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DESCRIPCION
Procedimiento de reduccion de la expresion génica mediante el uso de codones modificado

Objeto de la invencion

La presente invencion esta dirigida a un procedimiento de reducir la cantidad de al menos un polipéptido en una
célula de Corynebacterium glutamicum, que comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum una
secuencia de nucledtidos modificada en lugar de una secuencia de nucleétidos no modificada que codifica dicho
polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos y/o funcion, en la que dicha secuencia de nucledtidos
deriva de la secuencia de nucleétidos no modificada, de forma que al menos un codén de la secuencia de
nucleétidos no modificada esta sustituida por un codén de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones
de C. glutamicum, en el que dicho al menos un coddn es el coddn de iniciacién que esta sustituido con un codon de
iniciacion que se usa con menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codén de iniciacion usado con menor
frecuencia es GTG o TTG.

También se describen secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido con un uso de codén que se ha
ajustado para usar codones que solo se usan rara vez de acuerdo con el uso de codones del organismo huésped.

También se describen el uso de dichas secuencias y procedimientos para producir sustancias quimicas finas, tales
como aminoacidos, azucares, lipidos, aceites, hidratos de carbono, vitaminas, cofactores etc.

Antecedentes

En un lote de procesos biotecnolégicos es necesario modular la expresion génica. Por tanto, para algunas
aplicaciones es necesario aumentar la expresion de un determinado producto génico y para aumentar de este modo
la cantidad y/o actividad de, por ejemplo, una proteina en la célula huésped en la que se (sobre) expresa el gen de
interés. De forma similar, puede ser necesario reducir la cantidad de expresion de un gen endégeno en una célula
huésped. Adicionalmente, puede ser deseable ajustar el nivel de expresion de genes enddgenos o heterdlogos.

La produccién fermentativa de las denominadas sustancias quimicas finas normalmente se lleva a cabo en
microorganismos tales como Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), Escherichia coli (E.coli), Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae), Schizzosaccharomycs pombe (S. pombe), Pichia pastoris (P. pastoris), Aspergillus niger,
Bacillus subtilis, Ashbya gossypii o Gluconobacter oxydans.

Normalmente se usan y se necesitan sustancias quimicas finas que incluyen, por ejemplo, acidos organicos tales
como acido lactico, aminoacidos proteogénicos o no proteogénicos, bases puricas y pirimidinicas, hidratos de
carbono, compuestos aromaticos, vitaminas y cofactores, lipidos, acidos grasos saturados e insaturados, en la
industria farmacéutica, agricola, cosmética, asi como alimentaria y de piensos.

Como respecto a, por ejemplo, el aminoacido metionina, actualmente la produccién anual mundial alcanza
aproximadamente 500.000 toneladas. El proceso de produccién industrial actual no es mediante fermentacién sino
un proceso quimico de varias etapas. La metionina es el primer aminoacido limitante en ganado de aves
alimentadas y, por ello, se ha aplicado principalmente como suplemento de alimentos. Se han publicado varios
intentos en la técnica anterior de producir metionina, por ejemplo usando microorganismos tales como E. coli.

Otros aminoacidos, tales como glutamato, lisina, treonina y treonina, se producen mediante, por ejemplo,
procedimientos de fermentacion. Para estos fines, determinados microorganismos tales como C. glutamicum han
mostrado que son particularmente adecuados. La produccion de aminoacidos mediante fermentacion tiene la ventaja
concreta de que solo se producen L-aminoacidos y que se evitan las sustancias quimicas problematicas para el
medio ambiente, tales como los disolventes tal como se usan normalmente en la sintesis quimica.

Algunos de los intentos en la técnica anterior para producir sustancias quimicas finas tales como aminoacidos,
lipidos, vitaminas o hidratos de carbono en microorganismos tales como E. coli y C. glutamicum han intentado
alcanzar este objetivo mediante, por ejemplo, incremento de la expresion de los genes implicados en las rutas de
biosintesis de las respectivas sustancias quimicas finas. Si, por ejemplo, se sabe que una determinada etapa de la
ruta biosintética de un aminoacido tal como metionina o lisina es limitante de la velocidad, la sobreexpresion de la
respectiva enzima puede permitir la obtencion de un microorganismo que da mas producto de la reaccion catalizada
y, por tanto, en ultima instancia conducira a una produccion aumentada del aminoacido respectivo. De un modo
similar, si se sabe que una determinada etapa enzimatica en la ruta biosintética de, por ejemplo, un aminoacido
deseado no es deseable porque canaliza gran cantidad de energia metabdlica a la formacion de subproductos no
deseados, se puede contemplar regular por disminucion la expresion de la actividad enzimatica respectiva con el fin
de favorecer Unicamente las reacciones metabdlicas que en Ultima instancia conducen a la formacion del
aminoacido en cuestion.

Los intentos para aumentar la produccion de, por ejemplo, metionina y lisina mediante regulacién por aumento y/o
disminucién de la expresion de los genes implicados en la ruta biosintética de la producciéon de metionina o lisina se
describen en, por ejemplo, los documentos WO 02/10209, WO 2006008097 o WO2005059093.
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Normalmente, la sobreexpresion de un gen determinado en un microorganismo tal como E. coli o C. glutamicum u
otras células huésped tal como P. pastoris, A. niger o incluso sistemas de cultivo celular de mamiferos se puede
conseguir mediante transformacion de la respectiva célula con un vector que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina deseada y que ademas comprende elementos que permiten al vector dirigir la
expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica, por ejemplo, una enzima determinada. Usando este abordaje,
las proteinas extrafas, es decir proteinas que estan codificadas por secuencias que no se encuentran de forma
natural en la célula huésped que se usa para expresion, ademas de proteinas enddgenas especificas de células
huésped, se pueden sobreexpresar. Otros procedimientos tipicos incluyen incrementar el nimero de copias de los
respectivos genes en el cromosoma, insertando promotores fuertes para regular la transcripcion de la copia en el
cromosoma de los respectivos genes y potenciar el inicio de la traduccion mediante optimizacién del sitio de unién al
ribosoma (RBS).

Kinnaird y Bums, 1991, Journal of Molecular Biology, 221(3), 733-736 divulgan un raro efecto de codon sobre la
velocidad de traduccion de un gen de Neurospora. El documento describe que, como resultado de dos mutaciones
de desplazamiento de marco que se compensan mutuamente, se generaron tres codones sucesivos con la tercera
posicion A en el gen de ( glutamato deshidrogenasa especifica de NADP: CDH) de Neurospora crassa.

Malumbres et al., 1993, Gene, 134, 15-24 divulga preferencias de codones en Corynebacteria. En particular, el
documento describe el analisis del uso de codones (CU) de 34 genes de las especies intimamente relacionadas
Brevibacterium lactofermentum y Corynebacterium glutamicum (BLCG) y la comparacion con los de 23 genes de
otras especies de Brevibacterium y Corynebacterium. El contenido de G+C de los genes de BLCG se encontro que
variaba de 50 a 62 %.

Romero y Garcia, 1991, FEMS Microbiology Letters, 84, 325-330 divulga el inicio de la traduccion en los codones
AUC, AUA y AUU en Escherichia coli.

Charlet et al., 2005, Molecular Microbiology, 56(5), 1302-1313 divulga una reduccion de la expresion de proteinas
antigénicas MPB70 y MPB83 en cepas BCG de Mycobacterium bovis debido a una mutacion en el codon de
iniciacion en sigK.

Para la regulacién por disminucion de la expresion de determinados factores en, por ejemplo, microorganismos, se
dispone de una multitud de tecnologias tales como abordajes de genes defectivos, tecnologia antisentido, tecnologia
de ARNi etc. Algunas de las tecnologias para la regulacion por disminucién de genes conducen a una completa
pérdida de la funciéon para los respectivos factores debido a la ausencia de, por ejemplo, cualquier enzima
producida. Esto puede suponer un problema cuando el objetivo global es unicamente un determinado grado de
reduccion en la cantidad de la proteina. En estos casos, se puede eliminar la copia de tipo salvaje del respectivo gen
y reemplazarlo con una version mutante que muestre una menor actividad o que lo exprese a partir de un promotor
débil. No obstante, dichos abordajes son bastante molestos y otros medios de reduccion parcial de la expresion de,
por ejemplo, una proteina sin cambar su secuencia de aminoacidos son altamente deseables, no solo para producir
sustancias quimicas finas en, por ejemplo, microorganismos, sino también para otros fines.

En vista de esta situacion, es un objeto de la presente invencion proporcionar procedimientos and secuencias de
nucledtidos que codifican polipéptidos que se pueden usar para reducir la expresion de polipéptidos en C.
glutamicum. Es un objeto adicional proporcionar dichos procedimientos y secuencias para producir sustancias
quimicas finas.

Estos y otros objetivos como sean evidentes para la descripcion de la invencion siguiente se resuelven mediante la
presente invencion como se describe en las reivindicaciones independientes. Las reivindicaciones dependientes se
refieren a realizaciones preferidas.

Sumario de la invencién

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de reducciéon de la cantidad de al menos un
polipéptido en una célula de Corynebacterium glutamicum. Este procedimiento de reducir la cantidad de al menos un
polipéptido comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum una secuencia de nucleétidos
modificada en lugar de una secuencia de nucledtidos no modificada que codifica dicho polipéptido que tiene la
misma secuencia de aminoacidos y/o funcion, en la que dicha secuencia de nucleétidos deriva de la secuencia de
nucleétidos no modificada de forma que al menos un coddén de la secuencia de nucleétidos no modificada esta
sustituida por un codén de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones de C. glutamicum, en el que
dicho al menos un codoén es el codén de iniciacion que esta sustituido con un coddn de iniciaciéon que se usa con
menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codén de iniciacion usado con menor frecuencia es GTG o
TTG. En una realizacién preferida, el uso de codones de referencia se determinara en base al grupo de proteinas
abundantes de la célula de C. glutamicum. La secuencia de nucleétidos que se habra optimizado de este modo para
la expresion reducida de un polipéptido, también se puede designar como secuencia de nucledtidos modificada
mientras que la secuencia enddgena se puede designar como de partida o no modificada.

En una realizacion preferida, los codones muy frecuentes o extremadamente frecuentes se intercambian por
codones raros, preferentemente muy raros y, lo mas preferentemente, extremadamente raros. El uso de codones de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2539280 T3

referencia se basara en el uso de codones de C. glutamicum y, preferentemente, en el uso de codones de proteinas
abundantes de C. glutamicum.

Este procedimiento de reduccion de la cantidad de un polipéptido comprende, por tanto, la etapa de expresar en C.
glutamicum una secuencia de nucleétidos modificada que codifica dicho polipéptido en lugar de la secuencia de
nucledtidos enddégena que codifica un polipéptido de sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos y/o
funcién. La secuencia de nucleétidos modificada deriva de la secuencia de nucleétidos endégena (no modificada) de
forma que los codones de la secuencia de nucleétidos no modificada se intercambia en la secuencia de nucleétidos
modificada con codones menos usados y, preferentemente, con los codones menos usados. El uso de codones de
referencia se basara en el uso de codones de C. glutamicum y, preferentemente, en el uso de codones de proteinas
abundantes de C. glutamicum. En una realizacion preferida, de este modo, los codones frecuentes, muy frecuentes
o extremadamente frecuentes se intercambian por codones raros, muy raros o extremadamente raros. En una
realizaciéon particularmente preferida, uno, algunos o todos los codones se reemplazan por los codones menos
usados.

En una realizaciéon al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al
menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al
menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al
menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas
preferentemente todos los codones de las secuencias de nucledtidos no modificadas pueden sustituirse en la
secuencia de nucleétidos modificada por los codones menos usados para el respectivo aminoacido. En una
realizaciéon incluso mas preferida, el nimero mencionado anteriormente de codones a reemplazar se refiere a
codones frecuentes, muy frecuentes o extremadamente frecuentes. En una realizacion particularmente preferida,
estos codones se reemplazan por codones raros, preferentemente muy raros y lo mas preferentemente
extremadamente raros. En otra realizacion particularmente preferida, el nimero codones anterior se reemplaza por
los codones menos usados, respectivamente. En todos estos casos, el uso de codones de referencia se basa en el
uso de codones del organismo huésped y, preferentemente en el uso de codones de proteinas abundantes de la
célula de C. glutamicum.

En una realizacion preferida, se usara una secuencia de nucleétidos modificada que solo usa codones raros, muy
raros, extremadamente raros o, preferentemente, los codones menos usados para cada aminoacido reemplazado,
como se ha determinado para el grupo de proteina abundantes de la célula de C. glutamicum.

Los polipéptidos que se van a expresar mediante este procedimiento de reduccién de la cantidad de un polipéptido
en una célula de C. glutamicum cell son polipéptidos enddgenos, con la condicion de que la secuencia de
nucledtidos modificada no debe ser idéntica a las secuencias de nucleétidos de partida de los respectivos
polipéptidos de la célula huésped.

Usando este procedimiento, la expresion del respectivo polipéptido se puede reducir en la célula huésped en al
menos un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %. la extension de la reduccién de la
expresion se determina en comparacion con el nivel de expresion del polipéptido endégeno que se expresa a partir
de la secuencia de nucledtidos no modificada endégena en condiciones comparables.

Una realizacion preferida of este procedimiento de reducir la cantidad de un polipéptido en una célula huésped se
refiere a procedimientos en los que la cantidad de un polipéptido que se esta expresando en C. glutamicum se
reduce.

Este procedimiento de comprende la etapa de expresar en C. glutamicum una secuencia de nucleétidos modificada
que codifica dicho polipéptido en lugar de la secuencia de nucledtidos enddgena que codifica el respectivo
polipéptido de sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos y/o funcion. En una realizacién al menos una, al
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos
nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al
menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas
preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de las secuencias de
nucleétidos no modificadas pueden sustituirse en la secuencia de nucleétidos modificada por los codones menos
usados para el respectivo aminoacido. En una realizaciéon incluso mas preferida, el niumero mencionado
anteriormente de codones a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes o extremadamente
frecuentes. En una realizacion particularmente preferida, estos codones se reemplazan por codones raros,
preferentemente muy raros y lo mas preferentemente extremadamente raros. En otra realizaciéon particularmente
preferida, el numero codones anterior se reemplaza por los codones menos usados, respectivamente. En todos
estos casos, el uso de codones de referencia se basara en el uso de codones de C. glutamicum. Preferentemente, el
uso de codones de referencia se basara en el uso de codones de proteinas abundantes de C. glutamicum.

Para reducir la expresion de polipéptidos del género de C. glutamicum basada en el uso de codones alterado, en
otra realizacién la secuencia de nucleétidos no modificada que codifica el polipéptido puede estar modificada de
modo que al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos
siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %,
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al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %,
al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas preferentemente todos los
codones de la secuencia de nucleétidos no modificada esta reemplazada por codones de uso menos frecuente para
el respectivo aminoacido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 2 . En una
realizaciéon incluso mas preferida, el nimero mencionado anteriormente de codones a reemplazar se refiere a
codones frecuentes, muy frecuentes y extremadamente frecuentes. En otra realizacion particularmente preferida, los
numeros de codones anteriores se reemplazan por uno de los dos codones menos frecuentes que codifican el o los
aminoacidos respectivos como se expone en la Tabla 1y, preferentemente, en la Tabla 2.

En otra realizacién de la invencién que se refiere a un procedimiento de disminuir la cantidad del polipéptido en C.
glutamicum, dicha secuencia de nucledtidos modificada usa los codones ACG para treonina, GAT para acido
aspartico, GAA para acido glutamico, AGA y AGG para arginina y/o TTG para el codén de iniciacion que codifica
metionina.

En otra realizacién mas de la invencion que se refiere a un procedimiento de disminuir la cantidad del polipéptido en
C. glutamicum, se puede seleccionar al menos un codon de las secuencias de nucleétidos modificadas del uso de
codones de la Tabla 3 y, preferentemente de la Tabla 4.

Por lo tanto, otra forma de realizacién particularmente preferida de la invencién se refiere a procedimientos de
disminuir la cantidad de un polipéptido de en C. glutamicum en el que al menos uno, al menos dos, al menos tres, al
menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez,
preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al 4 % menos, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas
preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al
menos 90 % o al menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleétidos no
modificada se sustituyen en la secuencia nucleétidos modificada resultante por los codones para el respectivo
aminoacido de acuerdo con la tabla 3 y preferentemente segun la tabla 4. en una realizacion incluso mas preferida el
numero de codones mencionado anteriormente a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes,
extremadamente frecuentes o los mas frecuentes.

Otra forma de realizacion particularmente preferida de la invencién se refiere a procedimientos de disminuir la
cantidad de un polipéptido en C. glutamicum en la que todos los codones de la secuencia de nucledtidos no
modificada se sustituyen en la secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el aminoacido
respectivo de acuerdo con la tabla 3 y preferentemente de acuerdo con la tabla 4.

Las secuencias de nucleétidos modificadas, como pueden usarse en los procedimientos descritos anteriormente de
reducir la cantidad de un polipéptido en el organismo huésped C. glutamicum.

Dichas secuencias de nucleotidos modificadas derivan de las secuencias de nucleétidos enddgenas que codifican
un polipéptido de sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos y/o funcion, ajustandose el uso de codones
de la secuencia de nucledtidos modificada e tal manera que los codones de las secuencias no modificadas (de tipo
salvaje) estan reemplazadas por codones de uso menos frecuente. El uso de codones de referencia se basara en el
uso del codén del organismo huésped y Preferentemente en el uso de codones de proteinas abundantes del
organismo huésped C. glutamicum.

La solicitud describe ademas secuencias de nucleétidos modificadas que se han derivado para un polipéptido
especifico mediante la sustitucién de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al
menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos de diez, al menos del 1 %, al menos del 2 %,
al menos del 4 %, al menos 6 %, al menos del 8 %, al menos 10 %, al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %,
al menos 80 %, al menos 90 % o al menos el 95 % o todos los codones de las secuencias de nucleétidos no
modificadas estan reemplazados en la secuencia de nucleétidos modificada por codones utilizados con menos
frecuencia para el respectivo aminoacido. EI nimero de codones anteriormente mencionados a reemplazar se
refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes o los mas frecuentes. Los numeros de
codones anteriores pueden sustituirse por los codones de uso menos frecuente. En todos los casos, el uso de
codones de referencia se basara en el uso del codén del organismo huésped C. glutamicum, y preferentemente en
el uso de codones de proteinas abundantes del organismo huésped C. glutamicum.

Se describe ademas que las secuencias de nucleétidos modificadas usaran para cada aminoacido reemplazado el
codon menos frecuentemente utilizado de acuerdo con el uso de codones de la célula huésped y de acuerdo con el
uso de codones de las proteinas abundantes de la célula huésped.

En el caso de secuencias de nucleodtidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la
cantidad del respectivo polipéptido codificado, de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos de diez, preferentemente al
menos el 1 %, al menos el 2 %, al menos el 4 %, al menos el 6 %, al menos el 8 %, al menos el 10 %, mas
preferentemente al menos el 20 %, al menos el 40 %, al menos el 60 %, al menos el 80 %, incluso mas
preferentemente al menos el 90 % o al menos el 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de las
secuencias de nucleétidos no modificadas pueden reemplazarse en la secuencia de nucleétidos modificada por
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codones utilizados con menos frecuencia para el respectivo aminoacido. En una realizacion incluso mas preferida, el
numero de codones anteriormente mencionados a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes,
extremadamente frecuentes o los mas frecuentes. En otra realizacion particularmente preferida, el nUmero codones
anterior se reemplaza por los codones menos usados. En todos estos casos, el uso de codones de referencia se
basara en el uso del codon de C. glutamicum, y preferentemente en el uso de codones de las proteinas abundantes
de C. glutamicum.

En el caso de las secuencias de nucledtidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la
cantidad del respectivo polipéptido modificado, al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al
menos 1 %, al menos 2 %, al 4 % menos, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al
menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al
menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleétidos no modificada se
sustituyen en la secuencia nucleodtidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoacido de
acuerdo con la tabla 1 y preferentemente de acuerdo con la tabla 2. En una realizaciéon incluso mas preferida el
numero de codones mencionado anteriormente a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes,
extremadamente frecuentes o los mas frecuentes. En otra realizacién particularmente preferida, los nimeros de
codones anteriores se reemplazan por uno de los dos codones menos frecuentes que codifican el o los aminoacidos
respectivos como se expone en la Tabla 1y, preferentemente, en la Tabla 2.

En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos MODIFICADA que se utiliza para reducir la expresién de un
polipéptido en C. glutamicum utiliza el codones ACG para treonina, GAT para acido aspartico, GAA para acido
glutamico, AGA y AGG para argininay / o TTG para el coddn de iniciacion que codifica metionina.

En auln otra realizaciéon de la invencion, la secuencia de nucleétidos modificada que se utiliza para reducir la
expresion de un polipéptido en C. glutamicum puede comprender al menos un codén siendo seleccionado de la
Tabla 3 y preferentemente de la Tabla 4.

La solicitud describe ademas secuencias de nucleétidos modificadas para reducir la expresién de un polipéptido en
Corynebacterium y particularmente preferido en C. glutamicum en el que al menos uno, al menos dos, al menos tres,
al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete , al menos ocho, al menos nueve, al menos diez,
preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas
preferentemente al menos 20 % , al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al
menos 90 % o menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de la secuencia de nucleétidos no
modificada se sustituyen en la secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el aminoacido
respectivo de acuerdo con la Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4. El nimero de codones
mencionado anteriormente a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente
frecuentes y los mas frecuentes.

La solicitud describe ademas secuencias de nucleétidos modificadas para reducir la expresién de un polipéptido en
C. glutamicum en la que todos los codones de la secuencia de nucleétidos no modificada se sustituyen en la
secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el aminoacido respectivo de acuerdo con la
Tabla 3y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4

En la situacion en la que se utilizan para reducir la expresion de polipéptidos en C. glutamicum estas secuencias de
nucledtidos modificadas se seleccionan preferentemente del grupo que comprende secuencias de nucleétidos que
codifican genes de las rutas biosintéticas de sustancias quimicas finas tales como aminoacidos, azucares, hidratos
de carbono, lipidos, aceites , vitaminas, cofactores, etc., si se sabe que regulacion por disminucion de dichos genes
favorece la produccién de sustancias quimicas finas. Particularmente pueden seleccionarse del grupo que
comprende las secuencias que codifican genes de las rutas biosintéticas que estan implicadas en la sintesis de
aminoacidos, tales como glicina, lisina, cisteina, triptéfano o metionina.

Una realizaciéon particularmente preferida de la invencién se refiere a un procedimiento de disminucién de la
expresion de la isocitrato deshidrogenasa en un microorganismo adaptando el uso de codones como se describe en
el presente documento . El microorganismo puede ser C. glutamicum . Estos procedimientos se pueden usar para
mejorar la sintesis de aminoacidos y, en particular, de metionina y/o lisina.

En el presente documento también se describe una célula huésped que comprende una secuencia de nucledtidos
modificada que conducira a una expresion reducida de un polipéptido en la célula huésped como se ha descrito
anteriormente. Dicha célula de C. glutamicum puede comprender una secuencia de nucledtidos modificada que
conducira a una menor expresion de isocitrato deshidrogenasa.

Ademas se describe en el presente documento el uso de las secuencias de nucleétidos modificadas mencionadas
anteriormente y / o células huésped para la produccion de sustancias quimicas finas tales como aminoacidos,
azucares, lipidos, aceites, vitaminas, cofactores, hidratos de carbono, etc. Se pueden utilizar en particular para la
produccion de aminoacidos tales como glicina, lisina, treonina, cisteina o metionina.
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La Figura 1 muestra la secuencia de tipo salvaje de la isocitrato deshidrogenasa (SEC ID N° 1)

La Figura 2 a) muestra la isocitrato deshidrogenasa (ICD) modificada por el uso de codones que lleva una mutacion
de ATG-GTG (SEC ID N° 2). La mutacion esta sombreada en gris. La Figura 2 b) muestra el inserto de vector que se
uso para reemplazar el gen endégeno (SEC ID N° 3). La mutacién esta sombreada en gris. Los sitios de restriccion
estan subrayados.

La Figura 3 a) muestra la isocitrato deshidrogenasa (ICD) modificada por el uso de codones CA2 (SEC ID N° 4). La
mutacion estd sombreada en gris. La Figura 3 b) muestra el inserto de vector que se us6 para reemplazar el gen
enddgeno (SEC ID N° 5). La mutacion esta sombreada en gris. Los sitios de restriccion estan subrayados.

Descripcion detallada de la invenciéon

Como se ha expuesto en la parte introductoria, puede ser deseable en algunos casos sobreexpresar, por ejemplo,
genes extrafos, en una determinada célula huésped, ya que este enfoque permite conferir caracteristicas
novedosas y Unicas a una célula huésped, por ejemplo si un gen que codifica para una cierta actividad enzimatica
que se introduce de forma natural no se encuentra en la célula huésped.

Sin embargo, la sobreexpresion de genes extrafios que no tienen equivalente en el huésped usando, por ejemplo,
vectores de expresion tales como plasmidos se ha encontrado con problemas. Lo mismo se ha observado para la
sobreexpresion de genes que tienen un homologo en el organismo huésped en cuanto a su funcién, pero que
utilizan una secuencia de nucledtidos que normalmente no se encuentra dentro del organismo huésped. El fracaso
de las células huésped tales como E. coli o C. glutamicum para expresar ciertos secuencias extrafias (heterélogas)
puede deberse al uso de codones alterado (véase, por ejemplo WO 2004/042059).

El codigo genético es degenerado, lo que significa que un determinado aminoacido puede estar codificado por un
numero de diferentes tripletes de bases. El uso de codones se refiere a la observacion de que un determinado
organismo tipicamente no va a usar cada posible codén para un determinado aminoacido con la misma frecuencia.
En su lugar, un organismo normalmente mostrara ciertas preferencias, es decir, un sesgo de codones especificos, lo
que significa que estos codones se encuentran con mayor frecuencia en los genes transcritos de un organismo.

Sin embargo, la manipulacion del uso de codones se ha utilizado en el pasado para aumentar la expresion de genes
extrafios. Para reducir la expresion de los genes, mas habitualmente una parte o la region de codificacion completa
se ha eliminado del genoma (el denominado enfoque "knock out"). Del mismo modo, los mutantes con actividad
reducida o la modulacién de la actividad transcripcional, por ejemplo, por promotores débiles se han aplicado en este
contexto.

La presente Invencién se basa en parte en el descubrimiento sorprendente de que, si se intercambian los codones
de una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido enddégeno contra codones que se encuentran con
menor frecuencia y se que utilizan en la célula huésped, se observara un nivel de expresion reducido de este
polipéptido debido al uso del codén modificado.

El uso de codones que se utilizan con menos frecuencia en el organismo huésped para la reduccion de la expresion
de un polipéptido tiene numerosas ventajas. Dado que la secuencia de nucleétidos MODIFICADA puede integrarse
en el locus gendmico nativo, la integridad gendmica del organismo estara muy conservada. Por otra parte,
dependiendo del numero de codones que se intercambian y la frecuencia de los codones que se introducen puede
ser posible ajustar con precision la reduccion del factor especifico.

La presente invencion se basa ademas en el sorprendente hallazgo de que la determinacién del uso de codones de
un organismo puede dar resultados diferentes dependiendo de si el uso de codones se determina para abundantes
proteinas de la célula huésped o para el organismo huésped como un todo.

Tipicamente, las tablas de uso de codones en la técnica anterior para organismos tales como E. coli etc. se han
basado en un analisis del genoma completo. Los inventores de la presente invencion han encontrado para el caso
de C. glutamicum que el analisis del uso de codones de proteinas abundantes dara resultados bastante diferentes
en comparacion con las frecuencias de uso de codones como se determina para el organismo completo de C.
glutamicum. Sin desear quedar ligad a teoria alguna, se supone que la frecuencia de uso de codones especificos de
proteinas abundantes en un organismo, tal como C. glutamicum refleja ciertos requisitos en cuanto a la composicion
de codones de una secuencia de nucleétidos altamente expresada.

La distribucion de uso de codones especificos de genes altamente expresados puede, por ejemplo, reflejar las
preferencias de codones que son reconocidos por ARNt que también estan frecuente t abundantemente disponibles
en las células de los organismos huésped. Del mismo modo estos codones pueden reflejar las estructuras de ARN
de transcripcién que por su disposicion espacial se pueden traducir de manera mas eficiente.

La identificacion de frecuencias de uso de codones no sobre la base de todo el organismo, sino para las proteinas
abundantes abre solo asi la intrigante posibilidad de definir los codones que probablemente tendran una tendencia a
dirigir una fuerte expresion de un polipéptido. Si se seleccionan especificamente dichos codones frecuentes y se
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reemplazan por un codén menos frecuentemente usado como se ha descrito anteriormente, esto, ademas, deberia
ayudar a reducir la expresion del polipéptido respectivo. Por otra parte, si un codon sélo se utiliza muy raramente en
proteinas abundantes, esto puede indicar que dicho codén no se traduce eficazmente en el organismo huésped.
Esta supuesta incapacidad puede usarse para una realizacion preferida adicional de la presente invencién en la que
los codones que sean elegidos deliberadamente para la secuencia de nucledtidos modificada que sélo rara vez se
utilizan en las proteinas abundantes de la célula huésped.

Parece razonable suponer que el hallazgo de que las proteinas de expresion alta en una célula huésped tienen un
uso de codones diferente en comparacion con la situacion en la que se determina el uso de codones para todos los
genes de un organismo no se limitara a C. glutamicum, sino que también se observa para otros organismos tales
como E. coli, células de levadura, células vegetales, células de insecto o células de cultivo celular de mamifero.

Por tanto, la invencion se refiere a reducir la expresion de polipéptidos en una célula de C. glutamicum mediante el
uso de secuencias de nuclettidos modificada en lugar de las secuencias enddgenas en las que los codones de las
secuencias endogenas se intercambian para los codones de uso menos frecuente del organismo huésped. Ese uso
de codones de referencia se determinara preferentemente. En una realizacion preferida, los codones se
intercambian por los codones menos usados del organismo huésped. En una realizacion preferida adicional, se
sustituiran particularmente los codones de las secuencias enddégenas que usan codones que se sabe que se
encuentran con mayor frecuencia en las proteinas abundantes del organismo huésped.

La expresion "célula huésped" u "organismo" para los fines de la presente invencion se refiere a C. glutamicum.

En realizaciones preferidas de la invencion, las células huésped pueden seleccionarse del grupo que comprende
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium glutamicum KFCC10065 vy Corynebacterium
glutamicum ATCC21608, asi como cepas que se derivan las mismas mediante, por ejemplo, mutagénesis y
seleccion clasica o por mutagénesis dirigida.

Otras cepas particularmente preferidas de C. glutamicum se pueden seleccionar del grupo que comprende
ATCC13058, ATCC13059, ATCC13060, ATCC21492, ATCC21513, ATCC21526, ATCC21543, ATCC13287,
ATCC21851, ATCC21253, ATCC21514, ATCC21516, ATCC21299, ATCC21300, ATCC39684, ATCC21488,
ATCC21649, ATCC21650, ATCC19223, ATCC13869, ATCC21157, ATCC21158, ATCC21159, ATCC21355,
ATCC31808, ATCC21674, ATCC21562, ATCC21563, ATCC21564, ATCC21565, ATCC21566, ATCC21567,
ATCC21568, ATCC21569, ATCC21570, ATCC21571, ATCC21572, ATCC21573, ATCC21579, ATCC19049,
ATCC19050, ATCC19051, ATCC19052, ATCC19053, ATCC19054, ATCC19055, ATCC19056, ATCC19057,
ATCC19058, ATCC19059, ATCC19060, ATCC19185, ATCC 13286, ATCC21515, ATCC21527, ATCC21544,
ATCC21492, NRRL B8183, NRRL W8182, B12NRRLB12416, NRRLB12417, NRRLB12418 y NRRLB11476.

