con la MTA situada en el extremo
terminal de N),

un gen lysC que codifica una aspartato cinasa, tal como por ejemplo el gen lysC del tipo silvestre de
Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito como la SEQ ID NO: 281 en el documento EP-A-1108790
(véanse también los nimeros de acceso AX120085 y 120365) y que se ha descrito como la SEQ ID NO: 25
en el documento WO 01/00843 (véase el nimero de acceso AX063743),

un alelo de IysCFBR que codifica una variante de la aspartato cinasa resistente a la retroalimentacion, en
particular de manera correspondiente a la Tabla 1,

un gen lysE que codifica una proteina exportadora de lisina, tal como por ejemplo el gen lysE del tipo
silvestre de Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en el documento DE-A-195 48 222,

el gen zwa1 del tipo silvestre de Corynebacterium glutamicum que codifica la proteina Zwa1 (documento
US 6.632.644).

Por lo demas, para la produccién de L-lisina puede ser ventajoso, junto a la utilizacion de los alelos del gen mqo
conformes al invento, debilitar o desconectar simultdneamente uno o varios de los genes enddgenos, que se
escogen entre el conjunto que se compone de

un gen pgi que codifica la glucosa-6-fosfato isomerasa, tal como, por ejemplo, el gen pgi de
Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en los documentos US 6.586.214 y US 6.465.238,

un gen hom que codifica la homoserina deshidrogenasa, tal como, por ejemplo, el gen hom de
Corynebacterium glutamicum, que se ha descrito en el documento EP-A-0131171,

un gen thrB que codifica la homoserina cinasa, tal como, por ejemplo, el gen thrB de Corynebacterium
glutamicum, que ha sido descrito por Peoples y colaboradores (Molecular Microbiology 2 (1988): 63 - 72)) y
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. un gen pfk que codifica la fosfofructocinasa, tal como, por ejemplo, el gen pfkB de Corynebacterium
glutamicum que se ha descrito en el documento WO 01/00844 (secuencia n° 57).

Las medidas técnicas de debilitamiento que se exponen se pueden combinar eventualmente con las adicionales
medidas técnicas de sobreexpresion (sobreexpresion del gen dapA, del gen zwf, etc.) que se exponen.

El concepto de "debilitamiento" describe en este contexto la disminucién o desconexién de la actividad intracelular
de una o varias enzima(s) (proteina(s)) en un microorganismo, que es (son) codificada(s) por el correspondiente
ADN, mediante el recurso de que, por ejemplo, se utiliza un promotor débil o se utiliza un gen o respectivamente
alelo, que codifica una correspondiente enzima con una baja actividad o respectivamente se desactiva al
correspondiente gen o a la correspondiente enzima (proteina), y eventualmente se combinan estas medidas
técnicas.

Mediante las medidas técnicas del debilitamiento se reduce la actividad o concentracion de la correspondiente
proteina por lo general a 0 hasta 75 %, a 0 hasta 50 %, a 0 hasta 25 %, a 0 hasta 10 % o a 0 hasta 5 % de la
actividad o concentraciéon de la proteina de tipo silvestre, o respectivamente de la actividad o concentracion de la
proteina en el microorganismo de partida.

Como mutaciones para la producciéon de un debilitamiento entran en consideraciéon transiciones, transversiones,
inserciones y supresiones de por lo menos un (1) par de bases o respectivamente nucleétido. En dependencia del
efecto del intercambio de aminoacidos, que es provocado por la mutacion, sobre la actividad enzimatica, se habla de
mutaciones en un sentido erréneo (en inglés "missense mutations") o de mutaciones sin sentido (en inglés "non-
sense mutations"). La mutacion en un sentido erréneo conduce a un intercambio de un aminoacido dado en una
proteina por otro distinto, tratdndose en particular de un intercambio no conservativo de aminoacidos. De esta
manera, la capacidad de funcionar o respectivamente la actividad de la proteina se perjudica y se reduce a un valor
de0a75%,de0a50%,de0a25%,de0a10 % ode 0 a5 %. La mutacion sin sentido conduce a un codén de
interrupcion en la region codificadora del gen y, por consiguiente, a una interrupcion prematura de la traduccion. Las
inserciones o supresiones de por lo menos un par de bases en un gen conducen a unas mutaciones por
desplazamiento del marco de lectura (en inglés "frame shift mutations"), que conducen a que sean incorporados
unos aminoacidos erréneos, o a que la traduccion se interrumpa prematuramente. Si como consecuencia de la
mutacién resulta un codon de interrupcion en la region codificadora, entonces esto conduce asimismo a una
interrupcion prematura de la traduccidon. Unas supresiones de por lo menos (1) o varios codones conducen
tipicamente asimismo a una pérdida total de la actividad enzimatica.

Unas instrucciones para la produccion de tales mutaciones pertenecen al estado de la técnica y se pueden deducir
de los libros de texto conocidos acerca de genética y biologia molecular tales como p.ej. el libro de texto de Knippers
("Molekulare Genetik" (Genética molecular), 6° edicion, editorial Georg Thieme, Stuttgart, Alemania, 1995), del de
Winnacker ("Gene und Klone" (Genes y clones), VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1990) o del de
Hagemann ("Allgemeine Genetik" (Genética general), editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1986). Otras medidas
técnicas adicionales se describen en el estado de la técnica.

Las bacterias corineformes aisladas, que se han obtenido por medio de las medidas técnicas del invento, muestran
una segregacion o produccion, aumentada en comparacion con la cepa de partida empleada o respectivamente con
la cepa parental, del aminoacido deseado en un proceso de fermentacion.

Por el concepto de "bacterias aisladas" se han de entender los mutantes y las bacterias recombinantes aislados/as o
respectivamente producidos/as conformes al invento, que contienen un alelo de mqo, que codifica una malato-
quinona oxidorreductasa, que contiene el intercambio de aminoacidos que se ha descrito en la posiciéon 111 de la
secuencia de aminoacidos y eventualmente un intercambio de aminoacidos de L-alanina por otro aminoacido
proteindgeno, de manera preferida L-serina, en la posicion 201.

El rendimiento de las bacterias aisladas o respectivamente del proceso de fermentacién mediando utilizacién de las
mismas en lo que respecta a uno o varios de los parametros que se escogen entre el conjunto que se compone de la
concentracion del producto (producto por volumen), del rendimiento del producto (producto formado por fuente de
carbono consumida) y la formacion del producto (producto formado por volumen y tiempo) o también de otros
parametros del proceso y combinaciones de éstos, es mejorado en por lo menos un 0,5 %, en por lo menos un 1 %,
en por lo menos un 1,5 % o en por lo menos un 2 %, referido a la cepa de partida o respectivamente a la cepa
parental o respectivamente al proceso de fermentacion mediando utilizacién de las mismas.

Las bacterias corineformes aisladas, conformes al invento, se pueden cultivar continuamente - tal como se ha que se
ha descrito por ejemplo en el documento PCT/EP2004/008882 - o discontinuamente en el procedimiento batch
(cultivacion por tandas) o en el procedimiento fed batch (procedimiento de afluencia) o en el procedimiento fed batch
repeated (procedimiento de afluencia repetida) con el fin de efectuar la produccion de L-aminoacidos. Una
recopilacién de tipo general acerca de métodos de cultivacion conocidos se describe en el libro de texto de Chmiel
(Bioprozesstechnik 1. Einfiihrung in die Bioverfahrenstechnik [Técnica de bioprocesos 1. Introduccion en la técnica
de los bioprocesos] (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren und
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periphere Einrichtungen [Biorreactores y disposiciones periféricas] (editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden,
1994)).

El medio de cultivo o respectivamente el medio de fermentacién que se ha de utilizar, debe de satisfacer de una
manera apropiada las exigencias de las respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo de diferentes
microorganismos estan contenidas en el manual “Manual of Methods for General Bacteriology” [Manual de métodos
para la bacteriologia general] de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., EE.UU., 1981). Los
conceptos de medio de cultivo y de medio de fermentacién o respectivamente de un medio se pueden intercambiar
reciprocamente.

Como fuente de carbono se pueden utilizar unos azlcares y unos hidratos de carbono, tales como p.ej. glucosa,
sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melazas, unas soluciones que contienen sacarosa procedentes de la
producciéon de remolacha azucarera o de cafia de azucar, unos almidones, unos materiales hidrolizados de
almidones y unas celulosas, unos aceites y unas grasas, tales como por ejemplo aceite de soja, aceite de girasol,
aceite de cacahuete y grasa de coco, unos acidos grasos, tales como por ejemplo acido palmitico, acido estearico y
acido linoleico, unos alcoholes, tales como por ejemplo glicerol, metanol y etanol, y unos acidos organicos, tales
como por ejemplo acido acético. Estas sustancias se pueden utilizar individualmente o como una mezcla.

Como fuente de nitrégeno se pueden utilizar unos compuestos organicos que contienen nitrégeno, tales como
peptonas, un extracto de levadura, un extracto de carne, un extracto de malta, agua de maceracién de maiz, harina
de soja y urea, o unos compuestos inorganicos, tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio,
carbonato de amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de nitrégeno se pueden utilizar individualmente o como una
mezcla.

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

El medio de cultivo debe de contener por lo demas unas sales, por ejemplo en forma de cloruros o sulfatos, de unos
metales, tales como por ejemplo sodio, potasio, magnesio, calcio y hierro, tales como por ejemplo sulfato de
magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el crecimiento. Finalmente, de manera adicional a las
sustancias arriba mencionadas se pueden emplear unas sustancias de crecimiento esenciales, tales como
aminoacidos, por ejemplo homoserina, y unas vitaminas, por ejemplo tiamina, biotina o acido pantoténico. Al medio
de cultivo se le pueden anadir ademas de ello unos adecuados compuestos precursores de los respectivos
aminoacidos.

Las mencionadas sustancias empleadas de partida se pueden anadir al cultivo en forma de una tanda Unica o se
pueden alimentar de una manera apropiada durante la cultivacion.

Para realizar el control del pH del cultivo se emplean de un modo apropiado unos compuestos de caracter basico,
tales como hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco o respectivamente agua amoniacal, o unos
compuestos de caracter acido, tales como acido fosforico o acido sulfurico. El pH se ajusta en general a un valor de
6,0 hasta 9,0, de manera preferida de 6,5 hasta 8. Para la represion del desarrollo de espuma se pueden emplear
unos agentes antiespumantes, tales como por ejemplo ésteres poliglicélicos de acidos grasos. Para la conservacion
de la estabilidad de los plasmidos, se pueden afiadir al medio unas apropiadas sustancias que actdan de un modo
selectivo, tales como por ejemplo unos antibiéticos. Con el fin de mantener unas condiciones aerobias, se introducen
en el cultivo oxigeno o mezclas gaseosas que contienen oxigeno, tales como por ejemplo aire. La utilizaciéon de unos
liquidos, que estan enriquecidos con peroxido de hidrégeno, es asimismo posible. Eventualmente, la fermentacion
se realiza a sobrepresion, por ejemplo a una presion de 0,03 a 0,2 MPa. La temperatura del cultivo esta situada
normalmente en 20°C hasta 45°C y de manera preferida en 25°C hasta 40 °C. En el caso de los procedimientos de
cultivacion por tandas, se continta realizando la cultivacion hasta que se haya formado una cantidad maxima del
deseado aminoacido. Este objetivo se alcanza normalmente en el transcurso de 10 horas hasta 160 horas. En el
caso de los procedimientos continuos son posibles unos mas largos periodos de tiempo de cultivacion.

Unos adecuados medios de fermentacion se han descrito, entre otros lugares, en los documentos US 6.221.636,
US 5.840.551, US 5.770.409, US 5.605.818, US 5.275.940 y US 4.224.409.

Unos métodos para la determinacion de L-aminoacidos se conocen a partir del estado de la técnica. El analisis se
puede efectuar, por ejemplo, tal como se ha descrito en la cita de Spackman y colaboradores (Analytical Chemistry,
30, (1958), 1.190) mediante una cromatografia de gases con intercambio de aniones con una subsiguiente
derivatizacion con ninhidrina, o él se puede efectuar mediante una HPLC (cromatografia de fase liquida de alto
rendimiento) de fase inversa (en inglés "reversed phase HPLC), tal como se ha descrito en la cita de Lindroth y
colaboradores (Analytical Chemistry (1979) 51: 1167-1174).

Un objeto del invento es, de modo correspondiente, también un procedimiento para la produccion de un
L-aminoacido, en cuyo caso
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a) se fermenta una bacteria corinefrome aislada en un medio adecuado, conteniendo la bacteria un gen
conforme al invento, que codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona
oxidorreductasa, siendo reemplazada, en las secuencias de aminoacidos del polipéptido, la L-serina por
L-fenilalanina en la posicién 111 o en la posicion correspondiente, y siendo reemplazada eventualmente la
L-alanina por otro aminoacido proteindgeno, de manera preferida L-serina en la posicion 201 o en la
posicién correspondiente, y

b) el L-aminoacido se enriquece en el caldo de fermentacion o en las células de la bacteria corinefrome
aislada.

El caldo de fermentacién producido de esta manera se transforma a continuacion en un producto sélido o liquido.

Por el concepto de "un caldo de fermentacion" se entiende un medio de fermentacion, en el que se habia cultivado
un microorganismo durante un determinado periodo de tiempo y a una temperatura determinada. El medio de
fermentacion o respectivamente los medios empleados durante la fermentacion contiene(n) todas las sustancias o
respectivamente todos los componentes, que aseguran una multiplicaciéon o reproduccion del microorganismo y una
formacion del aminoacido deseado.

Al finalizar la fermentacion, el caldo de fermentacion resultante contiene de modo correspondiente: a) la biomasa del
microorganismo que ha resultado como consecuencia de la multiplicacion o reproduccion de las células del
microorganismo, b) el aminoacido deseado que se ha formado en el transcurso de la fermentacion, c) los productos
secundarios organicos que se han formado en el transcurso de la fermentacion y d) los componentes no consumidos
por la fermentacién del medio de fermentacion o de los medios de fermentacion que se emplea(n) o respectivamente
de las sustancias empleadas de partida, tales como, por ejemplo, unas vitaminas tales como biotina, unos
aminoacidos tales como homoserina o unas sales tales como sulfato de magnesio.

A los productos secundarios organicos pertenecen unas sustancias, que son producidas por los microorganismos
empleados al realizar la fermentacion eventualmente junto con el respectivo L-aminoacido deseado y que son
segregadas eventualmente. Entre éstos se cuentan unos L-aminoacidos, que en comparacion con el aminoacido
deseado constituyen menos que un 30 %, 20 % o 10 %. A éstos pertenecen ademas unos acidos organicos, que
llevan de uno a tres grupos carboxilo, tales como, por ejemplo, acido acético, acido lactico, acido citrico, acido malico
o acido fumarico. Finalmente, pertenecen a éstos también unos azUlcares tales como, por ejemplo, trehalosa.

Unos tipicos caldos de fermentacion que son adecuados para finalidades industriales, tienen un contenido de
aminoacidos de 40 g/kg a 180 g/kg o de 50 g/kg a 150 g/kg. El contenido de biomasa (en forma de biomasa secada)
es por lo general de 20 a 50 g/kg.

En el caso del aminoacido L-lisina, dentro del estado de la técnica se conocen esencialmente cuatro diferentes
formas de productos.

Un conjunto de productos que contienen L-lisina comprende unas soluciones acuosas concentradas, de caracter
alcalino, de L-lisina purificada (documento de patente europea EP-B-0534865). Otro conjunto, tal como el que se ha
descrito por ejemplo en los documentos US 6.340.486 y US 6.465.025, comprende unos concentrados acuosos, de
caracter acido, que contienen una biomasa, de caldos de fermentacion que contienen L-lisina. El conjunto mas
conocido de productos solidos comprende unas formas pulverulentas o cristalinas de L-lisina purificada o
respectivamente pura, que se presenta tipicamente en forma de una sal tal como, por ejemplo, el monohidrocloruro
de L-lisina. Otro conjunto de formas de productos soélidos se describe, por ejemplo, en el documento EP-B-0533039.
La forma de producto alli descrita contiene, junto a L-lisina, la mayor parte de las sustancias de partida empleadas,
que se han utilizado durante la produccion por fermentacion y que no se han consumido, y eventualmente la
biomasa del microorganismo empleado con una proporcion de > 0 % - 100 %.

