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ES 2739002 T3

DESCRIPCION
Microorganismos para producir putrescina u ornitina y proceso para producir putrescina u ornitina usando los mismos
[Campo Técnico]

La presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante para producir putrescina u ornitina, y un método
para producir putrescina u ornitina usando los mismos.

[Antecedentes de la Técnica]

La putrescina se encuentra en bacterias u hongos gram negativos y esta presente en diversas especies en alta
concentracion. Por lo tanto se espera que desempefie funciones importantes en el metabolismo de los
microorganismos. En general, la putrescina es un material de base muy importante para la sintesis de poliamina
nailon-4,6 y se produce principalmente mediante un método de sintesis quimica. El método de sintesis quimica
consiste en un proceso de 3 etapas que incluye una reaccion de oxidacion catalitica, una etapa en la que se usa un
compuesto de cianuro y una reaccion de hidrogenacién que usa hidrégeno a alta presion. En este sentido, para la
produccién de putrescina, se requiere el desarrollo de un método mas respetuoso con el medio ambiente usando
biomasa que pueda reducir el consumo de energia.

En estas circunstancias, como métodos para producir putrescina usando un microorganismo, se desvelaron métodos
para la produccion de putrescina con un rendimiento elevado mediante transformacién de E. coli y un
microorganismo del género Corynebacterium (Publicacion de Patente Internacional N.° WO 2006/005603;
Publicacion de Patente Internacional N.° WO 2009/125924; Qian ZD et al., Biotechnol. Bioeng. 104 (4): 651 - 662,
2009; Schneider et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 88 (4): 859 -868, 2010; Schneider et al., Appl. Microbiol.
Biotechnol. 95: 169 - 178, 2012).

La ortitina es un material que se encuentra ampliamente en plantas, animales y microorganismos y se usa como un
precursor en la biosintesis de arginina, prolina, y poliaminas. La ornitina desempefia un papel importante en la ruta
de excrecién de urea producida a partir de aminoacidos o amoniaco por el ciclo de ornitina en el metabolismo in vivo
de animales superiores. La ornitina también se usa como suplemento nutricional o farmacos farmacéuticos en la
industria para mejorar la cirrosis hepatica y trastornos de la funcion hepatica. Los métodos conocidos para producir
ornitina incluyen el tratamiento de caseina de leche con enzimas digestivas y el uso de E. coli transformada o un
microorganismo del género Corynebacterium (Patente Coreana N.° 10-1372635; T. Gotoh et al., Bioprocess Biosyst.
Eng., 33: 773 - 777, 2010).

SugR, que es un regulador transcripcional del metabolismo del azucar (en lo sucesivo en el presente documento,
SugR), es un regulador transcripcional conocido en Corynebacterium, y hubo un informe previo de que SugR inhibe
el gen que codifica la fosfotransferasa de la proteina PEP del sistema PTS y los genes asociados con la glicolisis de
azucares (VF Wendisch, et al., J. Bacteriol. 190: 24, 8033 - 8044, 2008). La citrato sintasa es una enzima que en
primer lugar actua en el ciclo del TCA y puede regular su velocidad. Se informé que una cepa modificada de
Corynebacterium con actividad reducida de GItA aumentoé la produccion de aspartato y lisina (Shiio et al., Agric Biol
Chem. 46; 101 - 107, 1982).

Jiang L-Y et al., (J. Ind Microbiol Biotechnol 2013; 40: 1143-1151) desvela Corynebacterium glutamicum para la
produccion de ornitina. La citrato sintasa (gltA) entre otras enzimas dependientes de NAPD se sobreexpresan.

[Divulgacion]

[Problema Técnico]

Los presentes inventores han confirmado que la manipulacion de sugR, el gen que codifica SugR y gltA, el gen que
codifica la sintasa de citrato, mejora la productividad de la putrescina o de la ornitina, completando de ese modo la
presente invencion.

[Solucién Técnica]

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un microorganismo recombinante que pueda producir putrescina
u ornitina con alto rendimiento.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir putrescina u ornitina usando el
microorganismo mencionado anteriormente.

[Efectos Ventajosos]

Los presentes inventores han confirmado que el aumento de manera simultanea de la actividad de la citrato sintasa
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(en lo sucesivo en el presente documento, GItA) a la vez que se debilita la actividad de SugR en un microorganismo
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina aumenta la cantidad de produccién de putrescina u
ornitina. Por lo tanto, el microorganismo de la presente invencion se puede usar ampliamente para la produccion
industrial de putrescina u ornitina, y el microorganismo se puede usar ampliamente como un medio eficaz y deseable
en términos de aspectos econdmicos y ambientales para proporcionar un material de base para la produccion de
diversos productos poliméricos, en los que se usan putrescina u ornitina como materiales sin procesar.

[Mejor Modo de Llevar a Cabo la Invencién]

Un aspecto de la presente divulgacion proporciona un microorganismo modificado del género Corynebacterium que
produce putrescina u ornitina, en el que el microorganismo se ha modificado de modo que una actividad de
regulador transcripcional del metabolismo del azucar (SugR) se debilita en comparacién con la actividad de SugR en
la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium y una actividad de citrato sintasa (GItA) aumenta en
comparacion con su actividad de GItA en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium,

en el que la actividad de SugR se debilita por: 1) delecion de una parte o la totalidad de un polinucleétido que
codifica la proteina; 2) modificacion de la secuencia de control de la expresién para reducir la expresion del
polinucleétido; 3) modificacion de la secuencia de polinucleétidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la
proteina; o 4) un método seleccionado entre una combinacién de los mismos; y la actividad de GItA aumenta por: 1)
aumento del nimero de copias de un polinucleétido que codifica la enzima; 2) modificacién de la secuencia de
control de la expresion para aumentar la expresion del polinucleétido; 3) modificacion de la secuencia de
polinucledtidos en el cromosoma para aumentar la actividad de la enzima; o 4) modificacion por una combinacion de
los mismos.

Una realizacion a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el SugR consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 o de SEQ ID NO: 3.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el GItA consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5 0de SEQ ID NO: 7.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el microorganismo del género Corynebacterium se
selecciona entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes,
Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, y Brevibacterium lactofermentum.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que ademas se introduce una actividad de ornitina
descarboxilasa (ODC).

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el ODC consiste en una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 17.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de i) ornitina carbamoiltransferasa
(ArgF) se debilita en comparacion con la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium, ii) un agente exportador de glutamato se debilita en comparacion con la actividad del agente
exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, o iii) la ornitina
carbamoiltransferasa y un agente exportador de glutamato se debilitan en comparacion con la actividad de ornitina
carbamoiltransferasa y el agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion ademas proporciona el microorganismo modificado
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el ornitina carbamoiltransferasa consiste en
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o de SEQ ID NO: 11, y el agente exportador de glutamato consiste
en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o de SEQ ID NO: 15.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de al menos una enzima seleccionada
entre el grupo que consiste en acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC), acetilglutamato sintasa u ornitina
acetiltransferasa (Argd), acetilglutamato quinasa (ArgB), y acetilornitina aminotransferasa (ArgD) aumenta en
comparacion con la actividad de dicha enzima o enzimas en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa consiste en
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una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 o de SEQ ID NO: 21, the acetilglutamato sintasa u ornitina
acetiltransferasa consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:23 o de SEQ ID NO: 25, the
acetilglutamato quinasa consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 o de SEQ ID NO: 29, y la
acetilornitina aminotransferasa consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 o de SEQ ID NO: 33.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion ademas proporciona el microorganismo modificado
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de acetiltransferasa se
debilita en comparacién con la actividad de acetiliransferasa en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el acetiltransferasa consiste en una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 35 o de SEQ ID NO: 37.

Otra realizacién a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de una proteina que consiste en la SEQ
ID NO: 39 o la SEQ ID NO: 41 aumenta en comparacion con la actividad de dicha proteina en la misma cepa pero no
modificada de Corynebacterium.

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para producir putrescina u ornitina, que incluye:

(i) cultivar un microorganismo modificado del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina en un
medio, en el que una actividad de regulador transcripcional del metabolismo del azdcar (SugR) se debilita en
comparacion con su actividad endégena y una actividad de citrato sintasa (GItA) aumenta en comparacién con
su actividad enddgena; y

(i) recuperar putrescina u ornitina del microorganismo cultivado por el medio cultivado en la etapa (i).

Una realizaciéon a modo de ejemplo de la presente divulgacion proporciona el método para producir putrescina u
ornitina, en el que el microorganismo del género Corynebacterium es Corynebacterium glutamicum.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente divulgacion se describe con detalle.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a un microorganismo modificado del género Corynebacterium que
produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de regulador transcripcional del metabolismo del aztcar
(SugR) se debilita en comparacion con la actividad de SugR en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium y una actividad de citrato sintasa (GItA) aumenta en comparacion con su actividad de GItA en la
misma cepa pero no modificada de Corynebacterium. Como se usa en el presente documento, la expresion
"regulador transcripcional del metabolismo del azdcar (SugR)" se refiere a una enzima que funciona ampliamente
como un inhibidor con respecto a los genes asociados con diversos aspectos del metabolismo del aztcar, tal como
absorcién de azucar y el sistema de fosfotransferasa, glicdlisis, fermentacion relacionada con la lactato
deshidrogenasa, etc. En la presente divulgacion, SugR incluye tanto las proteinas endégenas como las proteinas
extrafias dentro de un microorganismo del género Corynebacterium, y especificamente, un SugR obtenido a partir de
un microorganismo del género Corynebacterium.

En la presente divulgacion, el regulador transcripcional del metabolismo del azucar puede incluir, pero no se limita a,
cualquier proteina que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o de SEQ ID NO: 3, o cualquier
proteina que incluya una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior,
especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 %
o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga
sustancialmente la misma actividad que el regulador transcripcional del metabolismo del azucar.

Ademas, dado que la secuencia de aminoacidos de una proteina que codifica la actividad mencionada anteriormente
puede variar dependiendo de la especie o cepa del microorganismo, el SugR puede estar limitado con respecto a su
origen en la presente divulgacion, pero el SugR se puede obtener, por ejemplo, a partir de un microorganismo del
género Corynebacterium, y especificamente, se puede obtener a partir de Corynebacterium glutamicum. Es evidente
que cualquier secuencia de aminoacidos que tenga una homologia con respecto a las secuencias mencionadas
anteriormente y que tenga una actividad bioldgica sustancialmente igual o correspondiente a la proteina de SEQ ID
NO: 1 o de SEQ ID NO: 3 también puede pertenecer al alcance de la presente divulgacion, aunque la secuencia de
aminoacidos puede tener una delecién, modificacién, sustitucion, o adicién en parte de la secuencia.