La abreviatura KFCC significa Federacion Coreana de Coleccion de Cultivos, ATCC significa Coleccion Americana
de Cultivos Tipo y la abreviatura DSM significa Deutsche Sammlung von Mikroorganismen. La abreviatura NRRL
significa coleccion de cultivos ARS Northern Regional Research Laboratory, Peorea, IL, EE.UU.

Particularmente preferidos son los microorganismos de Corynebacterium glutamicum que ya son capaces de
producir sustancias quimicas finas tales como L-lisina, L-metionina y / o L-treonina. Por lo tanto se prefieren
particularmente la cepa Corynebacterium glutamicum ATCC13032 y derivados de esta cepa.

La expresion "reduccion de la cantidad de al menos un polipéptido en una célula huésped" se refiere a la situacion
de que si uno reemplaza una secuencia de nucledtidos endégena que codifica un polipéptido con una secuencia de
nucleétidos modificada de acuerdo con la invencidon que codifica un polipéptido de sustancialmente la misma
secuencia de aminodcidos y / o funcidn, una cantidad reducida del polipéptido codificado se expresara dentro de las
células huésped. Esto, por supuesto, supone que la comparacién se hace para los tipos de células huésped
comparables, situaciones basales genética comparables etc.

La expresion "secuencia de nucleétidos” para los fines de la presente invencion se refiere a cualquier molécula de
acido nucleico que codifica los polipéptidos tales como péptidos, proteinas, etc. Estas moléculas de acido nucleico
pueden estar hechas de ADN, ARN o analogos de los mismos. Sin embargo se prefieren las moléculas de acido
nucleico hechas de ADN.

Las expresiones "secuencia de nucleétidos no modificada" o "secuencia de nucleétidos de partida" para los fines de
la presente invencion tipicamente se refieren a una secuencia de nucleétidos endégena que codifica un polipéptido
cuya expresion se quiere reducir. Estas secuencias de nucledtidos no modificadas o de partida no se han modificado
con respecto a su uso de codones, es decir, ningun codén se ha reemplazado por codones de uso menos frecuente.

Las expresiones "secuencia de nucledtidos no modificada" y "secuencia de nucledtidos de partida" no
necesariamente tienen que ser equivalentes a una secuencia de nucleétidos enddgena. Se puede, por ejemplo
prever la situacion de que un gen enddgeno que codifica el factor X se ha delecionado y reemplazado por una
version mutada del factor X portador de una mutacién puntual que conduce a una reduccion de la actividad de este
factor. Sin embargo, aparte de la mutacion puntual, la secuencia de codificacion del factor X puede no haberse
modificado. A partir de una secuencia de nucleétidos, se puede reducir aun mas la expresion del factor X mutado
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mediante la sustitucion de codones de la secuencia de codificacién por codones de uso menos frecuente. Por lo
tanto, la secuencia de nucleétidos de partida no sera idéntica a una secuencia endégena. Sin embargo, la secuencia
de nucledtidos de partida se caracteriza por que no se ha modificado en base a la informacién del uso de codones
para dar lugar a una expresion reducida.

Por lo tanto, las expresiones "no modificada" o "secuencia de nucleétidos de partida" se refieren a una secuencia
nucleotidica que codifica una proteina endégena o versiones mutadas cuyo uso de codones no se ha modificado
para reducir la expresion del polipéptido codificado mediante la sustitucion de codones con menos frecuencia de uso
segun lo determinado por el respectivo organismo huésped y preferentemente para el grupo de proteinas
abundantes de los mismos.

La expresion "secuencia de nucledtidos modificada" para los fines de la presente invencion se refiere a una
secuencia que se ha modificado con la intencién de reducir la expresion del polipéptido respectivo codificado en una
célula huésped mediante el ajuste de la secuencia de la secuencia de nucledtidos no modificada/de partida
originalmente diferente. Por lo tanto, los codones de la secuencia no modificada / de partida son reemplazados por
codones de uso menos frecuente. El uso de codones de referencia se basa en el uso de codones del organismo
huésped.

La persona experta en la técnica es claramente consciente de que la modificacién de la secuencia de nucleétidos de
partida describe el proceso de optimizacién con respecto al uso de codones.

Si, por ejemplo, la secuencia de codificacion de una enzima enddgena se ajusta con el fin de reducir la expresion de
este factor, los cambios introducidos se pueden identificar facilmente mediante la comparaciéon de la secuencia
modificada y la secuencia de partida que en tal caso es la secuencia de tipo salvaje. Por otra parte, ambas
secuencias codificaran en este caso la misma secuencia de aminoacidos.

Si, sin embargo, la secuencia de codificacion de, por ejemplo, una enzima de tipo salvaje endégena se ajusta como
se ha descrito y si la secuencia resultante se modificado adicionalmente simultanea o posteriormente mediante, por
ejemplo, delecion de aminoacidos, insercion de aminoacidos adicionales o introduccion de mutaciones puntuales
con el fin de transmitir por ejemplo, nuevas propiedades a la enzima (tales como inhibicién por retroalimentacion
reducida), la secuencia de nucleétidos modificada resultante y la secuencia de nucleétidos modificada puede no
codificar secuencias de aminoacidos idénticas. En tal situacién, no hay una secuencia de partida en el sentido de
que la secuencia de partida y la secuencia modificada codifican la misma secuencia de aminoacidos simplemente
porque la mutacién que se ha introducido no se habia descrito antes. Por otra parte, la funcidon de la codificada
puede o no puede verse afectada por las mutaciones introducidas. Si por ejemplo se inserta una mutacion puntual
en una enzima regulada por retroalimentacion, la enzima adn puede catalizar la reaccion respectiva, pero puede ser
resistente a la inhibicién por retroalimentacion. Si por ejemplo, se introducen aminoacidos en el extremo N- o C-
terminal, esto puede no tener ningun impacto sobre la funciéon. Una persona experta se dara cuenta de que a pesar
de las diferencias entre las secuencias de nucleétidos modificada y no modificada, el procedimiento de la invencién
se ha usado porque la secuencia de partida sin la mutacion introducida sera conocida en forma de secuencia de tipo
salvaje y las diferencias de las secuencias modificada y de partida para dichos codones que no codifican la mutacion
introducida indicaran claramente que la optimizacién de uso de codones como se ha descrito anteriormente se ha
llevado a cabo. Por lo tanto, la optimizacién del uso de codones sera clara a partir de una comparacion de la
secuencia de partida y modificada para los codones que codifican los aminoacidos en las mismas posiciones o
equivalentes.

Esto quiere decir, cuando se afirma en el contexto de la presente invencion, que las secuencias de nucledtidos
modificada y de partida codifican proteinas de secuencia de aminoacidos y/o funcidon sustancialmente idéntica. La
secuencia de nucleétidos modificada y de partida sera tipicamente al menos 60 %, 65 %, preferentemente al menos
70 %, 75 %, 80 %, 85 % y mas preferentemente al menos 90 %, 95 o al menos 98 % idéntica en cuanto a la
secuencia de aminoacidos.

Se ha indicado anteriormente que en una realizacion preferida, sélo se reemplazaran codones con codones de uso
menos frecuente de acuerdo con el uso de codones del organismo huésped, pero también se seleccionaran los
codones a reemplazar de acuerdo con determinados criterios. La sustitucion de codones que se utiliza con
frecuencia en el organismo huésped puede tener un efecto positivo adicional debido a que el aumento de la
frecuencia de uso indica la seleccién de tales codones por un organismo si la expresidon se desea aumentar. La
sustitucion de estos codones frecuentes por los codones usados con menos frecuencia y preferentemente por los
codones menos frecuentes para reducir la expresion, de este modo no sélo establece "frenos" en la secuencia, sino
que también elimina los elementos que generalmente impulsan expresion. La sustitucion de los codones que se
utilizan con frecuencia en proteinas abundantes o ubicuas es particularmente preferida.

La expresion "proteinas abundantes" para los fines de la presente invencion se refiere al grupo de proteinas
altamente expresadas dentro de una célula u organismo huésped.

La persona experta en la técnica esta familiarizado con la identificacion del grupo de proteinas abundantes en una
célula u organismo huésped. Esto puede conseguirse, mediante, por ejemplo, electroforesis en gel 2D. En la
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electroforesis en gel 2D, una mezcla de proteinas, tal como un extracto celular en bruto se separé en geles de
proteinas por, por ejemplo, tamafio y punto isoeléctrico. Posteriormente estos geles se tifien y la intensidad de las
diversas manchas es una indicacion de la cantidad total de proteina presente en la célula.

El uso de paquetes de software estandar se seleccionara un grupo de proteinas cuyas intensidades de sefial estan
por encima de un cierto nivel de fondo umbral y definira este grupo de proteinas como proteinas abundantes. Los
paquetes de software tipicos usados para este proposito incluyen por ejemplo, Melanie3 (Geneva Bioinformatics
SA).

La persona experta en la técnica es consciente de que diferentes células huésped tales como microorganismos,
células vegetales, células de insectos, etc., varian con respecto al nimero y tipo de proteinas abundantes en una
célula. Incluso dentro del mismo organismo, diferentes cepas pueden mostrar un perfil de expresion un tanto
heterogéneo a nivel de proteina. Por lo tanto, se analizaran tipicamente diferentes cepas y se considerara que las
proteinas que se encuentran en todas las cepas son abundantes.

Un buen parametro de seleccion para la definicion de un grupo de proteinas abundantes para los fines de la
presente invencion es considerar solo las 10 a 300 y preferentemente las10 a 30 proteinas mas abundantes como
se detecta en el procedimiento de electroforesis en gel 2D anteriormente descrito. Preferentemente solo se
consideraran las proteinas citosolicas para el grupo de proteinas abundantes, solamente. Por lo tanto, en una
realizacion preferid, la expresion "proteinas abundantes" se refiere al grupo de las aproximadamente 13, 14 o 15
proteinas abundantes en extractos citosolicos de células enteras de organismos huésped identificadas por
electroforesis en gel de 2D.

Una vez que se han identificado las proteinas abundantes, se pueden utilizar herramientas de software, tales como
la funcion "Cusp" de la caja de herramientas de la version 2.2.0 de EMBOSS que se puede descargar en
HTTP://EMBOSS.sourceforge.net/download/. Otros paquetes de software que se pueden utilizar estan disponibles
en www.entelechon.com (por ejemplo, Leto 10).

Como se ha explicado anteriormente, el principio de la invencién es reducir la cantidad de al menos un polipéptido
en una célula de Corynebacterium glutamicum, que comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum
una secuencia de nucleotidos modificada en lugar de una secuencia de nucleétidos no modificada que codifica dicho
polipéptido que tiene la misma secuencia de aminoacidos y/o funcion, en la que dicha secuencia de nucledtidos
deriva de la secuencia de nucleétidos no modificada de forma que al menos un codén de la secuencia de
nucleétidos no modificada esta sustituida por un codén de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones
de C. glutamicum, en el que dicho al menos un codoén es el codon de iniciacion que esta sustituido con un codén de
iniciacion que se usa con menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho codén de iniciacién usado con menor
frecuencia es GTG o TTG.

A menos que se indique lo contrario, la expresion "codones frecuentes" se refiere a la frecuencia relativa por la cual
un cierto codoén de todos los codones posibles que codifican un aminoacido especifico es utilizado por las proteinas
de la célula huésped y, preferentemente, por las abundantes proteinas de la célula huésped.

Un coddn se considera que es "frecuente” si se utiliza a una frecuencia relativa de mas de 40 %. Es "muy frecuente"
si se utiliza con una frecuencia relativa de mas de 60 % y una frecuencia relativa de mas de 80 % es indicativa de un
codon de "extremadamente frecuente". Una vez mas las frecuencias relativas se basan en el uso de codones de las
proteinas de la célula huésped a menos que se indique lo contrario.

A menos que se indique lo contrario, la expresién "codones frecuentes" se refiere a la frecuencia relativa por la cual
un cierto codoén de todos los codones posibles que codifican un aminoacido especifico es utilizado por las proteinas
de la célula huésped.

Un coddn se considera que es "raro" si se utiliza menos de 20 % para el aminoacido especifico. Un codén "muy raro"
se utilizara a una frecuencia de menos de 10 % y un codén "extremadamente raro" se utilizara a una frecuencia de
menos de 5 %.

.Como los aminoacidos metionina y triptéfano estan codificados por un codén solamente, la respectiva frecuencia de
codones es siempre 100 %. Sin embargo, el aminoacido treonina esta codificado por cuatro codones, a saber, ACU,
ACC, ACA y ACG. Para todo el organismo de C. glutamicum, estos codones se utilizan a una frecuencia relativa de
20,4 %, 52,9 %, 12,5 % y 14,3 % (véase la tabla 1, experimento 1). En vista de las explicaciones anteriores, el codén
ACC es, por lo tanto, un codén frecuente y los codones ACA y ACG y son codones raros.

El aminoacido alanina esta codificada por cuatro codones, a saber, GCU, GCC, GCA, y GCG. Para todo el
organismo de C. glutamicum, estos codones se utilizan a una frecuencia relativa de 23,7 %, 25,4 %, 29,3 % y 21,6 %
(véase la tabla 1, experimento 1). Sin embargo, en el grupo de las proteinas abundantes, estos codones se utilizan a
las frecuencias relativas de 46,8 %, 9,9 %, 35,9 % y 7,4 % (véase la tabla 2, el experimento 1). Asi, GCU para el
grupo de proteinas abundantes resulta ser un codon frecuente. Por otro lado, GCG es particularmente evitado en las
proteinas abundantes (véase la tabla 2, experimento 1). Asi, se puede considerar reemplazar especificamente el
codén GCU en la secuencia de partida por GCG en la secuencia modificada si la reduccion de la expresion en C.
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glutamicum es el objetivo.

En algunas realizaciones, puede ser suficiente y preferido reemplazar codones con codones de uso menos
frecuente. En una realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos modificada puede utilizar para cada uno de los
codones mas frecuentes el codon menos frecuentemente utilizado.

Los términos "expresar”, "que expresa", "expresado” y "expresion" se refieren a la expresion de un producto génico
(por ejemplo, una enzima biosintética de un gen de una ruta) en un organismo huésped. La expresion se puede
hacer mediante alteracion genética del microorganismo que se utiliza como un organismo de partida. En algunas
realizaciones, un microorganismo puede estar alterado genéticamente (por ejemplo, ingenieria genética) para
expresar un producto génico en un mayor nivel relativo al producido por el microorganismo de partida o en un
microorganismo equiparable que no se ha alterado. La alteracion genética incluye, entre otros, alterar o modificar
secuencias reguladoras o sitios asociados con la expresion de un gen particular (por ejemplo, mediante la adicién de
promotores fuertes, promotores inducibles o promotores multiples o retirando las secuencias reguladoras de tal
manera que la expresion sea constitutiva), modificando la localizacion cromosémica de un gen particular, alterando
secuencias de acido nucleico adyacentes a un gen particular tal como un sitio de unién al ribosoma o un terminador
de la transcripcion, incrementando el numero de copias de un gen particular, modificando proteinas (por ejemplo,
proteinas reguladoras, supresores, potenciadores, activadores transcripcionales y similares) implicadas en la
transcripcion de un gen particular y / o traduccidon de un producto génico particular, o cualquier otro medio
convencional de alterar la regulacion de la expresion de un gen particular mediante la rutina en la técnica
(incluyendo, entre otros, el uso de moléculas de acido nucleico antisentido, por ejemplo, para bloquear la expresion
de proteinas represoras).

El procedimiento de reducir la cantidad de un polipéptido de acuerdo con la invencién comprende la etapa de
expresar una secuencia de nucledtidos modificada que codifica un polipéptido en Corynebacterium glutamicum en
lugar de una secuencia de nucledtidos de partida que codifica para un polipéptido de sustancialmente la misma
secuencia de aminoacidos y / o funcién. La secuencia de nucledtidos modificada deriva de la secuencia de
nucledtidos de partida de tal manera que los codones de la secuencia de nucleétidos no modificada se intercambian
en la secuencia de nucledtidos modificada con codones usados con menos frecuencia y, preferentemente, los
codones menos frecuentemente utilizados, como se ha definido anteriormente en el presente documento. En una
realizacion preferida, los codones frecuentes y preferentemente muy o extremadamente frecuentes se intercambian
de este modo por codones raros vy, preferentemente, codones muy raros y extremadamente raros. En una
realizacion preferida adicional, los codones mas frecuentemente utilizados son reemplazados por los codones
menos utilizados. En todos estos casos, la referencia es el uso de codones basado en el uso de codones de
Corynebacterium glutamicum y preferentemente en el uso de codones de proteinas abundantes de Corynebacterium
glutamicum.

En una realizacion preferida se va a utilizar una secuencia de nucleétidos modificada que utiliza solamente codones
raros y preferentemente muy raros y extremadamente raros para cada aminoacido sustituido segun lo determinado
por las proteinas de la célula huésped. En una realizacion preferida adicional de este Ultimo aspecto de la invencién,
la secuencia de nucledtidos modificada utiliza para cada aminoacido el codén de uso menos frecuente.

En todos estos casos, el coddn de iniciacion puede ser un "punto caliente" preferido para la introduccién de codones
de uso menos frecuente, es decir, GTG en lugar de ATG y aun mas preferentemente TTG.

Los polipéptidos que se van a expresar por este procedimiento de reducir la cantidad de un polipéptido en una célula
huésped pueden ser polipéptidos enddgenos con la condicién de que la secuencia de nucledtidos modificada no
deba ser idéntica a las secuencias de nucleétidos de tipo salvaje no modificadas de los respectivos polipéptidos
enddgenos de Corynebacterium glutamicum.

El uso de estos procedimientos y los organismos antes mencionados, la expresion del respectivo polipéptido puede
reducirse en la célula huésped en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % 0 95 %. La
extension de la reduccion de la expresion se determina en comparacién con el nivel de expresion de la secuencia de
nucleétidos de partida en condiciones comparables.

Se entiende que no es siempre deseable para reducir la expresion tanto como sea posible. En ciertos casos, por
ejemplo, una represion de 25 % puede ser suficiente y deseable. La presente invencion ofrece la posibilidad de
ajustar la represion, por ejemplo, no sustituyendo todos los codones por los codones menos frecuente, pero por
ejemplo, introduciendo sélo dos o tres codones raros en posiciones seleccionadas.

Ademas se describen secuencias de nucleétidos modificadas que pueden utilizarse para reducir la expresion de un
polipéptido en una célula huésped.

Tales secuencias de nucleétidos modificadas derivan de las secuencias de nucleétidos de partida que codifican un
polipéptido de sustancialmente la misma secuencia y / o funcién con el uso de codones de la secuencia de
nucledtidos modificada de aminoacidos que se ajusta de tal manera que los codones de las secuencias no
modificadas (de tipo salvaje) son reemplazados por codones de uso menos frecuente. El uso de codones de
referencia se basa en el uso de codones del organismo huésped y preferentemente en el uso de codones de las
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proteinas abundantes del organismo huésped.

Ademas se describen tales secuencias de nucleétidos modificadas que se han obtenido para un polipéptido
especifico mediante la sustitucién de al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al
menos seis, al menos siete, al menos ocho, en menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al
menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al
menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o menos 95 % y mas
preferentemente todos los codones de las secuencias de nucledtidos no modificadas se sustituyen en la secuencia
de nuclestidos modificada por codones utilizados con menos frecuencia para el respectivo aminoacido. El nUmero de
codones anteriormente mencionados a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes,
extremadamente frecuentes o los mas frecuentes que estan sustituidos por condiciones raras, muy raras o
extremadamente raras. Los nimeros de codones anteriores pueden sustituirse por los codones de uso menos
frecuente. En todos los casos, el uso de codones de referencia se basa en el uso de codones del organismo
huésped y preferentemente en el uso de codones de las proteinas abundantes del organismo huésped.

Las secuencias de nucledtidos modificados pueden utilizar para cada aminoacido sustituido el codén menos
frecuentemente usado como se determina para las proteinas de la célula huésped.

Ademas se describen vectores que comprenden tales secuencias de nucleétidos modificadas. Estos vectores
pueden utilizarse para expresar dichas secuencias si por ejemplo las secuencias endégenas se han eliminado a
nivel cromosémico. Los vectores también pueden usarse para reemplazar las secuencias enddégenas con las
secuencias de nucleotidos modificadas.

También se describen células huésped que comprenden las secuencias de nucleétidos modificadas anteriormente
mencionadas y / o los vectores antes mencionados.

Un microorganismo particularmente preferido para llevar a cabo el procedimiento anterior de reducir la expresion es
Corynebacterium glutamicum.

Se describe adicionalmente el uso de células huésped que se seleccionan a partir de bacterias corineiformes tales
como bacterias del género Corynebacterium. Particularmente preferidas son las especies Corynebacterium
glutamicum,  Corynebacterium  acetoglutamicum,  Corynebacterium  acetoacidophilum,  Corynebacterium
thermoaminogenes, Corynebacterium callunae, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium melassecola y
Corynebacterium effiziens, Brevibacteria o las especies Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum vy
Brevibacterium divarecatum.

También se describen células huésped seleccionadas del grupo que comprende Corynebacterium glutamicum
ATCC13032, C. acetoglutamicum ATCC15806, C. acefoacidophilum ATCC13870, Corynebacterium
thermoaminogenes FERMBP-1539, Corynebacterium melassecola ATCC 17965, Corynebacterium effiziens DSM
44547, Corynebacterium effiziens DSM 44549, Brevibacterium flavum ATCC14067, Brevibacterium lactoformentum
ATCC13869, Brevibacterium divarecatum ATCC 14020, Corynebacterium glutamicum KFCC10065 and
Corynebacterium glutamicum ATCC21608 asi como cepas que derivan de las mismas por ejemplo, mutagénesis y
seleccion clasica o por mutagénesis dirigida.

También se describe el uso de los procedimientos antes mencionados, secuencias de nucleétidos modificadas,
vectores y / o células huésped para producir sustancias quimicas finas. Se pueden utilizar secuencias de nucledtidos
modificadas que se seleccionan del grupo que comprende secuencias de nucledtidos que codifican genes de las
rutas de biosintesis de las sustancias quimicas finas para los que se sabe que la represion potencia la produccion de
sustancias quimicas finas.

La expresion "sustancia quimica fina" es bien conocida por el experto en la técnica y comprende compuestos que se
pueden usar en diferentes partes de la industria farmacéutica, la industria agricola, asi como en la industria
cosmeética, alimentaria y de piensos. Las sustancias quimicas finas pueden ser los productos finales o intermedios
que se necesitan para otras etapas de sintesis. Las sustancias quimicas finas también incluyen monémeros para la
sintesis de polimeros.

Las sustancias quimicas finas e definen como todas las moléculas que contienen al menos dos atomos de carbono
y, ademas, al menos un heteroatomo que no es un atomo de carbono o hidrégeno. Preferentemente sustancias
quimicas finas se refieren a moléculas que comprenden al menos dos atomos de carbono y, ademas, al menos un
grupo funcional, tal como hidroxi, amino, tiol, carbonilo, carboxi, metoxi, éter, éster-, amido, fosfoéster-, tioéter- o
tioéster-grupo

Sustancias quimicas finas comprenden por lo tanto preferentemente acidos organicos tales como acido lactico, acido
succinico, acido tartarico, acido itacénico etc. Las sustancias quimicas finas comprenden, ademas, aminoacidos,
bases de puricas y pirimidinicas, nucleétidos, lipidos, acidos grasos saturados e insaturados, tales como acido
araquiddnico, alcoholes, por ejemplo, dioles tales como propanodiol y butanodiol, hidratos de carbono tales como
acido hialurénico y trehalosa, compuestos aromaticos tales como vainillina, vitaminas y cofactores, etc.
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Un grupo particularmente preferido de sustancias quimicas finas para los fines de la presente invenciéon son
productos biosintéticos seleccionados del grupo que comprende acidos organicos, proteinas, aminoacidos, lipidos
etc. Otras sustancias quimicas finas particularmente preferidas se seleccionan del grupo de compuestos que
contienen azufre tales como tionina, cisteina, homocisteina, cistationina, glutation, biotina, tiamina y/o acido lipoico.

El grupo de las sustancias quimicas finas mas preferido incluye aminoacidos entre los cuales se prefieren
particularmente glicina, lisina, metionina, cisteina y treonina.

Un procedimiento preferido de acuerdo con la presente invencion se refiere a un procedimiento para reducir la
cantidad de al menos un polipéptido en C. glutamicum en la que se utilizan los principios anteriores . Por lo tanto, se
expresara una secuencia de nucleétidos modificada en lugar de la secuencia de nucleétidos de partida ambos de las
cuales codifican sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos y / o funcién en la que al menos un codon de
la secuencia de nucledtidos de partida se sustituye en la secuencia de nucleétidos modificada por un codén menos
usado. La referencia uso de codones se determina para C. glutamicum. Preferentemente, el uso de codones de
referencia se determina para las proteinas abundantes de C. glutamicum.

Por supuesto, las definiciones como se han proporcionado anteriormente para el significado de las expresiones

"secuencias de nucleétidos modificadas", "secuencias de nucleétidos no modificadas", "codones raros", "codones
frecuentes" etc. se aplican igual para estas realizaciones preferidas de la invencion.

Una realizacion particularmente preferida de la invencién se refiere a un procedimiento de disminucién de la
expresion de la isocitrato deshidrogenasa en un microorganismo adaptando el uso de codones como se describe en
el presente documento . El microorganismo puede ser C. glutamicum . Estos procedimientos se pueden usar para
mejorar la sintesis de aminoacidos y, en particular, de metionina y/o lisina.

También se describe una célula huésped, que puede ser C. glutamicum, que comprende una secuencia de
nucleétidos modificada que dara lugar a una expresion reducida de isocitrato deshidrogenasa

Como se ha mencionado anteriormente, puede ser preferible sustituir los codones que se encuentran con frecuencia
en el grupo de proteinas abundantes. Los proteinas abundantes de, por ejemplo., C. glutamicum se pueden
determinar como se ha descrito anteriormente por electroforesis en gel de proteina 2D. Para este proposito, las
cepas de C. glutamicum pueden cultivarse en condiciones estandar. Después, los extractos de células se pueden
preparar usando los protocolos de lisis comunes. Después de la lisis, los extractos celulares se centrifugan y
aproximadamente 25 a 50 mg se analizan mediante 2D-PAGE estandar. Un ejemplo del enfoque se puede encontrar
a continuacion en el ejemplo 1, asi como en la parte materiales y Procedimientos de HansMeier et al. (Proteomics
2006, 6, 233-250)

Siguiendo este enfoque se pueden identificar las proteinas abundantes en C. glufamicum seleccionando las 10 a
300 proteinas citosdélicas mas abundantes o identificando de 10 a 30 proteinas citosélicas que se observa que estan
presente en cantidades elevadas en diversas cepas. Estos resultados se supone que son también representativos
para el grupo de proteinas abundantes en otras especies de Corynebacterium.

Para los fines de la presente invencion, la expresion "proteinas abundantes de C. glutamicum" puede hacer
referencia al grupo que comprende los siguientes factores proteicos (el nimero de acceso de la secuencia de
nucléotidos se muestra entre paréntesis):

Factor de elongacion Tu (n° de acceso en Genbank: X77034)
Glicerin-aldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (n° de acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 289401-288397)
Fructosa bisfosfato aldolasa (n° de acceso en Genbank: BX927156, 6, nt. 134992-133958)
Factor de elongacion Ts (n° de acceso en Genbank: BX927154, 6, nt. 14902-14075)
proteina hipotética (n° de acceso en Genbank: BX927155, 6, nt. 213489-214325)

Enolasa (n° de acceso en Genbank: BX927150, nt. 338561-339838)
Peptidil-prolil-Cis-trans isomerasa (n° de acceso en Genbank: BX927148, nt. 34330-34902)
Superodxido dismutasa (n° de acceso en Genbank: AB055218)

Fosfoglicerato deshidrogenasa (n° de acceso en Genbank: BX927151, nt. 306039-307631)
proteina SSU Rib S1P (n° de acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 26874-28334)
Triosa-fosfato-isomerasa (n° de acceso en Genbank: BX927155, 6, nt. 286884-286105)

Isopropilmalat-sintasa (n° de acceso en Genbank: X70959)
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Butano-2,3-dioldeshidrogenasa (n° de acceso en Genbank: BX927156, nt. 20798-21574)
Fumarato-hidratasa (n° de acceso en Genbank: BX927151, 6, nt. 18803-17394)

En base a estas catorce proteinas mencionadas anteriormente se puede crear una tabla de uso de codones usando
la funcién "CUSP" de la herramienta EMBOSS mencionada anteriormente

El grupo descrito anteriormente de catorce proteinas puede usarse particularmente para determinar o definir el grupo
de proteinas abundantes en la cepa de C. glutamicum ATCC 13032 y/o los derivados (obtenidos mediante, por
ejemplo, mutagénesis clasica y seleccion o ingenieria genética) se usan en el analisis de electroforesis en gel 2D.

Utilizando la funcién CUSP de la caja de herramientas EMBOSS, version uno, se puede crear una tabla de uso de
codones que refleje el uso de codones de las proteinas abundantes de Corynebacterium en general y de
preferentemente de C. glutamicum.

Sorprendentemente, el uso de codones de estas proteinas abundantes difiere significativamente del uso de codones
tal como se determina para todo el genoma de C. glutamicum como queda claro a partir de una comparacion de las
tablas 1y 2 (véase el Experimento 1 a continuacion). El uso de codones de todo el genoma de C. glutamicum puede
determinarse, por ejemplo, a partir de cepas que estan completamente secuenciadas tal como la cepa ATCC13032
cepa y las Tablas de Uso de Codones uso puede por ejemplo, generarse mediante la funcion CUSP de la caja de
herramientas EMBOSS antes mencionada o estan disponibles en, por ejemplo, HTTP://www.kazusa.or.jp. Se
obtienen resultados altamente comparables si uno utiliza las mas abundantes proteinas citosdlicas como se
menciona en la Tabla 4 de HansMeier et al. (Véase anteriormente).

Una forma de realizacion preferida del aspecto de la invencion que se refiere a procedimientos de reducir la cantidad
de polipéptidos en una célula huésped derivada de la especie Corynebacterium glutamicum comprende la etapa de
expresar en C. glutamicum una secuencia de nucleotidos modificada que codifica al menos un polipéptido en lugar
de una secuencia nucleotidica no modificada endégena que codifica un polipéptido de sustancialmente la misma
secuencia y / o la funcién de aminoacidos, en el que dicha secuencia de nucleétidos modificada deriva de la
secuencia de nucleétidos de partida de tal manera que uno, algunos o preferentemente todos los codones de las
secuencias de nucleétidos de partida estan sustituidos en la secuencia de nucleétidos modificada por codones
utilizados con menos frecuencia para el aminoacido respectivo. En una realizaciéon aiin mas preferida, los codones a
reemplazar son codones frecuentes, muy frecuente o extremadamente frecuentes. En una realizacion
particularmente preferida, estos codones se reemplazan por codones raros, muy raros o extremadamente raros. En
otra realizacion particularmente preferida, los nimeros anteriores de codones se sustituyen por los codones menos
frecuentemente utilizados, respectivamente. En todos estos casos. el uso de codones de referencia se basa en el
uso de codones de C. glutamicum. Preferentemente, el uso de codones de referencia se determina para las
proteinas abundantes de C. glutamicum.