Correspondientemente a las diferentes formas de productos, se conocen los mas diversos procedimientos, en los
cuales el L-aminoacido se recoge a partir del caldo de fermentacion, se aisla o purifica, con el fin de producir el
producto que contiene el L-aminoacido, o el L-aminoacido purificado.

Para la produccién de L-aminoacidos puros, soélidos, se usan en lo esencial los métodos de la cromatografia con
intercambio de iones eventualmente mediando utilizacién de carbon activo, y los métodos de la cristalizacion. En el
caso de la lisina se obtiene de esta manera la correspondiente base o una correspondiente sal, tal como, por
ejemplo, el monohidrocloruro de lisina (Lys-HCI) o el sulfato de lisina (Lysz-H2SO4).

En el caso de la lisina, en el documento EP-B-0534865 se describe un procedimiento para la produccion de
soluciones acuosas, de caracter basico, que contienen L-lisina, a partir de caldos de fermentacién. En el caso de los
procedimientos alli descritos, la biomasa procedente del caldo de fermentacion se separa y desecha. Mediante una
base tal como, por ejemplo, hidroxido de sodio, potasio o amonio, se ajusta un valor del pH comprendido entre 9 y
11. Los componentes minerales (unas sales inorganicas) se separan, después de haber concentrado y enfriado,
mediante cristalizacion a partir del caldo, y o bien se utilizan como fertilizantes o se desechan.
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En el caso de los procedimientos para la produccién de lisina mediando utilizacién de las bacterias conformes al
invento, se prefieren aquellos procedimientos, en los que se obtienen unos productos que contienen unos
componentes del caldo de fermentacion. Estos se utilizan en particular como aditivos para piensos de animales.

Segun sea el requisito, la biomasa se puede eliminar total o parcialmente a partir del caldo de fermentacion,
mediante unos métodos de separacion tales como p.egj. los de la centrifugacion, de la filtracion, de la decantacién o
una combinacién de éstos, o se puede dejar completamente dentro de éste. Eventualmente, la biomasa, o
respectivamente el caldo de fermentacién que contiene la biomasa, se desactiva durante una adecuada etapa de
procedimiento, por ejemplo mediante un tratamiento térmico (calentamiento) o mediante la adicién de un acido.

Los componentes quimicos de la biomasa son, entre otros, la envoltura de las células, por ejemplo el peptidoglicano
y el arabinogalactano, la proteina o respectivamente el polipéptido, por ejemplo el polipéptido de malato-quinona
oxidorreductasa, unos lipidos y fosfolipidos y unos acidos nucleicos (ADN y ARN), por ejemplo unos polinucleétidos
que contienen la mutacion conforme al invento. Como consecuencia de las medidas técnicas de la desactivacion y/o
de las otras etapas del procedimiento (por ejemplo, las de acidificacion, desecacion por atomizacion, granulacion,
etc.) los acidos nucleicos se presentan tipicamente en forma de fragmentos con una longitud de, entre otras,
240 - 60 pb (acronimo de "pares de bases"), >60 - 80 pb, >80 - 100 pb, >100 - 200 pb, >200 - 300 pb, >300 - 400 pb,
>400 - 500 pb, >500 - 750 pb, >750 - 1.000 pb, >1.000 - 1.250 pb, >1.250 - 1.500 pb, >1.500 - 1.750 pb, >1.750 -
2.000 pb, >2.000 - 2.500 pb, >2.500 - 3.000 pb, >3.000 - 4.000 pb y >4.000 - 5.000 pb.

En un modo de proceder, la biomasa se elimina totalmente o casi totalmente, de tal manera que en el producto
producido no permanece nada (0 %) o permanece a lo sumo un 30 %, a lo sumo un 20 %, a lo sumo un 10 %, a lo
sumo un 5 %, alo sumo un 1 % o alo sumo un 0,1 % de la biomasa. En otro modo de proceder, la biomasa no se
elimina o se elimina solamente en pequefas proporciones, de tal manera que permanece en el producto producido
la totalidad (el 100 %) o mas de un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o0 99,9 % de la biomasa. En un procedimiento
conforme al invento, se elimina de modo correspondiente la biomasa en unas proporciones de = 0 % hasta < 100 %.

Finalmente, el caldo de fermentacion que se ha obtenido después de la fermentacion, se puede ajustar a un valor
acido del pH, antes o después de la eliminacidn total o parcial de la biomasa, con un acido inorganico tal como, por
ejemplo, acido clorhidrico, acido sulfurico o acido fosférico, o con un acido organico, tal como, por ejemplo, acido
propidnico (documento de patente britanica GB 1.439.728 o documento EP 1 331 220). De igual manera es posible
acidificar el caldo de fermentacidon con la biomasa contenida completamente. Finalmente, el caldo se puede
estabilizar también mediante una adicion de bisulfito de sodio (NaHSO3, documento GB 1.439.728) o de otra sal, tal
como, por ejemplo, una sal de amonio, de un metal alcalino o de un metal alcalino-térreo del acido sulfuroso.

Al realizar la separacion de la biomasa, se eliminan parcial o totalmente los materiales sélidos organicos o
inorganicos contenidos eventualmente en el caldo de fermentacion. Los productos secundarios organicos, que estan
disueltos en el caldo de fermentacion, y los componentes disueltos, que no se han consumido, del medio de
fermentacion (es decir, las sustancias de partida empleadas) permanecen en el producto por lo menos parcialmente
(> 0 %), de manera preferida por lo menos en un 25 %, de manera especialmente preferida por lo menos en un 50 %
y de manera muy especialmente preferida por lo menos en un 75 %. Eventualmente, éstos permanecen en el
producto también totalmente (en el 100 %) o casi totalmente, es decir en > 95 % o en > 98 %. En este sentido, el
concepto de "base del caldo de fermentaciéon” significa que un producto contiene por lo menos una parte de los
componentes del caldo de fermentacion.

A continuacion, al caldo se le substrae agua con métodos conocidos, tales como p.ej. con ayuda de un evaporador
rotatorio, un evaporador de capa fina, un evaporador de pelicula descendente, mediante una ésmosis inversa o
mediante una nanofiltraciéon, o respectivamente el caldo es espesado o concentrado. Este caldo de fermentacion
aumentado de concentracion se puede elaborar seguidamente mediante unos métodos de liofilizacion, desecacion
por atomizacién, granulacién por atomizacion o mediante procedimientos de otros tipos, tal como, por ejemplo, en la
capa turbulenta circulante, tal como se ha descrito en el documento PCT/EP2004/006655, para dar unos productos
capaces de corrimiento, en particular para dar un polvo finamente dividido o de manera preferida un granulado de
granos gruesos. Eventualmente, el producto deseado se puede aislar a partir del granulado obtenido mediante
tamizado o separacion del polvo fino.

Asimismo, es posible secar el caldo de fermentacién directamente, es decir, sin ninguna concentracion previa,
mediante desecacion por atomizacion o granulacién por atomizacion.

Por el concepto de "capaz de corrimiento" se entienden unos polvos que salen sin obstaculos desde una serie de
recipientes de salida de vidrio, que tienen unos orificios de salida de diferentes tamarios, y por lo menos desde el
recipiente con el orificio de 5 mm (milimetros) (Klein: Seifen, Ole, Fette, Wachse (Jabones, aceites, grasas, ceras),
94, 12 (1968)).

Por el concepto de "finamente dividido" se entiende un polvo con una proporcion predominante (> 50 %) de un
tamafio de granos con unos diametros de 20 a 200 pm.
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Por el concepto de "de granos gruesos" se entiende un producto con una proporcion predominante (> 50 %) de un
tamafio de granos con unos diametros de 200 a 2.000 pym.

La determinacion de los tamafios de los granos se puede llevar a cabo con unos métodos de espectrometria por
difraccion de rayos laser. Los correspondientes métodos se describen en el libro de texto "TeilchengroRenmessung
in der Laborpraxis" [Medicion del tamario de particulas en la practica de laboratorio] de R. H. Miller y R. Schuhmann,
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart (1996) o en el libro de texto "Introduction to Particle Technology”
[Introduccion a la tecnologia de particulas] de M. Rhodes, editorial Wiley & Sons (1998)).

El polvo capaz de corrimiento, finamente dividido, puede ser transformado, a su vez, mediante unos apropiados
procedimientos de compactacion o de granulacién, en un producto de granos gruesos, bien capaz de corrimiento,
almacenable y ampliamente exento de polvo.

El concepto de "exento de polvo" significa, que el producto contiene solamente unas pequefias proporciones (< 5 %)
de unos tamafios de granos con unos diametros por debajo de 100 pm.

El concepto de "almacenable”, dentro del sentido de este invento, significa que un producto se puede almacenar
durante por lo menos un (1) afio o mas tiempo, de manera preferida por lo menos durante 1,5 afios o mas tiempo, de
manera especialmente preferida durante dos (2) afios o mas tiempo, en un entorno seco y frio, sin que aparezca una
pérdida esencial (< 5 %) del respectivo aminoacido.

Otro objeto del invento es, de modo correspondiente, un procedimiento para la produccion de un producto que
contiene un L-aminoacido, de manera preferida la L-lisina o el L-triptéfano, de manera preferida un aditivo para
piensos de animales, a partir de unos caldos de fermentacién, que esta caracterizado por las etapas de

a) cultivacion y fermentaciéon de una bacteria corineforme que segrega un L-aminoacido conforme al invento,
que contiene por lo menos un alelo de mqo, que codifica un polipéptido con una actividad de malato-
quinona oxidorreductasa, que comprende una secuencia de aminoacidos, en la que esta contenida
L-fenilalanina en la posicién 111 o en la posicion comparable, y estando contenida eventualmente L-serina
en la posicion 201 o en la posicidon comparable, en un medio de fermentacion,

b) eliminacion de la biomasa que se ha formado durante la fermentacion, en una proporcion de 0 a 100 % en
peso, y
c) desecacion del caldo de fermentacion que se ha obtenido de acuerdo con a) y/o b), con el fin de obtener el

producto en la deseada forma de polvo o granulado,

afiadiéndose eventualmente antes de la etapa b) o ¢) un acido escogido entre el conjunto que se compone de acido
sulfurico, acido fosférico o acido clorhidrico.

De manera preferida, a continuacion de la etapa a) o b) se elimina agua a partir del caldo de fermentacién que
contiene el L-aminoacido (proceso de aumento de concentracion).

Al realizar la granulacién o compactacion, es ventajoso el empleo de unas usuales sustancias auxiliares organicas o
inorganicas, o respectivamente de unos vehiculos tales como almidones, gelatinas, derivados de celulosas o
sustancias similares, tales como las que encuentran utilizacion usualmente en la elaboraciéon de alimentos o de
piensos como agentes aglutinantes, gelificantes o espesantes, o de otras sustancias tales como por ejemplo acidos
silicicos, silicatos (documento EP0743016A) y estearatos.

Ademas, es ventajoso proveer de aceites a la superficie de los granulados obtenidos, tal como se ha descrito en el
documento WO 04/054381. Como aceites se pueden utilizar aceites minerales, aceites vegetales o unas mezclas de
aceites vegetales. Unos ejemplos de tales aceites son aceite de soja, aceite de oliva, y unas mezclas de aceite de
soja y de lecitina. De igual manera, también se adecuan unos aceites de siliconas, unos poli(etilenglicoles) o una
hidroxietil-celulosa. Mediante el tratamiento de las superficies con los aceites mencionados se consiguen una
resistencia aumentada a la abrasion del producto y una disminucién de la proporcién de polvo fino. El contenido de
aceite en el producto es de 0,02 a 2,0 % en peso, de manera preferida de 0,02 a 1,0 % en peso, y de manera muy
especialmente preferida de 0,2 a 1,0 % en peso, referido a la cantidad total del aditivo para piensos.

Se prefieren unos productos con una proporcion de = 97 % en peso de un tamafio de granos con unos diametros de
100 a 1.800 uym o con una proporcion de = 95 % en peso de un tamafio de granos con unos diametros de 300 a
1.800 ym. La proporciéon de polvo fino, es decir de particulas con un tamafio de granos < 100 um, se sitia de
manera preferida en > 0 a 1 % en peso, - de manera especialmente preferida en como maximo 0,5 % en peso.

Alternativamente, el producto se puede extender sin embargo también sobre un material de vehiculo organico o
inorganico, conocido en la elaboracion de piensos, tal como, por ejemplo, acidos silicicos, silicatos, materiales
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molidos, salvados, harinas, almidones, azlicares u otros, y/o se puede mezclar y estabilizar con unos usuales
agentes espesantes o aglutinantes. Unos correspondientes ejemplos de usos y procedimientos para ello se
describen en la bibliografia (Die Mihle + Mischfuttertechnik (El molino + la técnica de piensos mixtos) 132 (1995) 49,
pagina 817).

Finalmente, el producto se puede llevar a un estado, en el que él sea estable frente a la digestion por estbmagos de
animales, en particular por el estbmago de rumiantes, también mediante unos procedimientos de revestimiento (en
inglés "coating") con unos agentes formadores de peliculas, tales como por ejemplo carbonatos metalicos, acidos
silicicos, silicatos, alginatos, estearatos, almidones, gomas y éteres de celulosa, tal como se ha descrito en el
documento de patente alemana DE-C-4100920.

Para el ajuste de una deseada concentracién de aminoacidos en el producto, segun sea el requisito, el respectivo
aminoacido se puede afadir durante el proceso en forma de un concentrado o eventualmente de una sustancia
ampliamente pura o respectivamente de una de sus sales en una forma liquida o sélida. Estos/as se pueden afiadir
individualmente o como unas mezclas al caldo de fermentacién que se ha obtenido o que ha sido aumentado de
concentracion, o también durante el proceso de desecacion o granulacion.

En el caso de la lisina, al realizar la produccién de unos productos que contienen lisina, la relacién de los iones se
ajusta de manera preferida de tal modo que se establezca la relacién de los iones, de un modo correspondiente a la
siguiente formula,

2%[S04°7]+[C17] = [mﬁm;~ [Na*] -{K*]-2x[Mg*]-2x [Ca®"]/ [;.-_L'ys] :

de 0,68 a 0,95, de manera preferida de 0,68 a 0,90, tal como ha sido descrito por Kushiki y colaboradores en el
documento US 20030152633.

En el caso de la lisina, el producto sélido constituido sobre la base del caldo de fermentacién, producido de esta
manera, tiene un contenido de lisina (como la base de lisina) de 10 % en peso a 70 % en peso o de 20 % en peso a
70 % en peso, de manera preferida de 30 % en peso a 70 % en peso y de manera muy especialmente preferida de
40 % en peso a 70 % en peso, referido a la masa seca del producto. Asimismo, son posibles unos contenidos
maximos de la base de lisina de 71 % en peso, 72 % en peso o 73 % en peso.

En el caso de un aminoacido eléctricamente neutro, tal como el L-triptéfano, el producto sélido constituido sobre la
base del caldo de fermentacién, producido de esta manera, tiene un contenido del aminoacido de por lo menos 5 %
en peso, 10 % en peso, 20 % en peso, 30 % en peso, y como maximo de 50 % en peso, 60 % en peso, 70 % en
peso, 80 % en peso, 90 % en peso o hasta de 95 % en peso.

El contenido de agua del producto sélido es hasta de 5 % en peso, de manera preferida hasta de 4 % en peso, y de
manera especialmente preferida de menos que 3 % en peso.

Por lo tanto, un objeto del invento es también un aditivo para piensos, que contiene L-lisina, constituido sobre la
base de un caldo de fermentacion, que tiene las siguientes caracteristicas

a) un contenido de lisina (como la base) de desde por lo menos 10 % en peso hasta como maximo
73 % en peso,

b) un contenido de agua de a lo sumo 5 % en peso, y
c) un contenido de biomasa correspondiente a por lo menos un 0,1 % de la biomasa contenida en el
caldo de fermentacion, siendo formada la biomasa eventualmente desactivada a partir de bacterias

corineformes conformes al invento.