El polinucledtido que codifica el regulador transcripcional del metabolismo del azicar de la presente divulgacion,
siempre y cuando tenga una actividad similar a la del regulador transcripcional del metabolismo del azicar, puede
incluir cualquier polinucleétido que codifique la proteina que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o
de SEQ ID NO: 3, o los polinucleétidos que codifican proteinas que tienen una homologia de secuencia de un 70 %
o superior, especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas
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especificamente un 95 % o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas
especificamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente. Con
respecto al polinucleétido que codifica el regulador transcripcional del metabolismo del azucar, teniendo en cuenta
los codones basandose en la degeneracion del codoén o los preferidos por organismos para expresar el regulador, se
pueden realizar diversas modificaciones en la region codificante dentro del alcance sin cambiar la secuencia de
aminoacidos del polipéptido, y especificamente, el polinucleétido puede incluir la secuencia de polinucledtidos de
SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 4, pero no se limita a estas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "citrato sintasa (GItA)" se refiere a una enzima que esta
implicada en la produccién de diversos compuestos intermedios biosintéticos intracelulares y la produccion de acido
nucleico con contenido reducido de purina. Se sabe que GItA actia para mediar la condensacion hidrolitica entre
acetil-CoA y oxaloacetato para la produccion de citrato. En la presente divulgacion, GItA incluye tanto las enzimas
enddégenas como las proteinas extrafias presentes en un microorganismo del género Corynebacterium, y
especificamente, GItA obtenido a partir de un microorganismo del género Corynebacterium.

En la presente divulgacion, GItA puede incluir, pero no se limita a, las proteinas que tienen la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7, o cualquier proteina que incluya una secuencia de aminoacidos
que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior, especificamente un 80 % o superior, mas
especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 % o superior, ademas incluso mas
especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de
aminoacidos mencionadas anteriormente, y que tenga la actividad sustancial de mediar la condensacién hidrolitica
entre acetil-CoA y oxaloacetato para la produccioén de citrato.

Ademas, dado que la secuencia de aminoacidos de la proteina que presenta la actividad puede variar de acuerdo
con la especie o cepa del microorganismo, GItA se puede obtener, por ejemplo, Corynebacterium, y
especificamente, Corynebacterium glutamicum, pero el origen de GItA no se limita a esto en la presente divulgacion.
Es evidente que cualquier secuencia de aminoacidos que tenga una homologia con respecto a las secuencias
mencionadas anteriormente y que tenga una actividad bioldgica sustancialmente igual o correspondiente a la
proteina de SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7 también puede pertenecer al alcance de la presente divulgacion,
aunque la secuencia de aminoacidos puede tener una delecién, modificacién, sustituciéon, o adicién en parte de la
secuencia.

El polinucleétido que codifica GItA de la presente divulgacion puede incluir los polinucleétidos que codifican el
aminoacido de SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7, o los polinucleétidos que codifican proteinas que tienen una
homologia de un 70 % o superior, especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior,
incluso mas especificamente un 95 % o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas
especificamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente. Con
respecto al polinucledtido que codifica GItA, teniendo en cuenta los codones basandose en la degeneracion del
codon o los preferidos por organismos para expresar el GItA, se pueden realizar diversas modificaciones en la region
codificante dentro del alcance sin cambiar la secuencia de aminoacidos del polipéptido, y especificamente, el
polinucledétido puede incluir la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 6 o de SEQ ID NO: 8, pero no se limita a
estas.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" se refiere a un grado de identidad en comparacion
con una secuencia de aminoacidos dada o una secuencia de polinucleétidos y se puede indicar como un porcentaje.
En la presente divulgacion, las secuencias homoélogas que tienen una actividad igual o similar a la de la secuencia
de aminoéacidos dada o la secuencia de polinucleétidos se indican en términos de " % de homologia". Por ejemplo, la
homologia se puede confirmar usando un software convencional para calcular parametros (por ejemplo, parametros
tales como puntuacion, identidad y similitud), especificamente BLAST 2.0, o comparando secuencias por
transferencia de Southern en condiciones de hibridacion rigurosas definidas, y las condiciones de hibridacion
apropiadas que se van a definir se pueden determinar con un método que esta dentro del alcance de la técnica y
que es bien conocido para alguien con una experiencia habitual en la materia (por ejemplo, J. Sambrook et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, New
York, 1989; F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York).

Ademas, los polinucleétidos que codifican SugR y citrato sintasa de la presente divulgacion se pueden hibridar en
condiciones rigurosas con las secuencias de polinuclettidos de SEQ ID NO: 2 0 4, o de SEQ ID NO: 6 u 8, o sondas
obtenidas a partir de las secuencias de polinucledtidos, respectivamente, y pueden ser un tipo modificado que
codifica SugR vy citrato sintasa que estan implicados en las funciones normales. Como se usa en el presente
documento, la expresién "condiciones rigurosas” se refiere a una condicién que permite una hibridacion especifica
entre polinucledtidos. Por ejemplo, las condiciones rigurosas se describen especificamente en las referencias (por
ejemplo, J. Sambrook et al., en el mismo lugar).

En la presente divulgacion, se realizaron intentos para debilitar la actividad de SugR, o para aumentar la actividad de

GItA, o para aplicar tanto un debilitamiento de la actividad de SugR como un aumento de la actividad de GItA de
forma simultanea con respecto a un microorganismo del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina,
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y como resultado, se confirmé que la cantidad de producciéon de putrescina u ornitina aumenté en todas las cepas
modificadas.

En particular, el microorganismo de la presente divulgacion puede incluir microorganismos tanto de tipo silvestre
como de tipo modificado siempre y cuando puedan producir putrescina u ornitina. Por ejemplo, el microorganismo
puede pertenecer al género Escherichia, el género Shigella, el género Citrobacter, el género Salmonella, el género
Enterobacter, el género Yersinia, el género Klebsiella, el género Erwinia, el género Corynebacterium, el género
Brevibacterium, el género Lactobacillus, el género Selenomanas, el género Vibrio, el género Pseudomonas, el
género Streptomyces, el género Arcanobacterium, y el género Alcaligenes. De forma especifica, el microorganismo
de la presente divulgacion de pertenecer al género Corynebacterium, y mas especificamente, se puede seleccionar
entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium
thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, y Brevibacterium lactofermentum, e incluso mas especificamente, puede
ser Corynebacterium glutamicum, pero no se limita a estos.

De forma especifica, como se usa en el presente documento, la expresion "que produce putrescina u ornitina" se
refiere a un microorganismo proporcionado con productividad de putrescina u ornitina en una cepa precursora que
tiene la putrescina o la ornitina en un estado natural o no tiene actividad de putrescina u ornitina.

Ademas, el microorganismo que produce putrescina u ornitina se puede modificar de modo que una actividad de
ornitina carbamoiltransferasa (ArgF), que esta implicada en la sintesis de la arginina, se debilita en comparacién con
la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium y/o una actividad de agente
exportador de glutamato (NCgl1221), que es una proteina implicada en la secrecion de glutamato, se debilita en
comparacion con la actividad del agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

Ademas, el microorganismo que tiene productividad de putrescina se puede modificar para debilitar la actividad de la
acetiltransferasa (NCgl1469), que es una proteina que acetila la putrescina, en comparacion con la actividad en la
misma cepa pero no modificada de Corynebacterium y/o para introducir la actividad de ODC, que es una proteina
que convierte la ornitina en putrescina.

En particular, la modificaciéon de las actividades de mejora o debilitamiento se puede producir mediante un proceso
denominado transformacion en la presente divulgacion. Como se usa en el presente documento, el término
"transformacion"” se refiere a un proceso de introduccién de un polinucleétido que codifica una proteina particular o
un vector que incluye una secuencia promotora con actividad fuerte o débil, etc., en una célula hospedadora,
permitiendo de este modo la expresion de la proteina codificada por el polinucleétido en la célula hospedadora o la
induccion de la modificacion del cromosoma de la célula hospedadora.

Ademas, el polinucledtido incluye ADN y ARN que codifican la proteina diana. El polinucleétido se puede insertar en
cualquier forma siempre y cuando pueda introducirse en una célula hospedadora y expresarse en la misma. Por
ejemplo, el polinucleétido se puede introducir en una célula hospedadora en forma de un casete de expresion, que
es un constructo genético que incluye todos los elementos esenciales necesarios para la autoexpresion. El casete de
expresion puede incluir convencionalmente un promotor conectado de forma operativa al polinucleétido, una sefal
de terminacion de la transcripcion, un dominio de unién a ribosoma y una sefal de terminacién de la traduccion. El
casete de expresion puede tener la forma de un vector de expresion capaz de autorreplicacion. Ademas, el
polinucleétido se puede introducir en una célula hospedadora como tal y se conecta de manera operativa a una
secuencia necesaria para su expresion en la célula hospedadora, pero no se limita a esta.

Ademas, como se usa en el presente documento, la expresion "conectado de forma operativa" se refiere a una
conexion funcional entre una secuencia promotora, que inicia y media la transcripcion del polinucleétido que codifica
la proteina diana de la presente divulgacion, y la secuencia genética mencionada anteriormente.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a cualquier constructo de ADN que incluye la
secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina diana, que esta conectada de forma operativa a una secuencia
de control apropiada capaz de expresar la proteina diana en una célula hospedadora apropiada. La secuencia de
control incluye un promotor capaz de iniciar la transcripcion, cualquier secuencia de operador capaz de controlar la
transcripcion, una secuencia que codifica un dominio de unién a ribosoma de ARNm apropiado, y secuencias
capaces de controlar la terminacién de la transcripcion y la traduccion. El vector, después de transformarse en una
célula hospedadora apropiada, se puede replicar o funcionar independientemente del genoma del hospedador, o se
puede integrar en el propio genoma hospedador.