Para reducir la expresion de polipéptidos del género de C. glutamicum basada en el uso de codones alterado, en
otra realizacién la secuencia de nucleétidos no modificada que codifica el polipéptido puede estar modificada de
modo que al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos
siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %,
al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %,
al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas preferentemente todos los
codones de la secuencia de nucleétidos no modificada esta reemplazada por codones de uso menos frecuente para
el respectivo aminoacido de acuerdo con la Tabla 1y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 2 .

En otra realizacién mas de la invencion, en el que el procedimiento se usa para reducir la cantidad de polipéptidos
en C. glutamicum, los codones de la secuencia de nucleétidos modificada se seleccionan de uno de los dos codones
de uso menos frecuente que codifican el o los respectivos aminoacido(s) como se expone en la Tabla 1 v,
preferentemente en la Tabla 2.

En otra realizacion mas de la invencion que se refiere a un procedimiento de disminuir la cantidad de polipéptidos en
C. glutamicum, al menos uno, algunos o todos los codones de las secuencias de nucleétidos modificadas se pueden
seleccionar del uso de codones de la Tabla 3.

En otra realizacién de la invencion, el procedimiento puede depender de secuencias de nucleétidos modificadas que
usan los codones ACG para treonina, GAT para acido aspartico, GAA para acido glutamico, AGA y AGG para
arginina y/o TTG para el codoén de iniciacion.

Otra realizacion particularmente preferida de la invencién se refiere a procedimientos de disminuir la cantidad de un
polipéptido en C. glutamicum, en el que al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos
cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %,
al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al
menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas
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preferentemente todos los codones de la secuencia de nucledtidos no modificada estan reemplazados en la
secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoacido de acuerdo con la
Tabla 3 vy, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4 . En una realizacion incluso mas preferida, el nimero
mencionado anteriormente de codones a reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes,
extremadamente frecuentes o los mas frecuentes.

Otra realizacion particularmente preferida de la invencién se refiere a procedimientos de disminuir la cantidad de un
polipéptido en C. glutamicum en el que todos los codones de la secuencia de nucleétidos no modificada estan
reemplazados en la secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoacido
de acuerdo con la Tabla 3 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4.

El codén de iniciacion puede ser un "punto caliente" preferido para introducir los codones menos usados, es decir
GTG en lugar de ATG e incluso mas preferentemente TTG.

El organismo huésped se puede seleccionar también de Corynebacterium glutamicum. También es preferida la cepa
de C. glutamicum mencionada anteriormente y es particularmente preferida la cepa de Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 y todas sus derivadas. Las cepas ATCC 13286, ATCC 13287, ATCC 21086, ATCC 21127, ATCC
21128, ATCC 21129, ATCC 21253, ATCC 21299, ATCC 21300, ATCC 21474, ATCC 21475, ATCC 21488, ATCC
21492, ATCC 21513, ATCC 21514, ATCC 21515, ATCC 21516, ATCC 21517, ATCC 21518, ATCC 21528, ATCC
21543, ATCC 21544, ATCC 21649, ATCC 21650, ATCC 21792, ATCC 21793, ATCC 21798, ATCC 21799, ATCC
21800, ATCC 21801, ATCC 700239, ATCC 21529, ATCC 21527, ATCC 31269 y ATCC 21526, que se sabe que
producen lisina, también se pueden usar preferentemente. Las otras cepas mencionadas anteriormente también se
pueden usar.

La extensién de la reduccion de la expresion de proteinas puede ser la misma que se ha mencionado anteriormente.

También se describen secuencias de nucledtidos (modificadas) como se pueden usar en los procedimientos
descritos anteriormente de reduccion de la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum.

En el caso de secuencias de nucleodtidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la
cantidad del respectivo polipéptido codificado, al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al
menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al
menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al
menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de las secuencias de nucledtidos no modificadas pueden
sustituirse en la secuencia de nucleétidos modificada por los codones menos usados para el respectivo aminoacido.
El nimero de codones mencionado anteriormente que se va a reemplazar también puede hacer referencia a
codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes o los mas frecuentes que se reemplazan por
codones raros, muy raros o extremadamente raros. El niUmero anterior de codones también se puede reemplazar por
los codones menos usados. En todos estos casos, el uso de codones de referencia se basara en el uso de codones
de C. glutamicum. Preferentemente, el uso de codones de referencia se basara en el uso de codones de proteinas
abundantes de C. glutamicum.

En el caso de secuencias de nucleodtidos modificadas que se van a expresar en C. glutamicum para reducir la
cantidad del respectivo polipéptido codificado, al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al
menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al
menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al
menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de la secuencia de nucledtidos no modificada estan
reemplazados en la secuencia de nucledtidos modificada resultante por los codones menos usados para el
respectivo aminoacido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 2. El numero de
codones mencionado anteriormente a reemplazar también se puede referir a codones frecuentes, muy frecuentes,
extremadamente frecuentes o los mas frecuentes. El nimero de codones mencionado anteriormente también se
puede reemplazar por los codones menos usados de la Tabla 1y, preferentemente, de la Tabla 2.

En lo que se refiere a las secuencias de nucleétidos para reducir la expresion en C. glutamicum, al menos una, al
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos
nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al
menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas
preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas preferentemente todos los codones de la secuencia de
nucleétidos no modificada estan reemplazados en la secuencia de nucleétidos modificada resultante por uno de los
dos codones menos usados para el respectivo aminoacido de acuerdo con la Tabla 1 y, preferentemente, de
acuerdo con la Tabla 2. El nUmero de codones mencionado anteriormente a reemplazar se puede referir a codones
frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes o los mas frecuentes. La estimacion de su un codén es
frecuente, muy frecuente o extremadamente frecuente se basaran, p preferentemente, en el uso de codones de
proteinas abundantes de C. glutamicum como se representa en la Tabla 2.
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También se describe que las secuencias de nucleétidos modificadas usan los codones ACG para treonina, GAT
para acido aspartico, GAA para acido glutamico, AGA y AGG para arginina y/o TTG para el codén de iniciacion.

La secuencia de nucleétidos modificada que se usa para reducir la expresion de un polipéptido en C. glutamicum
puede comprender al menos uno, algunos o todos seleccionados de la Tabla 3 y, preferentemente, de la Tabla 4.

También se describen secuencia de nucledtidos modificadas para reducir la expresion de un polipéptido en C.
glutamicum, en la que al menos uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis,
al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, preferentemente al menos 1 %, al menos 2 %, al
menos 4 %, al menos 6 %, al menos 8 %, al menos 10 %, mas preferentemente al menos 20 %, al menos 40 %, al
menos 60 %, al menos 80 %, incluso mas preferentemente al menos 90 % o al menos 95 % y lo mas
preferentemente todos los codones de la secuencia de nucledtidos no modificada estan reemplazados en la
secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoacido de acuerdo con la
Tabla 3 vy, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4 . El numero de codones mencionado anteriormente a
reemplazar se refiere a codones frecuentes, muy frecuentes, extremadamente frecuentes y los mas frecuentes.

También se describen secuencias de nucleétidos modificadas para reducir la expresion de un polipéptido en C.
glutamicum en el que todos los codones de la secuencia de nucleétidos no modificada estan reemplazados en la
secuencia de nucleétidos modificada resultante por los codones para el respectivo aminoacido de acuerdo con la
Tabla 3y, preferentemente, de acuerdo con la Tabla 4.

En todos estos casos, el codon de iniciacion puede ser un "punto caliente" preferido para reemplazar los codones
menos usados, es decir GTG en lugar de ATG e incluso mas preferentemente TTG. Este aspecto se refiere
particularmente a disminuir la cantidad y/o la actividad de la isocitrato deshidrogenasa, por ejemplo, para mejorar la
sintesis de metionina.

También se describen vectores que comprenden las secuencias de nucleétidos modificadas mencionadas
anteriormente que se pueden usar para disminuir la expresion de proteinas en Corynebacterium y, preferentemente,
en C. glutamicum.

Un vector que comprende las secuencias de nucleétidos mencionadas anteriormente se usa para dirigir la expresion
de una secuencia de nucleétidos modificada in C. glutamicum para aumentar la cantidad de un polipéptido en estas
células huésped. Dichos vectores pueden ser, por ejemplo, vectores plasmidicos que se replican de forma auténoma
en bacterias corineiformes. Ejemplos son pZ1 (Menkel et al. (1989), Applied and Environmental Microbiology 64:
549-554), pEKEx1 (Eikmanns et al.(1991), Gene 102: 93-98), pHS2-1 (Sonnen et al. (1991), Gene 107: 69-74) Estos
vectores se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 oder pGA1. Otros vectores son pCLiIK5SMCS
(documento W02005059093), o vectores basados en pCG4 (documento US-A 4,489,160) o pNG2 (Serwold- Davis
et al. (1990), FEMS Microbiology Letters 66, 119-124) o pAG1 (documento US-A 5,158,891). Ejemplos de otros
vectores adecuados se pueden encontrar en el Handbook of Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-
8493-1821-1, 2005).

Al optimizar el uso de codones también se deben considerar otros factores de influencia, como la estructura del
ARNmM resultante.

También se describen células huésped que comprenden los vectores mencionados anteriormente y las secuencias
de nucleétidos modificadas que se pueden usar para disminuir la expresion de proteinas en C. glutamicum.

Un experto en la técnica esta familiarizado con como reemplazar, por ejemplo, un gen o secuencia de nucleotidos
enddgena que codifican un polipéptido determinado con una secuencia de nucleétidos modificada. Esto se puede
conseguir mediante, por ejemplo, introducciéon de una construccion adecuada (plasmido sin origen de replicacion,
fragmento de ADN lineal sin origen de replicacion), mediante electroporacion, transformacién quimica, conjugacion u
otros procedimientos de transformacion adecuados. A esto le sigue, por ejemplo, recombinacion homoéloga usando
marcadores seleccionables que garanticen que solo se identifican las células portadoras de la secuencia de
nucleétidos modificada en lugar de la secuencia enddgena de origen natural. Otros procedimientos incluyen
alteracion génica del locus cromosémico enddgeno y la expresion de las secuencias modificadas de, por ejemplo,
plasmidos. Ofros procedimientos mas incluyen, por ejemplo, transposicién. A continuacion se proporcionara
informacion adicional sobre los vectores y células huésped que se pueden usar.

Los procedimientos descritos anteriormente de reduccion de la cantidad de un polipéptido en una célula huésped v,
particularmente, para reducir la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum puede realizarse con la secuencia de
nucledtidos modificada seleccionada del grupo que comprende secuencias de nucleétidos que codifican genes de
las rutas biosintéticas de sustancias quimicas finas si se sabe que la represion de la expresion de estos genes
potencia la produccion de las sustancias quimicas finas. Esto es especialmente util cuando el polipéptido es
responsable de la sintesis de subproductos/productos secundarios indeseados. Reducir la cantidad de un
polipéptido tal como de una enzima que forma parte de una ruta biosintética de las sustancias quimicas finas
mencionadas anteriormente puede permitir el incremento de la sintesis de las sustancias quimicas finas mediante,
por ejemplo, apagado de la produccién de subproductos y mediante canalizacion del flujo metabdlico hacia una
direccion preferida.
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De forma similar, las secuencias de nucleétidos modificadas, los vectores y las células huésped mencionadas
anteriormente se pueden usar para producir sustancias quimicas finas in C. glutamicum.

También se describe un vector que se puede usar para reemplazar una secuencia enddgena por la secuencia
modificada. Por supuesto, se puede también usar un vector que sea adecuado para la expresion de dichas
secuencias de nucledtidos en la respectiva célula huésped. Esto puede realizarse, pr ejemplo, su la secuencia
modificada se expresa desde un vector y la secuencia endégena se ha silenciado antes mediante, por ejemplo,
alteracion génica.

En este contexto se prefieren las cepas de Corynebacterium glutamicum que ya son capaces de producir sustancias
quimicas finas tales como L-lisina, L-metionina y/o L-treonina. Dicha cepa es, por ejemplo, Corynebacterium
glutamicum ATCC13032 y derivadas de la misma. Las cepas ATCC 13286, ATCC 13287, ATCC 21086, ATCC
21127, ATCC 21128, ATCC 21129, ATCC 21253, ATCC 21299, ATCC 21300, ATCC 21474, ATCC 21475, ATCC
21488, ATCC 21492, ATCC 21513, ATCC 21514, ATCC 21515, ATCC 21516, ATCC 21517, ATCC 21518, ATCC
21528, ATCC 21543, ATCC 21544, ATCC 21649, ATCC 21650, ATCC 21792, ATCC 21793, ATCC 21798, ATCC
21799, ATCC 21800, ATCC 21801, ATCC 700239, ATCC 21529, ATCC 21527, ATCC 31269 y ATCC 21526, que se
sabe que producen lisina, también se pueden usar preferentemente. Las otras cepas mencionadas anteriormente
también se pueden usar.

Estas secuencias de nucledtidos modificadas de nuevo pueden seleccionarse, preferentemente, del grupo que
comprende secuencias de nucledtidos que codifican genes de las rutas biosintéticas de sustancias quimicas finas.
Las definiciones y preferencias en cuanto al significado y deseo de las sustancias quimicas finas proporcionadas
anteriormente se aplican igualmente. Por tanto, el grupo de los productos quimicos finos mas preferidos incluye
aminoacidos entre los cuales se prefieren particularmente glicina, lisina, metionina, cisteina y treonina.

En una realizacion preferida de los procedimientos of reducir la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum, las
secuencias de nucleétidos modificadas puede, por tanto, seleccionarse del grupo que comprende secuencias que
codifican treonina-deshidratasa, homoserina-O-acetiltransferasa, O-acetilhomoserina-sulfhidrilasa, fosfoenolpiruvato-
carboxicinasa (pepCK), piruvato-oxidasa (poxB), homoserina-cinasa, homoserina-deshidrogenasa, exportador de
treonina, salida de treonina, asparaginasa, aspartato-descarboxilasa y treonina-sintasa, citrato sintasa, aconitasa,
isocitrato-deshidrogenasa, alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-CoA-sintasa, succinato-deshidrogenasa,
fumarasa, malato-quinona oxidorreductasa, malato deshidrogenasa, piruvato cinasa, enzima malica, alr (alanina
racemasa), atr43 (ABC trans- porter), ccpA1 (proteina de control de catabolitos a), ccpA2 (proteina de control de
catabolitos ), chrA (regulador de respuesta de dos componentes), chrS (histidina cinasa), citB (regulador de la
transcripcion), citE (citrato liasa E), citE (citrato liasa E), clpC (proteasa), csp1, ctaF (4. subunidad de la citocromo
aa3d oxidasa), dctA (proteina transportadora de C4-dicarboxilato), dctQ sodit (proteina transportadora de C4-
dicarboxilato), dead (ADN/ARN helicasa), def (péptido deformilasa), dep33 (proteina B de resistencia a multiples
farmacos), dep34 (proteina de eflujo), fda (fructosa bisfosfato idolasa), gorA (glutatién reductasa), gpi/pgi (glucosa-6-
P-isomerasa), hisC2 (his- tidinol fosfato aminotransferasa), hom (homoserin deshidrogenasa), lipA (lipoato sintasa),
lipB (lipoproteina-ligasa B), Irp (regulador de la respuesta de leucina), luxR (regulador de la transcripcion), luxS
(proteina cinasa de la transduccion sensorial ), lysR1 (regulador de la transcripcion), lysR2 (regulador de la
transcripcion, lysR3 (regulador de la transcripcion), mdhA (malato deshidrogenasa), menE (acido O-succinilbenzoico
CoA ligasa), mikE17 (facto de transcripcion), mqo (malato-quinon oxidorreductasa), mtrA mtrB (proteina sensora
cpxA, componente regulador sensorial), nadA (quinolinato sintasa A), nadC (nicotinato nucledtido pirofosfatasa, otsA
(trehalosa-6-P-sintasa), otsB, treY, treZ (trehalosa fosfatasa, maltooligosil-trehalosa sintasa maltooligosil-trehalosa
trehalohidrolasa), pepC (aminopeptidasa 1), , pfKA pfkB (1 und 6-fosfofructoquinasa), poxB (piruvato oxidasa), pstC2
(proteina transportadora de fosfato unida a la membrana), rplK (PS1-proteina), sucC sucD (succinil CoA sintetasa),
sugA (proteina transportadora de azlcar), tmk (timidilato cinasa), zwa2, metK metZ, glyA
(serinhidroximetiltransferasa), sdhC sdhA sdhB (succinato DH), smtB (regulador de la transcripcion), cgl1 (regulador
de la transcripcion), hspR (regulador de la transcripcion), cgl2 (regulador de la transcripcion), cebR (regulador de la
transcripcion), cgl3 (regulador de la transcripcion), gatR (regulador de la transcripcion), glcR (regulador de la
transcripcion), tcmR (regulador de la transcripcion), smtB2 (regulador de la transcripcion), dtxR (regulador de la
transcripcion), degA (regulador de la transcripcion), galR (regulador de la transcripcion), tipA2 (regulador de la
transcripcion), mall (regulador de la transcripcion), cgl4 (regulador de la transcripcion), arsR (regulador de la
transcripcion), merR (regulador de la transcripcion), hrcA (regulador de la transcripcion), glpR2 (regulador de la
transcripcion), lexA (regulador de la transcripcion), ccpA3 (regulador de la transcripcion), degA2 (regulador de la
transcripcion) en el caso de lisina. En una realizacién preferida adicional de los procedimientos de reduccion de la
cantidad de un polipéptido en C. glutamicum, las secuencias de nuclettidos modificadas Pueden seleccionarse de
este modo del grupo que comprende secuencias que codifican homoserina-cinasa, treonina-deshidratasa, treonina-
sintasa, meso-diaminopimelat D-deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato-carboxicinasa, piruvato-oxidasa,
dihidrodipicolinato-sintasa, dihidrodipicolinato-reductasa y diaminopicolinato- descarboxilasa en el caso de
metionina. La isocitrato deshidrogenasa puede preferirse particularmente cuando se hace referencia a la produccion
de metionina.

En una realizacién preferida of the procedimientos of reducir la cantidad de un polipéptido en C. glutamicum, las
secuencias de nucledtidos modificadas pueden seleccionarse de este modo del grupo que comprende secuencias
que codifican treonina-deshidratasa, homoserina O-acetiltransferasa, serina-hidroximetiliransferasa, O-
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acetilhomoserina-sulfidrilasa, meso- diaminopimelato D-deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato-carboxicinasa, piruvato-
oxidasa, dihidrodipicolinato-sintetasa, dihidrodipicolinato-reductasa, asparaginasa, aspartato-descarboxilasa,
exportador de lisina, acetolactato-sintasa, cetol-aid-reductoisomerasa, aminotransferasa de cadena ramificada,
metionina sintasa dependiente de coenzima B12, metionina sintasa independiente de coenzima B12, dihidroxi acido
deshidratasa y diaminopicolinato-descarboxilasa en el caso de treonina.

En general, el experto en la técnica esta familiarizado con el disefio de construcciones tales como vectores para
dirigir la expresion de un polipéptido en microorganismos tales como E. coliy C. glutamicum. El experto en la técnica
también conoce bien las condiciones de cultivo de microorganismos tales como C. glutamicum y E. coli asi como
procedimientos para recoger y purificar sustancias quimicas finas tales como aminoacidos y, particularmente, lisina,
metionina y trenonina, a partir de los microorganismos mencionados anteriormente. Algunos de estos aspectos se
expondran con detalle mas adelante.

El experto en la técnica también esta familiarizado con técnicas que permiten modificar la secuencia de nucleétidos
no modificada original en una secuencia de nucleétidos modificada que codifica los polinucleétidos de aminoacidos
idénticos pero con diferente uso de codones. Esto se puede conseguir mediante, por ejemplo, mutagénesis basada
en la reaccién en cadena de la polimerasa, mediante procedimientos de clonacién conocidas habitualmente,
mediante sintesis quimica etc. Algunos de estos procedimientos se exponen en los ejemplos. A continuacion se
describira y expondra con detalle como se pueden realizar manipulaciones genéticas en microorganismos tales
como E. coliy particularmente Corynebacterium glutamicum.

Vectores y células huésped

En el presente documento se describen vectores, preferentemente vectores de expresion, que contienen una
secuencia de nucledtidos modificada como se ha mencionado anteriormente Como se usa en el presente
documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico
al que se ha unido.

Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN circular bicatenario en el que se pueden ligar
segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, En el que se pueden ligar en el genoma viral
segmentos adicionales de ADN.

Ciertos vectores son capaces de una replicacion autbnoma en una célula huésped en la que se introducen (p. €j.,
vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episomales de mamifero). Otros
vectores (por ejemplo, vectores no episomales de mamifero) se integran en el genoma de una célula huésped tras la
introduccion en la célula huésped y, de este modo, se replican junto con el genoma del huésped. Ademas, ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresion de los genes a los que estan unidos operativamente.

Dichos vectores se denominan en el presente documento “vectores de expresion”.

Eh general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante suelen estar en forma de
plasmidos. En la presente especificacion, “plasmido” y “vector” se pueden usar de forma intercambiable, ya que el
plasmido es la forma de vector usada con mas frecuencia. También se incluyen otras formas de vectores de
expresion, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos en la replicacion, adenovirus y virus
adenoasociados), que sirven funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes descritos en el presente documento pueden comprender un acido nucleico
modificado como se ha mencionado anteriormente en una forma adecuada para la expresion del acido nucleico
respectivo en una células huésped, que significa que los vectores de expresion incluyen una o mas secuencias
reguladoras seleccionadas en base a las células huésped que se van a usar para la expresion, que esta
operativamente unida a la secuencia de acido nucleico que se va a expresar.

Dentro de un vector de expresién recombinante, con “operablemente unido”, se quiere decir que la secuencia de
nucledtidos de interés esta relacionada con la(s) secuencia(s) reguladora(s) de un modo que permita la expresion de
la secuencia de nucledtidos (p. €j., en un sistema de transcripcion/traduccion in vitro o en una célula huésped
cuando el vector se introduce en la célula huésped). Con la expresion "secuencia reguladora" se pretende incluir
promotores, sitios de unién al represor, sitios de unién al activador, potenciadores y otros elementos de control de la
expresion (por ejemplo, terminadores, sefiales de poliadenilacion u otros elementos de estructura secundaria del
ARNm). Dichas secuencias reguladoras se describen en, por ejemplo, Goeddel; Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las secuencias reguladoras incluyen aquellas
que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos en muchos tipos de células huésped y
aquellas que dirigen la expresion directa de la secuencia de nucledtidos solo en determinadas células huésped.
Secuencias reguladoras preferidas son, por ejemplo, promotores tales como cos-, tac-, trp-, tet-, trp-, tet-, Ipp-, lac-,
lpp-lac-, laclg-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, amy, SP02, e-Pp- ore PL, SOD, EFTu, EFT, GroEL, MetZ (ultimos
5 de C. glutamicum), que se usan preferentemente en bacterias. Secuencias reguladoras adicionales son, por
ejemplo, promotores de levaduras y hongos, tales como ADC 1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH,
promotores de plantas tales como CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, promotores nos o ubiquitina o
faseolina. También es posible usar promotores artificiales. Un experto en la técnica apreciara que el disefio del
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vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la células huésped que se va a
transformar, el nivel de expresion de proteinas deseado etc. Los vectores de expresion descritos en el presente
documento pueden introducirse en las células huésped para producir de este modo proteinas o péptidos, incluyendo
proteinas de fusion o péptidos, codificados por las secuencias de nucledtidos modificadas mencionadas
anteriormente.

Los vectores de expresion recombinantes descritos en el presente documento se pueden disefiar para la expresion
de las secuencias de nucledtidos modificadas como se ha mencionado anteriormente en células procariotas o
eucariotas. Por ejemplo, las secuencias de nucledtidos modificadas como se ha mencionado anteriormente se
pueden expresar en células bacterianas tales como C. glutamicum 'y E. coli, células de insecto (usando vectores de
expresion de baculovirus), levaduras y otras células fungicas (véase Romanos, M. A. et al. (1992), Yeast 8: 423-488;
van den Hondel, C. A. M.J. J. et al.(1991) en: More Gene Manipulations in Fungi,J. W.Bennet & L. L. Lasure, eds.,p.
396-428: Academic Press: San Diego; y van den Hondel, C. A. M. J. J. & Punt, P. J.(1991) en: Applied Molecular
Genetics of Fungi, Peberdy, J. F. et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), algas y células
vegetales multicelulares (véase Schmidt, R. y Willmitzer, L. (1988) Plant Cell Rep.: 583-586). Las células huésped
adecuadas se tratan adicionalmente en Goeddel, Gene Expression Technology : Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, CA (1990). Alternativamente, el vector de expresion recombinante puede también
transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo usando las secuencias reguladoras del promotor de T7 y la polimerasa
de T7.

La expresion de proteinas en procariotas se lleva a cabo con mayor frecuencia con vectores que contienen
promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusion o que no son de fusion.

Los vectores de fusién afiaden una serie de aminoacidos a una proteina codificada en ellos, normalmente al extremo
amino de la proteina recombinante, pero también en el extremo C o fusionados dentro de regiones adecuadas en las
proteinas. Dichos vectores de fusion normalmente sirven para cuatro fines: 1) aumentar la expresion de proteina
recombinante; 2) aumentar la solubilidad de la proteina recombinante y 3) ayudar en la purificacion de la proteina
recombinante actuando como ligando en la purificacion de afinidad 4) para proporcionar una "marca" para la
deteccion posterior de la proteina. A menudo, en los vectores de expresion de fusidon se introduce un sitio de
escision proteolitica en la unién del resto de fusién y la proteina recombinante para permitir la separaciéon de la
proteina recombinante del resto de fusion después de la purificacion de la proteina de fusion. Dichas enzimas, y sus
secuencias de reconocimiento afines, incluyen el Factor Xa, la trombina y la enteroquinasa.

Los vectores de expresion de fusion incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D. B. y Johnson, K. S. (1988)
Gene 67: 31-40], pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que contienen
glutation S-transferasa (GST), proteina de union a maltosa E o proteina A, respectivamente.

Ejemplos de vectores de expresion de no fusion de E. coli incluyen pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69: 301-315),
pLG338, pACYC184, pBR322,pUC18, pUC19, pKC30, pRep4,pHSI, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200,
pUR290,pIN-111113-BI, egtll, pBdCl, y pET lid (Studier etal., Gene Expression Technology : Methods in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; and Pouwels et al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier:
New York IBSN 0 444 904018). La expresion del gen diana desde el vector pTrc depende de la transcripcion con la
ARN polimerasa del huésped desde un promotor de fusién hibrido trp-lac. La expresion del gen diana del vector pET
lld depende de la transcripcion a partir de un promotor de fusién gnlO-lac de T7 mediada por una ARN polimerasa
viral coexpresada (T7gnl). Esta polimerasa viral la suministra las cepas huésped BL21 (DE3) o HMS174 (DE3) a
partir de un profago X residente que aloja un gen de T7gnl bajo el control transcripcional del promotor de lacUV 5.
Para la transformacioén de otras variedades de bacterias se pueden seleccionar vectores adecuados. Por ejemplo, se
sabe que los plasmidos plJ101, plJ364, plJ702 y plJ361 son utiles en la transformacion de Streptomyces, mientras
que los plasmidos pUB110, pC194 o pBD214 son adecuados para la transformacion de especies de Bacillus. Varios
plasmidos de uso en la transferencia de informacion genética en Corynebacterium incluyen pHM1519, pBL1, pSA77
0 pAJ667 (Pouwels et al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier: New York IBSN 0 444 904018).

Ejemplos de vectores lanzadera adecuados de C. glutamicum y E coli son, por ejemplo, pClik5aMCS (documento
WO02005059093) o se pueden encontrar en Eikmanns et al (Gene. (1991) 102, 93-8).

Ejemplos de vectores adecuados para manipular corinebacterias se pueden encontrar en el Handbook of
Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-8493-1821-1, 2005). Se puede encontrar una lista de vectores
lanzadera de E. coli - C. glutamicum (tabla 23.1), una lista de vectores de expresion lanzadera de E. coli - C.
glutamicum (tabla 23.2), una lista de vectores que se pueden usar para la integracion de ADN en el cromosoma de
C. glutamicum (tabla 23.3), una lista de vectores de expresion para la integracion en el cromosoma de C. glutamicum
(tabla 23.4.) asi como una lista de vectores para la integracion especifica de sitio en el cromosoma de C. glutamicum
(tabla 23.6).

El vector de expresion de proteinas descrito en el presente documento puede ser un vector de expresion en
levaduras. Ejemplos de vectores para la expresion en la levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari, et al.,
(1987) Embo J. 6: 229-234)" 2i, pAG-1, Yep6, Yep13, pEMBLYe23, pMFa (Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30: 933-
943), pJRY88 (Schultz et al., (1987) Gene 54: 113-123), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Vectores
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y procedimientos para la construccion de vectores adecuados para usar en otros hongos, tales como hongos
filamentoso, incluyen los detallados en : van den Hondel, C. A. M. J. J. & Punt. P. J. (1991) en: Applied Molecular
Genetics of Fungi, J. F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge, y Pouwels et al., eds.
(1985) Cloning Vectors. Elsevier: New York (IBSN 0 444 904018).

Para los fines de la presente invencién, se entiende que un vinculo operativo es la disposicién secuencial del
promotor, la secuencia de codificacion, el terminador y, opcionalmente, otros elementos reguladores de un modo tal
que cada uno de los elementos reguladores puede cumplir su funcién, de acuerdo con su determinacion, cuando
expresan la secuencia de codificacion.

Las secuencias de nucleétidos modificadas como se ha mencionado anteriormente se pueden expresar en células
vegetales unicelulares (tal como algas) o en células vegetales de plantas superiores (por ejemplo, los
espermatofitos, tales como plantas de cosecha). Ejemplos de vectores de expresion en plantas incluyen los
detallados en: Becker, D., Kemper, E., Schell, J. y Masterson, R. (1992) Plant Mol. Biol. 20: 1195-1197; y Bevan, M.
W. (1984) Nucl. Acid. Res. 12: 8711-8721, e incluyen pLGV23, pGHlac+, pBIN19, pAK2004, y pDH51 (Pouwels et
al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier: New York IBSN 0 444 904018).

Para otros sistemas de expresion para células procariotas y eucariotas véanse los capitulos 16 y 17 de Sambrook, J.
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3% ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2003.

El vector de expresion recombinante en mamiferos puede ser capaz de dirigir la expresion del acido nucleico,
preferentemente en un tipo de célula concreto, por ejemplo en células vegetales (por ejemplo, los elementos
reguladores especificos de tejido se usan para expresar el acido nucleico). En la técnica se conocen elementos
reguladores especificos de tejido.

También se describen organismos o células huésped en las que se ha introducido un vector de expresion
recombinante como se ha mencionado en el presente documento. Las expresiones "célula huésped" y "célula
huésped recombinante" se usan de forma intercambiable en el presente documento. Debe entenderse que dichos
términos no sélo se refieren a la célula sujeto concreta, sino también a la progenie, o potencial progenie, de dicha
célula. Dado que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones posteriores debido a mutaciones o
influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero todavia esta
incluida en el alcance del término tal como se usa en la presente memoria descriptiva.

El ADN del vector se puede introducir en células procariotas y eucariotas a través de técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion. Como se usa en el presente documento, con los términos "transformacion" y
"transfeccion”, "conjugacion" y "transduccion" se pretende hacer referencia a diversas técnicas reconocidas en la
materia para introducir acido nucleico extrafio (por ejemplo, ADN o ARN lineal (por ejemplo, un vector lienalizado o
una construccion génica sola sin un vector) o acido nucleico en forma de un vector (por ejemplo, un plasmido, un
fago, fagemido, transpos6n u otro ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitacion en fosfato calcico o
cloruro de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion, competencia natural, transferencia mediada
por conjugacidon quimica o electroporacion. Procedimientos adecuados para transformar o transfectar células
huésped se pueden encontrar en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 32, ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2003) y otros manuales de
laboratorio.