Por lo demas, es un objeto del invento un aditivo para piensos, que contiene L-triptéfano, constituido sobre la base
de un caldo de fermentacion, que tiene las siguientes caracteristicas

a) un contenido de triptéfano de desde por lo menos 5 % en peso hasta como maximo 95 % en peso,
b) un contenido de agua de a lo sumo 5 % en peso, y
c) un contenido de biomasa correspondiente a por lo menos un 0,1 % de la biomasa contenida en el

caldo de fermentacion, siendo formada la biomasa eventualmente desactivada a partir de bacterias
corineformes conformes al invento.
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Un mutante de Corynebacterium glutamicum con la denominacion DM1797, que contiene el intercambio de
aminoacidos lysC T311l en la aspartato cinasa, fue depositado el 28 de octubre de 2004 en la Deutsche Sammlung
fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Alemania) como DSM 16833.

El mutante de Corynebacterium glutamicum DM1808 conforme al invento, que contiene L-fenilalanina en la posicion
111 de la secuencia de aminoacidos del polipéptido Mqo, se depositd el 24 de noviembre de 2004 en la Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Alemania) como DSM 16937.

Ejemplos

Ejemplo 1

Mutagénesis de la cepa DM1797 que produce L-lisina

La cepa DM1797 de Corynebacterium glutamicum se empleé como cepa de partida para la mutagénesis con N-
metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). La cepa DM1797 es un mutante de Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 resistente a la aminoetilcisteina y se ha depositado bajo la denominacién DSM16833 en la Deutsche
Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Alemania).

La cepa DM1797 se cultivd en 10 ml del caldo LB-Bouillon (de Merck, Darmstadt, Alemania), que estaban
contenidos en un matraz Erlenmeyer con una capacidad de 100 ml, durante 24 horas, a 33°C y 200 rpm
(revoluciones por minuto), en un aparato sacudidor rotatorio del tipo Certomat BS-1 (de B. Braun Biotech
International, Melsungen, Alemania). A continuacion, el cultivo se separ6 por centrifugacion, el sedimento se volvié a
suspender en 10 ml de una solucién al 0,9 % de NaCl, la suspensién obtenida se separé de nuevo por centrifugacion
y el sedimento obtenido se recogié en 10 ml de una solucion al 0,9 % de NaCl. 5 ml de esta suspensién de células
se trataron con 400 pg/ml de MNNG durante 15 minutos a 30°C y 200 rpm en un aparato sacudidor (véase mas
arriba). A continuacion, la tanda de mutagénesis se separd por centrifugacion y el sedimento se recogié en 10 ml de
tiosulfato de Na al 2 % en un tampén de NaCl al 0,9 % (pH = 6,0). La suspension de células se diluyo a continuacion
en las relaciones de 1:1.000, 1:10.000 y 1:100.000 con una solucién al 0,9 % de NaCl, y unos partes alicuotas se
sembraron en placas sobre un agar de corazén y cerebro (de Merck, Darmstadt, Alemania). De esta manera se
aislaron aproximadamente 2.500 mutantes.

Ejemplo 2

Ensayo de rendimiento de los mutantes de la cepa DM1797

Los mutantes obtenidos en el Ejemplo 1 se cultivaron en un medio nutritivo adecuado para la produccion de lisina y
se determiné el contenido de lisina en el material sobrenadante del cultivo.

Para esto, los clones se multiplicaron primeramente sobre placas de un agar de corazén y cerebro (de Merck,
Darmstadt, Alemania) durante 24 horas a 33°C. Partiendo de estos cultivos en placas de agar, se inocul6 en cada
caso un cultivo previo (10 ml del medio en un matraz Erlenmeyer con una capacidad de 100 ml). Como medio para
el cultivo previo se utilizd el medio MM. El cultivo previo se incubd durante 24 horas a 33°C y 240 rpm en un aparato
sacudidor. A partir de este cultivo previo se inoculd un cultivo principal, de tal manera que la DO (densidad 6ptica)
inicial (a 660 nm) del cultivo principal fue de 0,1 DO. Para el cultivo principal se utilizé asimismo el medio MM.

Medio MM

CSL 54l
MOPS 20 g/l
glucosa (autoclavada por separado) 50 g/l
Sales:

(NH4)2804) 25 g/l
KH2PO4 0,149/
MgSO, * 7 H,O 1,0 g/l
CaClz * 2 H,O 10 mg/l
FeSO4 * 7 H,O 10 mg/l
MnSQO4 * H,O 5,0 mg/l
biotina (filtrada en condiciones estériles) 0,3 mg/l
tiamina * HCI (filtrada en condiciones estériles) 0,2 mgl/l
CaCOs3 25 g/l
El CSL (acronimo de Corn Steep Liquor = liquido de maceracion de maiz), el MOPS (acido

morfolinopropanosulfonico) y la solucién salina se ajustaron a un pH de 7 con agua amoniacal y se autoclavaron. A
continuacion se afadieron las soluciones estériles de substrato y de vitaminas asi como el CaCO3; autoclavado seco.
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La cultivacion se efectud en unos volimenes de 10 ml, que estaban contenidos en matraces Erlenmeyer, con una
capacidad de 100 ml, provistos de obstaculos. La temperatura fue de 33°C, el nimero de revoluciones fue de 250
rpm y la humedad del aire fue de 80 %.

Después de 48 horas se determiné la densidad o6ptica (DO) en el caso de una longitud de onda de medicién de 660
nm con el Biomek 1000 (de Beckmann Instruments GmbH, Miinchen). La cantidad de lisina formada se determino
con un analizador de aminoacidos BioTronik de la entidad Eppendorf (Hamburg, Alemania) mediante una
cromatografia con intercambio de iones y una derivatizacion posterior en la columna con deteccion por ninhidrina.
Un mutante, que se distinguia por una formacion aumentada de lisina, se design6 como DM1808.

Tabla 1
Cepa DO (660) Lisina-HCI (g/l)
DM1797 12,1 4,9
DM1808 12,0 5,3

Ejemplo 3

Secuenciacion del gen mgo del mutante DM1808

A partir del clon DM1808, con el método de Eikmanns y colaboradores (Microbiology 140: 1817 - 1828 (1994)) se
aislo un ADN cromosomal. Con ayuda de la reaccion en cadena de la polimerasa se amplificé un fragmento de ADN,
que lleva el gen mqgo. Para esto se utilizaron los siguientes oligonucleé6tidos como cebadores:

mgo-A1 (SEQ ID NO: 13):
5% ggtgaaacttccgcgatact 3°

mgo-E1 (SEQ ID NO: 14):
5° gtgtcgccta aatcacactg 3°

Los cebadores expuestos fueron sintetizados por la entidad MWG Biotech (Ebersberg, Alemania). Ellos hacen
posible la amplificacion de un fragmento de ADN con una longitud de aproximadamente 2 kb (kilobases), que lleva el
gen mgo. El cebador mgo-A1 se fija a la region que corresponde a las posiciones 22 hasta 41 de la cadena
complementaria con respecto a la SEQ ID NO: 3. El cebador mqo-E1 se fija a la region que corresponde a las
posiciones 2.002 hasta 1.983 de la cadena de acuerdo con la SEQ ID NO: 3.

La reaccion de PCR se llevé a cabo con la polimerasa de ADN Phusion High Fidelity (de New England Biolabs,
Francfort, Alemania). La tanda de reaccion se formuld segun los datos del fabricante y contenia, en el caso de un
volumen total de 50 pl, 10 pl del tampdn 5 x Phusion HF suministrado conjuntamente, desoxinucledsido-trifosfatos en
una concentracion de en cada caso 200 uM, unos cebadores en una concentracion de 0,5 uM, aproximadamente
50 ng de ADN de molde y 2 unidades de la polimerasa Phusion. Mediante una adicion de H.O se ajusto el volumen a
50 pl.

La tanda de PCR se sometié en primer lugar a una desnaturalizacion introductoria a 98°C durante 30 segundos.
Después de esto, repitiéndose 35x (veces), siguieron una etapa de desnaturalizacion a 98°C durante 20 segundos,
una etapa para la fijacion del cebador al ADN dispuesto previamente a 60°C durante 20 segundos y la etapa de
extension para la prolongacion del cebador a 72°C durante 60 segundos. Después de la etapa final de extension
durante 5 minutos a 72°C, la tanda de PCR se someti6 a una electroforesis en gel de agarosa (agarosa al 0,8 %). Un
fragmento de ADN con una longitud de aproximadamente 2 kb se identifico, se aisld a partir del gel y se purificd
mediando utilizacion del estuche QlAquick Gel Extraction Kit de la entidad Qiagen (Hilden, Alemania).

La secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN amplificado o respectivamente del producto de la PCR fue
determinada por la entidad Agowa (Berlin, Alemania). La secuencia obtenida de la region codificadora del alelo de
mqo se representa en la SEQ ID NO: 5. La secuencia de aminoacidos, que se establece con ayuda del programa
Patentin, se representa en la SEQ ID NO: 6.

La secuencia de nucleétidos de la region codificadora del alelo de mgo del mutante DM1808 contiene en la posicion
332 la nucleobase timina (véase la SEQ ID NO: 5). El gen del tipo silvestre (véase la SEQ ID NO: 1) contiene en esta
posicion la nucleobase citosina. Esta transicion de citosina a timina conduce a un intercambio de aminoacidos de
serina por fenilalanina en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos resultante. Esta mutacién se designa a
continuacién como mgqoS111F.
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Ejemplo 4

Construccién del vector de intercambio pk18mobsacB_mqoS111F

Con ayuda de la reaccion en cadena de la polimerasa se amplificé una parte de la region codificadora, es decir un
denominado fragmento interno o respectivamente una denominada region interna, del alelo de mqo, que contiene la
mutacion mqoS111F. Como molde se utilizd el ADN cromosomal obtenido en el Ejemplo 3. Se escogieron los
siguientes oligonucleétidos como cebadores para la PCR:

mgo-intl-bam (SEQ ID NO: 27):
5' ctag-ggatcc-ccgaagaacgcaccgaggat 3°

mgo-int2-bam (SEQ ID NO: 28):

5° ctag-ggatcc-ggcggatggacttgaacagg 3°

Ellos fueron sintetizados por la entidad MWG Biotech (Ebersberg, Alemania) y hacen posible la amplificaciéon de un
segmento de ADN de la regién codificadora con una longitud de aproximadamente 1,05 kb. Los nucleétidos 11 hasta
30 del cebador mqgo-int1-bam se fijan a la regiéon correspondiente a las posiciones 362 hasta 381 de la cadena
complementaria con respecto a la SEQ ID NO: 3. Las posiciones 362 y 381 de la SEQ ID NO:3 corresponden a las
posiciones 13 y 32 en la SEQ ID NO: 1. Los nucledtidos 11 hasta 30 del cebador mqo-int2-bam se fijan a la regién
correspondiente a las posiciones 1.385 hasta 1.366 de la cadena de acuerdo con la SEQ ID NO: 3. Las posiciones
1.385y 1.366 de la SEQ ID NO:3 corresponden a las posiciones 1.036 y 1.017 de la SEQ ID NO: 1. Ademas de ello,
los cebadores contienen las secuencias para los sitios de corte por la endonucleasa de restriccion BamHI, que se
han marcado mediante subrayado en la secuencia de nucledtidos arriba representada.

La reaccion de PCR se llevd a cabo con la polimerasa de ADN Phusion High-Fidelity (de New England Biolabs,
Francfort, Alemania). La tanda de reaccion tenia la composicion mas arriba descrita. La PCR se llevé a cabo tal
como se ha descrito mas arriba, con una excepcion: la etapa de extension a 72°C en la repeticion de 35 veces se
llevé a cabo en cada caso soélo durante 30 segundos.

El material amplificado con una longitud de aproximadamente 1,05 kb se tratdé con la endonucleasa de restriccion
BamH]I y se identificod mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %. A continuacion, él se aisl6 a partir
del gel y se purificd con el estuche QIAquick Gel Extraction Kit de la entidad Qiagen.

El fragmento de ADN purificado de esta manera contiene la mutacién mqoS111F descrita y posee unos extremos
compatibles con BamHI (fragmento mqoS111F o respectivamente "mqo" en la Figura 1). A continuacion, él fue
incorporado en el vector pK18mobsacB movilizable, descrito por Schafer y colaboradores (Gene 145, 69-73 (1994),
con el fin de hacer posible un intercambio de alelos o respectivamente de mutaciones. Para esto, el pK18mobsacB
fue digerido con la enzima de restriccion BamHI y los extremos fueron desfosforilados con una fosfatasa alcalina
(Alkaline Phosphatase, de Boehringer Mannheim, Alemania). El vector preparado previamente de esta manera se
mezclé con el fragmento mgqoS111F y la tanda se tratdé con el estuche Ready-To-Go T4 DNA Ligase Kit (de
Amersham-Pharmacia, Freiburg, Alemania).

A continuacion, la cepa de E. coli S17-1 (Simon y colaboradores, Bio/Technologie 1: 784-791, 1993) se transformé
con la tanda de ligacién (Hanahan, In. DNA cloning. A practical approach, tomo 1, IRL-Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York, 1989). La seleccion en cuanto a células portadoras del plasmido se efectud por siembra en placas de la
tanda de transformacion sobre un agar LB (Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22
edicioén, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989), que habia sido suplementado
con 25 mg/l de kanamicina.

El ADN de plasmido fue aislado a partir de un transformante con ayuda del estuche QlAprep Spin Miniprep Kit de la
entidad Qiagen y fue comprobado mediante una disociacion por restriccion, en cada caso una vez con la enzima
BamHI y una vez con la enzima EcoRI, y mediante una subsiguiente electroforesis en gel de agarosa. El plasmido
fue denominado pK18mobsacB_mqoS111F y se ha representado en la Figura 1.

Ejemplo 5

Incorporacion de la mutacién mqoS111F en la cepa DM1797

El vector pK18mobsacB_mqoS111F descrito en el Ejemplo 4 fue transferido por conjugacion a la cepa DM1797 de
C. glutamicum de acuerdo con el protocolo de Schafer y colaboradores (Journal of Microbiology 172: 1663-1666
(1990). El vector no se puede replicar de manera auténoma en DM1797 y permanece conservado en la célula
solamente cuando él se presenta integrado en el cromosoma como consecuencia de un suceso de recombinacion.
La selecciéon de transconjugantes, es decir de clones con el pK18mobsacB_mqoS111F integrado, se efectud
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mediante siembra en placas de la tanda de conjugacién sobre un agar LB, que habia sido suplementado con 25 mg/l
de kanamicina y 50 mg/l de acido nalidixico. Los transconjugantes resistentes frente a kanamicina fueron extendidos
como un frote a continuaciéon sobre placas de agar LB suplementadas con kanamicina (25 mg/l), y se incubaron
durante 24 horas a 33°C. Para realizar la seleccion de unos mutantes, en los que, como consecuencia de un
segundo suceso de recombinacioén, habia tenido lugar la escision del plasmido, los clones fueron cultivados durante
30 horas de un modo no selectivo en un medio LB liquido, a continuacién fueron extendidos como un frote sobre un
agar LB, que habia sido suplementado con sacarosa al 10 %, y fueron incubados durante 24 horas a 33°C.

El plasmido pK18mobsacB_mqoS111F, al igual que el plasmido de partida pK18mobsacB, junto al gen de
resistencia a kanamicina, contiene una copia del gen sacB que codifica la levano sucrasa procedente de Bacillus
subtilis. La expresion del gen sacB, inducible por sacarosa, conduce a la formacion de la levano sucrasa, que
cataliza la sintesis del producto levano, que es toxico para C. glutamicum. Sobre un agar LB suplementado con
sucrosa (= sacarosa) crecen por lo tanto so6lo aquellos clones, en los que el pK18mobsacB_mqoS111F integrado se
ha escindido como consecuencia de un segundo suceso de recombinacién. En dependencia de la localizacion del
segundo suceso de recombinacion en lo que respecta al sitio de la mutacion tiene lugar una escision del intercambio
de alelos o respectivamente de la incorporacién de la mutacion, o la copia original permanece en el cromosoma del
anfitrién.