El vector que se va a usar en la presente divulgacion puede no estar particularmente limitado siempre y cuando el
vector se puede replicar en una célula hospedadora, y se pueda usar cualquier vector conocido en la técnica. Los
ejemplos del vector usado convencionalmente pueden incluir plasmidos, césmidos, virus, y bacteriéfagos naturales o
recombinantes. Por ejemplo, como vector fago o vector césmido, se pueden usar, pWE15, M13, MBL3, MBL4, IXII,
ASHII, APII, t10, t11, Charon4A, Charon21A, etc.; y como un vector plasmidico, se pueden usar aquellos basados en
PBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL, pET, etc.. El vector que se va a usar en la presente divulgacion puede no
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estar particularmente limitado, pero se puede usar cualquier vector de expresién conocido. De forma especifica, se
pueden usar los vectores pDZ, pDZTn, pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118,
pCC1BAC, eftc.

Como tal, el polinucleétido que codifica una proteina diana extrafia se puede sustituir por un polinucleétido
modificado en el cromosoma mediante un vector para la insercidon en el cromosoma bacteriano. La insercion del
polinucleétido en el cromosoma se puede llevar a cabo usando cualquier método conocido en la técnica, por
ejemplo, por recombinacion homadloga, pero no se limita a esta. Dado que el vector de la presente divulgacion se
puede insertar en el cromosoma mediante recombinaciéon homaéloga, se puede incluir un marcador de seleccién para
confirmar la insercion en el cromosoma. El marcador de seleccién se usa para la seleccion de una célula
transformada, es decir, para confirmar si se ha insertado el polinucleétido diana, y se pueden usar marcadores
capaces de proporcionar fenotipos seleccionables tales como resistencia a farmacos, requisito de nutrientes,
resistencia a agentes citotdxicos y expresion de proteinas de superficie. En las circunstancias tratadas con agentes
selectivos, solo las células capaces de expresar los marcadores de seleccion pueden sobrevivir o expresar otros
rasgos fenotipicos, y de ese modo las células transformadas se pueden seleccionar.

Como se usa en el presente documento, la expresion "mejora de la actividad" no solo incluye la provisién de un
efecto mas alto que la funcion original debido a la nueva introduccion de una actividad o un aumento de la actividad
de una proteina en si misma, sino que también incluye el aumento de su actividad por un aumento de la actividad de
un gen enddégeno, amplificacion de un gen enddgeno a partir de uno o varios factores internos o externos, delecion
de uno o varios factores reguladores para inhibir la expresion génica, un aumento del nimero de copias del gen,
introduccion de un gen del exterior, modificacion de la secuencia de control de la expresion, y especificamente, un
aumento de la actividad enzimatica debido a la sustitucion o modificacion de un promotor y una mutacion dentro de
un gen, etc.

De forma especifica, en la presente divulgacion, la mejora o aumento de actividad se puede llevar a cabo mediante:

1) aumento del nimero de copias de un polinucleétido que codifica la enzima,

2) modificacion de la secuencia de control de la expresion para aumentar la expresion del polinucleétido,

3) modificacién de la secuencia de polinucledtidos en el cromosoma para aumentar la actividad de la enzima, y
4) maodificaciéon por una combinacion de los mismos,

pero el método no se limita a esto.

El aumento del nimero de copias de un polinucleétido (método 1) se puede llevar a cabo de una manera en la que el
polinucleétido se une de forma operativa a un vector, o insertando el polinucleétido en el cromosoma de una célula
hospedadora, aunque el método no es particularmente limitado al mismo. De forma especifica, el aumento del
numero de copias de un polinucleétido dentro del cromosoma de la célula hospedadora se puede llevar a cabo
mediante la introduccion de un vector que se puede replicar y funcionar independientemente de una célula
hospedadora y al que el polinucleétido que codifica la proteina de la presente divulgacion se une de forma operativa;
o se puede llevar a cabo introduciendo un vector que puede insertar el polinucleétido en el cromosoma de una célula
hospedadora y al que el polinucleétido se une de forma operativa, en una célula hospedadora.

A continuacién, la modificacién de la secuencia de control de la expresién para aumentar la expresion de un
polinucledtido (método 2) se puede llevar a cabo induciendo una modificacidon en la secuencia de polinucleétidos
mediante delecidn, insercién, sustitucion no conservativa o conservativa de la secuencia de polinucleétidos, o una
combinacion de los mismos para mejorar aun mas la actividad de la secuencia de control de la expresion, o
sustituyendo la secuencia de polinucledtidos por una secuencia de polinucleétidos que tiene una actividad mas
fuerte, aunque el método no esta particularmente limitado a ello. La secuencia de control de expresion incluye un
promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica el sitio de union a ribosoma y una secuencia que
regula la terminacién de la transcripcion y la traduccion.

Un promotor exdgeno fuerte, en lugar del promotor original, se puede conectar a la regiéon cadena arriba de la unidad
de expresion del polinucledtido. Los ejemplos del promotor fuerte pueden ser el promotor CJ7, el promotor lysCP1, el
promotor EFTu, el promotor groEL, el promotor aceA o aceB, etc., y mas especificamente, la velocidad de expresion
se puede mejorar al conectarse de forma operativa al promotor lysCP1 obtenido a partir de Corynebacterium
(documento WO 2009/096689) o del promotor CJ7 (Patente Coreana N.° 0620092 y documento WO 2006/065095),
pero el promotor fuerte no se limita a los mismos.

Ademas, la modificacion de una secuencia de polinucleétidos en el cromosoma (método 3) se puede llevar a cabo
mediante la inducciéon de una modificaciéon en la secuencia de control de la expresién mediante delecion, insercién,
sustitucién no conservativa o conservativa de la secuencia de polinucleétidos, o una combinacién de las mismas
para mejorar aun mas la actividad de la secuencia de polinucleétido, o destituyendo la secuencia de polinucleétido
con una secuencia de polinucledtido mejorada que tiene una actividad mas fuerte, aunque el método no esta
particularmente limitado a la misma.

Como se usa en el presente documento, el "debilitamiento de la actividad" se puede conseguir mediante delecion de
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una parte o la totalidad de un polinucleétido que codifica la proteina para debilitar la actividad de la proteina,
mediante modificacién de la secuencia de control de la expresion para reducir la expresion del polinucleétido,
mediante modificacion de la secuencia de polinucleétidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la
proteina, y mediante un método seleccionado entre una combinacion de los mismos.

De forma especifica, en la presente divulgacion, el debilitamiento de la actividad se puede conseguir mediante:

1) delecién de una parte o la totalidad de un polinucleétido que codifica la proteina,

2) modificacion de la secuencia de control de la expresion para reducir la expresion del polinucleétido,

3) modificacién de la secuencia de polinucledtidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la proteina, y
4) un método seleccionado entre una combinacién de los mismos,

pero el método no se limita a esto.

De forma especifica, el método de deleciéon de una parte o de la totalidad de un polinucleétido que codifica una
proteina se puede llevar a cabo sustituyendo el polinucleétido que codifica la proteina diana enddgena dentro del
cromosoma con un polinucledtido que tiene una delecidon parcial en la secuencia de polinucleétidos o un gen
marcador que usa un vector para la insercidon cromosémica dentro de las bacterias. Como se usa en el presente
documento, el término "una parte" puede variar dependiendo de los tipos de polinucledtidos, y puede hacer
referencia de forma especifica de 1 a 300, mas especificamente de 1 a 100, e incluso mas especificamente de 1 a
50.

Ademas, el método de modificacion de la secuencia de control de la expresiéon se puede llevar a cabo induciendo
una modificacién en la secuencia de control de expresién mediante delecién, insercién, sustitucion no conservativa o
conservativa de una secuencia de polinucleétidos, o una combinaciéon de las mismas para debilitar ain mas la
actividad de la secuencia de control de la expresion, o sustituyendo la secuencia de polinucleétidos con una
secuencia de polinucledtidos que tiene una actividad mas débil. La secuencia de control de la expresion incluye un
promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica un sitio de unién a ribosoma y una secuencia que
regula la terminacién de la transcripcion y la traduccion.

Ademas, el método de modificacién de una secuencia de polinucleétidos en el cromosoma se puede llevar a cabo
mediante la induccion de una modificaciéon en la secuencia de polinucleétidos mediante delecion, insercién,
sustitucién no conservativa o conservativa de la secuencia de polinucleétidos, o una combinacién de las mismas
para debilitar aiin mas la actividad de la proteina, o mediante sustitucion de la secuencia de polinucleétidos con una
secuencia de polinucledtidos mejorada que tiene una actividad mas fuerte.

Ademas, el método de delecion del factor regulador que inhibe la expresion del polinucleétido de la proteina se
puede llevar a cabo sustituyendo el polinucleétido para el factor de inhibicion de la expresién con un polinucleétido
que tiene una delecion parcial en la secuencia del polinucleétido o un gen marcador. Como se usa en el presente
documento, el término "una parte" puede variar dependiendo de los tipos de polinucledtidos, y puede hacer
referencia de forma especifica de 1 a 300, mas especificamente de 1 a 100, e incluso mas especificamente de 1 a
50.

Como se usa en el presente documento, la expresion "actividad endoégena” se refiere a un estado activo de una
enzima en un estado no modificado, por ejemplo, en un estado natural, que un microorganismo tiene originalmente,
y la expresion "mejora en comparacion con su actividad enddgena” se refiere a un estado de aumento de la actividad
de la proteina que el microorganismo tiene después de su manipulacion, tal como la introduccién de un gen que
presenta una actividad o un aumento del nimero de copias del gen correspondiente, delecion del factor de control
de la inhibiciéon de la expresion del gen, o una modificacion de la secuencia de la secuencia de control de la
expresion, por ejemplo, el uso de un promotor mejorado, en comparacion con la actividad que el microorganismo
tiene antes de su manipulacion.

El microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgacion puede ser un microorganismo del género
Corynebacterium que tiene productividad de putrescina, en el que ademas se introduce el actividad de ornitina
descarboxilasa (ODC).

Como se usa en el presente documento, la expresion "ornitina descarboxilasa (ODC)" se refiere una enzima que
tiene productividad de putrescina mediando en la descarboxilacién de la ornitina. Aunque el microorganismo del
género Corynebacterium no tiene una ruta de biosintesis de putrescina, cuando ODC se introduce desde el exterior,
la putrescina se sintetiza y se libera por via extracelular. En la presente divulgacién, la ODC puede consistir en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, o puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteina que tenga una
homologia de un 70 % o superior, especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior,
incluso mas especificamente un 95 % o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas
especificamente un 99 % o superior con la secuencia de aminoacidos mencionada anteriormente, siempre y cuando
la proteina tenga sustancialmente la misma actividad de ODC.