Para identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable (por ejemplo,
resistencia a antibidticos) se introduce generalmente en las células huésped junto con el gen de interés. Marcadores
seleccionables preferidos incluyen los que confieren resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina ,
kanamicina, tetraciclina, ampicilina y metotrexato. El acido nucleico que codifica un marcador seleccionable se
puede introducir en una célula huésped en el mismo vector que el que codifica las secuencias de nucleétidos
modificadas mencionadas anteriormente o se puede introducir en un vector distinto. Las células que se han
transfectado establemente con el acido nucleico introducido pueden identificarse mediante seleccion farmacolégica
(por ejemplo, las células que han incorporado el gen del marcador seleccionable sobreviviran mientras que las otras
células mueren).

Cuando se usan plasmidos sin un origen de replicacion y dos genes marcadores diferentes (por ejemplo, pClik int
sacB), también es posible generar cepas sin marcadores que tienen parte del inserto insertado en el genoma. Esto
se consigue mediante dos acontecimientos consecutivos de recombinacion homologa (véase también Becker et al.,
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 71 (12), p. 8587-8596). La secuencia del plasmido pClik int
sacB se puede encontrar en el documento W02005059093; SEC ID N° 24; el plasmido se denomina pCIS en este
documento).

Se pueden producir microorganismos recombinantes que contienen sistemas seleccionados que permitan la
expresion regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusién de una de las secuencias de nucledtidos
optimizadas mencionadas anteriormente en un vector colocandolas bajo el control del operén lac permite la
expresion del gen unicamente en presencia de IPTG. Dichos sistemas reguladores son bien conocidos en la técnica.
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En una realizacion, el procedimiento comprende cultivar los organismos como se describe en el presente documento
(en los que un vector de expresidon recombinante o en cuyo genoma se ha introducido un gen que comprende las
secuencias de nucledtidos modificadas como se ha mencionado anteriormente) en un medio adecuado para la
produccion de sustancias quimicas fina. En otra realizacion, el procedimiento comprende ademas aislar la sustancia
quimica fina del medio o de la célula huésped.

Crecimiento de Escherichia coli y Corynebacterium glutamicum- Medios y condiciones de cultivo

El experto en la técnica esta familiarizado con el cultivo de microorganismos comunes tales como C. glutamicum y
E.coli. Por tanto, una ensefianza general se proporcionara mas adelante en cuanto al cultivo de C. glutamicum. Se
puede recuperar informacién correspondiente de libres de texto convencionales para el cultivo de E.coli.

Las cepas de E. coli crecen de forma rutinaria en caldo MB y LB , respectivamente (Follettie et al. (1993) J. Bacteriol.
175, 4096-4103). El medio minimo para E. colies M9 y MCGC modificado (Yoshihama et al. (1985) J. Bacteriol. 162,
591-507), respectivamente. Se puede afiadir glucosa a una concentracion final del 1 %. Se pueden anadir
antibioticos en las cantidades siguientes (microgramos por mililitro): ampicilina, 50; kanamicina, 25; acido nalidixico,
25. Se pueden afhadir aminoacidos, vitaminas, y otros suplementos en las cantidades siguientes: metionina, 9,3 mM;
arginina, 9,3 mM; histidina, 9,3 mM; tiamina, 0,05 mM. Las células de E. coli se cultivan de forma rutinaria a 37 °C,
respectivamente.

Las Corinebacterias modificadas genéticamente normalmente se cultivan en medios de crecimiento sintéticos o
naturales. Una serie de medios de crecimiento diferentes para Corynebacteria se conocen bien y estan disponibles
facilmente (Lieb et al. (1989) Appl.Microbiol. Biotechnol., 32: 205-210; von der Osten et al. (1998) Biotechnology
Letters, 11: 11-16; Patente DE 4,120,867; Liebl(1992) "The Genus Corynebacterium, in: The Procaryotes, Volume Il,
Balows, A. et al, eds. Springer-Verlag). También se pueden encontrar instrucciones en el Handbook of
Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-8493-1821-1, 2005).

Estos medios consisten en una o mas fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas y
oligoelementos. Las fuentes de carbono preferidas son azucares, tales como mono, di o polisacaridos. Por ejemplo,
glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribosa, lactosa, maltosa, sacarosa, glicerol, rafinosa, almidén
o celulosa sirven como fuentes de carbono muy buenas.

También es posible suministrar azucar a los medios a través de compuestos complejos tales omo melazas u otros
subproductos del refinado del azdcar. También puede ser ventajoso suministrar mezclas de diferentes fuentes de
carbono. Otras posibles fuentes de carbono son alcoholes y acidos organicos, tales como metanol, etanol, acido
acético o acido lactico. Las fuentes de nitrdgeno normalmente son compuestos de nitrégeno organicos o inorganicos
o materiales que contienen estos compuestos. Fuentes de nitrdgeno de ejemplo incluyen gas amonio o sales de
amonio, tales como NH4Cl o (NH4)2S04, NH40H, nitratos, urea, aminoacidos o fuentes de nitrdgeno complejas como
licor de maceracion del maiz, harina de soja, proteina de soja, extracto de levaduras, extracto de carne y otras.

La sobreproduccién de metionina es posible usando diferentes fuentes de azufre. Se pueden usar sulfatos,
tiosulfatos, sulfitos y también fuentes de azufre reducido como H,S y sulfuros y derivados. Asimismo se pueden usar
fuentes de azufre organico como metilo, mercaptano, tioglicolatos, tiocianatos y tiourea, aminoacidos que contienen
azufre como cisteina y otros compuestos que contienen azufre, para conseguir una produccion eficiente de
metionina. También puede ser posible el formiato como suplemento, como también otras fuentes de C1 tales como
metanol o formaldehido.

Compuestos de sales inorganicas que se pueden incluir en los medios incluyen las sales cloruro, fésforo o sulfato de
calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, cinc, cobre y hierro. Se pueden afadir
compuestos quelantes al medio para mantener los iones metalicos en solucion. Compuestos quelantes
particularmente utiles incluyen dihidroxifenoles, como catecol or protocatechuato, o acidos organicos, tales como
acido citrico. Es tipico que los medios contengan también otros factores de crecimiento, tales como vitaminas o
promotores del crecimiento, ejemplos de los cuales incluyen biotina, riboflavina, tiamina, acido folico, acido
nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales con frecuencia proceden de
componentes de medios complejos, tales como extracto de levadura, melazas, licor de maceracion del maiz y otros.
La composiciéon exacta de los compuestos de los medios depende fuertemente del experimento inmediato y se
decide de forma individual para cada caso especifico. La informacién sobre la optimizaciéon de medios esta
disponible en el libro de texto "Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach (Eds. P. M. Rhodes, P.F.
Stanbury, IRL Press (1997) pp. 53-73, ISBN 0 19 963577 3). También es posible seleccionar medios de crecimiento
de proveedores comerciales, como estandar 1 (Merck) o BHI (infusion de cerebro-corazén, DIFCO) u otros.

Todos los componentes del medio se deben esterilizar con calor (20 minutos a 1,5 bares y 121 °C) o mediante
filtracion en esterilidad. Los componentes se pueden esterilizar juntos o, en caso necesario, por separado.

Todos los componentes de los medios pueden estar presentes al comienzo del crecimiento u, opcionalmente, se
pueden afadir de forma continua o discontinua. Las condiciones de cultivo se definen por separado para cada
experimento.
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La temperatura deberia estar en un intervalo entre 15 °C y 45 °C. La temperatura se puede mantener constante y se
puede alterar durante el experimento. El pH del medio puede estar en el intervalo de 5 a 8,5, preferentemente
aproximadamente 7,0, y puede mantenerse mediante la adicion de tampones al medio. Un tampdén de ejemplo para
este fin es un tampoén de fosfato potasico. Los tampones sintéticos tales como MOPS, HEPES, ACES vy otros se
pueden usar de forma alternativa o simultaneamente. También es posible mantener un pH del cultivo constante a
través de la adicion de NaOH o NH4OH durante el crecimiento. Si se usan componentes del medio complejo, tal
como extracto de levadura, la necesidad de tampones adicionales se puede reducir debido al hecho de que muchos
compuestos complejos tienen altas capacidades tampén. Si se usa un fermentador para -cultivar los
microorganismos, el pH también se puede controlar usando amoniaco gaseoso.

El tiempo de incubacién normalmente esta en el intervalo de horas a varios dias. Este tiempo se selecciona con el
fin de permitir que se acumule la cantidad maxima de producto en el caldo. Los experimentos de crecimiento
divulgados se pueden llevar a cabo en diversos recipientes, tales como placas de microtitulacion, tubos de vidrio,
matraces de vidrio o fermentadores de vidrio o metal de diferentes tamaros. Para seleccionar un gran nimero de
clones, los microorganismos se deben cultivar en placas de microtitulacion, tubos de vidrio o matraces de agitacion,
con o sin deflectores. Preferentemente se usan matraces de agitacion de 100 ml, cargados con 10 % (en volumen)
del medio de crecimiento requerido. Los matraces deberan agitarse en un agitador rotatorio (amplitud de 25 mm)
usando un intervalo de velocidad de 100-300’ rpm. Las pérdidas por evaporaciéon se pueden disminuir mediante el
mantenimiento de una atmosfera hUmeda; como alternativa, debera realizarse una correccién matematica para las
pérdidas por evaporacion.

Si se analizan clones modificados genéricamente, también se deberan analizar un clon control no modificado o un
clon control que contiene el plasmido basico sin ningun inserto. El medio se inocula a una DO600 de 0,5-1,5 usando
células cultivadas en placas de agar, tales como placas de CM (10 g/l de glucosa, 2,5g/I de NaCl, 2g/l de urea, 10g/l
de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5g/I de extracto de carne, 22 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 22 g/l de agar, pH 6,8 con NaOH 2M) que se
habia incubado a 30 °C.

La inoculacién del medio se consigue mediante introduccidon de una suspension salina de células de C. glutamicum
de placas CM o adicién de un liquido de precultivo de esta bacteria.

Cuantificacién de aminoacidos e intermedios de metionina

El analisis se realiza mediante HPLC (Agilent 1100, Agilent, Waldbronn, Alemania) con un cartucho de guarda y una
columna Synergi de 4 mm (MAX-RP 80 A, 150 * 4,6 mm) (Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania). Antes de la
inyeccion, los analitos se obtienen usando o-ftaldialdehido (OPA) y mercaptoetanol como agente reductor (2-MCE).
Adicionalmente, los grupos sulfhidrilo se bloquean con acido yodoacético. La separacion se lleva a cabo a un caudal
de 1 ml/min usando NaH,PO4 40 mM (eluyente A, pH=7.8, ajustado con NaOH) como fase polar y una mezcla de
agua y metanol (100 / 1) como fase no polar (eluyente B). Se aplica el gradiente siguiente: Inicio 0 % de B; 39 min 39
% de B; 70 min 64 % de B; 100 % de B durante 3,5 min; 2 min 0 % de B para el equilibrado. La derivacion a
temperatura ambiente se es automatica como se describe a continuacion. Inicialmente se mezclan 0,5 ul de 0,5 %
de 2- MCE en bicina (0,5M, pH 8,5) con 0,5 pl de extracto celular. Después se afiaden 1,5 pl de 50 mg/ml de acido
yodoacético en bicina (0,5M, pH 8,5), seguido de la adicion de 2,5 pl de tampdn de bicina (0,5M, pH 8,5). La
derivatizacion se realiza afiadiendo 0,5 pyl de 10 mg/ml de reactivo OPA disuelto en 1/45/54 viviv de 2-
MCE/MeOH/bicina (0,5M, pH 8,5). Por ultimo, la mezcla se diluye con 32 pl de H;O. Entre cada una de las etapas de
pipeteado anteriores existe un tiempo de espera de 1 minuto. Después, se inyecta un volumen total de 37,5 pyl en la
columna. Obsérvese que los resultados analiticos se pueden mejorar significativamente, su la aguja
automuestreadora se limpia periddicamente durante (por ejemplo en el tiempo de espera) y después de la
preparacion de la muestra. La deteccion se realiza con un detector de fluorescencia (340 nm de excitacion, emision
a 450 nm, Agilent, Waldbronn, Alemania). Para la cuantificacion se usa acido a-amino butirico (ABA) como patrén
interno.

Definicién del protocolo recombinante

A continuacion se describira como se puede construir una cepa de C. glutamicum con una eficiencia mayor de
produccién de metionina implementando los hallazgos de las predicciones anteriores. Antes de describir la
construccion de la cepa se proporciona una definiciéon de un acontecimiento/protocolo de recombinacién que se
usara en lo siguiente.

"Campbell in" como se usa en el presente documento, hace referencia a una células huésped original en la que una
molécula completa de ADN bicatenario circular (por ejemplo, un plasmico basado en pCLIK int sacB) se ha integrado
en un cromosoma mediante un Unico acontecimiento de recombinacién homéloga (un acontecimiento de
cruzamiento) y que tiene como resultado una insercion eficaz de una version linealizada de dicha molécula de ADN
circular en una primera secuencia de ADN del cromosoma que es homdloga de una primera secuencia de ADN de
dicha molécula de ADN circular. "Campbelizado in" hace referencia a la secuencia de ADN linealizada que se ha
integrado en el cromosoma de un transformante "Campbell in". Un "Campbell in" contiene una duplicacion de la
primera secuencia de ADN homadloga, cada copia de la cual incluye y rodea una copia del punto de cruzamiento de
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recombinacion homoéloga. El nombre procede del Profesor Alan Campbell, quien propuso por primera vez este tipo
de recombinacion.

"Campbell out" como se usa en el presente documento, hace referencia a una célula descendiente de un
transformante "Campbell in" en la que se ha producido un segundo acontecimiento de recombinacion homadloga
(salida) entre una segunda secuencia de ADN contenida en el ADN insertado linealizado del ADN "Campbelizado in"
y una segunda secuencia de ADN de origen cromosémico, que es homdloga de la segunda secuencia de ADN de
dicho inserto linealizado, de modo que el segundo acontecimiento de recombinacion en la delecién (descarga) de
una porcion de la secuencia de ADN integrada pero, cabe destacar, que también tiene como resultado una porcion
(esta puede ser tan pequefia como una sola base) del ADN Campbelizado in que queda en el cromosoma, deforma
que en comparacion con la célula huésped original, la célula "Campbell out" contiene uno o mas cambios
intencionados en el cromosoma (por ejemplo, una sustitucion de una sola base, sustituciones de varias bases,
insercion de un gen o secuencia de ADN heterdloga, insercion de una copia adicional o copias de un gen homélogo
o un gen homoélogo modificado, o insercién de una secuencia de ADN que comprende mas de uno de estos
ejemplos mencionados anteriormente indicados en lo que antecede).

Una célula o cepa "Campbell out" normalmente se obtiene, pero no necesariamente, mediante contraseleccion en
una porcion (la porcién que se desea descargar) de la secuencia de ADN "Campbelizado in", por ejemplo el gen
sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que se cultiva en presencia de
aproximadamente 5 % a 10 % de sacarosa. Con o sin contraseleccion se puede obtener o identificar una célula
"Campbell out" mediante detecciéon selectiva de la célula deseada usando cualquier fenotipo detectable, tal como,
entre otros, la morfologia de las colonias, el color de las colonias, la presencia o ausencia de resistencia a
antibiéticos de una secuencia de ADN dada mediante reaccion en cadena de la polimerasa, presencia o ausencia de
auxotrofia, hibridaciéon de acido nucleico de las colonias, deteccidon selectiva de anticuerpos etc. Las expresiones
"Campbell in" y "Campbell out" también se pueden usar como verbos en varios tiempos para hacer referencia al
procedimiento o proceso descrito anteriormente.

Se entiende que los acontecimientos de recombinacion homoéloga que conduce a un "Campbell in" o "Campbell out"
se pueden producir en una serie de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homologo y dado que las
secuencias homologas seran idénticas entre si para al menos parte de este intervalo, normalmente no es posible
especificar exactamente cuando se ha producido el acontecimiento de cruzamiento. En otras palabras, no es posible
especifica con precision qué secuencia procedia originalmente del ADN insertado y cual era originalmente del ADN
cromosomico. Ademas, la primera secuencia de ADN homdloga y la segunda secuencia de ADN homologa
normalmente estan separadas por una regidon de no homologia parcial y es esta regiéon de no homologia que
permanece depositada en un cromosoma de la célula "Campbell out" cell.

A efectos practicos, en C. glutamicum, la primera y la secuencia de ADN homdloga tipicas tienen al menos una
longitud de aproximadamente 200 pares de bases, y pueden ser de hasta miles de pares de bases de longitud,
aunque el procedimiento se puede hacer funcionar con secuencias mas cortas o mas largas. Por ejemplo, una
longitud para la primera y la segunda secuencias homdélogas puede variar desde aproximadamente 500 a 2.000
bases, y la obtencion de un "Campbell out" a partir de un "Campbell in" se facilita disponiendo la primera y la
segunda secuencias homologas para que tengan aproximadamente la misma longitud, preferentemente con una
diferencia de menos de 200 pares de bases y, lo mas preferentemente, teniendo la mas corta de las dos al menos
un 70 % de la longitud de la mas larga en pares de bases. El "procedimiento de Campbell in y -Out " se describe en
el documento W0O2007012078

A continuacion se ilustrara la invencion mediante varios ejemplos.

Ejemplos

A continuacion se mostrara cémo se identificé el uso de codones de proteinas abundantes en C. glutamicum.
Adicionalmente se presentan ejemplos que muestran que el uso de secuencias de nucledtidos modificadas que se
han optimizado con respecto al uso de codones de proteinas abundantes o al organismo de C. glutamicum se
pueden usar para aumentar o reducir la cantidad de una proteina en C. glutamicum. Esto se muestra para genes
extrafios asi como para genes enddgenos.

1. Identificacién de proteinas abundantes en C. glutamicum

Se prepararon extractos celulares a partir de la cepa de C. glutamicum ATCC 13032 y de algunos derivados. Para
este fin, 250 mg de cultivo celular en condiciones estandar se sedimentaron y suspendieron en 750 pl de tampo6n de
lisis (TRIS 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) que contiene una mezcla del inhibidor de proteasa (Complete, Roche). Las
células se rompieron a 4 °C en un molino mezclador (Retsch, MM 2000) usando esferas de vidrio de 0,25 - 0,5 mm.
Los restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 22.000 rpm durante 1 hora a 4 °C. Las concentraciones
proteicas se determinaron mediante el procedimiento de Popov (Popov et a. (1975) Acta. Biol. Med. Germ, 34, 1441-
1446). Los extractos celulares se usaron inmediatamente o se congelaron en alicuotas a -80 °C.

Para electroforesis en gel de poliacrilamida 2D de las proteinas, 30 mg del extracto proteico bruto se resuspendieron
en 450 pl de tampodn de rehidratacion (urea 8M, tiourea 2M, 1 % de CHAPS, DTT 20 mM, 1 % de Amfolinas 3,5 - 10)
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y unos pocos granos de azul de bromofenol. Para enfocado isoeléctrico se usaron tiras de 24 cm de IPG precoladas
con un gradiente de pH lineal de 4,5 a 5,5 en una unidad de enfocado isoeléctrico Multiphor II (Amersham
Biosciences). Las proteinas se centraron usando un programa de gradiente de hasta 3500 V resultante en 65.000 Vh
en total. Los geles de IPG enfocados se equilibraron durante 15 minutos en un tampoén que contenia Tris-HCI 1,5 M
(pH 8,8), urea 6M, 30 % (vol/vol) de glicerol, 2 % (p/vol) de dodecilsulfato sédico y1 % (p/vol) de DTT. Para la
segunda etapa de equilibrado, el DDT se reemplazé con 5 % (p/vol) de yodoacetamida, y se afiadieron unos pocos
granos de azul de bromofenol. La segunda dimensiéon se pasé en geles de dodecilsulfato sodico -12,5 % de
poliacrilamida en un aparato de Ettan Dalt (Amersham Biosciences) segun las recomendaciones del fabricante y
después los geles se tifieron con plata (Blum et al. (1987), Electrophoresis, 8, 93-99) en una tincion automatica
domeéstica.

Las manchas de las proteinas se escindieron de los geles preparativos tefidos con azul de Coomassie (300 mg de
carga de proteina total cada uno) y se digirieron con tripsina modificada (Roche, Mannheim) como describen
Hermann et al. (Electrophoresis (2001), 22, 1712-1723). Las identificaciones con espectrometria de masas se
realizaron en una LCQ advantage (Thermo Electron) tras la separacion en nano- HPLC de los péptidos (LC
Packings, columna RP18, longitud de 15 cm, i.d. 75 pm), usando el software MASCOT (David et al. (1999)
Electrophoresis, 20,3551-3567).

En base a los resultados de la electroforesis en gel 2D se identificaron 14 proteinas como abundantes en C.
glutamicum, ya que estas proteinas se pudieron observar en cantidades elevadas en todos los geles. Estas
proteinas son: Factor de elongaciéon Tu (n° de acceso en Genbank: X77034), glicerina-aldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (n° de acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 289401-288397), fructosa bisfosfato aldolasa (n° de
acceso en Genbank: BX927156, 6, nt. 134992-133958), Factor de elongacién Ts (n° de acceso en Genbank:
BX927154, 6, nt. 14902-14075), proteina hipotética (n° de acceso en Genbank: BX927155, 6, nt. 213489-214325),
enolasa (n° de acceso en Genbank: BX927150, nt. 338561-339838) peptidil-prolil cis-trans isomerasa (n° de acceso
en Genbank: BX927148, nt. 34330-34902), superoxido dismutasa (n° de acceso en Genbank: AB055218) fosfo-
glicerato deshidrogenasa (n° de acceso en Genbank: BX927151, nt. 306039-307631) proteina SSU Rib S1P(n° de
acceso en Genbank: BX927152, 6, nt. 26874-28334) triosefosdato- isomerasa (n° de acceso en Genbank:
BX927152, 6, nt. 286884-286105) isopropil malato sintasa (n° de acceso en Genbank: X70959) butan-2,3-
dioldeshidrogenasa (n° de acceso en Genbank: BX927156, nt. 20798-21574) y fumarato hidratasa (n° de acceso en
Genbank: BX927151, 6, nt. 18803-17394).

Las secuencia de codificacion de estos genes se introdujeron en la funciéon "Cusp" de la caja de herramientas
EMBOSS usando parametros estandar en un abordaje independiente de la secuencia genémica de la cepa completa
de C. glutamicum ATCC 13032 para generar una tabla de uso de codones para el organismo como un todo.

Las frecuencias de uso de los codones determinadas para las 14 proteinas abundantes mencionadas anteriormente
se usaron para calcular las frecuencias de uso de los codones para las proteinas abundantes en C. glutamicum. Las
frecuencias relativas de codones del uso de los codones de las proteinas abundantes en C. glutamicum se
encuentran en la tabla 2, mientras que las frecuencias de uso relativo de los codones del organismo como un todo
se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1 - Frecuencias relativas de uso de codones de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032.

Uuu 37,1 uUcu 17,3 UAU 33,8 UGU 36,5
uucC 62,9 UCC 33,6 UAC 66,2 UGC 63,5
UUA 5,3 UCA 13,0 UAA 53,1 UGA 16,7
UUG 20,3 UCG 11,9 UAG 30,2 UGG 100
CuUuU 17,2 CCU 23,3 CAU 32,1 CGU 24,5
CUC 22,5 CCC 20,2 CAC 67,9 CGC 44,7
CUA 6,1 CCA34)9 CAA 38,5 CGA 11,8
CUG 28,6 CCG 21,6 CAG 61,5 CGG 8,8

AUU 37,7 ACU 20,4 AAU 33,4 AGU 7.8
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AUC 59,2 ACC 52,9 AAC 66,4 AGC 16,4
AUA 3,1 ACA 12,5 AAA 39,9 AGA 4,1
AUG 100 ACG 14,2 AAG 60,1 AGG 6,1
GUU 26,0 GCU 23,7 GAU 55,6 GGU 30,3
GuUC 27,7 GCC 25,4 GAC 44,4 GGC 42,4
GUA 10,1 GCA 29,3 GAA 56,3 GGA 18,9
GUG 36,2 GCG 21,6 GAG 43,7 GGG 8,4
ATG* 72,5

GTG* 20,5

TTG* 7,0

*Indica los codones de iniciacion; las frecuencias relativas se expresan en porcentaje,

Tabla 2 - Frecuencias relativas de uso de codones de 14 proteinas abundantes en Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032.

Uuu 10,6 UCU 20,2 UAU 3,6 UGU 25,0
uucC 89,4 UCC 65,4 UAC 96,4 UGC 75,0
UUA 0,8 UCA 3,3 UAA 92,9 UGA 0,0
UuG 7,5 UCG 2,2 UAG 7,1 UGG 100
CUU 20,8 CCU 37,6 CAU 5,8 UCU 39,6
CuUC 25,4 ACC 4,4 GAC 94,2 UGC 57,6
CUA 2,6 CCA 514 CAA 7,7 CGA 2,2
CUG 42,9 CCG 6,6 CAG 92,3 CGG 0,6
AUU 17,1 ACU 18,9 AAU 9,7 AGU 0,8
AUC 82,6 ACC 78,9 AAC 90,3 AGC 8,1
AUA 0,3 ACA 1,4 AAA 7,1 AGA 0,0
AUG 100 ACG 0,8 AAG 92,9 AGG 0,0
GUU 47,9 GCU 46,8 GAU 34,9 GGU 32,3
GUC 34,0 GCC 9,9 GAC 65,1 GGC 59,0
GUA 6,5 GCA 35,9 GAA 32,5 GGC 8,2
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GUG 11,6 GCG 7,4 l GAG 67,5 GGG 0,5
ATG* 78,6

GTG* 21,4

TTG* 0,0

*Indica los codones de iniciacion; las frecuencias relativas se expresan en porcentaje

A continuacién se usé la Tabla 1 para determinar los codones que son menos frecuentes para cada aminoacido en
C. glutamicum. Esta informacion se muestra en la tabla 3, dada a continuacion.

Tabla 3 - Los codones menos usados en Corynebacterium glutamicum ATCC 13032.

uuu F
AGU S
UAU Y
uGu Cc

UGA Terminacion
AUG
UGG
UUA
CCC
CAU
AGA
CAA
AUA
ACA
AAU

ol m x| U r| 5| =

TTG (si es cododn de iniciacion)
AAA
GUA
GCG
GAC
GGG
GAG

m @ 9O » <l X Z Z -

A continuacién se us6 la Tabla 2 para determinar los codones que son menos frecuentes para cada aminoacido en
las proteinas abundantes de C. glutamicum. Esta informacion se muestra en la tabla 4, dada a continuacion.
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Tabla 4 - Los codones menos usados en las proteinas abundantes de Corynebacterium glutamicum ATCC
13032.

uuu
AGU
UAU
uGu

O <X| W ™M

UGA Terminacion
AUG
UGG
UUA
CCC
CAU
AGA, AGG
CAA
AUA
ACG
AAU

ol m x| U r| 5| =

TTG (si es cododn de iniciacion)
AAA
GUA
GCG
GAU
GGG
GAA

m @ 9O » <l X Z2| Z

La Tabla 5 muestra las frecuencias de los codones que no se calculan en base a los codones que codifican un
aminoacido especifico sino en base a todos los codones para todos los aminoacidos. Los valores entre paréntesis
indican el numero absoluto del respectivo codén. Las frecuencias relativas de la tabla 1 se calcularon en base a
estos numeros absolutos. Los valores hacen referencia al genoma de C. glutamicum.

Tabla 5 - Uso de codones de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032,

UUU 13,4( 25821 UCU 11,0(21227 UAU 7,5( 14384 uGuU 2,4( 4605

(
UUC 22,8(43837) UCC 21,4(41118) UAC 14,7(28214) UGC 4,2(8015
8,3(

7,6(

) ) ) )
) ) ) )
UUA  5,1(9795) UCA 15898) UAA 1,7(3272) UGA 0,5( 1032)
UUG 19,6(37762) UCG 14639) UAG 1,0(1859) UGG  14,1(27072)
CUU 16,7(32074) CCU 11,3(21668) CAU  6,8(12991) CGU 13,7(26310)
CUC 21,8(41988) CCC  9,7(18716) CAC 14,3(27445) CGC 24,9( 47939)

CUA 59(11320) CCA 16,9(32429) CAA 13,0(24975) CGA  6,6( 12698)
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CUG

AUU
ABC
AUA
AUG

GuuU
GuC
GUA
GUG

27,7(53261)

21,7(41804)
34,1( 65557)

1,8( 3483)
22,1(42484)

20,8( 40069)
22,2( 42696)

8,1( 15628)
28,9( 55708)

CCG

ACU
ACC
ACA
ACG

GCuU
GCC
GCA
GCG

ES 2539280 T3

10,4( 20070)

12,6( 24184)
32,5( 62592)

7,7( 14747)

8,8( 16879)
25,4( 48864)
27,2( 52264)
31,3( 60329)

23,2(44613)

CAG

GAU
GAC
GAA
GAG

20,7(39864)

10,9( 21056)
21,8(42037)
13,9( 26703)
20,9( 40213)

33,0( 63429)
26,4( 50716)
35,7( 68737)
27,7(53381)

CGG

AGU
AGC
AGA
AGG

GGU
GGC
GGA
GGG

4,9( 9466)

4,9( 9515)
10,4( 20019)
2,3( 4445)
3,3( 6398)

24,3( 46678)
34,0( 65427)
15,2( 29219)

6,7( 12923)

Las frecuencias se indican a continuacion de los codones en/1000.

La Tabla 6 muestra las frecuencias de los codones que no se calcularon en base a los codones que codifican un
aminoacido especifico sino en base a todos los codones para todos los aminoacidos. Los valores entre paréntesis

indican el numero absoluto de valores en referencia al grupo de proteinas abundantes en C. glutamicum.

Tabla 6 - Uso de codones de 14 proteinas abundantes en Corynebacterium glutamicum ATCC

13032,
uuu 3,6(18) UCU 10,9(55) UAU 0,8(4) UAU 1,2(6)
uuc 30,0(152) UCC  352(178) UAC 21,1(107) UGC 3,6( 18)
UUA 06(3) UCA 1,8(9)  UAA 2,6(13) UGA 0,0( 0)
UUG 57(29) UCG 1,2(6) UAG 0,2(1) UGG 8,3( 42)
cuu 16,0( 81) CCU 13,4(68) CAU 1,2(6) CGU 17,4( 88)
cuc 19,6( 99) CCC 1,6(8) CAC 19,4(98) CGC 25,3( 128)
CUA 2,0(10) CCA 18,4(93) CAA 2,6(13) CGA 1,0( 5)
CUG 33,0( 167) CCG 24(12) CAG 30,6( 155) CGG 0,2( 1)
AUU 9,9(50) ACU 10,5(53)  AAU 4,0(20) AGU 0,4( 2)
ABC 47,8(242) ACC  43,7(221) AAC 36,8( 186) AGC 4,3(22)
AUA 0,2(1) ACA 0,8(4) AAA 36 (18) AGA 0,0( 0)
AUG 17,2(87) ACG 04(2) AAG 46,4( 235) AGG 0,0( 0)
GUU 435(220) GCU  54,9(278) GAU 21,9(111) GGU 28,1( 142)
GuUC 30,8( 156) GCC 11,7(59) GAC 40,9(207) GGC 51,2( 259)
GUA 59(30) GCA  42,1(213) GAA 27,9( 141)  GGA 7,1( 36)
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GUG 10,5(53) GCG 8,7(44) GAG 57,9( 293) GGG 0,4( 2)

Las frecuencias se indican a continuacion de los codones en /1000.