A continuacién se busco un clon, en el que se habia efectuado el intercambio deseado, es decir la incorporacion de
la mutacién mqoS111F. Para esto, a partir de 10 clones con el fenotipo "crecimiento en presencia de sacarosa" y
"ausencia de crecimiento en presencia de kanamicina", se determiné la secuencia del gen mqgo. De esta manera se
identifico un clon, que lleva la mutacion mqoS111F. Esta cepa fue designada como C. glutamicum
DM1797_mqgoS111F.

Ejemplo 6

Comparacion del rendimiento de la cepa DM1797_mqgoS111F con la cepa de partida DM1797.

El ensayo de rendimiento se llevé a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo 2. La cepa DM1797_ mqoS111F
mostro, en comparacion con la cepa DM1797, una segregacion manifiestamente aumentada de lisina, similar a la de
la DM1808 (véase la Tabla 1).

Breve descripcion de la Figura:

Figura 1: Mapa del plasmido pK18mobsacB_mqoS111F

Las abreviaturas utilizadas y las denominaciones tienen los siguientes significados. En el caso de la indicacion de los

numeros de pares de bases se trata de unos valores aproximados, que se obtuvieron dentro del marco de la
reproducibilidad de las mediciones.

Kan: gen de resistencia a kanamicina

BamHl: sitio de corte de la enzima de restriccién EcoRI

EcoRlI: sitio de corte de la enzima de restriccién EcoRl

‘mqo”: fragmento de ADN clonado que contiene un segmento interno del alelo de mqoS111F
sacB: gen sacB

RP4-mob: region mob con el origen de la replicacion para la transferencia (oriT)

oriV: origen de la replicaciéon V
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gta
val

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile
225

gca
Ala

cgc
ATrg

tcc
Ser

gtt
val
305

ttt
Phe

tac
Tyr

ctt
Leu

gaa
Glu

atg
Met
385

cgt
Arg

cca
Pro

gag

ca
213

acc
Thr

tat
Tyr
210

gt
Va

aac
Asn

agc
Ser

n]f=
—o
]

gcc
Ala
290

cct
Pro

ctg
Leu

gtt
val
370

cCa
Pro

gtt
val

ctc
Leu

aag
Lys

atc
Ile

aag
195
&y

acc
Thr

ttec
Phe

gca
Ala

ctg
Leu
275

aag
Lys

cac
H1s

cct
Pro

cag
Gln

790

838

886

934

082

1030

1078

1126

1174

1222

1270

1318

1366

1414

l4e2

1510

1558



gtt
val

acc
Thr
420

ct
213

gag
Glu

gac
Asp

ttt
Phe

gcc
Ala
500

ttcacctgcg gagacaatct ccgccttcat gggttggaac tgacacagtt gaaggcatgt
cgggtgcttt gcgtattctt tgccagtgtg

att
Ile
405

acc
Thr

tcc
ser

cgt
Arg

atg
Met

gag
Glu
485

aag
Lys

ttg
Leu

CcCct
Pro

tgc
Cys

atc
Ile
470

cag
Gln

cct
Pro

atc
Ile

&ty

ttc
Phe
455

cct
Pro

cag
Gln

ca
g1a

aac
ASn

gca
Ala
440

efy

tcc
ser

tag
Trp

&ty

aac
Asn
425

TCC
Ser

gac
Asp

tac
TYyr

ca
213

ttc
Phe
410

tcc
Ser

atc
Ile

cgc
Arg

oty

cgc
AT
49
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cct
Pro

aag
LYS
475

acc
Thr

aag
LyS

&ty

cct
Pro

atc
Ile
460

aag
Lys

cag
GlIn

tte

Phe

acc
Thr

tcc
Ser
445

a
a8

ctt
Leu

aag
LyS

atc
Ile
430

gca
Ala

tag
Trp

ct
g1a

acc
Thr

tce
ser
415

gcc
Ala

atg
Met

efy

tCcc
ser

ctg
Leu
495

taaatcttct aactgctttc tttaaagcac ccgcacatgt

<210> 4

<211> 500
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 4

1

val

Leu

Asp

Gly

65

Lys

Ser

Pro

val

Arg

Gly

50

His

val

Arg

LysS

Leu

Gln

35

Pro

ser

Glu

GIn

Glu

Ile

20

Leu

ala

Ala

Ile

Phe

100

Phe

Met Ser Asp Ser l;I‘O

Gly

Glu

GlIn

Leu

Ala

85

Trp

Ile

Lys
Ala
Pro
Glu
5t
Lys
Ser

Asn

Asn

Gly

Ser

Ser

55

Glu

Ala

His

Pro

Ala

Ile

Trp

40

ser

Leu

val

Leu

val

atttaggcga cac

Pro

Met

Thr

Ser

Asn

Gly

val

10

90

Glu

105

Pro His

33

Arg

Ser

Gln

Pro

Tyr

Ile

Ile

Ser

Trp

Thr

75

Asn

Glu

val

Ile val

60

ser

Thr

Thr

AsSn

Pro

Glu

Gly

ctg
Leu

&ty

atc
Ile

gac
Asp

gag
Glu
480

aag
LyS

gaa

ttg
Leu

gag
Glu

aag
Lys
465
cca
Pro

ctt
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu

ctg
Leu
450

ctg
Leu

gca

d
5

ctgttgaggt

Phe
45

AsSp

Leu

Asn

Glu

Lys

val

Phe

30

Glu
¢1y
Glu
Ala
val
Phe

Leu

95

110

Gly

&ty

&ty
435

ctt
Leu

aag
Lys

ctg
Leu

Ala Asp

Ala Met

Arg Leu

Gly Thr

Lys Gly

80

GIn val

ser Asp

Gln Gly

1606

1654

1702

1750

1798

1846

1899

1959
2002



Ala

His

Thr

val

GlIn

Arg

Arg

ser

Ala

val

305

Phe

Tyr

Leu

Glu

Met
385

As

13

Pro
Glu
Ala
Thr
Tyr
210
val
Asn
ser
Gly
Ala
290
Pro
Gly
Leu
Gly
val

370

Pro

115

Gln
Leu
Lys
Ile
it
Gly
Thr
Phe
Ala
Leu
275
Lys
His
Pro
ASp
4

Leu

Glu

val

Phe

Leu

Ser

180

GIn

His

val

val

Gl

26

Trp

val

Leu

TYTr

Leu

340

Ala

Lys

Ala

Ala

Gln

Pro

165

Trp

TYr

Glu

Lys

Phe

245

Ile

Leu

Tyr

Asp

Ala

Asp

Gln

Tyr

Gl

15

Leu

Ile

Leu

val

Asn

230

val

Pro

Arg

Gly

Thr

310

Gly

Lys

GIn

Gln

ASn
390

Ile
Met
Met
Asp
Asp
GE
val
Gly
GIn
Cys
285
Arg
Trp
Ser
Glu

ASp

Gly
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120

Lys

Thr

Ala

Glu

Ala

200

ser

Ala

val

Thr

280

Ala

val

Thr

Ile

Phe

360

Lys

Asp

Ala

Tyr

LysS

Gl

18

Ala

Ile

Thr

Gly

Lys

Asn

ser

Ile

Pro

Ar

34

ASp

Arg

Trp

Arg

Ala

Glu
Lys
Gly
Gl
25
Gly
Glu
val
Glu
Lys
3§U
Pro
Leu

Met

Glu

34

Tyr

Asp

Arg

Asp

val

Ala

TY

Phe

Glu

Gly

Gly

Phe

Asp

Thr

Asp

Thr
395

Glu

140

Asp

AsSp

Ile

Glu

220

Thr

Ala

Ala

Leu

Ala

300

Glu

Leu

Asn

Lys

125

Ala
Glu
Phe

Asn

Lys
Leu
Gly
Ile
Pro
Lys
Lys
Ile
365
Leu

val

Leu

Ala

ser

TV

130

Thr

Ala

Thr

ASp

Phe

270

Glu

Pro

Gly

Glu

Pro

Leu

Arg

Ala

Lys

Thr

Gly

Glu

Lys

Ile

Leu

255

Pro

Gln

Met

Leu

Gly

Ser

val

Glu

Gly

Asp

Phe

160

Pro

Ala

Ile

Trp

val

His

ser

Leu

320

Ser

Thr

Tyr

Gln
400
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15

Arg
Glu
Leu
Glu

a3

Pro

val

Phe

Leu

Leu

450

Leu

Ala

Leu Glu

<210>5

<211> 1503
<212> ADN

Gln val

Gly Thr

420

Gly Ala

Leu Glu

Lys Asp

Leu Phe

Glu Ala

Ile

Thr

Ser

Arg

Met

Glu
485

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1500)
<223> alelo de mqgo

<220>

<221> mutacién

<222> (332)..(332)

LyS

Leu

Pro

Cys

ES 2500 365 T3

Pro

Ile

Gly

Phe

Ala Gly Phe

410

Asn Asn Ser

425

Ala ser Ile

440

455

Pro

Gln

<223> transicion: intercambio de citosina por timina

<400>

atg
Met
1

gta
val

ctg
Leu

gat
Asp

Q?C
&5

aag
LyS

5

tca
Ser

tt
3a1

cgt
Arg

g?a
50"