Ademas, dado que la secuencia de aminoacidos de la proteina que presenta la actividad puede variar de acuerdo
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con la especie o cepa del microorganismo, el origen de ODC no esta limitado en la presente divulgacion, y
especificamente, puede ser una ODC obtenida a partir de E. coli. Es evidente que cualquier secuencia de
aminoacidos que tenga una homologia con respecto a las secuencias mencionadas anteriormente y que tenga una
actividad biologica sustancialmente igual o correspondiente a la proteina de SEQ ID NO: 17 también puede
pertenecer al alcance de la presente divulgacion, aunque la secuencia de aminoacidos puede tener una delecion,
modificacién, sustitucion, o adicién en parte de la secuencia.

El polinucleétido que codifica ODC de la presente divulgacion puede incluir los polinucleétidos que codifican el
aminoacido de SEQ ID NO: 17, o los polinuclettidos que codifican proteinas que tienen una homologia de un 70 % o
superior, especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas
especificamente un 95 % o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas
especificamente un 99 % o superior con respecto a la secuencia de aminoacidos mencionada anteriormente. Con
respecto al polinucleétido que codifica la ODC, teniendo en cuenta los codones basandose en la degeneracion del
codon o los preferidos por organismos para expresar la proteina, se pueden realizar diversas modificaciones en la
region codificante dentro del alcance sin cambiar la secuencia de aminoacidos del polipéptido.

El microorganismo del género Corynebacterium puede ser un microorganismo del género Corynebacterium que
produce putrescina u ornitina, en el que las actividades de i) ornitina carbamoiltransferasa (ArgF) se debilitan en
comparacion con la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, ii) el agente
exportador de glutamato (NCgl1221) se debilita en comparacién con la actividad del agente exportador de glutamato
en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, o iii) la ornitina carbamoiltransferasa y un agente
exportador de glutamato se debilitan en comparacion con las actividades de ornitina carbamoiltransferasa y el
agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

En la presente divulgacion, la ornitina carbamoiltransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteina que
consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o de SEQ ID NO: 11, o cualquier proteina que consista
en una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior, especificamente
un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 % o superior,
ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior con respecto
a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga o sustancialmente
la misma actividad que la ornitina carbamoiltransferasa.

Ademas, el agente exportador de glutamato en la presente divulgacion puede incluir, pero no se limita a, cualquier
proteina que consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o de SEQ ID NO: 15, o cualquier proteina
que incluya una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior,
especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 %
o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga
sustancialmente la misma actividad que el agente exportador de glutamato.

Ademas, el microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgacion puede ser un microorganismo
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que al menos una actividad enzimatica
seleccionada entre el grupo que consiste en acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa (ArgC), acetilglutamato sintasa
u ornitina acetiltransferasa (ArgJ), acetilglutamato quinasa (ArgB), y acetilornitina aminotransferasa (ArgD) aumenta
en comparaciéon con la actividad de dicha enzima o enzimas en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

En la presente divulgacion, la acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier
proteina que consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 o de SEQ ID NO: 21, o cualquier proteina
que consista en una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior,
especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 %
o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga
sustancialmente la misma actividad que la acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa.

Ademas, la acetilglutamato sintasa u ornitina acetiltransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteina
que consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 o de SEQ ID NO: 25, o cualquier proteina que
consista en una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior,
especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 %
o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga
sustancialmente la misma actividad que acetilglutamato sintasa u ornitina acetiltransferasa.

En la presente divulgacion, la acetilglutamato quinasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteina que

consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 o de SEQ ID NO: 29, o cualquier proteina que consista
en una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior, especificamente
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un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 % o superior,
ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior con respecto
a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga sustancialmente
la misma actividad que acetilglutamato quinasa.

Ademas, en la presente divulgacion, la acetilornitina aminotransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier
proteina que consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 o de SEQ ID NO: 33, o cualquier proteina
que consista en una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior,
especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 %
o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga
sustancialmente la misma actividad que acetilornitina aminotransferasa.

Ademas, el microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgacion puede ser un microorganismo
del género Corynebacterium que tiene productividad de putrescina, en el que la actividad de acetiltransferasa
(NCgl1469) se debilita en comparacion con la actividad de acetiltransferasa en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

En la presente divulgacion, la acetiltransferasa puede incluir cualquier proteina que pueda transferir un grupo acetilo
a la putrescina. La acetiltransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteina que consista en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 o de SEQ ID NO: 37, o cualquier proteina que consista en una
secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un 70 % o superior, especificamente un 80 %
o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas especificamente un 95 % o superior, ademas
incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas especificamente un 99 % o superior con respecto a las
secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteina tenga sustancialmente la
misma actividad que acetiltransferasa.

Por ultimo, el microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgacion puede ser un microorganismo
del género Corynebacterium que tiene productividad de putrescina, en el que la actividad de NCgl2522 aumenta en
comparacion con su actividad del NCgl2522 en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

En la presente divulgacion, NCgl2522 es una proteina que desempefia el papel de liberar putrescina, y puede incluir
cualquier proteina que pueda transferir un grupo acetilo a la putrescina. La acetiliransferasa puede incluir, pero no se
limita a, cualquier proteina que consista en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39 o de SEQ ID NO: 41, o
cualquier proteina que consista en una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de secuencia de un
70 % o superior, especificamente un 80 % o superior, mas especificamente un 90 % o superior, incluso mas
especificamente un 95 % o superior, ademas incluso mas especificamente un 98 % o superior, y lo mas
especificamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de aminoacidos mencionadas anteriormente,
siempre y cuando la proteina tenga sustancialmente la misma actividad que NCgl2522.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para producir putrescina u ornitina, que incluye:

(i) cultivar el microorganismo modificado del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina en un medio;

y
(i) recuperar putrescina u ornitina del microorganismo cultivado pues cultivo en la etapa (i).

En la presente divulgacion, el microorganismo del género Corynebacterium puede ser Corynebacterium glutamicum.

El microorganismo del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina de la presente divulgacion es el
mismo que el que se ha descrito anteriormente.

En el método mencionado anteriormente, el microorganismo se puede cultivar mediante cultivo discontinuo, cultivo
continuo, y cultivo semicontinuo conocido en la técnica, aunque no se limitan particularmente a los mismos. En
particular, con respecto a la condicién de cultivo, el pH apropiado (es decir, un pH éptimo de 5 a 9, especificamente
un pH de 6 a 8, y lo mas especificamente un pH de 6,8) se puede mantener usando un compuesto quimico basico
(por ejemplo, hidroxido sédico, hidroxido potasico, o amoniaco) o un producto quimico acido (por ejemplo, acido
fosférico o acido sulfdrico), aunque no se limita en particular a los mismos. Ademas, una condicion aerobia se puede
mantener afiadiendo oxigeno o una mezcla de gases que contiene oxigeno a un cultivo celular. La temperatura del
cultivo se puede mantener de 20 °C a 45 °C, y especificamente de 25 °C a 40 °C, y el microorganismo se puede
cultivar de aproximadamente 10 horas a 160 horas. La putrescina o la ornitina producida con el cultivo mencionado
anteriormente se puede secretar a un medio de cultivo o puede permanecer dentro de las células.

Ademas, en el medio de cultivo, las fuentes de carbono, tales como azucares y carbohidratos (por ejemplo, glucosa,
sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, molasas, almidén y celulosa), aceites y grasas (por ejemplo, aceite de soja,
aceite de semilla de girasol, aceite de cacahuete, y aceite de coco), acidos grasos (por ejemplo, acido palmitico,
acido estearico y acido linoleico), alcoholes (por ejemplo, glicerol y etanol) y acidos organicos (por ejemplo, acido
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acético), se pueden usar individualmente o en combinacién, pero no se limitan a los mismos; las fuentes de
nitrégeno, tales como compuestos organicos que contienen nitrogeno (por ejemplo, peptona, extracto de levadura,
jugo de carne, extracto de malta, licor de maiz fermentado, harina de soja, y urea) o compuestos inorganicos (por
ejemplo, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio), se
pueden usar individualmente o en combinacion, pero no se limitan a los mismos; y las fuentes de potasio, tales como
dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio o sales que contienen sodio que corresponden a los
mismos, se pueden usar individualmente o en combinacién, pero no se limitan a las mismas. Ademas, en el medio
pueden estar contenidas otras sustancias esenciales que estimulan el crecimiento incluyendo sales metdlicas (por
ejemplo, sulfato de magnesio o sulfato de hierro), aminoacidos y vitaminas.

El método de recuperacion de la putrescina o de la ornitina producida durante el cultivo de la presente divulgacion se
puede llevar a cabo a cabo con un método de cultivo apropiado conocido en la técnica, por ejemplo, cultivo
discontinuo, cultivo continuo o cultivos semicontinuo y, por lo tanto, el material objetivo se puede recuperar del
cultivo.

[Modos para llevar a cabo la invencion]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describira en detalle con las realizaciones
adjuntas a modo de ejemplo. Sin embargo, las realizaciones a modo de ejemplo que se desvelan en el presente
documento son solo para fines ilustrativos y no se deberian interpretar como limitantes del alcance de la presente
invencion.

Ejemplo 1: Preparacion de cepas con debilitamiento del gen sugR a partir de cepas que tienen productividad
de putrescina

Los presentes inventores han confirmado el efecto del debilitamiento de sugR, que es el gen que codifica SugR, en
una cepa que tiene productividad de putrescina.

1-1. Preparacion de cepas con debilitamiento del gen sugR a partir de la cepa basada en ATCC13032 que
tiene productividad de putrescina

Con el fin de confirmar si el debilitamiento del gen sugR estaba relacionado con la productividad de la putrescina en
una cepa basada en ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum que tiene productividad de putrescina
(Publicacion de Solicitud de Patente Coreana N.° 10-2013-0082478), se prepar6 una cepa con debilitamiento del gen
sugR. De forma especifica, la cepa con debilitamiento del gen sugR se preparé cambiando el coddn de inicio del gen
SsugR vy sustituyendo el promotor por el promotor con debilitamiento de B6 (Patek M (2005) Regulation of gene
expression. En: Eggeling L, Bott M (eds) Handbook of Corynebacterium glutamicum. CRC, BocaRaton).