Sorprendentemente, hay muchas diferencias significativas en el uso de codones entre las tablas generadas usando
todas las proteinas (genoma completo, tabla 1) en comparacién con la situaciéon en la que solo se consideran los
genes abundantes especificados anteriormente (tabla 2). En la tabla 7 siguiente se muestran algunos de los
ejemplos.

Tabla 7 - Frecuencia relativa de codones usados

Aminoacido | Codoén | Genoma entero aEL%S’;?ZS
q caa 38,5 % 7.7
q cag 61,5 % 91,3 %
y tac 66,0 % 96,4 %
y tac 33,8 % 3,6

3. Reduccién de la expresion de una proteina endégena

Anteriormente en el presente documento se ha indicado que la modificacién del uso de codones se puede usar para
disminuir la expresion de proteinas. Esto se ilustrara a continuacion para las proteinas isocitrato deshidrogenasa
(icd) y diaminopimelato sintasa (dapA).

3.1 Reduccién de la expresion de isocitrato deshidrogenasa (icd)
Clonacién

Para reducir la actividad de la isocitrato deshidrogenasa (codigo de acceso en Genbank X71489), se realizaron dos
cambios diferentes en el uso de codones. En todos los casos, los codones de la secuencia de codificacion se
cambiaron sin modificar la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada. Las manipulaciones se realizaron
todas en la unica copia del cromosoma del gen icd de Corynebacterium glutamicum. La posterior medicion de la
actividad de la ICD permite directamente una lectura del efecto, ya que se puede asumir que refleja que el nivel de
expresion proporcionado por la propia enzima no se ha modificado. Las modificaciones se muestran en la tabla 8.

Tabla 8 - Resumen de los intercambios de codones en ICD

Nombre Descripcion posiciones de
aminoacidos
afectados

1. ICD ATG — GTG | Cambio del cododn de iniciacion de ATG a GTG 1 (Met)
2 ICD CA2 Cambio de del codon de glicina y de isoleucina de GGC ATT| 32 (Gly), 33 (lle)
a GGG ATA

La secuencia de ICD ATG-GTG se representa en la figura 2 a). La secuencia de ICD CA se representa en la figura 3
a). Para introducir estas mutaciones en la copia del cromosoma de la region de codificacion de icd se construyeron 2
plasmidos diferentes que permiten la manipulacién sin marcadores con 2 acontecimientos de recombinacion
homologa consecutivos .

Con este fin, las secuencias de ICD ATG-GTG y de ICD CA2 se clonaron en el vector pClik int sacB (Becker et al
(2005), Applied and Environmental Microbiology, 71 (12), p.8587-8596) siendo un plasmido que contiene los
elementos siguientes

e gen de resistencia a kanamicina
e gen de SacB, que se puede usar como marcador de seleccién positiva, ya que las células portadoras de este
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gen no pueden crecer en medio que contiene sacarosa.
e origen de replicacion para E. coli
e sitio de clonacién multiple (MCS)

Este plasmido permite la integraciéon de secuencias en el locus gendémico de C. glutamicum.
Construccién de los plasmidos

Todos los insertos se amplificaron mediante PCR usando ADN genomico de ATCC 13032 como molde. La
modificacion de la region de codificacion se consiguid mediante PCR de fusion usando los oligonucledtidos
siguientes: La tabla muestra los cebadores usados, asi como el ADN molde

Tabla 9 - Resumen de los cebadores para la clonacién de las construcciones de idh

PCRA PCR B PCR fusioén
ICD ATG —» GTG | Old 441 Old 443 Old 441 Cebador 1
Old 444 Old 442 Old 442 Cebador 2
ADN genom. de ATCC 13032 ADN genom. de ATCC 13032| PCR A+B Molde
ICD CA2 Old 441 Old 447 Old 441 Cebador 1
Old 448 Old 442 Old 442 Cebador 2
ADN genom. de ATCC 13032 ADN genom. de ATCC 13032| PCR A+B Molde

Old 441 GAGTACCTCGAGCGAAGACCTCGCAGATTCCG (SEC ID N° 6)
Old 442 CATGAGACGCGTGGAATCTGCAGACCACTCGC (SECIDN°7)
Old 443 GAGACTCGTGGCTAAGATCATCTG (SEC ID N° 8)
Old 444 CAGATGATCTTAGCCACGAGTCTC (SEC ID N° 9)

En todos los casos, el producto de la PCR de fusién se purificd, se digirié con Xhol y Mlul, se purificé de nuevo y se
ligé en pClik int sacB que se habia linealizado con las mismas enzimas de restriccion. Mediante secuenciacion se
confirmo la integridad de la construccion.

La secuencia de codificacion de la secuencia optimizada ICD ATG — GTG se muestra en la Figura 2 (SEC ID N° 2).
La secuencia de codificacion de la secuencia optimizadas ICAD CA2 se muestra en la Figura 3 (SEC ID N° 4).

Construccioén de las cepas con los niveles de expresion de ICD modificados

A continuacion, los plasmidos se usaron para reemplazar la region de codificacién nativa de estos genes por
regiones de codificacion con el uso de codificacién modificado. La cepa usada fue ATCC 13032 lysC fbr.

Son necesarios dos acontecimientos de recombinacion consecutivos uno en cada regiéon, aguas arriba y aguas
abajo, respectivamente, para cambiar la secuencia de codificacion completa. El procedimiento de reemplazar los
genes enddgenos por los genes optimizados se describe, en principio, en la publicacion de Becker et al. (véase en lo
que antecede). Las etapas mas importantes son:

- Introduccion de los plasmidos en la cepa mediante electroporacion. La etapa se describe en, por ejemplo, el
documento DE 10046870.

- La seleccion de clones que han integrado con éxito el plasmido tras un primer acontecimiento de recombinacion
homodloga en el genoma. Esta seleccion se consigue mediante el cultivo en placas de agar con kanamicina.
Ademas de la etapa de seleccion, el éxito de la recombinacién se puede comprobar mediante PCR de las
colonias.

- Los cebadores usados para confirmar la presencia del plasmido en el genoma fueron: BK1776
(AACGGCAGGTATATGTGATG) (SEC ID N° 12) y OLD 450 (CGAGTAGGTCGCGAGCAG) (SEC ID N° 13). Los
clones positivos dan una banda de aproximadamente 600 pb)

- Incubando un clon positivo en un medio sin kanamicina se permite un segundo acontecimiento de recombinacion

- Los clones en los que la estructura del vector se ha eliminado con éxito mediante un segundo acontecimiento de
recombinacion se identifican mediante crecimiento en medio que contiene sacarosa. Solo sobreviviran los clones
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que hayan perdido la estructura del vector que comprende el gen SacB.

- Después, los clones en los que dos acontecimientos de recombinaciéon han conducido a un reemplazo con éxito
de la region de codificacion de idh nativa se identificaron mediante secuenciacion de un producto de PCR que
abarca la region relevante. El producto de PCR se generd usando ADN gendmico de clones individuales como
molde y los cebadores OLD 441 y OLD 442. El producto de la PCR se purificé y secuencié con Old 471
(GAATCCAACCCACGTTCAGGC) (SEC ID N° 14)

Se pueden usar diferentes cepas de C. glutamicum para reemplazar la copia endégena de ICD. No obstante, se
prefiere usar una cepa de produccion de lisina de C. glutamicum tal como, por ejemplo, ATCC 13032 IysCfbr u otros
derivados de ATCC13032 o ATCC 13286

ATCC13032 IysCfbr se puede producir a partir de ATCC13032. Con el fin de generar una cepa productora de lisina
se realiz6 un intercambio alélico del gen salvaje de lysC en C. glutamicum ATCC13032. Con este fin se introdujo un
intercambio e nucledtidos en el gen de lys C de forma que la proteina resultante porta una isoleucina en la posicion
311 en lugar de treonina. La construccion detallada de esta cepa se describe en la solicitud de patente
WO02005059093. El n° de acceso del gen lysC es P26512.

Para analizar el efecto del uso de codones modificado IDH ATG-GTG y IDH CA2, las cepas optimizadas se
comparan con la productividad de lisina de la cepa parental.

Determinacioén de la actividad de ICD

En uno de dos clones de cada cepa mutantes se analizé la actividad de ICD. Las células se cultivaron en cultivo
liquido durante la noche a 30 °C, se recogieron en fase de crecimiento exponencial mediante centrifugacion. Las
células se lavaron dos veces con Tris 50 mM, pH 7,0. 200 mg de células se resuspendieron en 800 pl de tampo6n de
lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 7,0, MgCI2 10 mM, DTT 1 mM, 10 % de glicerol) y se rompieron mediante batido con
esferas (Ribolyser, 2x 30s, intensidad 6). Los restos celulares se sedimentaron mediante centrifugacion (centrifuga
de mesa, 30 min, 13 K). El sobrenadante resultante es un extracto de proteinas solubles que se usé como el
siguiente ensayo enzimatico.

La actividad de ICD se monitorizé mediante el incremento de la absorciéon a 340 nm debido a la reduccién de NADP
en un volumen total de of 1 ml en las siguientes condiciones:

Trietanolamina-cloruro 30 mM, pH 7,4, NADP 0,4 mM , DL-Isocitrato 8 mM, MnSO, 2 mM, lisado celular
correspondiente a 0,1-0,2 mg de proteinas

Las actividades de ICD se calcularon usando el coeficiente de extincion molar de 6,22/mM*cm para NADPH.
Resultados

Las actividades de ICD medidas fueron como sigue:

Tabla 10- Actividad de ICD

Actividad especifica del

Gl | e e
proteina

ATCC lysC fbr 0,29

ATCC lysC fbr 0,26

ICD ATG — GTG 0,04

ICD CA2 1 0,10

ICD CA2 2 0,10

Efecto sobre la productividad de lisina

Para analizar el efecto de la expresion modificada de ICD sobre la productividad de lisina, las cepas optimizadas se
comparan con la productividad de lisina de las cepas parentales.

Con este fin, las cepas se cultivaron en placas CM (10 % de sacarosa, 10 g/l de glucosa, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de
urea, 10 g/l de Bacto Peptona, 10 g/l de extracto de levadura, 22 g/l de agar) durante 2 dias a 30 °C. Después, se
rasparon las células de las placas y se resuspendieron en solucion salina. Para el cultivo principal se incubaron 10
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ml del medio 1y 0,5 g de CaCo3 en autoclave en un matraz Erlenmeyer de 100 ml junto con la suspension celular
hasta una DO 600 de 1,5. Después, las células se cultivaron durante 72 horas en un agitador del tipo Infors AJ118
(Infors, Bottmingen, Suiza) a 220 rpm. El medio 1 tenia la misma concentracion como se ha mencionado en el
experimento 3.3:

Después, se determind la concentracion de lisina que se segrega al medio. Esto se realizd6 usando HPLC en un
sistema Agilent 1100 Series LC HPLC. Una precolumna de derivacién con orto-ftalaldehido permitié cuantificar el
aminoacido formado. La separacion de la mezcla de aminoacido se puede realizar en una columna Hypersil AA-
(Agilent).

Los valores de concentracion de lisina determinados mostrados son los datos promedio de 2 cultivos
independientes. Las desviaciones del promedio siempre fueron inferiores al 4 %

Tabla 11-Productividad de lisina

Cepa Clon g/?{ltidad relativa de lisina DO relativa [%]
IATCC lysC fbr 100,00 100,00 %
IATCC lysC fbr 99,81 101,22 %

ICD ATG — GTG 102,34 92,77

ICD CA2 1 101,44 99,80

ICD CA2 2 104,85 96,23

Se puede ver facilmente que las cepas con un actividad ICD menor tienen productividades mayores de lisina. Como
toda la fuente de carbono se ha usado tras 72 horas, se puede ver directamente que el rendimiento de carbono
(cantidad de producto formado por azticar consumida) es mayor en estas cepas.

La cantidad de otros aminoacidos en el medio después de otro cultivo también se analizé . Es interesante le hecho
de que la cantidad de glicina también se ve influida por la expresién de ICD.

En la tabla se muestra la cantidad de glicina obtenida tras 48 horas de cultivo. Cada clon se cultivo en tres matraces
independientes.

Tabla 12-Productividad de glicina

Glicina [umol/I
Medio 5,72

78,56

ATCC lysC fbr 81,33

79,40
86,29
ATCC lysC fbr 78,51
81,35
110,44
ICD ATG — GTG 108,51
117,36
103,29
ICD CA2 1 104,56

96,26
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98,83
ICD CA2 2 98,72

99,39

Se puede ver que las cepas con una actividad de ICD menor acumulan cantidades mayores de glicina.

En un experimento adicional, la isocitrato deshidrogenasa portadora de la mutacion ATG-GTG mencionada
anteriormente en el codén de iniciacion se cloné en pClik como se ha descrito anteriormente, lo que conduce a pClik
int sacB ICD (ATG-GTG) (SEC ID N° 15). Después, la cepa M2620 se construyd mediante campbelizacion in 'y
campbelizacion out del plasmido pClik int sacB ICDH (ATG-GTG) (SEC ID N° 15) en el genoma de la cepa OM469.
La cepa OM469 se ha descrito en el documento W0O2007012078.

La cepa se cultivd como se describe en el documento W02007020295. Tras 48 horas de incubacién a 30°C, las
muestras se analizaron para determinar el consumo de azucar. Se descubrié que las cepas habian usado todo el
azucar afiadido, lo que significa que todas las cepas habian usado la misma cantidad de fuente de carbono. La
metionina sintetizada se determind mediante HPLC como se ha descrito anteriormente y en el documento
W02007020295.

Tabla 13-Producciéon de metionina

Cepa Metionina (mM)
OM 469 10,2
M2620 23,7

A partir de los datos de la tabla 13 se puede ver que la cepa M2620 con un coddn de iniciacion alterado del gen de
ICDH y, por tanto, una actividad ICDH alterada, tiene una productividad de metionina mas alta. Como toda la fuente
de carbono se ha usado tras 48 horas, se puede ver directamente que el rendimiento de carbono (cantidad de
producto formado por aztcar consumida) para la metionina producida es mayor en esta cepa.

3.2. Reduccién de la expresion de proteinas de dapA en C. glutamicum

A continuacion se describe cémo disminuir la cantidad de dapA adaptando el uso de codones como se ha
mencionado antes.

La enzima dihidropicolinato sintasa (dapA) es importante para la biosintesis de lisina. La secuencia salvaje de dapA
de C. glutamicum se proporciona como la SEC ID N° 16. El uso de codones de la secuencia de codificacion de dapA
se determiné usando la funciéon Cusp del paquete de software EMBOSS .

Después, las bases correspondientes a las posiciones 12 (Ta G), 27 (CaA),30(AaG),45(CaG)y 54 (AaG)se
alteraron usando procedimientos establecidos de mutagénesis (Quikchange kit, Stratagene La Jolla USA), lo que
tiene como resultado codones alterados que seguian codificando los mismos aminoacidos (SEC ID N° 17).

La secuencia del gen mutado se clond en un vector para integracion cromosémica como se ha mencionado en el
documento W0O2007020295.

En resumen, la cepa M2059 se construyd mediante campbelizacién in 'y out del plasmido pK19 PSOD ask (SEC ID
N° 18) en la cepa OM99 para sobreexpresar el gen de la aspartoquinasa. La cepa M2121 se construyd mediante
campbelizacion in y out del plasmido pCLIK Int Psod Glucosa-6-PDH (SEC ID N° 19) en la cepa M2059 para
sobreexpresar el gen de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (gen zwf). La cepa M2199 se construyé mediante
campbelizacioén in y out del plasmido pK19 sacB Glu-6-P-DH (SEC ID N° 20) reemplazo en la cepa M2121 para
expresar el gen mutante de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (gen zwf). La cepa M2271 se construydé mediante
campbelizacion in y out del plasmido pK19 sacB Glu-6-P-DH (SEC ID N° 21) en la cepa M2199 para expresar un gen
pycA mutado. La cepa M2376 se construyé mediante campbelizacién in y out del plasmido ppCLIK int sacB, codén
dapA bajo (SEC ID N° 22) en la cepa M2271 para expresar un gen dapA mutado.

La cepa resultante se denomind M2376 y se cultivd como se describe en 2007020295. Los aminoacidos se
determinaron tras 48 horas de incubacion y se describen como la concentracion en mM (véase la tabla 14).
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Tabla 14 - Produccion de lisina y homoserina

Cepa homoserina (mM)
M2271 78
M2376 (= M2271 + dapA mutada) 103

Se encontré que las cepas que expresan el gen dapA mutado mostraron un incremento de la acumulacion de
homoserina en comparacioén con la cepa isogénica que muestra que la actividad de dapA disminuia en la version sin
mutar de dapA
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atggctaaga
dagccggtcg
tcactcgcetg
ggcaacgcac
cttccaaaca
cagggctacg
ctcgcacgct
tctgaccgec
ggcgagtggt
cacaacgaga
gctgacggca
gacggaaccg
gcaaaggcag
gacccaatca
ggtgagcagc
ggcttggagt
gacggcccag
tccgatgtca
aacaaagacg
gtctaccaga
ggtaccgtcc
aagaccttce
ctcatcgagc

ccaatccagg

tcatctggac
tcgaggcatt
gacgcatcct
tcgcagaact
tctccgotte
acatcccaga
acaacgctgt
gcgcaccaat
ctgcagattc
agtccatcat
ccgagaccat
ttctgtecge
aaggtatcct
tcttcggeca
tgctcgcagce
ccctggacaa
acctggccat
tcgtggacgc
accaggagca
ccgttatcga
ctaacgttgg
gcatcgaagc
dacgacgttga
attgggtaaa
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ccgcaccgac
tgctgctacc
cgcccagttc
cggcgagcett
tgttccacag
actgcctgat
taagggttcc
cgctgtcaag
caagaccaac
cctcgacgct
cctcaaggac
aaaggcactg
cttctccgea
cgttgtgcgc
tggcctcaac
cggcgaagaa
ggttaactcc
ttccatgcca
ggacaccctg
agactgccgc
tctgatggcet
agacggtgtg
ggcaaatgac

gcttgetgtc

gaagcaccgc
gcgggcattg
ccagagcgec
gctaagactc
ctcaaggctg
ddcgccacca
gctgtgaacc
aactttgtta
gttgcaacca
gctgatgaag
agcctcaagce
gacgcattcc
cacctgaagg
gcttacttcg
ggcgaaaacg
atcaaggctg
gctcgeggca
gcaatgattc
gcaatcatcc
aagaacggcg
cagaaggctg
gttcaggttg
atctggcgty

acccgctccc

35

tgctcgcgac
aggtcgagac
tcaccgaaga
ctgaagcaaa
ctattaagga
ccgacgagga
cagtgctgeg
agaagttccc
tggatgcaaa
ttcagatcaa
ttcttgaagg
ttctcgagca
ccaccatgat
cagacgtttt
gcctcgcetgce
cattcgagaa
tcaccaacct
gtacctccgg
cagactcctc
cattcgatcc
aagagtacgg
tttcctccaa
catgccaggt
gtctctccgg

ctactcgctg
ccgggacatt
tcagaaggta
catcattaag
actgcaggac
dadagacatc
tgaaggcaac
acaccgcatg
cgacttccge
gcacatcgca
cgaagttcta
ggtcgetoge
gaaggtctcc
cgcacagtac
aatccrctcc
gggcttggaa
gcatgtcecct
ccacatgtgg
ctacgctggc
aaccaccatg
ctcccatgac
cggcgacgtt
caaggatgcc

aatgcctgca

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



10

gtgttctggt
tacctggctg
acccagctct
gttctgcgtg
atgctgretyg
tctgctecta
ggtgagttcc
aaggccggcy
aagtccccat
aagttctggg
gcaccagtcg

gttcagggtg

aacatcatgc

<210> 2
<211> 2217
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

tggatccaga
accacgacac
ccatcgaccg
dctacaacac
tcgttecttt
agcacgtcca
tcgcactggc
ttctggctga
cccgcaaggt
ctgacgagct
cagaaqgcact
gagcaactga

gcccagtcgc
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gcgcgeacac
cgagggcctg
catccgecegt
cgacctctic
gatggctggc
gcaggttcag
tgagtccttc
cgctctggac
tggcgagatc
cgctgctcag
gaacacaggc
ccttggtggc

acagttcaac

gaccgcaacc
gacatccaga
ggcgaggaca
ccaatcctgg
ggcggactgt
gaagaaaacc
cgccacgage
aaggcaactg
gacaaccgtg
accgaggacg
gctgcagaca
tactactccc

gagatcgttyg

tggcttccct
tcctctcocc
ccatctctgt
agctgggcac
tcgagaccagg
acctgcgttg
tcaacaacaa
agaagctgct
gctcccactt
cagatctggc
tcgatgctge
ctaacgagga

acgcactgaa

cgttgagaag
tgttgaggca
caccggtaac
ctctgcaaag
tgctggtgga
ggattccctc
cggcaacacc
gaacgaagag
ctggctgacc
tgctaccttc
actgctcgca
gaagctcacc

gaagtaa

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2217

<223> isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutacion ATG-GTG en el primer codén

<400> 2

gtggctaaga
aagceggtcg
tcactcgcetg
ggcaacgcac
cttccaaaca
cagggctacg
ctcgcacget
tctgaccgec
ggcgagtggt
cacaacgaga
gctgacggea
gacggaaccg
gcaaaggcag
gacccaatca

ggtgagcagc

tcatctggac
tcgaggceatt
gacgcatcct
tcgcagaact
tctccgette
acatcccaga
acaacgctgt
gcgcaccaat
ctgcagattc
agtccatcat
ccgagaccat
ttctgteege
aaggtatcct
tcttcggeca

tgctcgcage

ccgcaccgac gaagcaccgc tgetcgcgac

tgctgctacc
cgcccagttc
cggcgagett
tgttccacag
actgcctgat
taagggttcc
cgctgtcaag
caagaccaac
cctcgacgct
cctcaaggac
aaaggcactg
cttctcegea
cgttgtgcgc

tggcctcaac

gcgggcattg
ccagagcgcc
gctaagactc
ctcaaggctg
aacgccacca
gctgtgaacce
aactttgtta
gttgcaacca
gctgatgaag
agcctcaagce
gacgcattcc
cacctgaagg
gcttacttcg
ggcgaaaacg

36

aggtcgagac
tcaccgaaga
ctgaagcaaa
ctattaagga
ccgacgagga
cagtgctgeg
agaagttccc
tggatgcaaa
ttcagatcaa
ttcttgaagg
ttctcgagea
ccaccatgat
cagacgtttt
gcectegetge

ctactcgctg
ccgggacatt
tcagaaggta
catcattaag
actgcaggac
aaaagacatc
tgaaggcaac
acaccgcatg
cgacttccgc
gcacatcgca
cgaagttcta
ggtcgctcgce
gaaggtctcc
cgcacagtac

aatcctctcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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ggcttggagt
gacggcccag
tccgatgtca
aacaaagacg
gtctaccaga
ggtaccgtcc
aagaccttcc
ctcatcgagc
ccaatccagg
gtgttctggt
tacctggctg
acccagctct
gttctgcgtg
atgctgtctg
tctgctecta
ggtgagttcc
aaggccggeg
aagtccccat
aagttctggg
gcaccagtcg

gttcagggtg
aacatcatgc

<210>3
<211> 1002
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Vectorinsert con isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutacion ATG-GTG

<400> 3

ccctggacaa
acctggccat
tcgtggacgc
accaggagca
ccgttatcga
ctaacgttgg
gcatcgaagc
acgacgttga
attgggtaaa
tggatccaga
accacgacac
ccatcgaccy
actacaacac
tcgttecttt
agcacgtcca
tcgeactggce
ttctggctga
cccgcaaggt
ctgacgagct
cagaagcact
gagcaactga

gcccagtcge
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cggcgaagaa
ggttaactcc
ttccatgcca
ggacaccctg
agactgccgc
tctgatggct
agacggtgtg
ggcaaatgac
gcttgctgtc
gcgcgcacac
cgagggcctg
catccgeogt
cgacctcttc
gatggctgge
gcaggttcag
tgagtccttc
cgcrcrggac
tggcgagatc
cgctgctcag
gaacacaggc
ccttggtggce

acagttcaac

atcaaggctg
gctcgeggea
gcaatgattc
gcaatcatcc
aagaacggcg
cagaaggctg
gttcaggttog
atctggcgtg
acccgectecc
gaccgcaacc
gacatccaga
ggcgaggaca
ccaatcctagg
ggcggactgt
gaagaaaacc
cgccacgage
aaggcaactg
gacaaccgtg
accgaggacg
gctgcagaca
tactactccc

gagatcgttg

37

cattcgagaa
tcaccaacct
gtacctccgg
cagactcctc
cattcgatcc
aagagtacgg
tttcctecaa
catgccaggt
grctctcegyg
tggcttccct
tcctctocecc
ccatctctgt
agctgggcac
tcgagaccgy
acctgcgttg
tcaacaacaa
agaagctgct
gctcccactt
cagatctggc
tcgatgctgc
ctaacgagga

acgcactgaa

gggcttggaa
gcatgtccct
ccacatgtgg
ctacgctgge
aaccaccatg
ctcccatgac
cggcgacqtt
caaggatgcc
aatgccrgca
cgttgagaag
tgttgaggca
caccggtaac
ctctgcaaag
tgctggtgga
ggattccctc
cggcaacacc
gaacgaagag
ctggctgacc
tgctaccttce
actgctcgca
gaagctcacc

gaagtaa

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2217
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ctcgagcgaa
agatgacgat
caacggccge
agaagctgca
tggcgaacag
aagtggtgtc

ccaagtggca

ccataggcgc
caaccaagga
gcgacctact
gagacccggg
gaagatcaga
gcaaacatca
aaggaactgc
gaggaaaaag
ctgcgtgaag

ttcccacacc

<210> 4
<211> 2217
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutacion GGC ATT--->GGG ATA en las posiciones

32y 33

<400> 4

gacctcgcag
gcacttgcca
aagcacggtg
gccacctecg
atcacagaat
gtgaccagca
ttcatggggt

cagcaattag
gactcgtggc
cgctgaagec
acatttcact
aggtaggcaa
ttaagcttcc
aggaccaggg
acatcctegce
gcaactctga
gcatgggcga
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attccgatat
tcgagggacc
aattgttgat
aaggcgaact
ccaacccacg
ttcgtcgatce

attggaaaca

tagaacactg
taagatcatc
ggtcgtcgag
cgctggacgc
cgcactcgea
aaacatctcc
ctacgacatc
acgctacaac
ccgccgegea

gtggtctgca

tccaggaacc
ttccrccatc
ggaaaccctg
tgtgtgggag
ttcaggcgac
tctagtgaaa
cggcgtttcc

tattctaggt
tggacccgcea
gcatttgctg
atccrcgeocc
gaactcggcg
gcttctgttc
ccagaactgc
gctgttaaqq
ccaatcgctg

gattccacgc

38

gccatgatcg
gatgtgaaat
gccctccacce
actcctgtgt
tactactgga
gagaaaggcc

atgcggggct

agctgaacaa
ccgacgaagc
ctaccgcggg
agttcccaga
agcrtgctaa
cacagctcaa
ctgataacgc
gtrccgorgr
tcaagaactt

gt

ddatcccctc
ggctgccecg
atgaagaaac
tctccgccac
ttgctggcga
tcgaccgttc

gaaactgcca

aagagcccat
accgctgctc
cattgaggtc
gcgectcace
gactcctgaa
ggctgctatt
caccaccgac
gaacccagtg

tgttaagaag

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1002



atggctaaga
aagccggteg
tcactcgcotyg
ggcaacgcac
cttccaaaca
cagggctacg
ctcgcacgcet
tctgaccgee
ggcgagtggt
cacaacgaga
gctgacggca
gacggaaccg
gcaaaggcag
gacccaatca
ggtgagcagc
ggcttggagt
gacggcccag
tccgatgtca

tcatctggac
tcgaggcatt
gacgcatcct
tcgcagaact
tctccgottc
acatcccaga
acaacgctgt
gcgcaccaat
ctgcagattc
agtccatcat
ccgagaccat
ttetgtecgce
aaggtatcct
tctfcggcca
tgctcgcage
ccctggacaa
acctggccat

tecgtggacgce
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ccgcaccgac
tgctgcracc
cgcccagttc
cggcgagctt
tgttccacag
actgcctgat
taagggttcc
cgctgtcaag
caagaccaac
cctcgacgct
cctcaaggac
aaaggcactg
cttctccgca
cgttgtgcgce
tggcctcaac
cggcgaagaa
ggttaactcc

ttccatgcca

gaagcaccgc
gcggggatag
ccagagcgec
gctaagactc
ctcaaggctg
aacgccacca
gctgtgaacc
aactttgtta
gttgcaacca
gctgatgaag
agcctcaagc
gacgcattec
cacctgaagg
gcttacrtcg
ggcgaaaacg
atcaaggctg
gctcgeggca
gcaatgattc

39

tgctecgegac
aggtcgagac
tcaccgaaga
ctgaagcaaa
ctattaagga
ccgacgagga
cagtgctgcg
agaagttccc
tggatgcaaa
ttcagatcaa
ttcttgaaaq
ttctcgagca
ccaccatgat
cagacgtttt
gcetegetge
cattcgagaa
tcaccaacct

gtacctccgg

ctactcgctg
ccgggacatet
tcagaaggta
catcattaag
actgcaggac
aaaagacatc
tgaaggcaac
acaccgcatg
cgacttccgc
gcacatcgca
cgaagttcta
ggtcgctcgc
gaaggtctcc
cgcacagtac
aatcctctcce
gggcttggaa
gcatgtccct

ccacatgtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
500
960

1020
1080



10

aacaaagacg
gtctaccaga
ggtaccgtcc
aagaccttcc
ctcatcgagc
ccaatccagg
gtgttctgagt
tacctggetg
acccagctct
gtrctgcgryg
atgctgtctg
tctgctccta
ggtgagttcc
aaggccggcg
aagtcccecat
aagttctgoqg
gcaccagtcg
gttcaggatg
aacatcatgc