cac
His

gtt
val

gat
Asp

ctc
Leu

cag
Gln
35

cCg
Pro

tct
ser

tcC ccg
Ser gro

att t
Ile g?y
20

ctg gag
Leu Glu

gca caa
Ala GlIn

gct cta
Ala Leu

att gcc
Ile Ala

aag
Lys

gcc
Ala

aac
Asn

ety

agc
ser

tcg
Ser
55

gag
Glu

gct
Ala

gca
Ala

atc
Ile

120
40

tcc
Ser

ctg
Leu

gta
val

ccg
Pro

atg
Met
25

act
Thr

tcc
ser

aac
Asn

&ty

Gly Asp Arg

ser Tyr Gly

agg att
Arg Ile
10

agc tcc
ser Ser

cag atc
Gln Ile

ccg tgg
Pro Trp

tac acc
Tyr Thr
75

atc aac
ITe Asn

35

acc
Thr

acg
Thr

aac
Asn
60

cca
Pro

Glu

Pro
Glu
Ala
Met

a%s

Trp Ala Arg Thr
490

gat
ASp

ctg
Leu

ttc
Phe
45

aat
AsSn

aag
LysS

LYS

Gly

Pro

Ile

460

LyS

Gln

gag
Glu

ttC
Phe

Phe
Thr

5er
445

Glu
Leu

LyS

gca
Ala
15

ca
21a

cgt
Arg

ety

aag
Lys

GIn

Gly
Ile
ala
Trp
Ala

Thr

gat
ASp

ttg
Leu

acc
Thr

gac
v

gtt
val

Ser

415

Ala

Met

Gly

s5er

Leu
495

Leu

Gly

Ile

Asp

Glu
480

Lys

48

96

144

192

240

288



tcc
ser

cct
Pro

gca
Ala

cac
His
145

acc
Thr

gta
val

G1n

cgc
Arg

atc
Ile
225

gca
Ala

cgc
Arg

tcc
s5er

gca
Ala

gtt
val
305

Tttt
Phe

tac
Tyr

ctt
Leu

cgt
Arg

aag
LysS

gat
AS
13

cca
Pro

gca
Ala

acc
Thr

tat
Tyr
210

gt
va

aac
Asn

agc
ser

cag
Gln

gaa
Glu
115

cag
Gln

ctc
Leu

aag
Lys

atc
Ile

Lys
5
LT
ety

acc
Thr

ttc
Phe

gca
Ala

ctg
Leu
275

aag
Lys

cac
His

-CCt

Pro

gac

tt
3a1

ttc
Phe
100

ttc
Phe

gtt
val

ttc
Phe

ctg
Leu

tct
ser
180

cag
GIn

cac
His

tc
3&1

gt
va

Q?C
260

tgg
Trp

gta
val

ctt
Leu

tac
TYr

ctg
Leu
340

ct
21&\

85

tag
Trp

atc
Ile

gca
Ala

cag
Gin

cct
Pro
165

tag
Trp

tac
Tyr

gaa
Glu

aag
LYys

ttc
Phe
245

ate
Ile

ctt
Leu

tat
Tyr

gac
Asp

g?t
Gly
325
ttc
Phe

gct
Ala

tCct
ser

aac
Asn

tac
Tyr

ety
15

ttg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu

gtc
val

aac
Asn
230

tc
gal

cca
Pro

cgt
Arg

acc
Thr
310

oty

aag
Lys

cag
Gln

cac
His

cCct
Pro

atc
Ile
135

atg
Met

atg
Met

gat
Asp

aag
Lys
215

ta
‘?‘a‘l

tgc
cys

aag
LYS
295

cgc
ATg

tgg
Trp

tcc
Ser

gaa
Glu
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ctc
Leu

gtt
val
120

aag
LyS

acc
Thr

gca
Ala

gca
Ala
200

agc
ser

cac
H1s

gca
Ala

tcC
gaT

acc
Thr
280

gca
Ala

gtt
val

acc
Thr

atc
Ile

Tttt
Phe

gtt
val
105

cct
Pro

gct
Ala

tac
Tyr

aag
Lys

ggc
G
18%
ct
g'la

atc
Ile

act
Thr

&ty

aag
LyS
265
aac
Asn

tct
ser

atc
Ile

cct
Pro

cgc
Ar
34

gat
Asp

90

[

aa ga
g1u 213

cac
His

cgc
ATg

Ala

ggc
178

acc
Thr

Glu

aag
Lys

&y
gga
358
&y
Glu

gtt
val

aag
Lys
3§U
cca
Pro

ctg
Leu

36

gta
val

tac
TYr

gac
As
15

cgt
Arg

gac
Asp

gac
Asp
235

tac
Tyr

ttc
Phe

gac
AsSp

acc
Thr

&y

tct
Ser

gaa
Glu
140
gat
Asp

gac
ASp

atc
Ile

gaa
Glu
gat
AS

22

acc
Thr

gca
Ala

gct
Ala

ctg
Leu
gct
300
gaa
Glu

ttg
Leu

daac
Asn

aag
Lys

gt
va

ttcC
Phe
125

ct
213

ttc
Phe

aac
Asn

&y
205

aty

aag
LyS

ctg
Leu

atc
Ile
285

cct
Pro

aag
Lys

aag
LyS

att
Ile

tac
TYr

ctg
Leu
110

ey

ttg
Leu

gct
Ala

tct
ser

tac
Tyr
190

act
Thr

gca
Ala

acc
Thr

gat
ASp

tte
Phe
270

gag
Glu

cca
Pro

cct
Pro
350

ctt
Leu

95

ttt
Phe

cag
GIn

aag
Lys

acc
Thr

gat
ASp
175

&

gaa
Glu

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu
255

cca
Pro

cag
Gln

atg
Met

ctg
Leu

Q.filc
33%

tccC
ser

gtc
val

gat
Asp

ttc
Phe
160

cca
Pro

gct

atc
Ile

tgg
Trp
aag
Lys
240
ctt
Leu

gta
val

cac
His

tct
ser

ctc
Leu
320

tcc
Ser

tac
Tyr

act
Thr

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



gaa
Glu

atg
Met
385

cgt
ATg

cca
Pro

ctt
Leu

<210>
<211>
<212>

gtt
370

cca
Pro

gtt
val

ttc
Phe

ctc
Leu

ctg
Leu
450

ctg
Leu

ca
213

gag
Glu

6
500
PRT

355
ctc
Leu

gag
Glu

cag
Gln

&ty

&y
435

ctt
Leu

aag
Lys

ctg
Leu

aag
LYS

ttt
Phe

gcc
500

gac
ASp

caa
Gln

att
Ile
405

acc
Thr

tce
ser

cgt
Arg

atg
Met

gag
Glu
485

taa

cag
Gln

aac
Asn
390

aag
LyS

ttg
Leu

cct
Pro

tgc
Cys

atc
Ile
470

cag
Gln

<213> Corynebacterium glutamicum

<400>

6

gac
As
37

&ty

cct
Pro

atc
Ile

aly

ttc
Phe
455

cct
Pro

ca
cin

Tet Ser Asp Ser Pro Lys
3

val

Leu

Asp

Gly

65

LYS

val Leu
Arg Gln
35

Gly Pro

50

His Ser

val Glu

20

Ile Gly

Leu Glu

Ala GIn

Ala Leu

Ile Ala

85

Ala

Pro

Glu

5§

Lys
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360
aag
Lys

gat
AsSp

gca
Ala

aac
AsSn

gca
Ala
440

&y

tcc
ser

tgg
Trp

AsSn
Gly
ser
Ser
55

Glu

Ala

cgt
Arg

tgaqg
Trp

iy

aac
Asn
425

tcc
Ser

Ala
Ile
Trp
40

ser

Leu

val

atg
Met

gag
Glu

ttc
Phe
410

tcc
Ser

atc
Ile

cgc
Arg

&y

AfQ
498

Pro
Met
25

Thr
Ser

Asn

Gly

37

gat
ASp

acc
Thr
395

cct
Pro

gaa
Glu

ca
g1a

atg
Met

aag
LysS
475

acc
Thr

gct
380
atc
Ile

aag
Lys

&ty

cCct
Pro

atc
Ile
460

aag
LysS

ca
cin

Arg 11

10

ser Se

Gln 11

Pro

Tyr Th

Ile

90

75

Trp

Asn

365

ctt
Leu

gtt
val

ttc
Phe

acc
Thr

tcc
ser
445

gag
Glu

ctt
Leu

aag
Lys

e Thr

r Thr

e val

AsSn

cgc
Arg

gcc
Ala

&y

atc
Ile
430

ca
g]a

tag
Trp

ct
E1a

acc
Thr

tcc
Ser
415

gce
Ala

tcc
ser

ctg
Leu
495

Asp

Leu

Phe

45

60

r Pro

Glu

AsSn

Glu

Lys

tac
TYr

cag
Gin
400

ctg
Leu

&ty

atc
Ile

gac
Asp

gag
480

aag
Lys

Glu
Gly
30

Glu
Ala

val

Phe

Ala

15

Ala

Arg

Gly

Lys

Gln
95

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1503

ASp

Met

Leu

Thr

Gly

80

val



ser

Pro

Ala

His

Thr

val

GIn

Arg

Ile

Ala

Arg

Ser

Ala

val
305

Phe

Tyr

Leu

Arg

Lys

AS

13

Pro

Glu

Ala

Thr

Asn

ser

Gly

Gly

Leu

GIn
Glu
115
Gln
Leu
Lys
Ile
LysS
155
Gly
Thr
Phe
Ala
Leu
275

Lys

His

Pro
Asp

val
355

Phe

100

Phe

val

Phe

Leu

Ser

180

Gln

His

val

val

Gl

26

Trp

val

Leu

TYF

Leu
340

Ala

Trp

Ile

Ala

Gln

Pro

165

Trp

Tyr

Glu

Lys

Phe

245

Ile

Leu

Tyr

Asp

W&y

P =l
(¥

Phe

Ala

Ser

Asn

Tyr

G1

15

Leu

Ile

Leu

val

AsSn

230

val

Pro

Arg

Gly

Thr
310

LyS

GIn
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His

Pro

Met
Met
Asp
ASp
Bt
val
Gly
Gln
Cys
Lys

Arg

Trp
ser

Glu

Leu

val

120

Lys

Thr

Ala

Glu

Ala

200

Ser

His

Ala

val

Thr

280

Ala

val

Thr

Ile

Phe
360

val
105
Pro
Ala

TYr

LysS

Ile

Thr

Gly

Ser

Ile

Pro

Arg
345

Asp

38

Glu
His
Arg
Ala
Gl

17

Thr
Glu

LysS

Gly

Glu
val
Glu
LysS
3§ﬂ
Pro

Leu

Glu

val

Tyr

Arg

AsSp

val

Ala

Phe

Glu

Gly

Gl
31

Phe

AsSp

Thr

Gly

ser

Glu

140

ASp

AsSp

Ile

Glu

AS

22

Thr

Ala

Ala

Leu

Ala

300

Glu

Leu

Asn

Lys

val

Phe

125

Ala

Glu

Phe

Asn

Lys

Leu

Gly

Ile

285

Pro

Lys

Lys

Ile

Tyr
365

Leu

110

Gly

Leu

Ala

ser

TY>FR

190

Thr

Ala

Thr

Asp

Phe

270

Glu

Pro

Gly

Glu

Pro
350

Leu

Phe
GIn
Lys
Thr
AS

17

Gly
Glu
Lys
Ile
Leu
255
Pro
Gln
Met
Leu
Gl

33§
ser

val

Asp

Gly

AsSp

Phe

160

Pro

Ala

Ile

Trp

Lys

Leu

val

His

Ser

Leu
320

Ser

TYr

Thr
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15

Glu val

370

Met Pro
385

Arg val

Glu pPhe

Leu Leu

Glu Leu

450

ags

Pro Ala

Leu Glu

<210>7

<211> 1503
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1542)
<223> alelo de mqgo

<220>

<221> mutacion
<222> (331)..(331)
<223> transversion: intercambio de timina por guanina

<400>7

atg
Met
1

gta
val

ctg
Leu

gat
Asp

tca gat
ser Asp

gtt ctc
val Leu

cgt cag
Arg Gin
35

g?a ccg
Gly Pro
50

Leu

Glu

GIn

Gl
43

Leu

Lys

Leu

Glu

tcc
Ser

att
Ile
20

ctg
Leu

gca
Ala

Lys
Ala
val

Thr
420

Ala
Glu
Asp
Phe

Ala
500

ccg
Pro
5

&y

gag
Glu

caa
Gln

Asp
Gln

Ile
405

Thr
ser
Arg
Met

Glu
485

aag
Lys

gcc
Ala

cca
Pro

ga
&l

GIn

Asn

390

Lys

Leu

Pro

Cys

Ile

470

Gln
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Asp
375
Gly
Pro
Ile
Gly
Phe
455

Pro

Gln

Lys

Asp

aAla

Asn

Ala

Arg Met

Trp Glu

Gly Phe

410

Asn Ser
425

440

ser

Trp

aac gca ccqg

AsSn

agc
ser

tcg
ser
55

Ala

ate
Ile

tgg
Trp

40

tcc
Ser

Pro

atg
Met
25

act
Thr

tcc
ser

12
10

agc
ser

cag
Gln

ccg
Pro

39

ser Ile
Asp Arg
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2 258

Asp Ala
380

Thr Ile

395

Pro Lys

Glu Gly

Ala Pro

Met Ile

460

Lys Lys

475

Thr GIn

att acc gat

Ile Th
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tcc acg ctg
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atc gtc ttc
Ile val Phe
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tgg aac aat
Trp Asn Asn
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Leu
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Ala
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Ala
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Ala
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gat
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atg
Met
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Glu

Gly
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Gly
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Glu
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&ty

tct
Ser

gaa
Glu

ca
cin
gaa
115%
ca
cin

ctc
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ttc
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ctg
Leu
275
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cac
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cct
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att
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ttc
Phe
100

ttc
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tt
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ttc
Phe

ctg
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tct
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GIn

cac
His

gtc
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tgg
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ta
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ctt
Leu

tac
Tyr
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tgg
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tgg
Trp

tac
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aag
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Trp
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g c
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ttc
Phe

atc
Ile

tcc
Ser

tac
Tyr

cgc
Arg
345

gat
Asp

ctg
Leu

ctg
Leu
340

gct
Ala

aag
Lys

Tttt
Phe
360

gct

cag
Ala

gaa
Gln

ctt ggc gtt
? Glu

Leu Gly val
355

ctc
Leu

aag
Lys

gac
Asp

cag

ac
Gln .

Asp
375

ety

cct
Pro

aag
Lys

cgt

Glu Arg

gat
AsSp

tgg
Trp

atg
Met
385

cgt
Arg

caa
GIn

aac
Asn
390

aag
LysS

gag

gca
Glu

Ala

att
Ile
405

cag
Gln

g?; atc

Ile

ttc
Phe

acc

ttg
Thr

Leu

dac
Asn

aac
Asn
425

tcc
Ser
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ctc

cct g?a gca
Leu

Pro Gly Ala
440

oty

tcc
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gat
G

43§
ctt
Leu

ttc
Phe
455

ctg
Leu
450

cgt
Arg

tgc
Cys

tac
Tyr

cct
Pro

atc
Ile
470

ctg
Leu

aag
Lys

atg
Met

Tttt

ctg
Phe
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tgg
Trp

gag
Glu
485

taa

cag

cag
Gln

gca
GlIn

Ala

ctt
Leu

gcc
Ala
S00

<210> 8

<211> 500

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 8

;et Ser Asp Ser Ern Lys Asn Ala

val val Leu iae Gly Ala Gly Ile

Leu

Arg GIn Leu Glu Pro Ser Trp
35 40

ASp gay Pro Ala Gln Glu ser ser

cca gac aac att cct tcc tac 1056
Pro Asp Asn Ile Pro Ser Tyr
350
ctg acc aag tac ctt gtc act 1104
Leu Thr Lys Tyr Leu Vval Thr
365
atg gat gct ctt cgc gag tac 1152
Met Asp Ala Leu Arg Glu Tyr
380
gag acc atc gtt gcc gga cag 1200
Glu Thr Ile val Ala G?y Gln
395 400
ttc ¢ct aag ttc g?t tCcC ctg 1248
Phe Pro Lys Phe Gly Ser Leu
410 415
tcc gaa g?c acc atc gcc gga 1296
ser Glu Gly Thr Ile Ala Gly
430
atc gca cct tcc gca atg atc 1344
Ile Ala Pro Ser Ala Met Ile
445
cgc atg atc gag tag g?c gac 1392
Aarg Met Ile Glu Trp Gly Asp
460
g?c aag aag ctt gct tcc gag 1440
Gly Lys Lys Leu Ala Ser Glu
475 480
€gc acc cag aag acc ctg aag 1488
Arg Thr GIn Lys Thr Leu Lys
49 495
1503

Pro Arg Ile Thr Asp Glu Ala Asp
10 15

Met Ser Ser Thr Leu Gly Ala Met

25 30

Thr G1n Ile val :?e Glu Arg Leu

ser Pro Trp Egn asn Ala Gly Thr

41
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Ala

Arg
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val
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Phe
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Pro
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Ala
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TYF

210

val

ASn
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Gly

Ala

Pro

Gly

Leu

ser
Glu
GIn
Glu
115
GlIn
Leu
Lys
Ile
LysS
135
Gly

Thr

Phe

Leu
275

Lys

Pro

Asp

Ala

Ile

Phe
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Phe

val

Phe

Leu

Ser

180

Gln

His

val

val

Gl

26

Trp

val

Leu

TYr

Leu

Leu

Ala
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Trp

Ile

Ala

GIn

Pro
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Trp

Tyr

Glu

LyS

Phe

245

Ile

Leu

Tyr

ASp

Cys

7

Lys

Ser

Asn

TYF

Gl
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Leu

Ile

Leu
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ASn
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val

Pro

Arg

Gly

Thr

310

Gly

Lys
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Glu
Ala
His

Pro

Met
AsSp
ASp
LysS
val
Gly
Gln
Cys
285
Arg
Trp
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Leu

val

Leu

val

120

LYS

Thr

Ala

Glu

Ala

200
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Ala

val

Thr

280

Ala

val

Thr

Ile

Asn
Gly
val
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Pro
Ala

Tyr

Lys
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Gly
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Ser
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Pro

Arg
42

Ile
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Glu

His

Arg

Ala

Gl
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Thr

Glu

Lys

Gly

Gl

25

Gly

Glu

val

Glu

330

Pro

Asn

Glu

val

AsSp
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Ala
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Glu

‘Tyr Thr Pro

Glu

Gly
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Glu

140

AsSp

Asp

Ile

Glu

Ala

Ala
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Ala

300

Glu

Leu

Asn

Glu

LyS

val

Phe

125

Ala

Phe

Asn

Lys

Leu

Gly

B =
00 =i
v

Pro

Lys

LyS

Ile

val
FPhe
Leu
110
Gly
Leu
Ala
Ser
Tvyr
15()
Thr
Ala
Thr
Asp
Phe
270
Glu
Pro
Gly

Glu

Pro

Lys

GIn

95

Ala

GIn

LYS

Thr

Gly

Glu

LY5

Ile

Leu

255

Pro

GlIn

Met

Leu

Gly

Ser

Gly
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val

Asp

Gly

AsSp
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Pro

Ala

Ile

Trp

Lys

240

Leu

val

His

Ser

Leu

320

ser
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340

Leu Gly val Ala Ala GIn Glu Phe
355 360

Glu val Leu Lys Asp GIn Asp Lys
370 37

Met Pro Glu Ala Gln Asn Gly Asp
385 390

Arg val Gln val Lys Pro Ala

Glu Phe Gly Thr Thr Leu Ile Asn
420

Leu Leu Gly Ala Ser Pro Gly Ala
435 440

Glu Leu Leu Glu Arg Cys Phe Gly
450 455

Lys Leu Lys Asp Met Ile Pro Ser
465 470

Pro Ala Leu Phe g;g Gln GIn Trp

Leu Glu Glu Ala
500

<210>9

<211> 1503

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1500)
<223> alelo de mqo

<220>

<221> mutacion

<222> (331)..(331)

<223> transversion: intercambio de timina por guanina

<220>

<221> mutacion

<222> (601).. (601)

<223> transversion: intercambio de guanina por timina

<400>9

345
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Arg

Trp

Gly

Asn

425

Ser

Asp

Tyr
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43
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Met
Glu
Phe
410
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Ile

Arg

Gly
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Thr
ASp
Thr
395
Pro

Glu

Ala

Met
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Thr

Lys

Ala

Ile

Lys

Gly

Pro

Ile
460
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Thr
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Glu
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Arg

Ala

Gly
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430

Ala

Trp

Ala

Thr

val

Glu

Ser
415

Ala

Met

Gly

Ser

Leu
495

Thr

TYr

Gln

400

Leu

Gly

Ile

Asp

Glu
480

Lys
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&fy
65

aag
LyS

tcc
ser

cct
Pro

gca
Ala

cac
His
145

acc
Thr

gta
val
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cca
Pro

gca
Ala

acc
Thr

tat
210

vaf

aac
ASn

agc
ser

gat
Asp

ctc
Leu
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ttc
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tCcC ccg aag aac gca ccg agg att acc gat gag gca gat
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<210> 10

<211> 500
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum
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ctg
Leu
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ctt
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tac
TYF
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340
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aac
Asn
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Trp
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375

&ty
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ttc
Phe
455
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Pro
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cin
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1248
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1344
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1440

1488
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g Ile Thr Asp Glu ?ga Asp

val val Leu Ile Gly Ala Gly Ile Met Ser Ser Thr Leu Gly Ala Mmet
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Trp
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Tyr

Glu

Lys

Phe

245

Ile

Leu

Tyr

Pro
Glu
55
Lys
ser
Asn
TYr
Gly
Leu
Ile
Leu
val
Asn
230
val
Pro
Arg

Gly

ser
ser
55

Glu
Ala
His
Pro
Ile
Met
Met
Asp
Asp
Lys
val
Gly

Gln

Cys

255

ES 2500 365 T3

Trp

40

Ser

Leu

val

Leu

val

120

Lys

Thr

Ala

Glu

Ala

200

Ser

His

Ala

val

Thr

280

Ala

el
L¥.