En primer lugar, se preparé un vector para cambiar el codén de iniciacion del gen sugR. Con respecto a la
proximidad de la secuencia de polinucledtidos del gen que codifica el SugR descrito por la SEQ ID NO: 2, se
prepararon los pares de cebadores de las SEQ ID NOS: 43 y 44 para obtener el fragmento recombinante homoélogo
cadena arriba del codén de inicié del gen sugR y los padres de cebadores de las SEQ ID NOS: 45, 46 y 47 para
obtener el fragmento recombinante homoélogo cadena abajo del coddn de inicio del gen sugR. Los cebadores usados
para el cambio de los codones de inicio se resumen en la Tabla 1 que sigue a continuacion.

[Tabla 1]
Cebador Secuencia (5’ -> 3)
sugR F1_Sall (SEQ ID NO: 43) CTTGCATGCCTGCAGGTCGACAGGATTCATCTG
GCATCTGGC
sugR -R1 (SEQ ID NO: 44) GTCACTCCTTAAAGCAAAAAGCC

sugR-F2_GTG (SEQIDNO:45) | 1T TTGCTTTAAGGAGTGACGTGTACGCAGAGG
AGCGCCGTC

sugR -F2_TTG (SEQ ID NO: 46) TTTTTGCTITAAGGAGTGACTTGTACGCAGAGG

AGCGCCGTC
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sugR -R2_BamHI (SEQIDNO:47) |~ A GCTCGGTACCCGGGGATCCGCGAGAGTACG
AAGCGCAGT

La PCR se llevé a cabo usando el ADN gendémico de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum como un
molde a lo largo junto con 2 pares de cebadores, respectivamente, para amplificar la regién cadena arriba y la regién
cadena abajo del codén de inicio del gen sugR, respectivamente, y los resultados se sometieron a electroforesis
para obtener los fragmentos deseados. En particular, la PCR se llevé a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos, y con extension a 72 °C durante 30
segundos. Los fragmentos obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y
las bandas de los tamafios deseados se eluyeron y se purificaron.

El vector pDZ (Patente Coreana N.° 10-0924065) se tratd con BamH| y Sall y a continuacion los productos de PCR
de la cepa ATCC13032 se sometieron a clonacién por fusiéon. La clonacién por fusion se llevé a cabo usando el Kit
de Clonacion En-Fusion® HD (Clontech). Por lo tanto, se prepararon los plasmidos pDZ-1’sugR(GTG) y que pDZ-
1’sugR(TTG).

En el caso del vector para la sustituciéon en un promotor con debilitamiento de B6, la SEQ ID NO: 48 para la
preparacion del vector se preparé como se muestra en la Tabla 2 que sigue a continuacion.

[Tabla 2]
Cebador Secuencia (5’ -> 3)

sugR F3 (SEQ ID NO: 48)

TTTTTGCTTTAAGGAGTGACGAAGGCAACCATGAA(
TCTAATGTACGCAGAGGAGCGCCGTC

La PCR se llevé a cabo usando los pares de cebadores de las SEQ ID NOS: 43 y 44 para obtener el fragmento
recombinante homologo cadena arriba del codon de inicio del gen sugR y los pares de cebadores de las SEQ ID
NOS: 48 y 47 para obtener el fragmento recombinante homoélogo cadena abajo el coddn de inicio del gen sugR, que
se preparé con respecto a la proximidad de la secuencia de polinucleétidos del gen que codifica el SugR descrito por
la SEQ ID NO: 2, y la region cadena arriba y la regién cadena abajo del coddn de inicio del gen sugR se
amplificaron, respectivamente, y los resultados se sometieron a electroforesis para obtener los fragmentos
deseados. Los fragmentos obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y
las bandas de los tamarfios deseados se eluyeron y se purificaron. El vector pDZ se traté con BamHl y Sall y a
continuacion los productos de PCR de la cepa ATCC13032 se sometieron a clonacién por fusion. La clonacién por
fusion se llevd a cabo usando el Kit de Clonacion En-Fusion® HD (Clontech). Por lo tanto, se preparoé el plasmido
pDZ-1’sugR(B6).

Los plasmidos pDZ-1’'sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6) se introdujeron en un microorganismo del
género Corynebacterium KCCM11240P (Publicaciéon de Solicitud de Patente Coreana N.° 10-2013-0082478) por
electroporacion para obtener transformantes, y los transformantes se sembraron en placas en medios de placa BHIS
(37 g/l de infusién de cerebro y corazon, 91 g/l de sorbitol, y agar al 2 %) que contenian kanamicina (25 pg/ml) y X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolin-D-galactésido) y se cultivaron para obtener colonias. Entre las colonias, se
seleccionaron colonias azules y por lo tanto se seleccionaron las cepas introducidas con los plasmidos pDZ-
1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6).

Las cepas seleccionadas se cultivaron con agitacion (30 °C, 8 horas) en medio CM (10 g/I de glucosa, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8) y se
diluyeron secuencialmente de 10# a 10-'°, se sembraron en placas en un medio solido que contenia X-gal, y se
cultivaron para formar colonias.

Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que aparecian a una tasa
relativamente baja y las cepas en las que el codon de inicio de sugR se cambié a GTG o TTG por un cruce
secundario o las cepas en las que el promotor se cambio a B6 se seleccionaron en ultimo lugar. Con respecto a las
cepas seleccionadas en ultimo lugar, la PCR se llevé a cabo usando un par de cebadores de SEQ ID NOS: 43y 47 y
se confirmé que el coddn de inicio de sugR se cambié a GTG o TTG, o el promotor se convirtié en un promotor con
debilitamiento de B6, y las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum se denominaron KCCM11240P sugR
(GTG), KCCM11240P sugR (TTG), KCCM11240P sugR (B6).

1-2. Preparacion de una cepa con debilitamiento del gen sugR a partir de una cepa basada en ATCC13869
que tiene productividad de putrescina
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DAB12-a ANCgl1469 (Publicacion de Solicitud de Patente Coreana N.° 10-2014-0115244), que es una cepa de
Corynebacterium glutamicum basada en ATCC13869 que tiene productividad de putrescina, se denominé DAB12-b,
y una cepa con debilitamiento de sugR se prepard basandose en la cepa DAB12-b.

De forma especifica, para confirmar las secuencias del gen que codifica SugR obtenido a partir de la cepa
ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum y la proteina expresada a partir de las mismas, la PCR se llevd a cabo
usando el ADN gendmico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum como un molde junto con un par
de cebadores de SEQ ID NO: 43 y de SEQ ID NO: 49.

[Tabla 3]
Cebador Secuencia (5’ -> 3)

sugR R (SEQ ID NO: 49) | GGACTTGCAGTGACTGTAAGAA

En particular, la PCR se llevd a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos,
hibridacion a 55 °C durante 30 segundos, y con extension a 72 °C durante 1 minuto y 30 segundos.

Los productos de PCR obtenidos de ese modo se separaron mediante electroforesis y se sometieron al analisis de
secuencias, y como resultado, se confirmé que el gen que codifica SugR obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de
Corynebacterium glutamicum incluye una secuencia de polinucledtidos descrita por la SEQ ID NO:4. La
comparacion de la secuencia de proteinas que se esta codificando a partir de la misma y la secuencia de
aminoacidos del SugR obtenido a partir de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum (SEQ ID NO: 1)
reveld que su homologia era de un 99 %.

Con el fin de cambiar el codén de inicio de sugR obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium
glutamicum y sustituir el promotor con debilitamiento de B6, la PCR se llevé a cabo como en el Ejemplo 1-1 usando
el ADN genomico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum como molde junto con los cebadores que
se han descrito en las Tablas 1 y 2 mencionadas anteriormente, y los fragmentos de PCR de la regién cadena arriba
y de la region cadena abajo del coddn de inicio de sugR se amplificaron, respectivamente, y a continuacion se
sometieron a electroforesis para obtener los fragmentos deseados. En particular, la PCR se llevé a cabo mediante
30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos, y con
extension a 72 °C durante 30 segundos. Los fragmentos obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en
un gel de agarosa al 0,8 %, y las bandas de los tamafios deseados se eluyeron y se purificaron.

El vector pDZ se trat6 con BamH| y Sall y a continuacion los productos de PCR de la cepa ATCC13032 se
sometieron a clonacioén por fusion. La clonacion por fusion se llevd a cabo usando el Kit de Clonacién En-Fusion®
HD (Clontech). Por lo tanto, se prepararon los plasmidos pDZ-2’sugR(GTG), pDZ-2’sugR(TTG), y pDZ-2’sugR(B6).

Los plasmidos pDZ-2’sugR(GTG), pDZ-2’sugR(TTG), y pDZ-2’sugR(B6) se transformaron en la cepa DAB12-b de
Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en el Ejemplo 1-1, y se seleccionaron las cepas en las que el
codon de inicio de sugR se cambio y/o el promotor se convirtié en un promotor con debilitamiento de B6. Las cepas
de Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese modo se denominaron DAB12-b sugR(GTG),
DAB12-b sugR(TTG), y DAB12-b sugR(B6), respectivamente.

Ejemplo 2: Preparacion de una cepa con potenciacion de g/tA a partir de una cepa que tiene productividad
de putrescina

Con el fin de confirmar el efecto de potenciacion de la actividad de gltA, que es citrato sintasa, en una cepa que tiene
productividad de putrescina, se preparé una cepa modificada en la que el gen gltA se introdujo en un gen transposén
dentro del cromosoma de la cepa que tiene productividad de putrescina. El vector pDZTn (documento WO
2009/125992) a la transformacion, que puede introducir un gen en el cromosoma, y se usoé la region del gen
transposén del microorganismo del género Corynebacterium.

2-1. Preparacidon de una cepa con potenciacion de gltA a partir de una cepa basada en ATCC13032 que tiene
productividad de putrescina

Los fragmentos del gen gltA se amplificaron usando el ADN gendmico de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium
glutamicum como molde junto con los cebadores de las SEQ ID NOS: 50 y 51 (Tabla 4). En particular, la PCR se
llevé a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30
segundos, y con extension a 72 °C durante 30 segundos o 1 minuto y 30 segundos. Los fragmentos obtenidos de
ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y las bandas de los tamafios deseados se
eluyeron y se purificaron.