<210>5
<211> 1002
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Vectorinsert con isocitrato deshidrogenasa, Corynebacterium glutamicum, mutacion GGC ATT--->GGG ATA

accaggagca
ccgttatcga
ctaacgttgg
gcatcgaaqce
acgacgttga
attgggtaaa
tggatccaga
accacgacac
ccatcgaccg
actacaacac
tcgttccrtt
agcacgtcca
tcgcactggc
ttctggctga
cccgcaaggt
ctgacgagct
cagaagcact
gagcaactga

gcccagtecgc

en las posiciones 32 y 33

<400> 5

ES 2539280 T3

ggacaccctg
agactgccgc
tctgatggct
agacggtgtg
ggcaaatgac
gcttgctgte
gcgcgcacac
cgagggcctg
catccgcegt
cgacctcttc
gatggctggc
gcaggttcag
tgagtccttc
cgctctggac
tggcgagatc
cgctgctcag
gaacacaggc
ccttggtggce

acagttcaac

gcaatcatcc
aagaacggcg
cagaaggctg
gttcaggttg
atctggcgtg
acccgctcecc
gaccgcaacc
gacatccaga
ggcgaggaca
ccaatrcctgg
ggcggactgt
gaagaaaacc
cgccacgagce
aaggcaactg
gacaaccgtg
accgaggacg
gctgcagaca
tactactccc

gagatcgttg

40

cagactcctc
cattcgatcc
aagagtacagg
tttcctccaa
catgccaggt
gtctctccagg
tggcttcoct
tcctecteecce
ccatctctgt
agctgggcac
tcgagaccgg
acctgcgttg
tcaacaacaa
agaagctgct
gctcccactt
cagatctggc
tcgatgctge
ctaacgagga

acgcactgaa

ctacgctggc
aaccaccatg
ctcccatgac
cggcgacgtt
caaggatgcc
aatgcctgca
cgtrgagaag
tgttgaggca
caccggtaac
ctctrgcaaag
tgctggtgga
ggattccctc
cggcaacacc
gaacgaagag
ctggctgacce
tgctaccttc
actgctecgea
gaagctcacc

gaagtaa

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2217



10

15

ctcgagcgaa
agatgacgat
caacggccgc
agaagctgca
tggcgaacag
aagtggtgtc
ccaagtggca
ccataggcgce
caaccaagga

gcgacctact

gagacccggg
gaagatcaga
gcaaacatca
aaggaactgc
gaggaaaaag
ctgcgtgaag
ttcccacacc
<210> 6
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gacctcgcag
gcacttgeeca
dagcacggtg
gccacctecyg
atcacagaat
gtgaccagca
ttcatggggt
cagcaattag
gactcatggc

cgctgaagcc

acatttcact
aggtaggcaa
ttaagcttce
aggaccaggg
acatcctegc

gcaactctga

gcatgggcga

ES 2539280 T3

attccgatat
tcgagggacce
aattgrtgat
aaggcgaact
ccaacccacg
ttcgtcgatc
attggaaaca
tagaacactg

taagatcatc

ggtcgtcgag

cgctggacgc
cgcactcgea
aaacatctcc
ctacgacatc
acgctacaac
ccgeccgegea

gtggtctgca

<223> oligonucleostido; Cebador old 441

<400> 6

gagtacctcg agcgaagacc tcgcagattc cg 32

<210>7
<211> 32

45 <212> ADN
<213> Artificial

<220>

tccaggaacc
ttcctccatc
ggaaaccctg
tgtgtgggag
ttcaggcgac
tctagtgaaa
cggecgtttcc
tattctaggt
tggacccgca

gcatttgcty

atcctecgeec
gaactcgqgcg
gcttctgttc
ccagaactgc
gctgttaagqg
ccaatcgctg

gattccacgc

41

gccatgatcg
gatgtgaaat
gccctccacc
actcctgtgt
tactactgga
gagaaaggcc
atgcggggct
agctgaacaa
ccgacgaagc

ctaccgcggg

agttcccaga
agcttgctaa
cacagctcaa

ctgataacgc

aaatcccctc
ggctgccecg
atgaagaaac
tctccgecac
ttgctggcga
tcgaccgtte
gaaactgcca
aagagcccat
accgctgctc

gatagaggtc

gcgcctcacc
gactccrgaa
ggctgctatt

caccaccgac

gttccgctgt gaacccagtg

tcaagaactt

gt

tgttaagaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
S00
960
1002



10

15

20

25

30

35

ES 2539280 T3

<223> Oligonucledtido; Cebador old 442
50
<400>7

catgagacgc gtggaatctg cagaccactc gc 32

<210> 8
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido; Cebador old 443

<400> 8

gagactcgtg gctaagatca tctg 24

<210>9
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido; Cebador old 444

<400> 9

cagatgatct tagccacgag tctc 24

<210> 10
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido; Cebador old 447

<400> 10

ctaccgcggg gatagagg 18

42



10

15

20

25

30

35

ES 2539280 T3

<210> 11
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleoétido; Cebador old 448

<400> 11

cctctatcce cgeggtag 18

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido; cebador BK1776

<400> 12

aacggcaggt atatgtgatg 20

<210> 13
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleoétido; Cebador old 450

<400> 13

cgagtaggtc gcgagcag 18

<210> 14
<211> 21

43



10

15

20

ES 2539280 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleoétido; Cebador old 471

<400> 14

gaatccaacc cacgttcagg c 21

<210> 15
<211> 5293
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pClik int sacB ICDH (ATG-GTG)

<400> 15

ctcgagcgaa gacctcgcag attccgatat tccaggaacc gccatgatcg aaatcccctc

agatgacgat gcacttgcca tcgagggacc ttcctccatc gatgtgaaat ggctgccccg

44

60
120



caacggccgc
agaagctgca
tggcgaacag
aagtggrgrc
ccaagtggca
ccataggcgc
caaccaagga
gcgacctact
gagacccgag
gaagatcaga
gcaaacatca
aaggaactgc
gaggaaaaag
ctgcgtgaag
ttcccacacc
ctagggatat
cccgggattt
gtccgoagaa
aaaacgcaag
actgggcggr
aggttgggaa
gcaggggatc
atggattgca
cacaacagac
COQQrTtCcItte
cgcggotatc
ctgaagcggg
ctcaccttge
cgcttgatec
gtactcggat
togogccage
tcgtgaccca
gattcatcga
cccgrgatat

aagcacggtg
gccaccteeg
atcacagaat
grgaccagca
ttcatggagt
ragcaattag
gactcotgge
cgctgaagece
acatttcact
aggtaggcaa
ttaagcrtoo
aggaccaggo
acatcctogco
gcaactctga
gcatgggcga
cgtcgacatc
daatgatccg
acggrgctga
cgcaaagaga
tttatggaca
gcocctgoaaa
aagatctgat
cgcaggtect
aatcggctge
tgtcaagacc
grggctggoo
aagggactgg
tcctgocgag
ggctacctge
ggaagccggt
cgaactgitc
tggegatgee
ctgtggecogg
tgcrgaagaq

ES 2539280 T3

aattgttgat
aaggcgaact
ccaacccacy
ttcgtcgatc
attggaaaca
tagaacactg
Taagatcatc
ggtcgtcgag
cgctggacgce
cgcactcgca
aaacatctcc
ctacgacatc
acgctacaac
ccgeocgegea
gtggtctgca
gatgctcttc
ctagcgggct
cccocggatga
ddagCaggtag
gcaagcgaac
gtaaactgga
Ccaagagacag
€COgCegett
tctgatgccyg
gacctgteccg
acgacgggeg
ctgctattgg
daagtatcca
ccattcgacc
cttgtcgatc
gccaggctca
tgcttgeega
ctgggtgtag
cttggcggcg

ggaaacccty
tgtgtgggag
ttcaggcgac
tctagrgaaa
cggcgtitee
tattcraggtr
tggacccgea
gcatttgctg
atcctocgoco
gaactcggeg
gctrcrgttc
ccagaactgc
gctgttaagg
ccaatcgetg
gattccacgc
tgcgttaatt
gctaaaggaa
atgrcagcta
cttgcagtgg
cggaattgcc
tggctttctt
gatgaggatc
gggtggagag
cogtgttcecg
gtgccctgaa
ticcttgege
gcgaagtgec
tcatggctga
accaagcgaa
aggatgatct
aggcgegcat
atatcatggt
cggaccgota

aatgggctga

45

gcecctocace
actcctgtgt
tactactgga
gagaaaggcc
atgcgggact
agctgaacaa
ccgacgaagc
Ctaccgcggq
agttcccaga
dgcttgctaa
cacagctcaa
ctgataacgc
grtccgctgt
tcaagaactt
gtcatatgac
aacaattggg
gcggaacacg
ctgggctatc
gcttacatgg
agctggggcg
gcocgecaagg
gtttcgcatyg
gctarrcgac
gctgrcagcg
tgaactgcag
agctgtgotc
ggggcaggat
tgcaatgcgg
acatcgcatc
ggacgaagag
goccgacggc
ggaaaatggc
tcaggacata

ccgottocte

atgaagaaac
tctocogocac
ttgctggcga
TCgacCgtec
gaaactgcca
aagagcccat
accgcotgete
cattgaggre
gcgeocteace
gactcctgaa
ggctgetatt
caccdccgac
gaacccagtg
tgttaagaag
tagttcggac
atcctctaga
tagaaagcca
tggacaaggog
cgatagctag
ccctctggta
atctgatggc
attgaacaag
tatgactggg
cagggocgcc
gacgaggcag
gacgttgtca
ctocctgtcat
cggctgcata
gagcgagcac
catcaggggc
gaggatctcg
cgettrrctg
gcgttggcta

gtgctttacg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



gtatcgccge
gagcgggact
tttcgattec
cggctggatg
cgcgooggec
ggcgetotec
cggtatcage
gaaagaacat
tggegtittt
agaggtogcg
tcgtgegete
cgggaagcgt
ttcgctocaa
ccggtaacta
Ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atccttigat
ttttggtcat
gcogecateg
ggatgctgtc
caaacgrtga
cattgtitec
gatcaagatc
aagaattaga
ttrttgatcc
cgcgttcaat
gtgtgtaatc
gtittttazc
catagtatgc
ttgcttcaaa
tatggttgtc
tttttcocgic

tcccgattcg
ctggggrtcg
accgccgoct
atcctccage
ggcccggtgt
cgettoctcg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
ddacccgaca
toctgttccy
ggcgetitet
gctgggotgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggotac
cggaaaaaga
ttttgtttge
Crttictacyg
gagattatca
gcattttctt
tttgacaaca
ttgritgtct
tttcgottga
catttttaac
dacCataacca
gcgggagtca
trCatctgrtt
atcgtttagc
gorttgcaga
tttgttaaat
tactaagtat
gcctgagetg

accgtcaaag

ES 2539280 T3

cagcgcatcg
aaatgaccga
tctatgaaag
gcggggatct
gaaataccgc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
COCCCCoCtg
ggactataaa
accetgocge
catagctcac
gtgcacgaac
tEcaaccegag
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
ttgogtrtet
gatgttttet
gcgtagaatc
ggtacagcga
acaaggeccag
agcatgtaaa
gtgaacaggt
actgtgttag
tcaatcatac
agttrttgac
d43agattctt
ttgtggeeet
tagttgoctt
attgatttat

ccttotatog
ccaagcgacg
gttgagcttc
catgctggag
acagatgcgt
cgetgogote
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
coCfcgttca
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttag
cttgatccgg
ttacgecgecag
ctcagtggaa
tcacctagat
atttgttaac
tgectttgat
ctctgtttgt
agtgtgagta
ttttgttcag
tatcgttaga
accatttgoc
atgcaatcag
Cgagagcgcc
tttcttgacy
cgccttggtra
tatcttctac
catcgatgaa

aatcctctac

46

cCttcttgac
cceaacctge
ggaatcgttt
ttcttcgece
daggagaaaa
ggtcgttcog
agaatcaggqg
ccgtaaaaag
Cddaaatcga
gtitccccct
cctgtecgee
tctcagttcg
gcocgaccgo
cttatcgoca
tgctacagag
tatctgcgct
caaacaaacc
aaaaaaagga
£gaaaactca
ccttttaaag
tgttaattgt
gttcagcagqg
catatagctt
agtaaaggte
cggctigtat
cgtaatgccg
gttcatttta
cggtttcate
gtitgctaac
gaagaatgat
gccatctica
gtagtgagga
ctgctgtaca

accgttgartg

gagttcttect
catcacgaga
tccgggacgco
acgctagegg
taccgcatca
ctgcggcgag
gataacgcag
googogttac
cgctcaagtc
ggaagctccc
LTfctccctt
grgtaggtcg
tgegocttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
goccggccgcg
ccttgttcaa
aagctcggcg
gtaatcacga
acatcgttag
gggccagtta
tcaatcgtca
aagacgttcg
actifttttca
tcagccgtgc
grgcrtttge
gttccagtgt
tctoctcageg
ttttgatacg

ttcaaagagc

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200



tgtctgatge
cggagaaatc
accattcttg
taaagacgcg
acatgtaaat
ggragccgtg
cgtccaggcec
gatatttrc
aaatgccgta
cgcctectge
tgatgttcat
ccctectgtt
aggggtgacg
cagtaacaaa
gcaactggtc
gggcctaaag
ctgttgcatg
atttcactaa

gctcgattta

<210> 16
<211> 906
<212> ADN

tgatacgtta
agtgtagaat
tgtttggtct
gccagcgttt
cgatgtgtca
atagtttgcg
ttttgcagaa
attrttttgc
tgtttcctta
cagcagtgcg
cgttcatgtc
tgaagatggc
ccaaagtata
cccgogegat
tattttcctc
aactaaaaaa
ggcataaagt
ataatagtga

aat

ES 2539280 T3

acttgtgcag
aaacggattt
tttaggatag
ttccagctgt
tccgeatttt
acagtgccgt
gagatatttt
tgttcaggga
tatggctttt
gtagtaaagg
tCCTtttrta
aagttagtta
cactttgccc
ttacttttcg
ttttgtttga
Lcratctgre
tgccttttta
acggcaggta

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 16

ttgtcagtgt
ttccgtcaga
aatcatttgc
caatagaagt
taggatctcc
cagcgttttg
taattgtgga
tttgcagcat
ggttcgtttc
ttaatactgt
tgtactgtgt
cgcacaataa
tttacacatt
acctcattct
tagaaaatca
tcrrttcatt
atcacaattc
tatgtgatgg

47

ttgtttgccg
tgtaaatgtg
atcgaatttg
ttcgccgact
ggctaatgea
taatggccag
cgaatcaaat
atcatggcgt
tttcgcaaac
tgcttgtttt
tagcggrctg
aaaaagacct
ttaggtcttg
attagactct
taaaaggatt
ctctgtattt
agaaaatatc

gttaaaaagg

taatgtttac
gctgaacctg
tcgctrgtrett
ttttgataga
aagacgatgt
ctgtcccaaa
tcagaaactt
gtaatatggg
gcttgagttyg
gcaaactttt
cttcttccag
daaaatatgta
cctgctttat
cgtttggatt
tgcagactac
tttatagttt
ataatatctc

atcggcggec

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5293



10

atgagcacag
atggttactc
gcttatttgg
CCaacgacaa
gatcgggcaa
gcggaagctg
aagccgagcc
ccaatttgtc
agacgcctga
gcagccacgt
aaccttgttt

cccacagecat
gaaatcaacg
ttggcaaaag
atggctccaa

ctataa

<210> 17
<211> 906
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gtttaacagc
cattcacgga
ttgataaggg
ccgccgetga
agctcatcgc
ctgcttetge
aagagggatt
tctatgacat
gtgaattacc
cattgatcaa

ggcttgcttt

tacgtgagtt
ccaaactatc
ctgctctgcg
atgagcagga

ES 2539280 T3

taagaccgga
atccggagac
cttggattct
aaaactagaa
cggtgtcgga
tggcgcagac
gctggcgcac
tcctggtcgg
tacgattttg
agaaacggga

gggcggatca

gtacacaagc
accgctggta
tctgcaggygc
acttgaggct

gtagagcact
atcgatatcg
ttggttctcg
ctgctcaagg
accaacaaca
ggccttttag
ttcggtgcaa
tcaggtattc
gcggtcaagg
cttgcctggt
ggtttcattt

ttcgaggaag
gctgcccaag
atcaacgtag

ctccgagaag

<223> dapA optimizado de Corynebacterium glutamicum

<400> 17

48

tcggcaccgt
ctgctggceceg
cgggcaccac
ccgttegtga
cgcggacatc
ttgtaactcc
ttgctgcagc
caattgagtc
acgccaaggg
attcaggcga

CCgtaattgg

gcgacctcgt
grcgcttgag
gagatcctcg

acatgaaaaa

tggagtagca
cgaagtcgcg
tggtgaatcc
ggaagttggg
tgtggaactt
ttattactcc
dacagaggtt
tgataccatg
tgacctcgtt
tgacccacta

acatgcagcc

ccgtgcgegg
tggagtcagc
acttccaatt

dgctggagtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
900
906



10

15

atgagcacag
atggttactc
gcttatttgg
ccaacgacaa
gatcgggcga
gcggaagctg
aagccgagec
ccaatttgtc
agacgcctga
gcagccacgt
aaccttgttt
cccacagcat
gaaatcaacg
ttggcaaaag
atggctccaa

ctataa

<210> 18
<211> 8438
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> plasmido pK19 PSOD ask

<400> 18

aattcgccct tcaccgcgge tttggacatc actgctacgt agccaaacaa tgcacccgtc
acaagaccaa ggatgagggc tttgtccttc tttaatacgt attccgcaag cagccacatt

ccacccatta ctgcaacgcc gactaaaagt actggaatcc atcgatcgag tggaggtggg

ggttaacagc
cattcacgga
ttgataaggyg
ccgccgctga
agctcatcgc
ctgcttctge
aagagggatt
tctatgacat
gtgaattacc
cattgatcaa
ggcttgcttt
tacgtgagtt
ccaaactatc
ctgctctgeg

atgagcagga

ES 2539280 T3

taagacaggg
atccggagac
cttggattct
aaaactagaa
cggtgtcgga
tggcgcagac
gctggegeac
tcctggtegg
tacgattttg
agaaacggga
gggcggatca
gtacacaagc
accgctggta
tctgcagggc
acttgaggct

gtagagcact
atcgatatcg
ttggttcteg
ctgctcaagg
accaacaaca
ggccttttag
ttcggtgcaa
tcaggtattc
gcggtcaagy
crtgcctggt
ggtttcattt
ttcgaggaag
gctgcccaag
atcaacgtag

ctccgagaag

49

tcgggaccgt
ctgctggccg
cgggcaccac
ccgttcgtga
cgcggacatc
ttgtaactcc
ttgctgcagc
caattgagtc
acgccaaggg
attcaggcga
ccgtaattgg
gcgacctegt
gtcgcttgag
gagatcctcg

acatgaaaaa

tggggtagca
cgaagtcgeg
tggtgaatcc
ggaagttggg
tgtggaactt
ttattactec
aacagaggtt
tgataccatg
tgacctcgtt
tgacccacta
acatgcagcec
ccgtgcgegg
tggagtcagc
acttccaatt

agctggagtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
906

60
120
180



ggtttccggg
tagcccagaa
gcotgaacat
gtoctactgt
gtgtcatcag
gegcgatccg
daagcacggc
gcgaagtagce
tttattggaa
tctgcagata
ccattcaggc
cagctggcga
cagtrcacgac
gacattactc
ttactcaggc
tgectgocac
catgccataa
ctragctgos
atttcgttge
gcgaagcgcc
aggatttoot
cggaacgcat
tcgtgattgt
cagtgaatcc
Trttctaacgo
gggctctcag
cactccaggt
ccagggtgtt
cactgcagtt
tgacggtotg
cagcttcgaa
tgtrgaatac
tooccggcace

cggtgtcgea

aagggggcgt
gatttcagtt
cagcgacagg
ttgtaagaaa
agcattgagt
gtgtctgacc
gagcagattg
dcctgtcact
£gcgtocoag
tccatcacac
tgcgcaacty
aagggggatg
gttgtaaaac
aggcaaccga
aaccgaaagg
Ctttaagcgc
caggaatgtt
aattattccg
datataaaca
atctgacgga
acccgtggoc
tagaaacgtc
ctgctccgea
cgttccgica
tctegtegeoe
gctggtgtac
cgtgtocaty
dataaagaaa
gcgrtggcag
tataccgctg
gaaatgctaog
gctcgtgeat
ttgattgccg

accgacaagt

ES 2539280 T3

CCCaaaacga
cggcgtagtc
acaagcactg
tatgccageca
aaaggtgagc
acggrgcccc
ctttgcactt
tttgtctcaa
tggctgagac
tggcgaccgc
ttgogaangg
tgctgcaagq
gacggccagt
aagggcgaat
gcgaattege
ctcatcagcog
CCETTcgaaa
ggcttgtgac
aaaaggccta
ttttcaaaag
ctggtcgtac
gctgaacgga
atgggagaca
gctcgtgaaa
atggctattg
tcaccaccga
aagcactcga
cccgeogatgt
ctgctttgaa
acccgogeat
aacttgctgc
tcaatgtgcoc
gctctatgga

CCgaagcCda

tcatgatgeoc
ggtagccatt
gttgcactac
tcgeggtact
tccttaggga
atgcgattgt
gattcagggt
atattaaatc
gcatceogeta
tcgagcatge
cgatcggtge
Ccgattaagtt
gaattccgrg
toccgtggeac
ccttgoggog
gtaaccatca
attgaggaag
cogctacceog
tcattggoag
atgtatatgc
agaaatatgg
tcgttgccac
ccacggatga
tggatatget
agtocottgc
gcgoccacgga
tgagggcaag
caccacgttg
cgctgatgtg
cgttccotaat
tgttggctcc
acttcgcgta
ggatattcct

agtaaccgtt

50

cacggctacyg
gaatcgtgct
Caagagggty
catgcctgec
gocatctitt
taatgccgat
agttgactaa
gaatatcaat
dagcccaga
atctagctta
gggectottc
gggtaacgcc
gcacggaaat
ggaaatcgag
CagQattttc
cgogttcggg
cocttatgooc
ataaataggt
gtotcgeacc
tcggtgcgga
cgattccteg
caagaaggct
acttctagaa
cctgactget
gcagaagcec
aacgcacgca
atctgcattg
ggtcgtggtg
tgtgagattt
gecacagaage
dagattttog
cgctogtett
gtgoaagaag
ctgggtattt

gtgaggaggg
gagagcggca
CCgaaaccaa
caccacatcg
ggggtgcgga
gctagggcga
agagttgctc
atatggtctg
dagggcgaat
tcgocatteg
gctattacge
2ggarritcc
cgaggtagaa
gtagaagaca
taaaacagga
tgcgaaaaac
ttcaacccta
cggctgaaaa
aagtactttt
aacctacgaa
cttgagagtag
ggaaatgatg
cttgcagcgg
aggtgagcgta
aatcrrTcac
ttgttgatgt
ttgotggtt
gttctgacac
actcggacgt
tggaaaagct
tgctgogoag
atagtaatga
cagtccttac

ccgataagec

240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
900
S&0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



aggcgagget
tctgcagaac
ttccgacggc
caatgtgett
tcacccaggt
attgatttcc
tgctgcacgt
tgcaggeacc
gttggtgcaa
ccagctgaca
gocctttogy
tcggtacccg
tcatagecrgt
ggaagcataa
ttgcgotcac
ggccaacgcg
gactcgotge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
ccgettaccg
tcacgctgta
gaaccccccyg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcttgat
cagattacge
gacgctcagt
atctrcacct
aggatcatce
cactaaatca

acggaagatc

gcgaaggttt
gtctottctg
cgccgogega
tacgacgacc
grtaccgcag
acctctgaga
gcattgcatg
ggacgctaaa
ccggccaggt
ELgLTcotiL
ttgcctgage
gggatcctct
ttcctatatg
agtgtaaagc
tgcccgottt
Cggggagagg
gcrcggtcgt
ccacagaato
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgttTcc
gatacctgtc
gotatctcag
ttcagcccga
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatccttre
agcecetgata
graagttggc

acttcgcaga
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TCccgtgocgtt
tagaagacgg
tggagatctt
aggtcggcaa
agttcatgga
ttcgtatttc
agcagttcca
gttttaaagg
cggccaggtt
ctttgottcc
aatgtcttct
agagtcgacc
aaattgttat
ctggggtgcc
ccagtcggga
cggtttgcgt
tcggetgogg
agoggataac
aaaggccgog
tcgacgotca
CCctdggaagc
cgcctttote
ttcggtgtag
ccgetgcgee
gccactggea
agagttcttg
cgctotgotg
aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
g9g9tgggcg
Jaaacagaag
agcatcacce

ataaataaat

ggctgatgea
caccaccgac
gaagaagctt
agtctccctc
agctetgoge
cgtgctgatc
gctgggcgge
agtagtttta
atgcgeacee
ccacgttceg
acctcgattt
tgcaggcatg
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggcgot
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggcgt
agtcagaggt
tecctegtae
ccttcgggaa
gtcgttoget
ttatccggta
gcagccacty
aagtggtagc
aagccagtta
ggtagcgatg
gaagatcctt
gggattttgg
aagaactcca
ccactggagc
gacgcacttt

cctggtgtce
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gaaatcaaca
atcatcroca
Caggrtcagg
gtggatgcty
gatgtcaacg
cgtgaagatg
gaagacgaag
caatgaccac
ttttggaaga
caggccgtaa
cogtgocacyg
caagcttggco
ttccacacaa
gctaactcac
gccagotgoa
Cttocgettc
cagcrcactc
acatgtgagc
ttticcatag
ggcgaaacce
getetootgt
gcgtggogct
ccaagcotggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacogg
ccttcggaaa
grLttteegt
tgatctttte
tcatgagatt
gcatgagatc
dcctcaadaa
gcgccgaata

ctgttgatac

ttgacatggt
cCctgooccteg
gcaactggac
gcatgaagtce
tgaacatcga
atctggatge
ccgtcgttta
catcgcagtt
gcgcaattte
gattgaattc
gaattcgagc
gtaatcatgg
catacgagec
attaattgcg
ttaatgaatc
ctegotcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctecgeece
gacaggacta
tecgaccetg
ttctcatagc
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagageqg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcaq
tacggggotet
atcaaaaagg
ccegogotag
caccatcata
datacctgtg

cgggaagccc

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260



tgggccaact
cataatgaaa
gatagaaaca
tggcagcatc
cagaataaat
gaaaatgaga
Ccactaccggg
cgocctgtoce
cacaaaacag
gegatteeet
cgtgtagact
£cacccgoga
gggaatcctg
atggctgatg
ccagacgaac
tacctgotgg
Cgcgaggacyg
atcgaaatct
tcggeatttt
aacagatgtt
gtctgcgtag
ttgaggtaca
taacacaagg
accaagcatg
gtcagtgaac
tgttactgtyg
tagctcaatc
cagaagtttt
aaataaagat
gtatttgtgg
gctgtagttyg
aaagattgat
grtaactrgt

gaataaacgg

Tttggcgaaa
taagatcact
gaagccactg
acccgacgca
aaatcctggt
cgrrgatcgg
cgtatttttt
ctcagttcag
cagggaagca
cggtatatcc
ttcottggtg
gcgggtgitc
ctctgogagq
aaaccaagcc
gaagagcgat
ccgtoggoca
teccggaaaa
cgtgatggca
cttttgogtt
ttcttgoctt
aatccrctgt
gcgaagtgtg
ccagttttgt
taaatatcgt
dggtaccatt
ttagatgcaa
ataccgagag
fgactttctt
tcttegoctt
CCLttatctt
ccttcatcga
ttataatcct
gcagtigtca
atttttccgt
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atgagacgtt
accgggcgta
gagcacctca
ctttgegoeg
gtccctgttg
cacgtaagag
gagttatcga
taatttcctg
gcgcrtttec
atccttttrc
rtatccaacqgg
Cttcttcact
ctggccggct
aaccaggaag
tgaggaaaag
gggctacaaa
cgattccgaa
ggttgggcgr
taactgttaa
tgatgttcag
ttgtcatata
agtaagtaaa
tcagcggctt
tagacgtaat
tgocgticat
tcagcggttt
cgcocgtttgo
gacggaagaa
ggtagccatc
ctacgtagtg
tgaactgctg
ctacaccgtt
gtgtttgttt

cagatgtaaa

gatcggcacg
tttrrtgagt
aaaacaccat
dataaatacc
ataccgggaa
grtccaactt
gattttcagqg
catttgcctg
gctgcataac
gcacgatata
cgtcagocad
gtocccttatt
ACCgccggcg
ggcagcccac
gcggcggcag
atcacgggecg
gocCaacctt
cgcttggteg
ttgtcocttgt
caggaagctc
gcttgtaatc
ggttacatcyg
gtatgggcca
gocgtcaate
tttaaagacg
catcactttt
taactcagcc
tgatgtgctt
ttcagttcca
aggatctcte
tacattttga
gatgttcaaa
geegtaatgt

tgtggctgaa

52

taagaggttc
Tatcgagartc
catacactaa
tgrgacggaa
gooctgggce
fCaccataat
agcrctttag
tttoccagtcg
Ccctgocttcgq
caggattttg
gcaggatagg
cgcacctggc
taacagatga
Cctatcaaggt
cCggcatgag
tcgtggacta
tcatagaagg
gtcatttcgo
tcaaggatgc
ggcgcaaacyg
acgacattgt
ttaggatcaa
gttaaagaat
gtcatttteg
ttcgogegtt
ttcagtgtgt
gtgCcgtttet
ttgccatagt
grgtrtgctt
agcgratggt
tacgtttttc
gagcrgtctyg
ttaccggaga

cctgaccatt

caactttcac
ttcaggagct
atcagtaagt
gatcacttcg
aacttttggc
gaaataagat
catcgtotot
gtagatattc
ggtcattata
CCcaaagggtt
tgaagtaggc
ggtgctcaac
gggcaagcgg
gtactgcctt
cctgtcggcc
Tgagcacgtc
c€ggcggrgga
tcggtaccea
tgtetitgac
ttgattgttt
tTtectttcge
gatccatttt
tagaaacata
atccgocggga
caatttcatc
aatcatcgtt
tatcgctttg
atgctttgtt
caaatactaa
tgtcgcctga
cgQtcaccgtc
atgctgatac
aatcagtgta

cttgtgtttg

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
2820
SEED
5940
6000
BOG0
B120
6180
6240
6300



gtcttttagg
gtttttccag
gtcatccgea
tgcgacagtg
agaagagata
ttgctgttca
cttatatggc
tgcggtagta
tgtcteettt
tggcaagtta
tatacacttt
cgatttactt
cctcttttgt
daaarcratc
aagttgcctt
gtgaacgaca
cccgotcaga
gogataccgt
tcacgggtag
atgaatccag
gtcacgacga
ggcgcgagec
cgagtacgtg
tcaagecgtat
aggtgagatg
gcttcagtga
agccgegetyg
agaaccadagqco
tgttgtgccc
aatccatctt
ccectgogee
ccaaccttac
gececagtcta

gcgttttcee

atagaatcat
ctgtcaatag
tTttttaggat
ccgtcagogt
tttttaattg
gggatttgca
ttttggttcg
aaggttaata
tttatgtact
gttacgcaca
gccctttaca
ttcgacctca
ttgatagaaa
torttctttt
tttaatcaca
ggtatatgtg
agaactcgtc
aaagcacgag
cCaacgctat
aaaagcggcc
gatcctegec
cctgatgotc
ctcgcetcgat
gragecgoog
acaggagatc
caacgtcgag
cctocgtcttg
gococtgogc
agtcatagcc
gttcaatcat
atcagatcct
cagagggcgc
gctatcgoca

ttgtccagat
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ttgcatcgaa
aagtttcgce
ctccggetaa
tttgtaatgg
tggacgaatc
gcatatcatg
tttctttoge
CTgtigcttg
gtgtragcag
ataaaaaaag
cattttaggt
ttctattaga
dtcataaaag
Cattcicrgt
attcagaaaa
atgggttaaa
aagaaggcga
gaagcggtca
gtcctgatag
attrtccacc
gtcgggeatc
ttcgtccaga
gCgatgtitc
cattgcatca
ctgcccogge
cacagctgcg
gagttcattc
tgacagccgg
gaatagcctc
gcgaaacgat
tggcggcaag
cccagorggo
tgtaagccca

agcccagtag

TTrgTcgotg
gactttttga
tgcaaagacy
ccagctgtoe
aaattcagga
gcgtgtaata
aaacgcttga
tittgcaaac
tctgctrctt
acctaaaata
cttgeotgct
ctctcgtttg
gatttgcaga
attrtrtata
tatcataata
aaggatcgat
tagaaggcga
gcccattoge
cggtccgoca
atgatattcg
cgcgocttga
tcatcctgat
gcttggtggt
gccatgatgg
acttcgccca
caaggaacgc
agogcaccqg
dacacggcgg
tccacccaag
Ccctcatcctg
aaagccatco
aattccggtt
Ctgcaagcta

ctgacattca

53

TCrttaaaga
tagaacatgt
atgtggtagc
Caaacgrcca
acttgatatt
tgggaaatgce
gttgcgocte
tttttgatgt
CCagccctcc
tgtaaggogt
ttatcagtaa
gattgcaact
Cctacgggoct
grrrcrgrtg
tctcatttca
cctctagcga
tgcgotgoga
cgccaagctc
cacccageceg
gcaagcaggc
goecrtggogaa
cgacaagacc
cgaatgggca
atacttitctc
atagcagcca
ccgtocgtgge
acaggtcggt
catcagagca
cggccggaga
tercttgatc
agtttactrt
cgcttgctgt
cctgotttet
tccggggtea

cgcggccagc
adaatcgatgt
cgtgatagtt
ggcctTrtge
tttcattttt
cgtatgttte
ctgccagcag
tcatcgttca
tgtttgaaga
gacgccaaag
caaacccgeg
ggtctatttt
daagaactaa
catgggcata
ctaaataata
accccagage
atcgggagcg
ttcagcaata
gocacagteg
atcgccatgg
cagttcgget
ggcttccatc
ggtragccgga
ggcaggagca
gicccttocc
cagccacgart
cttgacaaaa
gccgattgte
acctgcgige
agatcttgat
gcagggctte
Ccataaaacc
ctttgcgett
geaccgtttc