Thr

ser

Asn

Gly

val

105

Pro

Ala

Tyr

LyS

Ile

Thr

Gly

Lys

265

Asn

ser

Gln

Pro

Tyr

Ile

90

Glu

His

Arg

Ala

Gl

17

Thr

Glu

Lys

Gly

)

25

Gly

Glu

val

46

Ile
Trp
Thr
75

Asn
Glu
val
TYr
As

15

Arg
Asp
val
Ala
ASp
235
Tyr
Phe

Glu

Gly

val

ASn

60

Pro

Glu

Gly

5er

Glu

140

ASp

ASp

Ile

Glu

AS

22

Thr

Ala

Ala

Leu

Ala
300

Phe

45

Asn

Glu

Lys

val

Phe

125

Ala

Glu

Phe

Asn

LysS

Leu

Gly

30

Glu

Ala

val

Phe

Leu

110

Gly

Leu

Ala

Ser

Tyr

190

Thr

Ala

Thr

Asp

Phe

270

Glu

Pro

Arg

Gly

LYS

GlIn

95

Ala

Gln

LyS

Thr

Gly

Glu

Lys

Ile

255

Pro

Gln

Met

Leu

Thr

Gly

80

val

Asp

Gly

ASp

Phe

160

Pro

Ala

Ile

Trp

Lys

Leu

val

His

Ser



10

val Pro
305

Phe Gly

Tyr Leu

Leu Gly

Glu val
370

Met Pro
385

Arg val

Glu Phe

Leu Lau

Glu Leu
450

Lys Leu

Pro Ala

Leu Glu

<210> 11
<211> 20
<212> ADN

His

Pro

Asp

val

355

Leu

Glu

Gin

Gly

G1

43

Lew

LYS

Leu

Glu

Leu

Tyr

Leu

340

Ala

Lys

Ala

val

Thr

420

Ala

Glu

AsSp

Phe

Ala
500

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador mqgo-start

<400> 11

cagagaactc gcggagataa

ASp

Gl

32

Phe

Ala

ASp

Gln

ser

Arg

Met

Thr

310

Gly

Lys

Gln

Gln

Asn

390

LYS

Leu

Pro

Cys

Ile

470

GIn

ES 2500 365 T3

Arg

Trp

ser

Glu

AsSp

Gly

Pro

Ile

Gly

Phe

455

Pro

GlIn

val

Thr

Ile

Phe

360

LYS

Asp

Ala

Asn

Ala

440

Gly

ser

Trp

Ile

Pro

Ar

34

AsSp

Arg

Trp

AsSn

425

ser

Asp

TYrFR

Ala

47

Glu
Lys
35&
Pro
Leu
Met
Glu
Phe
410
ser
Ile
Arg

Gly

Ar
49

ASp

Thr

ASp

Thr

395

Pro

Glu

Ala

Met

Glu

Leu

AsSn

Lys

Ala

380

Ile

LYys

Pro
Ile
460

Lys

Gln

LYyS

Lys

Ile

TYr

Leu

365

Leu

val

Phe

Thr

Ser

445

Glu

Leu

Lys

Arg

Ala

Gly

Ile

430

Ala

Trp

Ala

Thr

Leu

ser

val

Glu

Gly

ser

415

Ala

Met

Gly

ser

Leu
495

Leu

320

ser

TYr

Thr

TYF

Gln

400

Leu

Gly

Ile

Asp

Glu

480

Lys

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador mqo-stop

<400> 12
aacctcaaca gacatgtgcg

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador mgo-A1

<400> 13
ggtgaaactt ccgcgatact

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador mqo-E1

<400> 14
gtgtcgccta aatcacactg

<210> 15
<211> 99
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (99)

<223> marco de lectura

<220>
<221> mutacién
<222> (49)..(51)

<223> las posiciones 49 hasta 51 corresponden a las posiciones 331 hasta 333 de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO: 9,

<220>

<221> caracteristica variada

<222> (49)..(51)
<223>nesa,c,got

<400> 15

ES 2500 365 T3

48

20

20

20



10

15

20

25

30

35

ES 2500 365 T3

cag gtt tcc cgt cag ttc tgg tct cac ctc gtt gaa gag g?a gtg ctg 48
E]n val Ser Arg g1n Phe Trp Ser His igu val Glu Glu Gly gg Leu

nnn gat CCt aag gaa ttC atc aac cCt gtr CCt cac gta tct ttc g?c 96
Xaa Asp Pro 555 Glu Phe Ile Asn ;go val Pro His val ggr Phe Gly

cag 99
G1ln

<210> 16

<211> 33

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> caracteristica variada

<222> (17)..(17)

<223> El "xaa" en la posicion 17 representa Lys, Asn, Arg, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, val, GIn, His, Pro, Leu,
Tyr, Trp, Cys o Phe.

<400> 16
§1n val Ser Arg g1n Phe Trp Ser His Leu val Glu Glu Gly ¥g1 Leu

Xaa Asp Pro '555 Glu Phe Ile Asn gro val Pro His val ggr Phe Gly
: 5

Gln

<210> 17

<211>99

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(99)

<223> marco de lectura

<220>

<221> mutacion

<222> (49)..(51)

<223> las posiciones 49 hasta 51 corresponden a las posiciones 331 hasta 333 de la SEQ ID NO:5

<400> 17
cag gtt tcc cgt cag ttc tgg tct cac ctc gtt gaa gag gga gtg ctg 48
Gln val Ser Arg GIn Phe Trp Ser His Leu val Glu Glu Gly val Leu
1 5 10 15
ttt gat cct aag gaa ttcC atc aac cct gtt cct cac gta tct ttc g?c 96
Phe Asp Pro lz_zs Glu Phe Ile Asn Pro val pPro His val ser Phe Gly
0
cag 99
GIn
<210> 18
<211> 33
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 18

49



10

15

20

25

30

35

ES 2500 365 T3

1

GIln val Ser Arg g'ln Phe Trp Ser His liﬁu val Glu Glu Gly val Leu

Phe Asp Pro Lys Glu Phe Ile Asn Pro val Pro His val ggr Phe Gly

20

Gln
<210> 19
<211>99
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(99)

<223> marco de lectura

<220>
<221> mutacién
<222> (49)..(51)

25

<223> las posiciones 49 hasta 51 corresponden a las posiciones 331 hasta 333 de la SEQ ID NO: 7 ode la SEQ ID

NO: 9

<400> 19
cag gtt tcc cgt cag ttc tgg tct
E1n val Ser Arg E1n Phe Trp Ser

gct gat cct aag gaa ttc atc aac
Ala Asp Pro 555 Glu Phe Ile Asn

cag
Glin
<210> 20
<211> 33
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 20

cac ctc gtt gaa gag g?a gtg ctg
His &gu val Glu Glu Gly gg Leu

cct gtt cct cac gta tct ttc g?c
;ra val Pro His val ggr Phe Gly
5

48

96

99

¢1;1n val Sser Arg ¢5:1n Phe Trp Ser His Leu val Glu Glu Gly XESH Leu

Ala Asp Pro Lzs Glu Phe Ile Asn Pro val Pro His val
2 25

Gln

<210> 21

<211> 1263

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1263)

<223> gen lysC del tipo silvestre

30

50

ser Phe Gly



<400> 21

gtg
Met
1

gaa
Glu

oty

gaa
Glu

gaa
Glu
65

gtc
val

att
Ile

aag
LysS

gat
Asp
145

ttg
Leu

gac
AsSp

ctg
Leu

tcc
ser

gt
va
225

att
Ile

ggt
Gly

gcc
Ala

cgc
Arg

aat
Asn

ctt
Leu
50

atg
Met

gcc
Ala

tct
ser

gtt
val

atc
Ile
130

gtc
val

gca
Ala

aag
LyS
210

cca
Pro

gce
Ala

gte

ctg
Leu

att
Ile

gat
As
35p

cta
Leu

ca
SE:

gat
ASp
115

tgc
Cys

acc
Thr

aag
LyS
195

att
Ile

ctt
Leu

gca
Ala

gtc

aga
Arg
20

tc
‘Ea‘l

gct
Ala
100

gtc
val

att
Ile

acg
Thr

_1I:_at
r
180

ctc
Leu

ttg
Leu

cgc
Arg

tct
ser

acc
Thr
260

ta
gal

aac
Asn

gt
Va

ctt
Leu

ctc
Leu

att
Ile
85

&y ¥

act
Thr

tt
ga'l

ttg
Leu

ttg
Leu
165

acc
Thr

agc
ser

gt
va

ta
331

atg
Met
245

gac
Asp

cal
3

gtc
val

tt
ga‘l

gca
Ala

ctg
Leu
70

a
a1

gct
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

cgc
Ar
23

gag
Glu

aag
Lys

daa
Lys

gct
Ala

tc
%a'l

gcg
Ala
55

act
Thr

tcc
ser

ctc
Leu

ggt
Gly

agt
13

cgt
Arg

Ala

gac
ASp

gaa
Glu

cgc
Ar
21

tcg
ser

gat
ASp

tcc
Ser

ES 2500 365 T3

tat
TYTr

gaa
Glu

tgc
Cys
40

gca
Ala

ctt
Leu

acc
Thr

cgt
Ar
12

ttc
Phe

gat
AsSp

ccg
Pro

gaa
Glu
200

agt
ser

tct
ser

att
Ile

Glu

ety

i
25

tce
ser

gt
va

&y
&ty

acc
Thr

105

gt
va

ca
cin

cgc
Ar
18

atg
Met

gtt
val

tat
TYr

cct
Pro

gcc
Ala
265

Q?t
Gly
10

atc

Ile

ca
E'I a

aat
ASn

a
o

cgt
Arg

tct
ser

tgt
C;s
170
atc
Ile

ctag
Leu

agt
ser

gt
va
250

aaa
LysS

51

tcc
Ser

gtt
val

ccc
Pro

cgt
Arg
75

gaa
Glu

cgc
Arg

gaa
Glu

tt
ga'l

gac
Asp
155

aag
Glu

it
ga'l

gaa
Glu

tac
Tyr

aat
Asn
235

gaa
Glu

gta
val

tcg
ser

cc
21 a

cly

gtt
val
60

att
Ile

gcc
Ala

cac
His

gca
Ala

aat
Asn
140

acc
Thr

att
Ile

cct
Pro

ctt
Leu

gct
Ala
220

gat
Asp

acc
Thr

ctt
Leu

acc
Thr

gac
Asp
45

ccg
Pro

tct
ser

caa
GIn

ctc
Leu
125

daa
Lys

act
Thr

tac
Tyr

aat
Asn

gct
Ala
205

cgt
Arg

ccc
Pro

gtt
val

Glu

aag
LYS
30

acc
Thr

cca
Pro

aac
Asn

tct
ser

aac
AsSn
110
gat
ASp

gaa

gca
Ala

tcg
Ser
gca
190

ct
g'la

gtc
val

ctg
Leu
270

agt
ser
15

aag
Lys

acg
Thr

gct
Ala

gct
Ala

ttc
Phe
95

ca
gh

acc
Thr

tt
\g.fa1
gac
17

cag
GlIn

ttc
Phe

act
Thr

ctt
Leu
255

&y

gct
Ala

gat
Asp

cgt
Arg

ctc
Leu
80

ac
Thg

cgc
Arg

&ty

cgc
Arg

gcyg
Ala
160

gtt
val

aag
LYyS

[ 1=]
=0
M

aat
Asn

ttg
Leu
240

acc
Thr

att
Ile

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



tcc
ser

gca
Ala
gac
Asp
305
cgc
Arg

aat

Asn V

Ty

cgc
ATg

att
Ile
385

ttg
Leu

gca
Ala

gat
Asp
370

tcc
Ser

cat
His

&y

<210> 22
<211> 421
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 22

Met Ala Leu val val Gln

1

Glu Arg Ile Arg Asn
20
Gly Asn Asp val val
35
Glu Leu Leu Glu Leu
50

Glu Met Asp Met Leu

65

aag
Lys
275

atc
Ile

acc
Thr

atg
Met

ctt
Leu

aag
Lys
355

gtc
val

gt
Va

Glu

ace
Thr

cca
Pro

aac
Asn

acc
Thr

gag
Glu
tac
Ty‘l"
340
tct
ser

dac
Asn

ctg
Leu

cag
Gln

gga
a2d

afy

att
Ile

gac
ASp

gac
Asp

cac
H1s

gt
va

atc
Ile

ttc
Phe
405

cgc
Arg

5

gac
ASp

atc
Ile
310

ttg
Leu

gac
Asp

cca
Pro

daac
AsSn

cgt
Ar
39

cag
Gln

val

val

Ala

Leu

gct
Ala

atg
Met
295

acc
Thr

aag
Lys

Gln

ety

atc
Ile
375

aa
(g;'lu

ctg
Leu

Lys

Ala

val

Ala

ES 2500 365 T3

gcg
Ala
280

gtt
val

aag
Lys

gtc
val

gtt
val
360

gaa
Glu

gat
Asp

55

70

Thr

aag
LYyS

ctg
Leu

acc
Thr

ctt
Leu

3
345

acc
Thr

ttg
Leu

gat
Asp

oty

TYr
Glu
Cys
ad

Ala

Ala

gtt
val

cag
Gln

tgc
Cys

cag
Gln
330

aaa
Lys

gca
Ala

att
Ile

ctg
Leu

gaa
Glu
410

Gly

Arg

ser

val

Gly

52

tte

Phe

aac
AsSn

cct
Pro
315
gtt
val

gtc
val

tcc
ser

gat
Asp
395

gac
Asp

Gly
10

Ile
Ala

Asn

Glu

cgt
Arg

gtc
val
300

cgt
Arg

cag
GIn

tcc
Ser

ttc
Phe

acc
Thr
380

ct
Aia

gaa
Glu

sSer

val

Met

Pro

Ar
?Sg

gcg ttg gct gat 864
Ala Leu Ala Asp
285
tct tct gta gaa 912
Ser ser val Glu
tcc gac g?c cgc 960
Ser Asp Gly Ar

32
g?c aac tgg acc 1008
Gly Asn Trp Thr

33
ctc gt? g?t gct 1056
Leu val Gly Ala
350

atg gaa gct ctg 1104
Met Glu Ala Leu
365
tct gag att cgt 1152
Ser Glu Ile Arg
gct geca cgt gea 1200
Ala Ala Arg Ala

400
gcc gtc gtt tat 1248
Ala val val Tyr

415
1263
Ser Leu Glu Ser Ala
15
Ala Thr Lys Lys Ala
30
Gly Asp Thr Thr Asp
45
val Pro Pro Ala Arg
60
Ile Ser Asn Ala Leu
80



val

Gly

Ile

Lys

As

14

Leu

AsSp

Leu

ser

val

225

Ile

Gly

Ser

Ala

Arg

Asn

Gly

Ala

ser

val

Ile

130

val

Ala

Gly

Glu

Pro

Ala

val

Asp

Glu

290

Gly

Ala

val

Met

Met
Gln
As

11

Cys
Thr
Ala
val
183
Ile
Leu
Gly
Ala
275
Ile
Thr
Met

Leu

LYS

Ala
Ala
100
val
Ile
Thr
Ala
TYr
180
Leu
Leu
Arg
ser
Thr
260
Pro
Asn
Thr
Glu

TYr

Ser

Ile

85

Gly

Thr

val

Leu

Leu

165

Thr

ser

val

val

Met

245

ASp

Gly

Ile

Asp

Asp

His

Glu

val

Pro

Ala

Gly

Asn

Ala

Phe

Leu

Ar

23

Glu

Lys

Glu

ASp

Ile

Leu

Asp

Pro

ser

Leu

Gly

Gl

13

Arg

Ala

Asp

Glu

Ar

21

ser

Asp

Ser

Ala

Met

295

Thr

Lys

Gln

Gly

ES 2500 365 T3

Leu

Thr

Ar

12

Phe

Gly

Asp

Pro

Glu

200

Ser

Ser

Ile

Glu

Ala

280

val

Phe

Lys

val

val

Thr

105

val

G1n

Gly

val

Ar

18

Met

val

TYr

Pro

Ala

Lys

Leu

Thr

Leu

Gly

345

Thr

Glu
Arg
Gly
ser
i
Ile
Leu
Glu
Ser
val
250
Lys
val
Gln
Cys
Gln
330

LysS

Ala
53

Arg
Glu
val
Asp
Glu
val
Glu
Tyr
AsSn
235
Glu
val
Phe
Asn
315
val

val

t_;'lu

His

Ala

Asn

140

Thr

Ile

Pro

Leu

Ala

AsSp

Glu

Thr

Arg

val

300

Arg

GlIn

Ser

Phe

/ Ala’Glu Ala GIn
90

Gly

Leu

125

Lys

Thr

Tyr

Asn

Ala

205

Arg

Pro

Ala

val

Ala

285

sSer

Ser

Gly

Leu

Met

Ser

Asn

110

ASp

Glu

Ala

ser

Ala

190

Ala

Ala

Gly

val

Leu

270

Leu

Ser

Asp

ASn

val

350

Glu

Phea

95

Ala

Glu

Thr

val

ot

~Jn
[®aly s

val

Phe

Thr

Leu

255

Gly

Ala

val

Gly

Tr

33

Gly

Ala

Thr

Arg

Gly

Arg

Ala

160

val

Lys

Gly

Asn

Leu

240

Thr

Ile

AsSp

Glu

Ar

32

Thr

Ala

Leu



10

15

20

355

ES 2500 365 T3

360

365

Arg Asp val Asn val Asn Ile Glu Leu Ile Ser Thr Ser Glu Ile Arg

370

385

Leu His Glu GIn Phe GIn Leu Gly Gly E

405

Ala Gly Thr Gly Arg
420

<210> 23

<211> 1503

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(1500)
<223> alelo de mqo

<220>
<221> mutacién
<222> (1168)..(1170)