El vector pDZTn se traté con Spel y a continuacion los productos de PCR se sometieron a clonacion por fusion,
respectivamente. La clonacion por fusién se llevd a cabo usando el Kit de Clonacion En-Fusion® HD (Clontech). El
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plasmido obtenido de este modo se denominé pDZTn1’-gltA.

[Tabla 4]
Cebador Secuencia (5’ -> 3)

gltA F_spel (SEQ ID NO: 50)

GAAGGAATGAGTTCCTCGAGACTAGTACTCGGCACK
TCCTTGTC

GHAR spel (SEQIDNO:81) | 1 p A TTAGATGTCGGGCCCACTAGTGTGCTGTACAT

TCCTTGAAAATC

El plasmido preparado de ese modo se introdujo en la cepa KCCM11240P mediante electroporacion para obtener un
transformante, y el transformante se cultivé con agitacion (30 °C, 8 horas) en medio CM (10 g/l de glucosa, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8), se diluyd
secuencialmente de 10“ a 10-'%, se sembro en placas en un medio sélido que contenia X-gal, y se cultivd para
formar colonias.

Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que aparecian a una tasa
relativamente baja y por ultimo se selecciond la cepa en la que el gen que codifica gltA se introdujo mediante un
cruce secundario. Con respecto a la cepa seleccionada en ultimo lugar, se confirmé que la PCR se llevé a cabo
usando un par de cebadores de SEQ ID NOS: 50 y 51 y que el gen que codifica gltA se introdujo en la misma, y la
cepa modificada de Corynebacterium glutamicum se denominé KCCM11240P Tn::gltA.

2-2. Preparacion de una cepa con potenciacién de g/tA a partir de una cepa basada en ATCC13869 que tiene
productividad de putrescina

Con respecto a la cepa DAB12-b usada en el Ejemplo 1-2, se prepard una cepa con potenciacion de gltA.

De forma especifica, para confirmar las secuencias del gen que codifica gltA obtenido a partir de la cepa
ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum y la proteina expresada a partir de la misma, la PCR se llevé a cabo
usando el ADN gendmico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum como un molde junto con un par
de cebadores de SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51.

En particular, la PCR se llevd a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos,
hibridacion a 55 °C durante 30 segundos, y con extension a 72 °C durante 1 minuto y 30 segundos. Los productos de
PCR obtenidos de ese modo se separaron mediante electroforesis y se sometieron al analisis de secuencias, y como
resultado, se confirmé que el gen que codifica gItA obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium
glutamicum incluye una secuencia de polinucleétidos descrita por la SEQ ID NO: 8. La comparacioén de la secuencia
de proteinas que se esta codificando a partir de la misma y la secuencia de aminoacidos del gen gltA obtenido a
partir de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum (SEQ ID NO: 5) revel6 que su homologia era de un
99 %.

Con el fin de potenciar el gltA obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum, la PCR se
llevé a cabo como en el Ejemplo 2-1 usando el ADN gendmico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium
glutamicum como molde junto con los cebadores de las SEQ ID NOS: 50 y 51 para amplificar fragmentos del gen.
En particular, la PCR se llevd a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos,
hibridacién a 55 °C durante 30 segundos, y con extension a 72 °C durante 30 segundos o 1 minuto y 30 segundos.
Los fragmentos de PCR obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y las
bandas de los tamafios deseados se eluyeron y se purificaron.

El vector pDZTn se traté con Spel y a continuacion los productos de PCR se sometieron a clonacion por fusion,
respectivamente. La clonacion por fusién se llevd a cabo usando el Kit de Clonacion En-Fusion® HD (Clontech). El
plasmido obtenido de ese modo se denomind pDZTn2-gltA. El plasmido pDZTn2’-gltA se transformd en la cepa
DAB12-b de Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en el Ejemplo 2-1 y por lo tanto se seleccioné la
cepa en la que se potencio gltA. La cepa modificada de Corynebacterium glutamicum seleccionada de ese modo se
denomind DAB12-b Tn:gltA.

Ejemplo 3: Preparacion de cepas que tienen productividad de putrescina con la integracion de debilitamiento
de sugR y potenciacion de gltA y confirmacion de la productividad de putrescina de las cepas

Con el fin de confirmar la mejora de la productividad de putrescina de las cepas con debilitamiento de sugR
preparadas en los Ejemplos 1-1 y 1-2 mediante la insercion del gen gitA, el gen gltA se introdujo en el gen
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transposon. En particular, se usaron los vectores pDZTn1-gltA y pDZTn2’-gltA preparados en los Ejemplos 2-1y 2-2.

De forma especifica, el plasmido pDZTn1-gltA se transformé en las cepas KCCM11240P sugR(GTG), -
KCCM11240P sugR(TTG), y -KCCM11240P sugR(B6) de Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en
el Ejemplo 2-1 para preparar cepas con potenciacion de gItA. Las cepas modificadas de Corynebacterium
glutamicum preparadas de ese modo se denominaron KCCM11240P sugR(GTG) Tn:gltA, KCCM11240P
sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11240P sugR(B6) Tn::gltA, respectivamente, y entre ellas, KCCM11240P sugR(TTG)
Tn::gltA (Corynebacterium glutamicum CCO01-1147) se deposité en el Korean Culture Center of Microorganisms
(KCCM) el 28 de noviembre de 2014, con el nimero de acceso KCCM11615P.

Ademas, el plasmido pDZTn2’-glitA se transformé en las cepas DAB12-b sugR(GTG), -DAB12-b sugR(TTG), y -
DAB12-b sugR(B6) de Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en el Ejemplo 2-2 para preparar cepas
con potenciacion de gltA. Las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum preparadas de ese modo se
denominaron DAB12-b sugR(GTG) Tn:gltA, DAB12-b sugR(TTG) Tn:gltA, y DAB12-b sugR(B6) Tn::gltA,
respectivamente.

Ejemplo 4: Evaluaciéon de la productividad de putrescina de cepas que tienen productividad de putrescina
con la integracion de debilitamiento de sugR y potenciacién de g/tA

Con el fin de confirmar el efecto del debilitamiento de sugR y de potenciacién de gltA en cepas que tienen
productividad de putrescina en la produccién de putrescina, la productividad de putrescina se comparé entre las
cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum que tienen productividad de putrescina preparadas en los
Ejemplos 1, 2, y 3.

De forma especifica, 6 tipos diferentes de cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum, es decir,
(KCCM11240P sugR (GTG) Tn::gltA/ KCCM11240P sugR (TTG) Tn::gltA/ KCCM11240P sugR (B6) Tn::gltA/ DAB12-
b sugR (GTG) Tn::gltA/ DAB12-b sugR (TTG) Tn::gltA, y DAB12-b sugR (B6) Tn::gltA)), y 2 tipos diferentes de cepas
precursoras (es decir, KCCM11240P y DAB12-b) se sembraron en placas respectivamente en medio de placas CM
que contiene arginina 1 mM (glucosa al 1 %, polipeptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, extracto de carne al
0,5 %, NaCl al 0,25 %, urea al 0,2 %, 100 pl de NaOH al 50 %, agar al 2 %, pH 6,8, basandose en 1 1), y se cultivd a
30 °C durante 24 horas.

Cada una de las cepas cultivadas a partir del mismo en una cantidad de aproximadamente un bucle de platino se
inoculd en una cantidad de 25 ml de medio de titulo (glucosa al 8 %, proteina de soja al 0,25 %, soélidos de maiz
fermentado al 0,50 %, (NH4)2SO4 al 4 %, KH2PO4 al 0,1 %, MgSO.4-7H20 al 0,05 %, urea al 0,15 %, 100 g de biotina,
3 mg de HCI de tiamina, 3 mg de calcio-acido pantoténico, 3 mg de nicotinamida, CaCOs al 5 %, basandose en 11), y
se cultivd con agitacion a 30 °C a una tasa de 200 rpm durante 50 horas.

En todos los cultivos de las cepas, si afadié arginina 1 mM a los medios. Después de finalizar el cultivo, la
concentracion de la putrescina producir en cada cultivo se midié y los resultados se muestran en la Tabla 5 que
sigue continuacion.

[Tabla 5]
Cepa Putrescina | Productividad | Indice

(9/) (g/l/h) (%)
KCCM11240P 5,8 0,116 100
KCCM11240P sugR (TTG) 6,3 0,126 109
KCCM11240P sugR (GTG) 6,3 0,126 109
KCCM11240P sugR (B6) 6,0 0,120 103
KCCM11240P Tn::gltA 6,2 0,124 107
KCCM11240P sugR (TTG) Tn::gltA 6,8 0,136 117
KCCM11240P sugR (GTG) Tn::gltA 6,5 0,130 112
KCCM11240P sugR (B6) Tn::gltA 6,3 0,126 109
DAB12-b 6,5 0,129 100
DAB12-b sugR (TTG) 6,9 0,138 107
DAB12-b sugR (GTG) 6,8 0,136 105
DAB12-b sugR (B6) 6,7 0,134 104
DAB12-b Tn::gltA 7,0 0,140 109
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DAB12-b sugR (TTG) Tn::gltA 7,3 0,146 113
DAB12-b sugR (GTG) Tn::gltA 71 0,142 110
DAB12-b sugR (B6) Tn::gltA 71 0,142 110

Como se muestra en la Tabla 5 mencionada anteriormente, las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum
con debilitamiento de sugR o con potenciacion de gltA mostraron un aumento de la productividad de putrescina en
comparacion con la cepa no modificada, KCCM11240P, de un 3 % a un 9 %, y también, las cepas modificadas de
Corynebacterium glutamicum con debilitamiento de sugR y con potenciacion de gltA de forma simultanea mostraron
un aumento de la productividad de putrescina de un 9 % a un 17 %.

Ademas, las cepas modificadas de la cepa DAB12-b con debilitamiento de sugR o con potenciacion de gltA
mostraron un aumento de la productividad de putrescina en comparacion con la cepa no modificada, de un 4 % a un
9 % y también, las cepas modificadas de la cepa DAB12-b con debilitamiento de sugR y con potenciacion de gltA de
forma simultanea mostraron un aumento de la productividad de putrescina de un 10 % a un 13 %.