6360
6420
b480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
70RO
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
T800
7860
7920
7980
8040
8100
B160
B220
8280
8340
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tgcggactgg ctttctacgt gttccgcttc ctttagcagc ccttgcgecc tgagtgcttg
cggcagcgtg aagctagtaa cggccgecag tgtgetgg

<210> 19
<211> 5685
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pCLIK Int Psod Glucosa-6-PDH

<400> 19

54

8400
8438



cgcgtttgec
ccagctggtt
c€gcggcgeca
ccgctgtgaa
gggttrtgtc
agttgccgcg
ccgtacgagc
attcgcggceg
gatcataaat
ccatgccgga
ttgtccagcet
cgcaccgagc
tgcgacacct
ctatttatcg
gatcctttct
tgtcgcegtt
cagttcgctce
atctgccaag
ggagttggac
ttctggeatg
gtacgcaggg
aggcagctcg
aacgcctgcec
gtcgatctca
acccgggatt
agtccgcaga

gaaaacgcaa

caaatagtgg
gagctcgtgt
tgcttetteg
ggaatctggt
gatgcgcttg
aacaaattcc
accagcactt
gccgtaacct
ggcggggagc
agggccagcg
99ag9ggggtc
atatacatct
cccaatgata
ggtagcgagt
ttaatgaaag
actgatgcag
caagaagcaa
tcaacgccca
agggtgtcac
gtgttgacgg
Tttcttcacgc
gcggcgtcga
trgccgegea
acgtcgacat
taaatgatcc
aacggtgctg

gcgcaaagag

tcgatgegga
gcggattcga
gtggattcag
ggaatggaca
agtgttgcag
ataccctcgg
gcggcatcge
dcCcaacgaga
agcttctttce
atgcggggga
gtgtttgtgc
tttgaaaatc
ggcctttttyg
cacaagcccg
atgtgtaacg
cgtgetgatt
cgaacttgtc
gagcctcaag
cgtgcaggtt
tgtttggace
cggtggatgc
daagctcctt
gagccaaagc
cgatgctctt
gctagcgggce
accccggatg

aaagcaggta
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acacagaaga
ggttgtggcc
ccatgccgga
ggtagtaagc
cgaggttgtc
cgaggcgctc
gtacgtattt
atcctggggg
gagccaagtc
gtcgtttatc
tcacgggtaa
cgtcagatgg
ttgatattgc
gaataattgg
gccacataag
ctacttcaga
cacaccctcg
ctgggagaac
gccctgctcc
agccagcetcg
ccacagtggg
gtacacagcg
ctcatcggat
ctgcgttaat
tgctaaagga
aatgtcagct
gcttgcagtg

ttctgggaag
gaaaggcttc
acgctccagc
ccagttgecg
gaaagctgca
ccaaacattt
ttcaaagtct
cagcaatccg
gccagtgaca
ctgcgggtcg
daaatccrtt
cgcttcgcaa
aacgaaattt
cagctagatg
atcgaactaa
cgagcttcca
gtctccagga
acagcgtcag
agaaccgcgt
gaaacgtaaa
cgctgagtgt
taagcgcgcet
ccgattgect
taacaattgg
agcggaacac
actgggctat

ggcttacatg

55

actgcgttga
tcgatgatca
tggtggcaga
gcggtgccgce
tcatcatcaa
tcacggaatt
tctttggace
cggtttgcta
ccgaagatca
cgcagtgggt
cgtaggtttc
aagtacttgg
ttcagccgac
gtagtgtcac
ttcgatttca
tggactcaag
cctggaagac
cttctgecge
cgatggtgcc
gagttgcagc
tggcaccttc
gagcgttggc
cgaggcgett
gatcctctag
gtagaaagcc
ctggacaagd

gcgatagcta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



gactgggcgg
aaggtrtggga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttcttt
gcgcggetat
actgaagcgg
tctcacctig
acgctrgatc
cgtactcgga
ctcgegoeag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgeog
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
gogcgecggc
aggcgetcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtrtt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaagcg
gtrcgetoca
tccggtaact
gccactggta
tggtggeccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga

ttttatggac
agccctgeaa
caagatctga
acgcaggrec
caatcggctyg
ttgtcaagac
cgtggctggc
gaagggactg
ctcctgocga
cggctacctg
tgdaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
CctCcocgattc
tctggggtic
caccgocgec
gatcctocag
€ggcccggtg
ccgettocte
Crcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctocctgttoc
tggcgetttc
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
trtttgtttg

tcttttctac

ES 2539280 T3

agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tccggocget
ctctgatgcc
cgacctgtec
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtegat
cgccaggctc
ctgcttgoeg
gctoggtgtg
gcttggcgac
gcagcgeatc
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgcggggatc
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgecceect
aggactataa
gaccctgcog
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtocaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag

ggggtctgac

ccggaattgce
atggctttct
ggatgaggat
tgogtggaga
gcegtgttec
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegea
aatatcatgg
gcggaccgct
gaatgggctyg
gcottotate
accaagcgac
ggttgggctt
tcatgotgga
cacagatgcg
tcgctgoget
cggtratcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgcrgtaggt
ccccoogttc
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatrtg
tcttgatccg
attacgcgca

gcrcagtgga

56

cagctggggc
tgccgocaag
cgtttcgcat
ggctattcog
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtget
<ggggcagga
atgcaatgcg
dacatcgcat
tggacgaaga
tgcocgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgottcct
gcocttottga
goccaacctg
cggaatcgtt
grtctrtcgoc
taaggagaaa
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
dacaaaaatcyg
CcOgtttcccco
acctgtcecge
atctcagrttc
dgeccgaccyg
acttatcgee
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg

acgaaaactc

geectctggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggegco
ggacgaggca
cgacgttgtec
Tctcctgrca
gegoctgeat
cgagcgagca
gcatcaggag
cgaggatctc
cogotrttct
agcgttggct
cgtgctttac
cgagttcttc
ccatcacgag
ttccgggacyg
cacgcrageg
ataccgcatc
gctgoggoga
ggataacgca
ggccgcgttg
acgctcaagt
tggaagctecc
ctttctccct
ggtgtaggtec
ctgcgoctta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa

acgttaaggg

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



atttrggrca
ggccgocatc
aggatgctgt
gcaaacgttyg
acattgtttc
ggatcaagat
daagaattag
atttttgatc
gcgogttcaa
agtgtgtaat
Cogttttttat
ccatagtatg
tttgcttcaa
gtatggttgt
gtttttccgt
ctgtctgatag
ccggagaaat
gaccattctt
ttaaagacgc
aacatgtaaa
tggtagcegt
acgrccagge
tgatattitt
gaaatgccgt
gcgcctocty
ttgatgttca
goocotoctgt
daggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggcctaaa
tctgttgcat
catttcacta

cgctcgattt

tgagattatc
ggcatttct
ctttgacaac
attgrtrgtc
ctttcgetitg
Cccatitttaa
aaacataacc
cgcgggagtc
tttcatctgt
catcgtttag
cgotttgcag
ctttgttaaa
atactaagta
cgcctgaget
Caccgtcaad
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggtc
ggccagegtt
tcgatgrgtc
gatagtttgc
crrttgcaga
catttttttg
atgtttcctt
cfagcagtgc
tcgttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
acccgegega
ctattttcct
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg

aaatctcgag
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daaaaggatc
tttgcgrert
agatgttitc
tgcgtagaat
aggtacagcg
CacCaaggcca
aagcatgtaa
agtgaacaqgg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga
taaagatict
tttgtggocct
gragttgcct
gattgattta
dacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
tttccagetg
atccgcattt
gacagtgccg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggcttt
ggtagtaaag
CTCCTTittt
caagttagtt
acactrttgcc
trtacttttc
cttttgtttg
atcratctgt
ttgccttttt
adcggcaggr

aggcctgacg

ttcacctaga
tatttgttaa
ttgcctttga
cetetgtttg
aagtgtgagt
gttttgttca
atatcgrrag
taccatttgc
gatgcaatca
ccgagagcege
ctttcttgac
tcgecttggt
ttatcticta
tcatcgatga
taatcctcta
gttgtcagtg
tttccgtcag
gaatcatttg
tcaatagaag
ttaggatctc
tcagcgtttt
ttaattgtygg
atttgcagca
tggttcgttt
gttaatactg
atgractgtg
acgcacaata
ctttacacat
gacctcattc
atagaaaatc
ttcttttcat
datcacaatt
atatgtgatg
tcgggeccyg
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tccttttaaa
ctgttaattg
tgttcagcag
tcatatagcet
aagtaaaggt
gcggctrgta
acgtaatgecc
cgttcatttt
gcggtttcat
cgtttgctaa
ggaagaatga
agccatctic
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat
tttgtttgce
atgtaaatgt
catcgaatte
tttcgocgac
tggctaatge
gtaatggcca
acgaatcaaa
tatcatggcg
ctttcgcaaa
ttgcttgttt
ttagcggtct
daaaaagacc
tttaggtctt
tattagactc
ataaaaggat
tctctgtatt
cagaaaatat
ggtraaaaag

tacca

ggccggocgo
toccttgttca
gaagctcggc
tgraatcacg
tacatcgtta
tgggocaget
gtcaatcgtc
Aaagacgrtc
cacttttttc
ctcagccgtg
tgtgcttitg
agttccagtg
atctcrcage
attttgatac
gttcaaagag
graatgttta
ggctgaacct
gtcgotgrot
tttttgatag
aaagacgatg
gctgtoccaa
ttcagaaacet
tgtaatatgg
cgcttgagtt
tgcaaacttt
gcrtcttcca
taaaatatgt
gectgottita
tcgtttggat
trtgcagacta
ttttatagte
cataatatct

gatcggoggeo

3720
780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
3100
5160
5220
5280
3340
5400
5460
5520
3580
5640
2BEBS5



10

<210> 20
<211> 7632
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pK19 sacB Glu-6-P-DH

<400> 20

ES 2539280 T3

58



cgcccttecc
cogcaagcac
gragaaacgg
Cgcaagcgca
ggcagtttta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgea
acagacaatc
tcttittgtc
gctatcgrgg
agcgggaagg
ccttgotoct
tgatccgget
tcggatggaa
gccagocgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct
cgocgotocco
gggactctgg
cactattatt
ctttatgccc
tttttagttc
aggaaaatag
tcgogogagt
atactttgge
cCatcticaa

acatgaacga

dacagttgcg
tcagggcgea
tgctgaccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctecgg
ggctgotctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggcrge
gccgagaaag
acctgcocat
gccagtottg
ctgttcgcca
gatgcoctoct
ggccggctgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggrrcgctag
tagtgaaatg
atgcaacaga
tttaggccecg
accagttgca
ttgttactga
grtcacccctt

acaggagggc

tgaacatcaa
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cagcctgaat
agggctgcta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggc
agacaggatg
ccgottgggt
atgccgocgt
tgtccgatge
cgggegttee
tattgggcoa
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
grgrggcgga
gcggcgaatg
gcatcgcoctt
aggatcgatc
agatattatg
aactataaaa
tagtctgcaa
dtccaaacga
taaagcaggc
acatatttta
tggaagaagec
aaagtttgca

ggcgaatggc
daggaagcgg
cagctactgg
cagtgggett
attgccagct
tttcttgeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggetg
cctgaatgaa
ttgcgeaget
agtgccggog
ggctgatgea
agcgaaacat
tgatctggac
gcggatgeocc
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatcgoctt
CTtIttaacc
atattttctg
aatacagaga
atccttrtat
gagtctaata
dagacctaaa
ggrctttitt
dgaccgctaa

ddacCaagcad

59

gataagctag
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgocct
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggoratg
tcagcgcagg
CtCccaagacyg
gtgctcgacg
caggatctoc
atgcggogac
cgcatcgage
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccget
gacatagcgt
ttoctogtge
cttgacgagt
Ccatcacartat
aattgtgatt
atgaaaagaa
gattttctat
gaatgaggtc
atgtgtaaag
tattgtgcgt
cacagracart

cagtattaac

Cttcacgcta
aagccagtee
caagggaaaa
agcragactg
Ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgcocggr
aggcagegeg
ttgtcactga
tgtcatcteca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctege
atctcgtegt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tettctgage
acctgoegrt
adaaaaggcaa
acagatagat
caaacaaaag
gaaaagtaaa
ggcaaagtgrt
dactaacttg
aaaaaaggag

ctttactacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
Ba0
a0
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



gcactgctgg
aaggaaacat
caaaaaaatg
tctgcaaaag
gcaaactatc
gacacatcga
aacgerggec
gaccaaacac
ttctacactg
aacgtatcag
tttgacggtyg
agctcaggeog
tacttagtat
tttaacaaag
ctgcaaagcg
ctaaacgatg
dcagatgaaa
gactcccgog
ggttatgttt
ttaaaaatgg
taagcgaaag
gacaaacaat
gtrgtcaaag
agaaaatgcc
cgagatttcg
gacgcoctog
ggccagcagg
tcgttcgtet
ttcatcagec
agcaggattc
gctogoggot
aaagtctaca
cgaaaaaatc

tgctgrtttg

Caggaggcgc
acggcatttc
daaaatatca
gcctggacgt
acggctacca
tttacatgtt
gcgtctttaa
aagaatggtc
atttctccgg
catcagacag
acggaaaaac
acaaccatac
ttgaagcaaa
catactatgg
ataaaaaacyg
attacacact
ttgaacgcgce
gatcaaaaat
Ctaattcttt
atcttgatcc
gaaacaatgt
caacgtitgc
acagcatcct
gatgggtacc
attccaccge
cggacgtgct
taggccgaca
ggaaggcagt
atccgettge
ccgttgagca
gggcctactt
COaacccttt
gctataatga

tggaatatct
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aactcaagecg
Ccatattaca
agtttctgaa
ttgggacage
Ccatcgtcttt
Ctatcaaaaa
dgacagcgac
aggttcagcce
taaacattac
ctctttgaac
gratcaaaat
gcrgagagat
cactggaact
cdaaagcaca
cacggctgag
gaaaaaagtg
gaacgtcttt
gacgattgac
aactggccca
taacgatgta
cgtgattaca
gccgagcttc
tgaacaagga
gagcgaaatg
cgoccttotat
catagtccac
ggctcatgeoc
acaccttgat
cctcatctgt
ccgccaggtyg
cacctatcct
ggcaaaatcc
ccccgaagea

accgactgga

tttgcgaaag
cgccatgata
tttgattcgt
tggcecattac
gecattagecy
gtcggcgaaa
daattcgatg
dCatttacat
ggcaaacaaa
dtcaacggtg
gtacagcagt
cctcactacg
gaagatggct
tcattcttce
ttagcaaacyg
atgaaaccgc
aaaatgaacg
ggcattacgt
tacaagcoge
accrtrTactt
agctatatga
ctgctgaaca
caattaacaqg
accgaccaag
gaaaggrtgg
gacgccogtg
ggccgoegec
aggrgggctg
tacgcocggcyg
cgaataaggg
gcooggetga
tgtatatcgt
gggttatgca

aacaggcaaa
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aaacgaacca
tgctgcaaat
CCacaattaa
aaaacgctga
gagatcctaa
cttctattga
caaatgattc
ctgacggaaa
cactgacaac
tagaggatta
tcatcgatga
tagaagataa
accaaggecga
gtcaagaaag
gcgetetogg
tgattgcatc
gcaaatggta
ctaacgatat
tgaacaaaac
actcacactt
caaacagagg
tcaaaggcaa
ttaacaaata
cgacgcccaa
gcttocggaat
attttgtagc
geCcItttoct
cccttoctgg
gtagccggec
acagtgaaga
cgccgttgga
gcgaaaaagq
gcggaaaage

tgcaggaaat

daagccatat
CCCtgaacag
aaatatctct
cggcactgtce
daatgcggat
cagctggaaa
tatccraaaa
aatccgttta
tgcacaagtt
taaatrcaatc
aggcaactac
aggccacaaa
agaatcttta
tcaaaaactt
tatgattgag
taacacagta
cctgttcact
ttacatgctt
tggccttgtg
cgctgracct
attctacgcea
gaaaacatct
aaaacgcaaa
cctgocatca
cgrrrtecgg
cctggeocgac
caatcgctet
ttggcttggt
agoctogcag
aggaacaccc
tacaccaagyg
atggatatac
gctgottoce

tactgaactg

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
31540
3600
3660
720
3780



aggggacagg
cgcccggrag
cgtctcattt
ttatttattc
gtgatgctgc
rtcrgrttcta
tatttcatta
aaagttggcc
gtgatcttec
actgatttag
ctggatgatc
ctaggtgaag
ccactgageg
gecgogtaatc
ggatcaagag
aaatactgtt
gcctacatac
grgtettace
aacggggggt
cctacagegt
tcoggtaage
ctggtatctt
atgctogtca
coctggoottt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgcgttag
cagtgagcgc
Ctitatgctt
aaacagctat
ttcaaagatc
agcatttcat
tcgacatece

ttggtaggga

cgagagacga
tgatcrratt
tcgccaaaag
tgcgaagtga
caacttactg
tcagctcctg
tggtgaaagt
cagggcttece
gtcacaggta
tgtatgatqgg
ctccagegeg
atcCctttttg
tcagaccccg
tgctgottge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgerctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
Tgctggoctt
attaccgeoct
Tcagrgagcg
ccgattcatt
dacgcaatia
ccggotcgta
gaccatgatt
attttttgcc
cagcgctctt
atgcrrcaag
dagaggctgga
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tgccaaagag
tcattatggt
ttggcccagyg
tcrtccgtca
atttagtgta
dasaatcTcga
tggaacctct
cggtatcaac
tttattcggc
tgtttttgag
ggoatctcat
ataarcrcat
tagaaaagat
dadCadadaa
tttttccgaa
agcoccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgecac
gaacaggaga
tcogatttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
Ccctaaattat
tggaccccac
aattggatcc

ttcatitaac

Ctcctgaaaa
gaaagttgga
gcttoocgat
caggtattta
tgatggtgtt
taactcaaaa
tacgtgcoga
agggacacca
gcaaagtgcg
gtgctccagt
gctggagitc
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacyg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccage
grictttcct
tgataccgct
agagcgccoca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
tgaaatttgc
ggcctgogoc
gtacccgotg
agaatcttcc

agcgeatcca
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tctcgataac
acctcttacg
atcaacaggg
ttcggcgcaa
tttgaggtgc
aatacgcccg
Lcaacgtctc
ggatttattt
tcgggtgatg
ggcttctgtt
ttcgoocace
Cccttaacgtg
tcttgagate
cCagoggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
daggcgcaqc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtc
aacgcggect
gcgrtatcec
cgoogcagec
atacgcaaac
tttcoccgact
taggcaccce
ggataacaat
tgggtggtag
aggtgtgacc
ggtaatcctc
agcrtcagric
daatgaggcyg

fCaaaaaata
tgccgatcaa
acaccaggat
agtgcatcag
tccagtggct
gtagtgatct
attttcgoca
attctgcgaa
ctgccaactt
tctatcagog
ccaaaaggat
dagrrttcgre
CTLLLELttct
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
gatcgggcty
aactgagata
cggacagata
ggggaaacgc
gatttttgtyg
tTttacggte
CTgattctgt
gaacgaccga
CgCcctCcrcce
ggaaagcggq
aggctttaca
ttcacacagg
tatccggaag
gttgcgggaa
tggtictcca
Cacttcctcyg

ctcgtatget

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820



5

<210> 21

tcaggtgatt
tccatggcag
acgcgaatca
tgtggtgcat
gtgcgcaggt
gcaaaagtet
aactcagagc
tagcacggct
daagaaattg
acgtcgeggy
tcagtcatgg
tggttagcaa
atgcggaaca
gattcgaggt
gattcagcca
atggacaggt
grtgcagcga
CCCtcggcga
gcatcgegta
aacgagaatc
ttcrttegag
cgggggagtc
tttgtgctca
ataagatcga
tcagacgagc
cctoggtete
dgaacacagc
gctccagaac
gcroggaaac
gtgggcgctg
caggaattcc
<210> 21
<211> 7438
<212> ADN

cttcagtgaa
aacctggaac
cgatggcgte
Ctttaaacac
agaacggcac
cagtggtgga
Cctgccaacc
ttgtcgcaga
gttcttccat
ctgcgoccgat
tgatctggac
aacgcagagc
cagaagattc
tgtggccgaa
tgccggaacg
agtaagccca
ggttgtcgaa
ggcgetecca
cgtatttttc
ctgggggcag
ccaagtcgcc
gtttatcctg
cgatggragt
actaattcga
ttccatggac
caggacctgg
gtcagcttet
cgcgtcgatg
gtaaagagtt
agtgrrggca
a9
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ggattctrgag
Cttggaaccyg
ttggccaagg
cacggcaate
accagcccag
ctcagggtea
ggcagcgtac
gagcaccttg
ggcaaccaga
gccgtcgtag
gtagtcaacg
Ccaggatgrtt
tgggaagact
aggcttcteg
ctocagotgg
gttgccggeg
agctgcatca
adacattttca
daagtcLrct
caatccgogg
agtgacaccg
cgggtogege
gtcacgatcc
trtcatgtcg
tcaagcagtt
aagacatctg
gccgcggagt
gtgccttctg
gcagcgtacyg
cCcttcaggca

taggagaagt
aagcggatga
gatacagtca
tcagtaacac
cgacgagacg
aagccatctt
tgaccacgag
atcttttctg
gccaagagct
taaccagcac
tagttggagt
Tgaactgttt
gogttgacca
atgatcacgc
tggcagaccg
gtgccgoggg
tcatcaaagt
cggaattccg
ttggaccatt
tttgctagat
dagatcacca
agtgggrttg
trrcrtraat
ccgttactga
cgctccaaga
ccaagtcaac
tggacagggt
gcatggtgtt
cagggttctt
gctcggeggc
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ccatgttgac
gcacaccrtc
tgtcgoogte
ggcgaccaag
tgatctctaa
cttcgcgaag
cggaggtttt
cctgcagcetg
ggatcaggtg
gtccacccaa
tccacagtgg
ccttgcccaa
gctggttgag
ggcgccatge
ctgtgaagga
trttgtcgat
tgccgcgaac
tacgagcacc
cgcggcggec
cataaatggc
tgccggaagg
tccagctgga
gaaagatgrg
tgcagcgtgc
agcaacgaac
gcccagagec
gtcaccgtgc
gacggtgttt
cacgccggtg

gtcgaaaage

gtcacggact
atcaggctgce
gaaaggctgg
acgcttaceg
ggtacaagce
tcccttgact
atccaatggg
cgctggcacg
gttctggatg
gccaatatct
crcaaacagc
atagtggtcg
ctcgtgtgcg
ttcttoggtg
atctggtgga
gocgcottgagt
aaattccata
dgcacrrgcg
gtaacctacc
ggggagcagc
gCcagcgatg
gggggtcgtg
taacggocac
tgattctact
ttgtccacac
tcaagetgag
aggttgooct
ggaccagcca
gatgcccaca

tccttgtaca

5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7632



<213> Artificial

<220>
<223> plasmido pK19 PGro PycA

<400> 21

ES 2539280 T3

63



rtatttgtta
cttgcctttg
tcctotgttt
gaagtgtgag
agttttgttc
aatatcgtta
gtaccatttg
agatgcaatc
accgagagcg
actttecttga
ttcgccttgg
trtatctict
ttcatcgatg
ataatcctct
agttgtcagt
ttttccgtca
agaatcattt
gtcaatagaa
trtaggatct
gtcagcgttt
tttaattgtyg
gatttgcage
ttggttcgrt
ggttaatact
tatgtactgt
tacgcacaat
cctttacaca
Cgacctcatt
gatagaaaat
fttcttitca
taatcacaat

tatatgtgat

actgttaatt
atgttcagca
gtcatatagc
taagtaaagg
agcggotrtgt
gacgraatgc
ccgttcattt
agcggtttca
ccgtttgcta
£ggaagaatg
tagccatctt
acgtagtgag
dactgctgta
acaccgttga
grrrgritgc
gatgtaaatg
gcatcgaatt
gtttcgocga
ccggotaatg
tgtaatggcc
gacgaatcaa
atatcatgge
tctttogcaa
gttgcttgtt
gttagcggtc
aaaaaaagac
trrraggtct
Ctattagact
cataaaagga
ttctctgtat
tcagaaaata

gggttaaaaa
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grccttgttc
ggaagctcgg
ttgtaatcac
ttacatcgtt
atgggccagt
cgtcaatcgt
tadagacgtt
tcactitite
actcagocgtr
atgtgotote
cagttccagt
gatctcrcag
cattttgata
tgttcaaaga
cgtaatgttt
tggctgaacc
tgtcgitgtc
ctttitgata
caaagacgat
agctgtccca
dittcaggaac
gtgtaatatg
acgctrgagt
ttgcaaactt
tgcttcttce
Ctaaaatatg
tgcctgettt
ctcgtttgga
tttgcagact
tttttatagt
tcataatatc

ggatcgatcc

aaggatgctg
cgCaaacgtt
gacattgttt
aggatcaaga
taaagaatta
catittttgat
cgcgcgttca
cagtgtgtaa
gcgritttta
gccatagtat
gtttgcttca
cgtatggttg
cgrtititccg
gctgtctgat
accggagaaa
tgaccatict
tttaaagacg
gaacatgtaa
gtggtagccg
dacgtccagg
ttgatatttt
ggaaatgccg
tgcacctoct
tttgatgttc
agcocctoctg
taaggggtga
atcagtaaca
ttgcaactgg
acgggcctaa
fttctgttgca
tcatttcact

tctagcgaac
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tcrttgacaa
gattgtttgt
cctttcgett
tccattttta
gaaacataac
ccgcgggagt
atttcatctg
tcatcgtita
tcgctttgca
gctttgttaa
aatactaagt
tcgcctgage
tcaccgtcaa
gctgatacgt
tcagtgtaga
tgtgrtrggt
cggccageogt
atcgatgtgt
tgatagtttg
ccttttgcag
tcattttttt
tatgtttect
gccagcagtg
atcgticatg
tttgaagatg
cgccaaagta
aacccgogeg
tctattttee
agaactaaaa
tgggcataaa
aaataatagt

cccagagtcc

cagatgrttt
ctgcgtagaa
gaggtacagc
acacaaggcc
cdaagcatgta
cagtgaacag
ttactgtgtt
gctcaatcat
gaagtttttg
ataaagattc
atttgtggcc
tgtagttgic
agattgattt
taacttgtgc
ataaacggat
cttttaggat
ttrtccaget
catccgoatt
cgacagtgecc
dagagatatt
gctgttcagg
tatatggctt
cggtagtaaa
tctocttttt
gcaagttagt
tacactttgc
dtttacitit
tCttttgttt
aatcratctg
gttgcctttt
gaacggcagg
cgctcagaag

60
120
180
240
300
160
420
480
540
600
G660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



aactcgtcaa
agcacgagga
aacgctatgt
aagcggeccat
tcctogecgt
tgatgctctt
cgctcgatge
agccgocgea
aggagatcct
acgtcgagca
Tcgrcttgga
ccctgogoty
tcatagccga
tcaatcatgc
cagatccttg
gagggcgccc
tatcgccatg
gtccagatag
ttctacgtgt
gctagatgca
gcgaagtgtc
gttccctgog
gtggtgtcgt
CCaaccgtct
gttcgattac
gagtcttaga
taagcagttt
atgtctgcag
aggtgaaaaa
tatcgccatt
tecgotattac
ccagggtttt
aacgctgtat

ctcaacagtt

gaaggcgata
agcggtcage
cctgatageg
tttccaccat
cgggcatccg
cgtccagatc
gatgtrtcge
ttgcatcage
gocccggcac
cagctgogea
gttcattcag
acagccggaa
atagcctcte
gaaacgatcc
gcggcaagaa
cagctggcaa
taagcoccact
cccagtagct
tCcgotroct
tactcgagog
tgctogogtg
cCacggrtee
ggtggcaccyg
gacagttgct
tgaagcageca
ttttgagaaa
tggggaaaag
gtggaagcgt
ctgoggcggg
cgccattcag
gccagctgge
cccagtcacg
ataacctgcg

gagtgctgge
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9aaggcgatg
ccattcgecy
gtccgcocaca
gatattcggc
cgccttgage
atcctgatcg
tiggtgatcy
catgatggat
ttcgoccaat
aggaacgecee
ggcaccggac
cacggcggea
cacccaageg
tcatcctgte
agccatccag
ttccggttcg
gcaagctace
gacattcatc
ttagcageec
gccgocagtg
attgtgcttc
gtgaagctgr
accgegtctg
gatctggcotg
cgtcagctgg
acccaggate
tgcadagttt
ttaaatgcgt
gtaagggcga
gctgcogeaac
gaaaggggga
acgttgtaaa
tacggcttaa
dctctcgggg

cgctgcgaat
ccaagctctt
cccagocgge
aagcaggcat
ctggcgaaca
acaagaccgg
aatgggcagg
actttctcgg
agcagccagt
gtcgtggeca
aggtcggtct
tcagagcagc
gccggagaac
tcttgatcag
Trtacttrge
cttgctgtoc
tgctttctct
cggggtcage
ttgcgcoctg
tgatggatat
Ctttggctac
tctgoogecg
agctgatcct
ataccttcge
ttcaacatga
gcrrrgtgca
gcaaagttta
taaacttggc
attccagcac
tgttgggaag
tgtgctgcaa
acgacggcca
agtttggctg
gtagagtgce