<220>

<221> caracteristica variada
<222> (1168)..(1170)
<223>nesa,c,got

<400> 23

atg tca gat tcc ccg aag
Met Ser Asp Ser Pro Lys
1 5

gta gtt ctc att g?t gcc
val val Leu Iae Gly
2

ctg cgt cag ctg gag cca
Leu Arg g1n Leu Glu Pro
5

gat g?a ccg gca caa gag
Asp Eﬂy Pro Ala GIn Glu

g?c cac tct gct cta tgc
Gly His Ser Ala Leu cgs
65 7

aag gtt gaa att gcc aag
Lys val Glu Ile g}a Lys

tcC cgt cag ttc tgg tct
Ser Arg Gln PBS Trp Ser
1

CCt aag gaa ttc atc aac

aac
Asn

gct
Ala

cac
His

cct

375

gca
Ala

atc
Ile

tgg
Trp

40

g tecc

Ser

ctg
Leu

gta
val

ctc
Leu

gtt

ccg
Pro

atg
Met
25

act
Thr

tcc
Ser

aac
ASn

&ty

gtt
val
105

cct

o8
10

agc
Ser

cag
Gln

ccg
Pro

tac
Tyr

atc
Ile
90

gaa
Glu

cac

54

atc
Ile

tcc
Ser

tag
Trp

acc
Thr
75

aac
Asn

acc
Thr

acg
Thr

tc
3&1

aac
Asn
60

cca
Pro

tct

gat
Asp

a
ala

ttc
Phe

ctg
Leu
110

ggc

gca
Ala
15

gca
Ala

cgt
Arg

&ty

aag
Lys

cag
Gln
95

tct
s5er

cag

Ile Ser val Leu Ile Arg Glu Asp Asp Leu Asg Ala Ala Ala Arg
39 39

gat
Asp

atg
Met

ttg
Leu

acc
Thr

Q?C
80"

tt
EaI

gat
Asp

ggc

Ala
400

1u Asp Glu Ala val val Tyr
10 415

48

96
144
192
240
288
336

384



Pro

gca
Ala

cac
His
145

acc
Thr

ta
3&1

cag
Gln

cgc
Arg

atc
Ile
225

gca
Ala

cgc
Arg

tcc
ser

gca
Ala

gtt
val
305

Tttt
Phe

tac
Tyr

ctt
Leu

gaa
Glu

aCccC
Thr

_1|:_at
r
210

gt
va

aac
Asn

agc
ser

ety

gcc
Ala
290

cct
Pro

&ty

ctg
Leu

gtt
val
370

cca
Pro

Glu
115

cag
Gln

ctc
Leu

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys
195

aty

acc
Thr

tte
Phe

ctg
Leu
275
aag
Lys

cac
His

cct
Pro

gac
Asp
gtt
355

Cctc
Leu

Glu

Phe

gtt
val

ttc
Phe

ctg
Leu

tct
ser
180

ca
cin

cac
His

gtc
val

gt
va

g c
265

tag
Trp

ctt
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu
340

ct
gla

aag
LysS

Ala

cag
GIn

cct
Pro
165

tgg
Trp

tac
Tyr

aag
Lys

ttc
Phe
245

atc
Ile

ctt
Leu

tat
Tyr

ggt
5%

tte
Phe

gac
Asp

caa
GIn

AsSn

tac
Tyr

ggc
G?y
150
ttg

Leu

atc
Ile

ctg
Leu

tcC
gaT

aac
AsSn
230

gtc
val

cca
Pro

cgt
Arg

aly

acc
Thr
310

ety

aag
Lys

Gln

cag
GIn

nnn
Xaa

Pro

atc
Ile
135

atg
Met

atg
Met

gat
Asp

gat
ASp

aag
Lys
215

gta
val

&ty

ca
Gin

tgc
Cys

aag
LyS
295

cgc
Arg

tgg
Trp

tcc
ser

gaa
Glu

gac
Asp
375

&ty
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val
120

aag
Lys

acc
Thr

gca
Ala

gca
Ala
200

agc
Ser

cac
His

gca
Ala

acc
Thr
280

gca
Ala

gtt
val

atc
Ile

ttt
Phe
360

aag
Lys

tac
TYr

aag
LyS

ggc
G?y
185

ct
ETa

atc
Ile

act
Thr

aag
LyS
265
aac
Asn

tct
Ser

atc
Ile

cCct
Pro

cgc
Ar
34

gat
ASp

cgt
Arg

tgg
Trp

His

cgc
Arg

gct
Ala

ggc
G

1?5
acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

ga
Sl

55

val

tac
Tyr

gac
Asp
155

cgt
Arg

gac
Asp

ct
g‘ta

gac
ASp
235

tac
Tyr

ttc
Phe

gac
Asp

acc
Thr

gat
Asp

acc
Thr

sar

gaa
Glu
140

gat
Asp

gac
Asp

atc
Ile

gaa
Glu

gat
Asp
220

acc
Thr

gca
Ala

ctg
Leu

gct
Ala
300

aa
gTu

ttg
Leu

dac
Asn

aag
Lys

gct
Ala
380

atc
Ile

Phe
125

gct
Ala

ttc
Phe

dac
Asn

gfllf
208

&ty

aag
Lys

ctg
Leu

atc
Ile
285

cct
Pro

aag
Lys

aag
LYS

att
Ile

$ac
365

ctt
Leu

gtt
val

tct
ser

tac
180

act
Thr

gca
Ala

acc
Thr

gat
Asp

tte
Phe
270

gag
Glu

cca
Pro

&y

gaa
Glu

cct
Pro
350

ctt
Leu

cgc
Arg

gcc
Ala

Gln

aag
Lys

acc
Thr

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu
255

CcCa
Pro

cag
Gln

atg
Met

ctg
Leu

a1y
335

tccC
Ser

Gly

gat
Asp

ttc
Phe
160

cca
Pro

atc
Ile

tag
Trp

aag
LyS
240

ctt
Leu

ta
\gfal

cac
His

tct
Ser

cte
Leu
320

tcc
Ser

tac
Tyr

act
Thr

tac
Tyr

ca
ain

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



ES 2500 365 T3

385 390 '395 400

cgt gtt cag gtt att aag cct gca ?a ttc cct aag ttc g?t tcc ctg 1248
Arg val Gln val iA§ Lys Pro Ala Gly EQS Pro Lys Phe Gly Ser Leu
415

[A]T=]

gaa ttc g?c acc acc ttg atc aac aac tcc gaa g?c acc atc gcc g?a 1296
Glu Phe Gly I?E Thr Leu Ile Asn :gg Ser Glu Gly Thr 1;5 Ala Gly
4

ttg ctc g?t gct tcc cct g?a gca tcc atc gca cct tcc gca atg atc 1344
Leu Leu 53y Ala ser Pro Gly 213 Ser Ile Ala Pro Ser Ala Met Ile
435 445

gag ctg ctt gag <gt tgc ttc g?‘t gac cgc atg atc gag tgg g?c gac 1392
Glu Leg Leu Glu Arg Cys :gg Gly Asp Arg Met E%E Glu Trp Gly Asp
45

aag ctg aag gac atg atc cct tec tac g?c aag aag ctt gct tcc gag 1440
Lys Leu Lys Asp Met Ile Pro Ser Tyr Gly L;s Lys Leu Ala Ser Glu
465 470 475 480

cCca gca ctg ttt gag cag cag tgg gca cgc acc cag aag acc ctg aag 1488
Pro Ala Leu Phe G;E GIn GIn Trp Ala igg Thr GIn Lys Thr Lsu Lys
4 495

ctt gag gaa gcc taa 1503
Leu Glu Glu ?53

<210> 24

<211> 500

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> caracteristica variada

<222> (390)..(390)

<223> El "xaa" en la posicion 390 representa Lys, Arg, Ser, Thr, lle, Met, Glu, Asp, Gly, Ala, Val, GIn, His, Pro, Leu,
Tyr, Trp, Cys o Phe.

<400> 24

Met Ser Asp Ser Pro Lys Asn Ala Pro Arg Ile Thr Asp Glu Ala Asp
1 5 10 15

val val Leu Ile Gly Ala Gly Ile Met Ser Ser Thr Leu Gly Ala Met
20 25 ' 30

Leu Arg GIn Leu Glu Pro Ser Trp Thr GIn Ile val Phe Glu Arg Leu
35 40 45

ASp g%y Pro Ala GIn Glu Ser Ser Ser Pro Trp Esn Asn Ala Gly Thr

Gly His Ser Ala Leu Cys Glu Leu Asanyr Thr pro Glu val Lys Gly
65 70 75 80

Lys val Glu Ile Ala Lys Ala val Gly Ile Asn Glu Lys Phe G1ln val
85 90 95

56



Ser

Pro

Ala

His

145

Thr

val

GIn

Arg

Ile

Ala

Arg

ser

Ala

val

305

Phe

TYr

Leu

Glu

Arg

Lys

Pro
Glu
ala
Thr
20
val

ASN
Ser
Gly
s
Pro
Gly
Leu

Gly

val

Gln

Glu

115

GIn

Leu

Lys

Ile

Lys

195

Gly

Thr

Phe

Ala

Leu

275

Lys

His

Pro

ASp

val

355

Leu

Phe

100

Phe

val

Phe

Leu

ser

180

Gln

His

val

val

Trp

val

Leu

Tyr

Leu

340

Ala

Lys

Trp

Ile

Ala

GIn

Pro

165

Trp

Tyr

Glu

Lys

Phe

245

Ile

Leu

Tyr

Asp

Gly

Phe

Ala

ASp

Ser

Asn

Tyr

Gl

15

Leu

Leu

val

Asn

230

val

Pro

Arg

Gly

Thr

310

Gly

Lys

Gln

Gln

His

Pro

Ile

Met

Met

ASp

Asp

215

val

Gly

Gln

Cys

LYS

285

Arg

Trp

Ser

Glu

ASp

ES 2500 365 T3

Leu

val

120

Lys

Thr

Ala

Glu

Ala

200

ser

His

Ala

val

Thr

280

Ala

val

Thr

Ile

Phe

360

Lys

val

105

Pro

Ala

TYIr

Lys

Gl

18

Ala

Ile

Thr

Gly

Lys

ASn

sear

Ile

Pro

Ar

34

AsSp

Arg_

Glu
His
Arg

Ala

Glu
LYyS
Gly
Gl

25

Gly
Glu
val
Glu
Lys
3§D
Pro

Leu

Met

57

Glu

val

TYrF

Arg

Asp

val

Ala

Asp

TYr

Phe

Asp

Thr

Asp

Gly
ser
Glu
140
Asp
Asp
Ile
Glu
AsSp
220
Thr
Ala
Ala
Leu
Ala
300
Glu
Leu
Asn

LysS

Ala

val

Phe

125

Ala

Glu

Phe

Asn

G1

20

Gly

Lys

Leu

Gly

Ile

285

Pro

Lys

Lys

Ile

TYyr

365

Leu

Leu
110
Gly
Leu
Ala
ser
TYr
150
Thr
Ala
Thr
AsSp
Phe
270
Glu
Pro
Gly
Glu
Pro
350

Leu

Arg

Ser

Gln

Lys

Thr

Asp

Gly

Glu

Lys

Ile

Leu

255

Pro

GIn

Met

Leu

W
wng

Ser

val

Glu

Asp

Gly

Asp

Phe

160

Pro

Ala

Ile

Trp

Lys

240

Leu

val

His

ser

320

Ser

Tyr

Thr

Tyr



10

15

Met

385

Arg

Glu

Leu

Glu

Leu

<210> 25

370

Pro

val

Phe

Leu

Leu

450

Leu

Ala

Glu

<211> 1503
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1500)
<223> alelo de mqgo

<220>

<221> mutacién

Glu

Gln

Lys

Leu

Glu

<222> (1168)..(1170)