Ejemplo 5: Preparacion de cepas con un aumento de capacidad de secrecion de putrescina basandose en
cepas que tienen productividad de putrescina con integraciéon de debilitamiento de sugR y potenciacion de
gltA y confirmaciéon de productividad de putrescina de las cepas

5-1. Preparaciéon de cepas con un aumento de la capacidad de secrecidon de putrescina basandose en cepas
con integracion de debilitamiento de sugR y potenciacion de gItA

Con el fin de confirmar si la cepa KCCM11401P con un aumento de la capacidad de secrecién de putrescina
(Publicacion de Solicitud de Patente Coreana N.° 10-2014-0115244) puede mejorar la productividad de putrescina
mediante el debilitamiento de la actividad del gen sugR y la potenciacion de la actividad del gen glfA, se prepararon
cepas modificadas.

De forma especifica, en primer lugar, los plasmidos pDZI-1’sugR(GTG), pDZ-1'sugR(TTG), y pDZ-1'sugR(B6)
preparados en el Ejemplo 1-1 se transformaron en la cepa KCCM 11401P de Corynebacterium glutamicum, y a partir
de la misma se seleccionaron las cepas en las que el coddn de inicio de sugR se convirti6 en TTG dando como
resultado del debilitamiento de sugR. Las cepas de Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese
modo se denominaron KCCM11401P sugR(GTG), KCCM11401P sugR(TTG), y KCCM11401P sugR(B6),
respectivamente.

A continuacion, con el fin de confirmar si la productividad de putrescina se puede mejorar con la potenciacion de la
actividad del gen gltA, el gen gltA se introdujo en un gen transposén de las cepas con debilitamiento del gen sugR
preparadas anteriormente. En particular, se uso6 el vector pDZTn1’-gltA preparado en el Ejemplo 2-1.

De forma especifica, el plasmido pDZTn1’-gltA preparado en el Ejemplo 2-1 se transform6é en KCCM11401P
sugR(GTG), KCCM11401P sugR(TTG), y KCCM11401P sugR(B6), y se seleccionaron las cepas con potenciacion
de gltA. Las cepas de Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese modo se denominaron
KCCM11401P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11401P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11401P sugR(B6) Tn::gltA.

5-2. Evaluacion de cepas con un aumento de capacidad de secrecidon de putrescina basandose en cepas que
tiene productividad de putrescina con integracion de debilitamiento de sugR y potenciaciéon de gItA con
respecto a la productividad de putrescina

Con el fin de confirmar el efecto del debilitamiento de sugR y de la potenciacion de gItA en cepas que tienen
productividad de putrescina con respecto a su produccion de putrescina, la productividad de putrescina se comparé
entre las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum preparadas en el Ejemplo 5-1.

De forma especifica, 7 tipos diferentes de cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum (es decir,
(KCCM11401P sugR(GTG), KCCM11401P sugR(TTG), KCCM11401P sugR(B6), KCCM11401P Tn:gltA,
KCCM11401P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11401P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11401P sugR(B6) Tn::gltA) y una
cepa precursora Unica (KCCM11401P) se sembraron en placas respectivamente en medio de placas CM que
contiene arginina 1 mM (glucosa al 1 %, polipeptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, extracto de carne al
0,5 %, NaCl al 0,25 %, urea al 0,2 %, 100 pyl de NaOH al 50 %, agar al 2 %, pH 6,8, basandose en 1 I), y se
cultivaron a 30 °C durante 24 horas.

Cada una de las cepas cultivadas a partir del mismo en una cantidad de aproximadamente un bucle de platino se
inoculd en una cantidad de 25 ml de medio de titulo (glucosa al 8 %, proteina de soja al 0,25 %, soélidos de maiz
fermentado al 0,50 %, (NH4)2SO4 al 4 %, KH2PO4 al 0,1 %, MgSO.4-7H20 al 0,05 %, urea al 0,15 %, 100 g de biotina,
3 mg de HCI de tiamina, 3 mg de calcio-acido pantoténico, 3 mg de nicotinamida, CaCOs al 5 % 1 L, basandose en
11), y se cultivé con agitacion a 30 °C a una tasa de 200 rpm durante 50 horas.
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[Tabla 6]
Cepa Putrescina (g/l) | Productividad (g/l/h) | Indice (%)
KCCM11401P 5,3 0,106 100
KCCM11401P sugR (TTG) 5,6 0,112 106
KCCM11401P sugR (GTG) 55 0,110 104
KCCM11401P sugR (B6) 5,4 0,108 102
KCCM11401P Tn::gltA 5,6 0,112 106
KCCM11401P sugR (TTG) Tn::gltA 6,1 0,122 115
KCCM11401P sugR (GTG) Tn::gltA 59 0,118 111
KCCM11401P sugR (B6) Tn::gltA 5,8 0,116 109

Como se muestra en la Tabla 6 mencionada anteriormente, las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum
con debilitamiento de sugR o con potenciacion de gltA mostraron un aumento de la productividad de putrescina en
comparacion con la cepa no modificada, KCCM11401P, de un 2 % a un 6 %, y también, las cepas modificadas de
Corynebacterium glutamicum con debilitamiento de sugR y con potenciacion de gltA de forma simultanea mostraron
un aumento de la productividad de putrescina de un 9 % a un 15 % en la productividad de putrescina. Se confirmé
que los resultados estan de acuerdo con la interpretacion de los resultados de la Tabla 5.

Ejemplo 6. Preparacidon de cepas con debilitamiento de sugR a partir de una cepa que tiene productividad de
ornitina

Con el fin de confirmar si el debilitamiento de sugR obtenido a partir de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium
glutamicum tiene un efecto en la productividad de ornitina, se prepararon cepas modificadas usando los vectores
preparados en el Ejemplo 1-1.

Los plasmidos preparados en el Ejemplo 1-1, es decir, pDZ-1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6), se
introdujeron en la cepa KCCM11137P (Patente Coreana N.° 10-1372635), que se prepar6 usando la cepa
ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum como la cepa precursora, por electroporacion para obtener
transformantes, y los transformantes se sembraron en placas en medios de placa BHIS (37 g/l de infusion de cerebro
y corazon, 91 g/l de sorbitol, y agar al 2 %) que contenian kanamicina (25 ug/ml) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolin-
D-galactoésido) y se cultivaron para obtener colonias. Entre las colonias, se seleccionaron colonias azules y por lo
tanto se seleccionaron las cepas introducidas con los plasmidos pDZ-1'sugR(GTG), pDZ-1'sugR(TTG), y pDZ-
1’sugR(B6).

Las cepas seleccionadas se cultivaron con agitacion (30 °C, 8 horas) en medio CM (10 g/l de glucosa, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8) y se
diluyeron secuencialmente de 10# a 10-'°, se sembraron en placas en un medio solido que contenia X-gal, y se
cultivaron para formar colonias. Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que
aparecian a una tasa relativamente baja y las cepas, en las que el codon de inicio de sugR se cambié a GTG o TTG
por un cruce secundario o las cepas en el que el promotor se cambié a B6 se seleccionaron en ultimo lugar. Con
respecto a las cepas seleccionadas en ultimo lugar, la PCR se llevé a cabo usando un par de cebadores de SEQ ID
NO: 43 y 47 y a continuacion se confirmé que el codén de inicio de sugR se cambié a GTG o TTG. Las cepas
modificadas de Corynebacterium glutamicum obtenidas se denominaron KCCM11137P sugR(GTG), KCCM11137P
sugR(TTG), y KCCM11137P sugR(B6), respectivamente.

Ejemplo 7. Preparacion de cepas con potenciacion de gltA a partir de cepas que tienen productividad de
ornitina

Con el fin de confirmar el efecto de la potenciacion del gen gltA en una cepa que tiene productividad de ornitina en
su produccion de ornitina, se preparé una cepa modificada insertando gen glfA en el cromosoma de la cepa que
tiene productividad de ornitina usando los vectores preparados en el Ejemplo 2-1.

De forma especifica, los vectores preparados en el Ejemplo 2-1 se introdujeron en la cepa KCCM11137P (Patente
Coreana N.° 10-1372635) por electroporacion para obtener transformantes, y los transformantes se cultivaron con
agitacion (30 °C, 8 horas) en medio CM (10 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l
de extracto de carne, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8), diluidos secuencialmente de 10* a 10"'°, se sembraron
en placas en un medio sélido que contenia X-gal, y se cultivaron para formar colonias.

Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que aparecian a una tasa
relativamente baja y en ultimo lugar se selecciond la cepa en la que el gen que codifica gltA se introdujo mediante un
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cruce secundario. Con respecto a la cepa seleccionada en ultimo lugar, la PCR se llevé a cabo usando un par de
cebadores de SEQ ID NOS: 50 y 51 y se confirmé que el gen que codifica gltA se habia introducido la misma, y la
cepa de Corynebacterium glutamicum modificada se denominé KCCM11137P Tn::gltA.

Ejemplo 8. Preparacion de cepas con integracion de debilitamiento de sugR y potenciacién de gltA y
confirmacion de la productividad de putrescina de las cepas

8-1. Preparacion de cepas basadas en ATCC13032 que tienen productividad de ornitina con integraciéon de
debilitamiento de sugR y potenciacién de gltA

Con el fin de confirmar el efecto de potenciacién de la actividad de productividad de ornitina en las cepas con
debilitamiento de sugR, KCCM11137P sugR(GTG), KCCM11137P sugR(TTG), y KCCM11137P sugR(B6)
preparadas en el Ejemplo 6 mediante la insercion del gen gltA en el cromosoma, el gen gltA se introdujo en un gen
transposon. En particular, se usé el vector pDZTn1’-gltA preparado en el Ejemplo 2-1.

El plasmido pDZTn1’-gltA se transformé en la cepa KCCM11137P sugR TTG) de Corynebacterium glutamicum de la
misma manera que en el Ejemplo 2-1 y se seleccionaron cepas con potenciacion de gItA. Las cepas de
Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese modo se denominaron KCCM11137P sugR(GTG)
Tn::gltA, KCCM11137P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11137P sugR(B6) Tn::gltA, respectivamente.

8-2. Evaluacion de cepas con integracion de debilitamiento de sugR y potenciacion de gltA en la
productividad de ornitina

Con el fin de confirmar el efecto del debilitamiento de sugR y de la potenciacion de gltA en cepas que tienen
productividad de ornitina con respecto a su produccién de ornitina, la productividad de ornitina se comparé entre las
cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum preparadas en el Ejemplo 8-1.