65

€gggagcggc
cagcaatatc
cacagtcgat
cgccatgggt
gttcggctgg
crtccatccg
tagccggatc
caggagtaag
cccttecege
gccacgatag
tgacaaaaag
cgattgtctg
ctgcgtgcaa
atcttgatce
agggcttccc
dfdaadacCqc
ttgcgottgo
accgrtichy
agtgcrracy
ctgcagaatt
taacccacgc
taactctgge
accgatcgct
ggtgtacecca
tgatctaggc
Ctoctgogtt
gaaatattitt
caaatgtgge
actggcggcc
ggcgatcggt
ggcgattaag
gtgaattcaa
ccatgtgaat

aaataggttg

gataccgtaa
acgggtagecc
gaatccagaa
cacgacgaga
cgcgagcecc
agtacgtgﬁt
aagcgtatgc
gtgagatgac
ttcagtgaca
ccgegetgee
aaccgggcge
ttgtgeoecag
ticatctrgt
cctgogecat
aaccrtacca
ccagtctage
grtttccctt
cggactggct
gcagcgrgaa
cgcccttocg
gccaagatgc
ctgatcatcg
gtggcagtga
tcattgtcag
taatttttct
ttcactrigt
aagaggtaag
aacctttgea
gttactagct
gogggectet
ttgggtaacg
cctgtggogc
ttttagcacc

titgacacac

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
37E0
3840
3900
3960



agttgttcac
tctcatggag
gatcttggta
cggtgcagcc
tgcttctgaa
cgatgaaatt
cttoctgtet
tggcccaacc
gaagaaggct
cgrtaaaagc
Cggacgcggt
atctcgtgaa
taaccctcag
ttatgaacgt
acagcatttg
ctccattggt
agttacgagc
gtegacctge
trgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgoggoga
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctec
ctttctcect
ggtgtaggtc
ctgcgoctta
dctggcagca
gttcttgaag
tctgotgaag

caccgetggt

cogogacgac
ggattcatcg
gcaaaccgeg
acggtagcta
gctgtoccgca
atcggtgcag
gaaaatgccc
ccagaggttc
gotctgccag
gctgaaggcc
atgcgttttg
gctgaagcgg
catattgaag
gactgctcac
gatccagaac
taccagggcg
ggcgcgaatg
aggcatgcaa
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgcc
gggcgctott
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgrrrt
cagaggtggc
ctcgrgeget
tcgggaageg
gttcgectcca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct

agcggtggtt
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ggctgtgctg
tgtcgactca
gcgaaatcac
tttacccccg
ttggtaccga
Cctaaadaagt
agcttgcccg
ttgatctcac
Ttttggcgga
agacttaccc
ttgcttcacc
ctttcggcga
tgcagatcct
tgcagcgtcg
tgcgtgatcg
cgggaaccaa
caagggcgaa
gcttggcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgottocte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctccrtgrtce
tggcgotttc
agctgggctyg
atcgtcttga
dcaggattag
actacggcra
tcggaaaaag

tttttgtttg

gaaacccaca
cacatcttca
ggtccgtget
togaagatcagqg
dggctcacca
taaagcagat
cgagtgracy
cggtgataag
atccacocog
Catcittgtyg
tgatgagctt
tggcgcggta
tggcgatcac
tfaccaaaaa
catttgtgeg
gggcgaattc
ttcgagoteg
atcatggteca
acgagccgga
aattgcgttyg
atgaatcgge
gctcactgac
ggcggtaata
aggccageaa
(o o s [l of o o 4
aggactataa
gacccrgocg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccyg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtrage

caagcagcag

66

accggcacac
acgcttccag
ttccgtgeag
ggatcattecc
gtcaaggeogt
gccatttacc
gaaaacggca
tctocgogogg
dgcaddaaca
aaggcagttg
cgraaattag
tatgtcgaac
actggagaag
gttgtcgaaa
gatgcagtaa
ctctggataa
gtacccgggg
tagcrgtttc
agcataaagt
cgotcactge
caacgcgogy
tcgctgoget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
ctraccggat
cgctgtaggt
Clcccogitc
gtaagacacg
tatgtaggcyg
acagratttg
tcttgatceg

attacgcgca

acaaaatttt
cattcaaaaa
cactcgaaac
dCCgQotCitt
acctggacat
cgggatacgg
ttactrttat
taaccgoccge
tcgatgagat
ccgaragtgg
caacaqaagc
gtgctgtgat
Ttgtacacct
ttgcgocage
agttctgccg
tcatcgoggt
atcctctaga
Ctgtgrgaaa
gtaaagcctg
ccgotticeca
ggagagacgg
cggtcgrtcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
dcaaaaatcg
Ccgtttccicc
acctgtoogo
atctcagttc
agcccgaccyg
acttatcgoc
gtgctacaga
gratctgcge
gcaaacaaac

gaaaaaaagg

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
3580
5640
5700
3760
3820
2880
5940
6000
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atctcaagaa
acgttaaggg
gtgggcgaad
acagaagecca
atcacccgac
aataaatcct
agacgttgat
gggcgtattt
cacctcaaaa
tgegocgaat
ccrgttgata
gtaagaggtt
ttatcgagat
tttcctgecat
cttttceget
ctrttrcgeca
ccaacggegt
cttcactgrc
gccggctace
caggaagggc
ggaaaaggcg
Ctacaaaatc
ttccgaagec
tgggcgtcge
<210> 22
<211> 4980
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gatcctttoga
attttggtca
aactccagca
ctggagcacc
gcactttgeg
ggtgtcoctg
£gocacgtaa
tttgagttat
acaccatcat
aaatacctgt
ccgggaagcc
Ccaactttca
tttcaggagc
ttgocctgttt
gcataaccct
cgatatacag
cagccgggea
ccttattcge
gccggegtaa
dgcccaccta
gcggcggecg
acgogogtcg
caacctttca

ttggtcggtc
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Tcttttctac
tgagattate
tgagatccce
tcaaaaacac
cCcgaataaat
ttgataccgg
gaggttccaa
cgagattttc
acactaaatc
gacggaagat
ctgggccaac
ccataatgaa
tCctitggcat
ccagtcggta
gcttcggggt
gattttgcca
ggataggtga
acctggeggt
cagatgagag
tcaaggtgta
gcatgagect
tggactatga
tagaaggcgg
atttcgctcg

<223> plasmido pCLIK int sacB dapA coddn bajo

<400> 22

ggggtctgac
aaaaaggatc
gcgcrggagg
catcatacac
accrgtgacg
gaagccctgg
ctitcaccat
aggagctgat
agtaagttgg
cacttcgcag
ttttggcgaa
ataagatcac
cgtctctege
gatattccac
cattatagcg
aagggttegt
agtaggccca
gctcaacggg
caagcggatg
ctgccttcca
gtcggoctac
gcacgtccgeo
cggtggaatec

gtacccatcg

67

gctcagtgga
Ticacctaga
atcatccage
taaatcagta
gaagatcact
gecaactite
aatgaaataa
agaaacagaa
cagcatcacc
aataaataaa
datgagacgt
taccgggegt
ctgtcccotc
aaaacagcag
attttttcag
gtagactttc
cccgcgagog
aatcctgctc
gctgatgaaa
gacgaacgaa
ctgctggccg
gagggcgtec
gaaatctcgt

gcattrrctt

acgaaaactc
tccrtttogg
cctgatagaa
agttggcage
tcgcagaata
ggﬁgaaaatg
gatcactacc
gccactggag
cgacgcactt
tocctggtgtc
tgatcggcac
attttttgag
agttcagtaa
ggaagcageg
tatatccatc
cttggtgtat
ggtgttcctt
tgcgaggcetg
ccaagccaac
gagcgattga
tcggccaggg
cggaaaacga
gatggcaggt
ttgcgttt

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7438
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acgogtgogg tagaatgttt aagaaagctg caggtagcag cgocaactgt tttcggtgat B0
tttgagattg aaactttggc agacggatrcg caaatggcaa caagcccgta tgrcatggac 120
ttttaacgca aagctcacac ccacgagcta aaaattcata tagttaagac aacatttttg 180
gctgtaaaag acagcecgtaa aaacctcttg Ctcgtgtcaa ttgttottat cggaatgrgg 240
cttgggcgat tgttatgcaa aagttgttag gritrttgcg gggttgttta acccccaaat 300

68



gagggaagaa
agcacttogg
atatcgcotge
ttctcgoggg
tcaaggeoogt
acaacacgcg
ttttagttgt
taacaattgg
gaacacgtag
ggctatctgg
tacatggcga
tggggegcce
gccaaggatc
tcgeatgatt
attcggctat
gtcagegcag
actgcaggac
tgtgctogac
gcaggatctc
aatgcgocgg
tcgcatogag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggocge
ggacatagcg
cttectogtg
tcttgacoag
aacctgccat
AtcgtTtttce
ttcgooccacg
gagaaaatac
cgtteggetg
atcaggggat

taaaaaggcc

ggtaaccttg
gaccgrtrggg
tggccgogaa
caccactggt
tcgtgaggaa
gacatctgtyg
aactccttat
gatcctctag
aaagccagtc
acaagggaaa
tagctagact
tctggtaagg
tgatggcgea
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgcccgg
gaggcagcge
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggctcg
gatctcgteg
ttrrctggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttctgag
cacgagattt
gggacgccgg
ctagcggcge
cgcatcagge
€ggCgageag
aacgcaggaa

gcgrigerag
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dacrctatga
gtagcaatgg
grcgoggett
gaatccccaa
gttggggatc
gaacttgegg
tactccaagce
accocgggatt
cgcagaaacy
acgcaagoge
gggcgatttt
ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacgc
dacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgetec
ttgatcogye
ctcggatgga
cgccagecga
tgacccatgg
tcategacty
gtgatattgc
tegoogetee
Cgggactctg
Cgattccacc
ctggatgatc
gccggooggc
gotecttocge
tatcagctca
agaacatgtg

cgrrtrrcca

gcacagggtt
Tractccart
atttggttga
£gacaaccgce
gggcgaaqct
aagctgetge
cggtcgacat
taaatcgcta
gtgctgacce
aaagagaaanq
atggacagca
ctgcaaagta
atctgatcaa
aggttctccg
cggctgotct
caagaccgac
gctggocacy
goactggctg
Tgccgagaaa
tacctgocca
agccggtett
actgttcgcc
cgatgocctge
tggccggctg
tgaagagctt
cgattcgeag
gggttcgaaa
gCCgoctict
ctccagogeg
ccggtgtgaa
TttcctocgCtc
ctcaaaggcg
agcaaaaggc

taggorooge

69

aacagctaag
cacggaatcc
taagggcttyg
cgctgaaaaa
catcgooggt
ttctgotgoc
cgatgctctt
gcgggcrgct
cggatgaatg
caggtagctt
agcgaaccgg
aactggatgg
gagacaggat
gcecgottgaq
gatgccgecg
CTgrtccggrg
acgggegttc
ctattggocg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
g99tgtggacgg
ggcggcgaat
cgcatcgoct
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatcteat
ataccgcaca
actgactege
gtaatacggt
cagcaaaagg

ccccctgacg

acaggggtag
ggagacatcg
gattctttgg
ctagaactgc
grcggaacca
gcagacggec
ctgcgttaat
daaggaagcg
tcagctactg
gcagtgggct
aattgccage
ctttcttgce
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccggct
fcctgaatga
cttgcgcage
4agtgccgag
tggctgatgo
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgecatgec
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgoct
agcgacgocc
gggcttcgga
gctggagttc
gatgcgtaag
tgrgcteggt
tatccacaga
ccaggaaccg

agcatcacaa

360
420
480
540
600
Be0
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



aaatcgacgc
tcccoctgga
gtccgocttt
cagricggtyg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
dcaaaccacc
aaaaggatct
daactcacgt
ttraaaggcc
taattgtect
cagcaggaag
atagcttgta
aaaggttaca
cttgtatggg
aatgcecgtca
cattttaaag
ttrcatcacet
tgctaactca
gaatgatgtg
atcttcagtt
gtgaggatct
ctgtacattt
gttgatgric
tttgccgtaa
aaatgtggct
gaatttgtcg
gCcgactttt
taatgcaaag
tggccagetyg
atcaaattca

atggcgtgta

tcaagtcaga
agctcccrog
[ Jef o al & L1
taggtcgttc
gecttatceg
gcagcageoca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagecg
caagaagatc
taagggattt
ggccgcggec
tgttcaagga
ctcggogcaa
dtcacgacat
tcgttaggat
ccagttaaag
atcgtcattt
acgrtcgege
trrrtcagtg
gcocgtgegtt
ctrttgocat
ccagtgtttg
ctcagcgtat
tgatacgttt
aaagagcrgt
tgtttaccgg
gaacctgacc
CLQtctttaa
tgatagaaca
acgatgtggt
tcccaaacgt
gaaacttgat

atatgggaaa
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ggtggcgaaa
tgogctotoc
gaagcgtggc
gctoccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttocgg
gtgottrrtt
ctttgatctt
tggtcatgag
gccatcggca
tgctgrcttt
acgttgattg
tgtttcchtt
caagatccat
aattagaaac
ttgatccgcg
grtcaatttc
tgtaatcatc
tTtttatcget
agtatgctrt
Cttcaaatac
ggttgtcgec
ttccgtcace
ctgatgctga
agaaatcagt
attcttgtgt
agacgcggcc
tgtaaatcga
agccgtgata
ccaggccttt
atttttcatt

tgcegtatgt

ccogacagga
tgrtccgacc
gcttictcat
gggctgtgtg
tcttgagtec
gattagcaga
cggctacact
daaaagagtt
tgtttgcaag
trctacgggy
attatcaaaa
CTLTCLTTLg
gacaacagat
TTTgTcrgog
cgcttgagge
ttttaacaca
dtaaccaagc
ggagtcagtg
atctgttact
gtttagctca
ttgcagaagt
gttaaataaa
taagtatttg
tgagctgtag
gtcaaagatt
tacgttaact
gtagaataaa
ttggrctttt
agegrtttee
tgtgtcatce
gtttgcgaca
tgcagaagag
Trtrtgctgt

ttccttatat

70

ctataaagat
ctgceocgetta
agctcacact
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
gotagcrott
cagcagatta
tctgacgctc
aggatcttca
COQTLTTILtatt
gttttcttge
tagaatcctc
acagcgaagt
aggccagttt
atgtaaatat
aacaggtacc
gtgttagatg
atcataccga
Ttttgacttt
gattcttcoe
tggcctttat
ttgocttcat
gatttataat
tgtgcagttg
cggatttttc
aggatagaat
cagctgtcaa
gcatttttag
gtgccgtcag
atatttttaa
tcagggattt

ggcttrrggt

accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagec
gacacgactt
taggcggtac
tattrggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
tgttaactgt
ctttgatgtt
tgtttgtcat
gtgagtaagt
tgttcagogg
cgttagacgt
atttgcogtt
caatcagcgg
gagcgecgtt
Ccttgacggaa
cttggtagcc
cttctacgta
cgatgaactg
cctctacacc
tcagtgtttg
cgtcagatgt
catttgcatc
tagaagtttec
gatctccggc
cgttttgtaa
ttgtggacga
gcagcatatc

TCOQTIToTET

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



cgcaaacgct
ttgttttgca
cggtctgctt
aagacctaaa
ggtcttgcct
agactctcgt
aaggatttgc
tgtatttttt
aaatatcata

aaaaaggatc

tgagttgcgc
aacttrriga
ctrecagoce
atatgtaagg
gctttatcag
ttggattgeca
agactacggg
atagtttctg

atatctcatt

ggcggocget
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ctcctgocag
tgrrcatcgt
tcctgrirga
ggtgacgoca
taacaaaccc
actggtctat
CcCtaaagaac
ttgcatgggc
tcactaaata

cgatttaaat

cagtgcggta
teatgtetee
agatggcaag
aagtatacac
gcgogattta
Tttcotortt
taaaaaatct
ataaagttgc
dtagtgaacg

ctcgagaggc

71

gtaaaggtta
tttrttatgt
ttagttacgc
tttgecccttt
cttrtcgacc
tgtttgatag
atctgtttct
ctttttaatc
gcaggtatat

ctgacgtegg

atactgttgc
actgtgttag
acaataaaaa
acacatttta
fcattctatt
aaaatcataa
Tttcattctc
acaattcaga
gtgatgggtt

gccocggtace

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de rdeduccion de la cantidad de al menos un polipéptido en una célula de Corynebacterium
glutamicum, que comprende la etapa de expresar en una célula de C. glutamicum una secuencia de nucledtidos
modificada en lugar de una secuencia de nucledtidos no modificada que codifica dicho polipéptido que tiene la
misma secuencia de aminoacidos y/o funcion, en el que dicha secuencia de nucleétidos deriva de la secuencia de
nucleétidos no modificada, de forma que al menos un codén de la secuencia de nucleédtidos no modificada esté
sustituido por un coddén de uso menos frecuente de acuerdo con el uso de codones de C. glutamicum, en el que
dicho al menos un codoén es el codén de iniciacion que esta sustituido con un coddn de iniciaciéon que se usa con
menos frecuencia en C. glutamicum, en el que dicho cododn de iniciacion usado con menor frecuencia es GTG o
TTG.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucleétidos modificada deriva de la
secuencia de nucleétidos no modificada, de forma que al menos un codén adicional de la secuencia de nucleétidos
no modificada esté reemplazado en la secuencia de nucleétidos modificada por un codén menos usado de acuerdo
con el uso de codones de proteinas abundantes de C. glutamicum.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que al menos un codén de la secuencia de
nucleétidos no modificada esta reemplazado en la secuencia de nucleétidos modificada por uno de los dos codones
menos usados como se expone en la tabla 1.

4. Procedimiento e acuerdo con la reivindicacion 3, en el que todos los codones de dicha secuencia de nucleétidos
modificada para cada aminoacido son seleccionados del uso de codones de la tabla 3.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que al menos un codén de la secuencia de
nucledtidos no modificada esta reemplazado en la secuencia de nucleétidos modificada por uno de los dos codones
menos usados como se expone en la tabla 2.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dicha secuencia de nucleétidos modificada usa los
codones ACG para treonina; o GAT para acido aspartico; o GAA para acido glutamico; o AGA y AGG para arginina
y/o TTG para el coddn de iniciacion.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en el que todos los codones de dicha secuencia de
nucleétidos modificada para cada aminoacido son seleccionados del uso de codones de la tabla 4.

8. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que se usa la cepa ATCC
13032 de C. glutamicum o derivados de la misma.

9. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el procedimiento es usado para
disminuir la expresion de dicho polipéptido en la célula de C. glutamicum cell en al menos 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40
%, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 95 %, determinandose la extensién de la reduccién de la expresién en
comparaciéon con el nivel de expresion del polipéptido que se expresa a partir de la secuencia de nucleétidos no
modificada en condiciones comparables.
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Figura 1

Secuencia génica de tipo salvaje de la isocitrato deshidrogenasa (SEC ID N°1):

atggctaagatcatctggaccocgocaccgacgaagecacogeotgotogegacctactegetgaageecggtegtegaggea
tttgctgetacegegggeattgaggtogagacecgggacatttcactegetggacgoatectegeccagtteccagag
cgcctcaccgaagatcagaaggtaggocaacgeactogeagaactoggegagettgotaagactectgaagecaaacate
attaagcttccaaacatctocgettcoctgttocacagetcaaggectgetattaaggaactgocaggaccagggetacgac
atcccagaactgoctgataacgeocaccacogacgaggaaaaagacatectegecacgetacaacgeotgttaagggttece
getgtgaacccagtgctgegtgaaggcaactotgaccgecgegcaccaategetgtcaagaactttgttaagaagtte
ccacaccgecatgggogagtggtetgeagattocaagaccaacgttgecaaccatggatgecaaacgacttocogocacaac
gagaagtccatcatcctogacgetgeotgatgaagttcagatcaagcacategecagotgacggecaccgagaccatecte
aaggacagectcaagettoettgaaggegaagttoctagacggaaccgttetgteogecaaaggeactggacgeattectt
ctegageaggtegottogegeaaaggcagaaggtatectettetecgeacacctgaaggocaccatgatgaaggtetee
gacccaatcatcttoggecacgttgtgegegeottactitcgeagacgttttecgeacagtacggtgagecagetgectegea
gctggectecaacggogaaaacggoctegeotgecaatcecteocteoeggettggagteccctggacaacggecgaagaaatcaag
gctgeattcgagaaggactiggaagacggeccagacctggocatggttaacteocgetecgeggeatcaccaacctgeat
gtecctteocgatgtcategtggacgettecatgocagoaatgattegtaccteocggocacatgtggaacaaagacgac
caggagcaggacaccctggcaatcatcccagactcctoctacgeoctggcgtctaccagaccgttatcgaagactgocge
aagaacggcgcattogateccaaccaccatgggtaccgtecctaacgttggtetgatggetecagaaggetgaagagtae
ggctcocecatgacaagacctticcgoatogaagoagacggtgtggtteaggttgtttectocaacggogacgttoteate
gagcacgacgttgaggeaaatgacateotggegtgeatgecaggtecaaggatgececaatecaggattgggtaaagett
gctgtcaccegeteccgtetectocggaatgoctgecagtgttetggttggatocagagegegecacacgaccgeocaaccty
gcttecetegttgagaagtacctggetgaccacgacaccgagggectggacatccagatectecteccctgttgaggea
acccagctctocatocgaccgeatocgocgtggcgaggacaccatctotgtcacoggtaacgttotgegtgactacaac
acecgacctectteccaatectggageotgggecaccteotgoaaagatgetgtotgtogttectttgatggetggoggegga
ctgttocgagacceggtgotggtggatctgoctectaagcacgteccagcaggtitcaggaagaaaaccacctgogttgggat
tcectoggtgagttoctegoactggetgagtecttcegecacgagetcaacaacaacggcaacaccaaggecggegtt
ctggetgacgetctggacaaggoaactgagaagotgotgaacgaagagaagtecoccocatocogeaaggttggogagate
gacaaccgtggctecccacttctggoctgaccaagttcoctgggotgacgagetecgetgotcagacecgaggacgecagatotg
getgetaccttogoaccagtcgcagaagoactgaacacaggegetgeagacatecgatgetgcactgetogocagtteag
ggtggagcaactgaccttggtggetactactoccctaacgaggagaagectcaccaacatecatgegeccagtogoacag
ttcaacgagatcgttgacgcactgaagaagtaa
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Figura 2
a) Secuencia de la isocitrato deshidrogenasa ATG-GTG (SEC ID N° 2):

gtggetaagateatetggaccogocaccgacgaagoaccgetgetegegacctactegetgaageeggtegtegaggea
tttgotgctacegegggeattgaggtegagaccegggacattteactegetggacgeatectegeccagttecccagag
cgcctcaccgaagatcagaaggtaggcaacgcactcgeagaactoggogagettgotaagactectgaageaaacate
attaagcttecaaacatctecgottictgttccacagetcaaggotgetattaaggaactgecaggaccagggectacgac
atcocagaactgectgataacgocaccacocgacgaggaaaaagacatectegeacgetacaacgetgttaagggttee
gctgtgaacccagtgctgcgtqaaggcaactctgaccgccgcgcaccaatcgctgtcaagaactttgttaagaaqttc
ccacaccgceatgggegagtggtetgcagattecaagaceaacgttgeaaccatggatgecaaacgacttcegeocacaac
gagaagtccatcatectegacgeotgotgatgaagttoagatecaagoacatogocagetgacggeacegagaccatecte
aaggacagcctcaagcttottgaaggogaagttotagacggaacegttotgtoegoaaaggoactggacgeattoctt
ctegageaggtegctogogeaaaggcagaaggtatoctettoteogeacacctgaaggecaccatgatgaaggtetee
gacccaatecatctteggecacgttgtgegegettacttegeagacgttticgeacagtacggtgageagetgetegea
gctggocctocaacggcgaaaacggoctecgotgeaatoetetocggettggagtecetggacaacggogaagaaatcaag
gctgeattogagaagggottggaagacggeocagacctggecatggttaactecgotegoggoateaccaacctgoat
gtecettoegatgteategtggacgettocatgecageaatgattegtacctecggeccacatgtggaacaaagacgac
caggagcaggacaccctggeaatoateoccagactectoctacgetggegtotaccagacegttatecgaagactgacge
aagaacggegcattegatccaaccaccatgggtaccgteoctaacgttggtetgatggetocagaaggetgaagagtac
ggckeccatgacaagaccttcogeatcgaageagacggigtggttecaggttgtttectoccaacggogacgtiocteate
gagecacgacgttgaggecaaatgacatctggogtgoatgecaggtcaaggatgececcaatecaggattgggtaaagett
gctgtcaccocgetocccgtetetecggaatgectgoagtgttotggttggatecagagegegeacacgacegeaacctyg
gcttecctegttgagaagtacctggoctgaccacgacaccgagggectggacatccagatacteteccoctgttgaggea
acccagctotocecateogacegeatocegocgtggogaggacaccatetetgtcaccggtaacgttotgeogtgactacaac
accgacctctteccaatecctggagetgggoacctetgeaaagatgoctgtetgtegttectttgatggotggeggegga
ctgttegagaceggtgetggtggatetgetectaageacgtocagecaggttcaggaagaaaaccacctgegttgggat
tceccteggtgagttectogeactggectgagtocttoocgecacgagetcaacaacaacggeaacaccaaggocggegtt
ctggctgacgctctggacaaggcaactgagaagetgetgaacgaagagaagtececateocgecaaggttggegagate
gacaaccgtggctcccacttetggotgaccaagttctgggctgacgagectegetgctcagaccgaggacgocagatetg
getgetacettegeaccagteogoagaagecactgaacacaggegetgeagacategatgeotgeactgectogecagtteag
ggtggagcaactgaccttggtggetactactecoccctaacgaggagaagctcaccaacatcatgogoccagtogeacag
ttcaacgagategttgacgoactgaagaagtaa

b) Secuencia del inserto usado para pCiik int sac ICD ATG_GTG (SEC ID N° 3):

ctcgagegaagacctogeagattoeogatattccaggaaccgocatgatcgaaatececteagatgacgatgoacttge
catcgagggaccttectecategatgtgaaatggotgeccegoaacggocgeaagecacggtgaattgttgatggaaac
cetggeoccotocaccatgaagaaacagaagetgcagecacctcogaaggegaac ttgtgtgggagactectgtgttete
cgccactggegaacagatcacagaatccaacccacgttcaggegactactactggattgotggegaaagtggtgtegt
gaccagecattegtegatoteotagtgaaagagaaaggectogacegtteccaagtggeatteatggggtattggaaaca
cggcgtttoccatgoggggetgaaactgocaccataggcgocageaattagtagaacactgtattectaggtagetgaac
aaaagagcccatcaaccaaggagactegtggctaagateatoctggacccgcaccgacgaageoaccgetgctegegace
tactegetgaagecggtegtegaggeatttgctgetacegegggcattgaggtcgagaccogggacatticacteget
ggacgcatcctogoecagtteccagagegocteacegaagatcagaaggtaggcaacgeactegeagaacteggegag
cttgetaagactectgaagcaaacatcattaagetitccaaacatctoccgocttectgttecacagetcaaggotgetatt
aaggaactgcaggaccagggctacgacatcccagaactgectgataacgccaccaccgacgaggaaaaagacatccte
gecacgctacaacgetgttaagggtteegotgtgaacccagtgetgegtgaaggeaactetgacegecgegecaccaate
gctgtcaagaactttgttaagaagttccoccacaccgeatgggogagtggtotgeagatteeas t
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Figura 3
a) Secuencia de la isocitrato deshidrogenasa CA2 (SEC ID N° 4):

atggctaagateatetggaccogecaccgacgaagcacecgectgectegeogacectactegetgaageeggtegtecgaggea
tttgetgetacegeggggatagaggtocgagaceocgggacatticactegetggacgecatectegeceagtteccagag
cgcctcaccgaagatcagaagqtaggcaﬂcgcactcgcagaactcgg:gagcttdctaaqactcctgaag:anacntc
attaagettecaaacatctocogottctgttecacagotcaaggctgctattaaggaactgecaggaccagggoctacgac
atccecagaactgoctgataacgocaccaccgacgaggaaaaagacatectegeacgetacaacgetgttaagggttee
goctgrugaacccagtgetgegtgaaggcaactctgacogocgcgecaccaategetgtcaagaactttgttaagaagtte
ccacaccgcatgggcgagtggtoctgeagattccaagaccaacgtigcaaccatggatgcaaacgacttoccgocacaac
gagaagtocateatectegacgotgotgatgaagttcagateaagecacategeagetgacggeacegagaccatecte
aaggacagcctcaagcttcottgaaggogaagttoetagacggaacegttetgtecgecaaaggecactggacgeattectt
ctegagcaggtecgetogegecaaaggcagaaggtatcotottotocgoacacctgaaggccaccatgatgaaggtates
gacccaatcatctteggocacgttgtgegegottacttogeagacgttttegecacagtacggtgagocagetgctegea
gotggoctcaacggogaaaacggocctegeotgeaateoteteoggettggagtecctggacaacggegaagaaatecaay
gctgoattcgagaagggcttggaagacggoccagacctggocatbggttaactoccgotogeggeateaccaacctgeat
gtceottecgatgteategtggacgettecatgecagoaatgattecgtacctecggecacatgtggaacaaagacgac
caggagcaggacaccctggoaatecateccagactectectacgetggegtetacecagacegttategaagactgecge
aagaacggcgeattocgatoccaaccaccatgggtaccgtececctaacgttggtctgatggotcagaaggctgaagagtac
ggctoccatgacaagaccttocogcatcgaagcagacggtgtggttcaggttgtttocteccaacggegacgttcteate
gagcacgacgttgaggcaaatgacatctggegtbgeatgocaggtecaaggatgeoeccaatecaggattgggtaaagett
getgtcacccgetccogtototecggaatgectgocagtgttetggttggatecagagegegeacacgacegoaacetyg
gctteoectegttgagaagtacctggotgaccacgacacegagggcctggacatecagatectetooccetgtbgaggea
accecagctctoccategacocgecatoccgeogtggogaggacaccatctoctgtocaccggtaacgttoctgegtgactacaac
accgacctocttoeccaateooctggagotgggeacctotgoaaagatgotgtetgtegttectttgatggetggeggegga
ctgttcgagaccggtgctggtggatctgctcctaagcacgtccagcaggttcaggaagaaﬂaccacctgcgbtgggat
teeccteggtgagttectegeactggoctgagtecttecgecacgagetcaacaacaacggcaacaccaaggecggegtt
ctggetgacgotetggacaaggoaactgagaagetgectgaacgaagagaagtececatecogeaaggttggegagate
gacaaccgtggctcccacttoctggctgaccaagttctgggotgacgagotege tgctcagaccgaggacgeagatetyg
gotgotaccttogecaccagtogocagaagecactgaacacaggegotgecagacategatgetgeactgotegocagtteag
ggtggagcaactgaccttggtggctactactcocectaacgaggagaagotocaccaacatecatgogeccagtegeacag
ttcaacgagategttgacgeactgaagaagtaa

b) Secuencia del inserto usado para pCiik int sac ICD CA2 ATG_GTG (SEC ID N° 5):

ckcgagegaagacctogeagatteegatattocaggaacegecatgategaaatececctecagatgacgatgeoactige
catcgagggaccttoctocatcgatgtgaaatggetgococegoaacggoocgcaageacggtgaattgttgatggaaac
cctggocctocaccatgaagaaacagaagectgcagocacctocegaaggcgaacttgtgtgggagactectgtgrcte
cgccactggcgaacagatcacagaatccaacccacgttcaggogactactactggattgoetggegaaagtggtgtegt
gaccagcattcgtegatctoctagtgaaagagaaaggoctogaccgtteccaagiggeatteatggggtattggaaaca
cggegtttecatgeggggeotgaaactgecaccataggogecageaattagtagaacactgtattoctaggtagotgaac
aaaagagcccatcaaccaaggagactcatggetaagateatetggaccogecaccgacgaagcaccgotgotocgegacc
tactcgctgaagccggtocgtocgaggeatttgotgectacegeggggatagaggtcgagacocgggacatttcactoget
ggacgeatcotegoccagttoccagagogeetcacegaagatcagaaggtaggcaacgecagtegoagaactoggegag
cttgctaagactocctgaageaaacatcattaagettecaaacatctcegettotgttecacagetocaaggetgetatt
aaggaactgcaggaccagggctacgacatecccagaactgoctgataacgocaccaccgacgaggaaaaagacatecte
gcacgoctacaacgetgttaagggttecgetgtgaacecagtgotgegtgaaggcaactotgacegecgegeaceaate
gcoctgtocaagaactttgttaagaagttococcacacogeatgggegagtggtetgecagatteccacgegt
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