<400> 25

atg tca gat
TEt ser Asp

gta gtt ctc
val val Leu

ctg cgt cag
Leu Arg g}n

gat

9?3
Asp Gly Pro
50

ccg

ggc cac tct

tcc
ser

att
Ile
20

ctg
Leu

Ala

val

Thr

390

Ile Lys

405

420

Ala

Glu

ASp

Phe

Thr Leu

Arg Cys

Met Ile

470

485

Ala
500

ccg
Pro

&

gag
Glu

caa
Gln

cta

aag
Lys

gce
Ala

cca
Pro

gag

tgc

aac gca
Asn Ala

ggt atc
G?y Ile

agc tgg
ser Trp
40

tcg tcc
Ser Ser
55

gag ctg

ES 2500 365 T3

375

GIn xaa Gly Asp

Pro Ala

Ile Asn

ser Pro Gly Ala

440

Phe Gly
455

Pro Ser

ccg
Pro

atg
Met
25

act
Thr

tcc
Ser

aac

Glu GIn GIln Trp

agg att
Arg Ile
10

agc tcc
ser Ser

cag atc
Gln Ile

c€Ccg tgg
Pro Trp

tac acc

Trp

Gly

AsSn

ser

ASp

Tyr

Ala

acc
Thr

acg
Thr

gtc
val

aac
Asn
60

cca

58

Glu Thr
395

Phe Pro

410

ser Glu

Ile Ala

Arg Met

Gly Lys
475

250

gat gag
Asp Glu

ctg g?t
Leu g

ttc gag
Phe Glu
45

aat gca
Asn Ala

gag gtt

gca
Ala
15

ca
g1a

cgt
Arg

380

Ile

LyS

Gly

Pro

Ile
460

LysS

GIn

gat
Asp

atg
Met

ttg
Leu

acc
Thr

agc

val

Phe

Thr

Ser

445

Glu

Leu

Lys

Ala

Gly

Ile

430

Ala

Trp

Ala

Thr

48

96

144

192

240

Gly

Ser

415

Ala

Met

Gly

ser

Leu
495

GIn
400
Leu
Gly
Ile
Asp
Glu
480

Lys



Gly
65

aag
Lys

tcc
ser

cct
Pro

gca
Ala

cac
His
145

acc
Thr

gta
val

cgc
Arg

atc
Ile
225

gca
Ala

cgc
Arg

tcc
ser

gtt
val
305

ttt
Phe

tac
Tyr

His

gtt
val

cgt
Arg

aag
LysS

gat
Asp
130

cccC
Pro

Glu

ca
21&1

acc
Thr

tat
Tyr
210

gt
va

aac
AsSn

agc
Ser

ety

gcc
290

cct
Pro

oty

ctg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
115

cag
Gln

ctc
Leu

aag
Lys

atc
Ile

aag
133

2ty

acc
Thr

ttc
Phe

aca
Ala

ctg
Leu
275

aag
Lys

cac
His

cct
Pro

gac
Asp

Ala

att
Ile

tte
Phe
100

ttc
Phe

gtt
val

ttc
Phe

ctg
Leu

tCct
ser
180

cag
Gln

cac
H1s

gtc
val

gt
va

ggc
265

tag
Trp

gta
val

ctt
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu

Leu

gcc
Ala
8s

tgg
Trp

atc
Ile

gca
Ala

ca
a8

cct
Pro
165

tgg
Trp

tac
Tyr

aag
Lys

ttc
Phe
245

atc
Ile

ctt
Leu

tat
Tyr

ggt
Gly
325

ttc
Phe

Cys
70

aag
LYyS

tct
ser

aac
Asn

tac
Tyr

Q?C
Gly
150
ttg

Leu

atc
Ile

ctg
Leu

aac
Asn
230

tc
‘E‘a'l

cca
Pro

cgt
Arg

ety

acc
Thr
310

&ty

aag
LysS

Glu

gct
Ala

cac
His

cct
Pro

atc
Ile
135
atg
Met

atg
Met

gat
Asp

gat
ASp
aag
Lys
215
gta
val

tgc
Cys

aag
LYS
255
cgc
Arg

tgg
Trp

tcc
ser
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ctc
Leu

gtt
val
120

aag
Lys

acc
Thr

gca
Ala

gca
Ala
200

agc
Ser

cac
His

gca
Ala

gtc
val

acc
Thr
280

ca
21 a

tt
'E'a'l

ace
Thr

atc
Ile

Asn

&ty

gtt
val
105

cct
Pro

ct
21 a

tac
Tyr

aag
Lys

ggc
T8%

gct
Ala

Ile

act
Thr

ey

aag
Lys
265

aac
Asn

tct
ser

atc
Ile

cct
Pro

cgc
Arg

Tyr

atc
Ile
90

gaa
Glu

cac
H1s

cgc
Arg

gct
Ala

&ty
170

acc
Thr

gaa
Glu

aag
LyS

59

Thr

75

aac
ASn

gta
val

tac
Tyr
gac
AS

15

cgt
Arg

gac
Asp

gtt
val

gac
Asp
235

tac
Tyr

ttc
Phe

tct
Ser

gaa
Glu
140

gat
Asp

gac
Asp

atc
Ile

gaa
Glu

gat
AS
22

acc
Thr

ca
213

gct
Ala

ctg
Leu

gct
Ala
300

aa
{g;'l u

ttg
Leu

aac
Asn

Glu

aag
Lys

at
va

ttc
Phe
125
gct
Ala

gaa

ttc
Phe

aac
Asn

ety
20
&y

aag
Lys

ctg
Leu

atc
Ile
285

cct
Pro

aag
Lys

aag
Lys

att
Ile

val

ttc
Phe

ctg
Leu
110

&ty

ttg
Leu

gct

tct
Ser

tac
186

act
Thr

ca
g‘la

acc
Thr

gat
AsSp

tte
Phe
270

gag
Glu

cca
Pro

gaa
Glu

cct
Pro

Lys

cag
Gin
95

tct
ser

cag
Gln

aag
Lys

acc
Thr

gat
As
17

ety

gaa
Glu

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu
255

cca
Pro

ca
SE

atg
Met

ctg
Leu

ggc
G
33¥

tcc
Ser

Gly
80

gtt
val

gat
ASp

&ty

gat
Asp

ttc
Phe
160

cca
Pro

ct
E'I a

atc
Ile

tgg
Trp

aag
Lys
240

ctt
Leu

gta
val

cac
H1s

tct
ser

ctc
Leu
320

tcc
ser

tac
TYF

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056



ctt
Leu

atg
Met
385

cgt
Arg

ttg
Leu

a
&t

aag

LysS
465

cca
Pro

ctt
Leu

ggc
Gly

gtt
val
370

cca
Pro

gtt
val

ttc
Phe

ctc
Leu

ctg
Leu
450

ctg
Leu

gca
Ala

gag
Glu

<210> 26
<211> 500
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 26

Met Ser Asp

1

val val

Leu Arg

Asp Gly
50

Gly His
65

gtt
val
355

ctc
Leu

aag
LysS

ctg
Leu

gaa
Glu

Leu

GIn

Pro

ser

340
gct

aag

acc
Thr
420

gct
Ala

ttt
Phe

gcc
Ala
500

gac
Asp

caa
Gln

att
Ile
405

acc
Thr

tcc
Ser

cgt
ATg

atg
Met

gag
Glu
485

taa

cag
GIn

$ac
330

aag
LysS

ttg
Leu

cct
Pro

tgc
Cys

atc
Ile
470

cag
Gln

Glu

gac
AS
37
ggc
G?y

cct
Pro

atc
Ile

ttec
Phe
455

cct
Pro

cag
GIn

Ser Pro Lys
5

Ile Gly Ala

20

Leu Glu Pre

Ala G1n Glu

Ala Leu Cys
70
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Tttt
Phe
360

aag
Lys

gca
Ala

aac
Asn

gca
Ala
440

ggt
Gly

tcc
Ser

tag
Trp

Asn

Gly

ser

ser

535

Glu

345’

gat
Asp

cgt
Arg

tag
Trp

aac
Asn
425

tcc
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gca
Ala

Ala

Ile

Trp

40

Ser

Leu

ctg
Leu

atg
Met

ttc
Phe
410

tcc
Ser

cgc
Ar
49

Pro

Met

25

Thr

ser

Asn

60

acc
Thr

gat
Asp

acc
Thr
395

cct
Pro

gca
Ala

atg
Met

aag
Lys
475

acc
Thr

10

Tyr

Arg

Ser

GIn

FPro

aag
LysS

gct
Ala
380

atc
Ile

aag
Lys

ety

cct
Pro

atc
Ile
460

aag
Lys

cag
Gln

Ile

ser

Ile

Trp

Thr
75

tac
Tyr
365

ctt
Leu

gtt
val

ttc
Phe

acc
Thr

tcc
Ser
445

gag
Glu

ctt
Leu

aag
Lys

Asn

350

ctt
Leu

cgc
ATrg

cc
g1a

atc
Ile
430

ca
21&

tgg
Trp

acc
Thr

tcc
ser
415

gcc
Ala

atg
Met

&ty

tcc
Ser

ctg
Leu
495

Thr Asp

Thr Leu

val Phe

45

60

Asn

Pro Glu

act
Thr

tac
Tyr

cag
Gln
400

ctg
Leu

atc
Ile

gac
Asp

gag
Glu
480

aag
Lys

Glu Ala
Gly Ala
30

Glu Arg
Ala Gly

val

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1503

Asp

Met

Leu

Thr

Gly
80



LyS

ser

Pro

Ala

His

145

Thr

val

Gln

Arg

M b
Frd el
wi

Arg

Ser

Ala

val

305

Phe

Tyr

val

Arg

Lys

Pro

Glu

Ala

Thr

TYr

210

val

Asn

Ser

Gly

Ala

290

Pro

Gly

Leu

Glu
GIn
Glu
115
Gln
Leu
Lys
Ile
LysS
155
Gly

Thr

Phe

Ala
Leu
275
Lys
His

Pro

AsSp

Ile

Phe

100

Phe

val

Phe

Leu

ser

180

Gln

His

val

val

Gl

26

Trp

val

Leu

Tyr

Ala

85

Trp

Ile

Ala

GIn

Pro

165

Trp

Tyr

Glu

Lys

Phe
245

Ile

Leu

Tyr

ASp

e}

32

Phe

LyS

ser

Asn

TYyr

G1

15

Leu

Leu

val

Asn

230

val

Pro

Arg

Gly

Thr

310

Gly

Ly5S
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Ala
His
Pro
Ile
Met
Met
Asp

Asp

Gly

Gln
Cys
LysS
255
Arg
Trp

ser

val

Leu

val

120

Lys

Thr

Ala

Glu

Ala

200

Ser

His

Ala

val

Thr

280

Ala

val

Thr

Ile

val
105
Pro
Ala

TYr

Lys

Ile
Thr
Gly
265
Asn
ser
Ile

Pro

348

61

Ile
90

Glu
His
Arg
Ala
Gl

17

Thr
Glu
Lys

Gly

Gl
25

Gly
Glu
val
Glu

330

Pro

Asn

Glu

val

TYr

AS

15

Arg

Asp

val

Ala

Asp

235

TYTr

Phe

Glu

Gly

Gly

Phe

AsSp

Glu

Gly

ser

Glu

140

Asp

AsSp

Ile

Ala

Ala

Leu

Ala

300

Glu

Leu

AsSn

Lys

val

Phe

125

Glu

Pha

Asn

Lys

Leu

Gly

Lys

LYyS

Ile

Phe
110
Leu
Ala
ser
180
Thr
Ala
Thr

ASp

Phe
270
Glu
Pro
Gly

Glu

Pro
350

GIn
95

ser
GIn

Lys

Thr

Gly

Glu

LyS

Ile

Leu
255

Pro

GIn

Met

Leu

Gly

ser

val

AsSp

Asp

Phe

160

Pro

Ala

Ile

Trp

Lys

240

Leu

val

His

Ser

Leu

320

Ser

Tyr



10

15

20

Leu Gly val Ala Ala
355

Glu val Leu Lys Asp
370

Met Pro Glu Ala Gln
385

Arg val Gin val 1Ile
405

Glu Phe Gly Thr Thr
420

Leu Leu Gly Ala Ser
43

Glu Leu Leu Glu Arg
450

Lgs Leu Lys Asp Met
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REIVINDICACIONES

1. Mutantes aislados de bacterias corineformes, que contienen un gen, escogido entre el conjunto que se compone
de los siguientes a) hasta c):

a) un gen, que codifica un polipéptido con una actividad de malato-quinona oxidorreductasa, comprendiendo
el polipéptido la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, en cuyo caso esta contenida L-fenilalanina en
la posicién 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y eventualmente esta contenida L-serina
en la posicién 201 de la SEQ ID NO: 2;

b) un gen, que codifica un polipéptido con una actividad de malato-quinona oxidorreductasa, comprendiendo
el polipéptido codificado una secuencia de aminoacidos, que es idéntica en por lo menos un 98 % a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, estando contenida L-fenilalanina en la secuencia de
aminoacidos en la posiciéon, que corresponde a la posicién 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6;

c) un gen, que codifica una proteina con una actividad de malato-quinona oxidorreductasa, comprendiendo la
proteina codificada una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 6, inclusive de uno a 5
intercambio(s) conservativo(s) de aminoacidos, estando contenida L-fenilalanina en la secuencia de
aminoacidos en la posicién, que corresponde a la posicién 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6;

siendo aumentada en por lo menos un 0,5 % la segregacion de aminoacidos de estos mutantes, en comparacion
con la de una cepa de partida no mutagenizada con la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2.

2. Mutantes de bacterias corineformes de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizados por que en el caso de las
bacterias corineformes se trata de una bacteria escogida entre el conjunto que se compone de Corynebacterium
efficiens, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium thermoaminogenes y Corynebacterium aminogenes.

3. Mutantes de bacterias corineformes de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizados por que se trata de
Corynebacterium glutamicum.

4. Mutantes de bacterias corineformes de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizados por que se trata de unas
bacterias que segregan L-lisina o L-triptéfano o L-prolina,

5. Mutantes de bacterias corineformes de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizados por que el gen comprende
la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5.

6. Un polinucleodtido aislado escogido entre uno de los siguientes a) o b)

a) un polinucleétido, que codifica un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona
oxidorreductasa y con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, que contiene L-fenilalanina en la
posicion 111 de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y eventualmente posee L-serina en la
posicion 201 de la SEQ ID NO: 2.

b) un polinucleétido, comprendiendo la proteina codificada una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la
SEQ ID NO: 6 inclusive de uno a 5 intercambio(s) conservativo(s) de aminoacidos, estando contenida
L-fenilalanina en la secuencia de aminoacidos, en la posicién, que corresponde a la posicién 111 de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6;

aumentando estos polinucleétidos en por lo menos un 0,5 % la secrecion de aminoacidos de los correspondientes

mutantes, en comparacion con la de una cepa de partida no mutagenizada, con la secuencia de aminoacidos de

acuerdo con la SEQ ID NO: 2,.

7. Polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que el polipéptido codificado con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 tiene una longitud de 500 aminoacidos, y esta contenida L-fenilalanina
en la posicion 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

8. Polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado por que el polipéptido codificado
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6.

9. Polinucleédtido aislado de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que comprende la secuencia de
nucledtidos SEQ ID NO: 5.

10. Un polinucleétido aislado, que comprende una molécula de acido nucleico, que codifica por lo menos un marco
de lectura con una secuencia de aminoacidos correspondiente a las posiciones 95 hasta 127 de la SEQ ID NO: 2,
estando contenida L-fenilalanina en la posiciéon correspondiente a la posicion 111 de la SEQ ID NO: 2, para la
utilizacion para la produccion de unas bacterias corineformes, que tienen una segregacién de aminoacidos
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aumentada en por lo menos un 0,5 % en comparacion con la de la cepa de partida no mutagenizada, de acuerdo
con la SEQ ID NO: 2,.

11. Polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado por que comprende por lo menos la
secuencia de nucleotidos correspondiente a las posiciones 283 hasta 381 de la SEQ ID NO: 5.

12. Procedimiento para la produccién de una bacteria corineforme recombinante, caracterizado por que

(a) un polinucledtido aislado de acuerdo con las reivindicaciones 6 hasta 9 o de acuerdo con las reivindicaciones 10
hasta 11 se transfiere a una bacteria corineforme,

(b) el gen de malato-quinona oxidorreductasa presente en el cromosoma de la bacteria corineforme, que codifica
una secuencia de aminoacidos con L-serina en la posicién 111 de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, se
intercambia por el polinucleétido procedente de a), que codifica una secuencia de aminoacidos, que contiene L-
fenilalanina en la posicion 111 de la SEQ ID NO: 2 y eventualmente L-serina en la posicion 201 de la SEQ ID NO: 2,

(c) se multiplica y reproduce la bacteria corineforme obtenida de acuerdo con las etapas a) y b).
13. Un vector, que contiene el polinucleétido aislado de acuerdo con las reivindicaciones 6 hasta 90 o 10 hasta 11.

14. Un microorganismo recombinante, que contiene el vector de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado por
que se trata de una bacteria corineforme.

15. Microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizado por que en el caso de la
bacteria corineforme se trata del género Corynebacterium.

16. Microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 15, caracterizado por que en el caso de la
bacteria del género Corynebacterium se trata de la especie Corynebacterium glutamicum.

17. Procedimiento para la produccién de un L-aminoacido caracterizado por que,

a) se fermenta una bacteria corinefrome aislada en un medio adecuado, conteniendo la bacteria un gen que codifica
un polipéptido con una actividad enzimatica de malato-quinona oxidorreductasa, siendo reemplazada, en las
secuencias de aminoacidos del polipéptido, la L-serina por L-fenilalanina en la posicion 111 o en la correspondiente
posicion, y tratandose en el caso del gen de un polinucledtido de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 hasta
1M1,y

b) el L-aminoacido se enriquece en el caldo de fermentacion o en las células de la bacteria.

18. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, caracterizado por que en el caso de la bacteria corineforme
aislada se trata de un mutante de acuerdo con las reivindicaciones 1 hasta 6.

19. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, caracterizado por que se aisla o recoge el L-aminoacido.
20. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, caracterizado por que se purifica el L-aminoacido.

21. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 17, caracterizado por que el L-aminoacido se aisla o se recoge
en comun con unos componentes procedentes del caldo de fermentacién y/o de la biomasa (> 0 hasta 100 %).

22. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, caracterizado por que

a) a partir del caldo de fermentacion obtenido a partir de la etapa b) de la reivindicacion 17 se elimina la biomasa
formada en una proporcion de 0 a 100 %, y

b) a partir del caldo obtenido en la etapa a) se produce un producto que esta esencialmente seco y conformado,
mediante un método escogido entre el conjunto que se compone de una granulacion, una compactacion, una
desecacion por atomizacion y una extrusion.

23. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 22, caracterizado por que al caldo de fermentacion, antes o
después de la etapa a), se le afiade un acido escogido entre el conjunto que se compone de acido sulfirico, acido
clorhidrico y acido fosférico.

24. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 22, caracterizado por que a partir del caldo obtenido antes o
después de la etapa a), se elimina agua.

25. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 22, caracterizado por que el producto conformado obtenido en o
durante la etapa b) es rociado con un aceite.
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Figura 1: Mapa del plasmido pK18mobsacB_mqoS111F
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