De forma especifica, 7 tipos diferentes de cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum (es decir,
(KCCM11137P sugR(GTG), KCCM11137P sugR(TTG), KCCM11137P sugR(B6), KCCM11137P Tn:gltA,
KCCM11137P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11137P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11137P sugR(B6) Tn::gltA) y una
cepa precursora Unica (KCCM11137P) se sembraron en placas respectivamente en medio de placas CM que
contiene arginina 1 mM (glucosa al 1 %, polipeptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, extracto de carne al
0,5 %, NaCl al 0,25 %, urea al 0,2 %, 100 pl de NaOH al 50 %, agar al 2 %, pH 6,8, basandose en 1 1), y se cultivd a
30 °C durante 24 horas.

Cada una de las cepas cultivadas a partir del mismo en una cantidad de aproximadamente un bucle de platino se
inoculd en una cantidad de 25 ml de medio de titulo (glucosa al 8 %, proteina de soja al 0,25 %, so¢lidos de maiz
fermentado al 0,50 %, (NH4)2SO4 al 4 %, KH2PO4 al 0,1 %, MgSO.4-7H20 al 0,05 %, urea al 0,15 %, 100 g de biotina,
3 mg de HCI de tiamina, 3 mg de calcio-acido pantoténico, 3 mg de nicotinamida, CaCOs al 5 % basandose en 11), y
se cultivo con agitacion a 30 °C a una tasa de 200 rpm durante 50 horas. En todos los cultivos de cepas, se ahadié
arginina 1 mM a los medios. Después de finalizar el cultivo, la concentracion de ornitina producida en cada cultivo se
midio y los resultados se muestran en la Tabla 7 que sigue a continuacion.

[Tabla 7]

Cepa Ornitina (g/l) Productividad (g/I/h) | Indice (%)
KCCM11137P 11,5 0,230 100
KCCM11137P sugR(TTG) 12,5 0,250 109
KCCM11137P sugR(GTG) 12,3 0,246 107
KCCM11137P sugR(B6) 12,5 0,250 109
KCCM11137P Tn::gltA 12,4 0,248 108
KCCM11137P sugR(TTG) Tn::gltA 13,5 0,270 117
KCCM11137P sugR(GTG) Tn::gltA 13 0,260 113
KCCM11137P sugR(B6) Tn::gltA 12,9 0,258 112

Como se muestra en la Tabla 7 mencionada anteriormente, las cepas de Corynebacterium glutamicum modificadas
con debilitamiento de sugR o con potenciacion de gltA mostraron un aumento de la productividad de ornitina en
comparacion con la cepa no modificada, KCCM11137P, de un 7% a un 9%, y también, las cepas de
Corynebacterium glutamicum modificadas con debilitamiento de sugR y con potenciacion de gItA de forma
simultanea mostraron un aumento de la productividad de ornitina de un 12% a un 17 % en la productividad de
ornitina.
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En conclusion, en una cepa de Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, se confirmé que la produccion de
putrescina y ornitina se puede aumentar mediante el debilitamiento de sugR o la potenciacién de gltA, y que cuando
gltA se potenciaba a la vez que sugR se debilitaba, la produccién de putrescina y ornitina aumentaba de forma mas
significativa.
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<120> MICROORGANISMOS PARA PRODUCIR PUTRESCINA U ORNITINA' Y PROCESO PARA PRODUCIR
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<210> 1

<211> 259

<212> PRT

<213> SugR de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum
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atgtacgcag
aatgtecacag
gcggtgctag
tctttccaaa
tactccattyg
gatgegggaa
cagtggtega
gatgatgtee
actgcgcttce
ttgacgttgy
atgatcacca
tacctegtga

ccagceaagtt
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<211> 257
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ccacagagtt
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ES 2739002 T3
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Gly

Ala

Ile

Phe

Glu

115

Ile

Gly

Leu

Asn

Ala

195

Leu

Ala

Ser

Ala

Leu

100

Hisg

Ala

Gly

Arg

Ala

180

Ala

Cys

Ile

Phe

Lys

85

Asp

Pro

Leu

Ser

Thr

165

Leu

Met

Asp

Ser

Val
245

ES 2739002 T3

70

Ala

Ala

Ser

Asn

vVal

150

Leu

Thr

Lys

Ser

Asp

230

Glu

Ala

Gly

Ala

Leu

135

Arg

Ala

Leu

Ser

Thr

215

Ile

Gln

Met

Thr

Lys

120

Ala

Ala

Leu

Asp

Ala

200

Lys

Asp

Leu

Gln

Thr

105

Gln

Asn

Ile

Met

Hisg

185

Met

Met

vVal

Arg

<213> SugR de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 4

22

Phe
90

vVal

Trp

Ala

Thr

Arg

170

Gly

Ile

Gly

vVal

Glu
250

75

Leu

Thr

Ser

Gly

Gln

155

Ala

Leu

Thr

Thr

vVal

235

Arg

Pro

Ala

Ile

Leu

140

Ala

Asp

Ser

Asn

Asp

220

Thr

Asp

Ala

Leu

Val

125

Asp

vVal

vVal

Thr

Ala

205

Tyr

Asp

Val

Glu

Ala

110

Thr

Asp

vVal

vVal

Ala

130

Hisg

Leu

Ala

Glu

His

95

Asp

Asn

Val

Gly

Phe

175

Asp

Lys

vVal

Gly

Val
255

80

Gly

Leu

Cys

Gln

Asp

160

Ile

Ser

Val

Ser

Ala

240

Val



atgtacgcag
aatgtcacag
gcggtgctag
tectttccaaa
tactccattg
gatgegggaa
cagtggtcoga
gatgatgtece

actgcgcttce

ttgacgttgg
atgatcacca
tacctegtga

ccagcaagtt

<210>5
<211> 437
<212> PRT

aggagcogecy
aattageggyg
accgcgaggyg
ccacagagtt
ccaaggcagc
ctactgttac
tegtgaccaa
agctacttgg

gtactctcgce

atcacggatt
acgcoccacaa
getttggege

tcgttgagea

ES 2739002 T3

tegacagatt
ccegattegat
aattgttcac
gagcttggat
gatgcagttc
tgetttggee
ctgecteocee
aggaagegtt

gctgatgegt

gtotacggee
ggtggtggtg
aatcagegat

gttgcgagaa

goctcattaa
gtcactgeag
cgegttcacg
actcgtttca
ctgccegetg
gatcteattt
atcgeactta
cgegegatea

gcggatgtag

gattcccaag
ttgtgtgact
atcegatgtgg

cgogatgtag

<213> GItA de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 5

23

cggcagttga
agacgatteg
gtggcegcagt
ggtctgcatcec
agcatggcgg
ctgageatee
atctggecaa
cccaggetgt

tgttcatcgg

aggctgecat
ccaccaagat
tggtecaccga

aagttgtgat

gggacgtgta
acgagacett
agccacccaa
gtcagcaaag
actgttcctce
tagegecaag
cgccgggett

tgtgggtgac

caccaacgcg

gaaatctgeg
gggcaccdgac

tgegggtgea

tgcagaatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

780



Met

Hisg

Gly

Ile

Ile

65

Asp

Leu

Asn

Gln

Ser

145

Leu

vVal

Tyr

Val
225

Asn

Phe

Tyr

Asn

Thr

50

Thr

Ile

Leu

Asp

Phe

130

Ser

Asp

Pro

Met

Met

210

Lys

Cys

Glu

Pro

Asn

35

Phe

Tyr

Ala

Ile

Glu

115

Asn

Val

Glu

Met

Tyr

195

Phe

Ala

Ser

Arg

Gly

20

Gly

Asp

Ile

Asp

Asn

100

Ile

vVal

Asn

Ala

Leu

180

Pro

Gly

Leu

Thr

Asp

Gly

Val

Pro

Asp

Leu

g5

Gly

Arg

Phe

Ile

Gln

165

Ala

Asp

Tyr

Asp

Ser

ES 2739002 T3

Ile

Glu

Val

Gly

Gly

70

Ala

Glu

His

Pro

Leu

150

Leu

Ala

Asn

Pro

Lys

230

Thr

vVal

Phe

Leu

Tyr

55

Asp

Glu

Leu

His

Arg

135

Ser

Asp

Tyr

Ser

Thr

215

Leu

vVal

Ala

Glu

Gly

40

vVal

Ala

Asn

Pro

Thr

120

Asp

Thr

Lys

Ala

Leu

200

Glu

Leu

Arg

24

Thr

Met

25

Lys

Ser

Gly

Ala

Thr

105

Leu

Ala

Tyr

Ala

His

185

Asn

Pro

Ile

Met

Asp

10

Asp

Met

Thr

Ile

Thr

90

Pro

Leu

His

Tyr

Thr

170

Arg

Ala

Tyr

Leu

Ile

Asn

Ile

Leu

Gly

Leu

15

Phe

Asp

Asp

Pro

Gln

155

Val

Ala

Arg

Glu

Hisg

235

Gly

Asn

Ile

Ser

Ser

60

Arg

Asn

Glu

Glu

Met

140

Asp

Arg

Arg

Glu

Ile

220

Ala

Ser

Lys

Glu

Glu

45

Thr

Tyr

Glu

Leu

Asp

125

Ala

Gln

Leu

Lys

Asn

205

Asp

Asp

Ala

Ala

Ala

30

Thr

Glu

Arg

Val

Hisg

110

Phe

Thr

Leu

Met

Gly

190

Phe

Pro

Hisg

Gln

vVal

15

Ser

Gly

Ser

Gly

Ser

95

Lys

Lys

Leu

Asn

Ala

175

Ala

Leu

Ile

Glu

Ala

Leu

Glu

Leu

Lys

Tyr

80

Tyr

Phe

Ser

Ala

Pro

160

Lys

Pro

Arg

Met

Gln

240

Asn



Hisg

Ser

Lys

305

Asn

Leu

Glu

Pro

Pro
385

Trp

Asn

Pro

<210>6
<211> 1314
<212> ADN

Phe

Gly

Asn

290

Glu

Tyr

Glu

Glu

Asn

370

Thr

Ile

Arg

Arg

Val

Gly

275

His

Asp

Asp

Hisg

Ile

355

vVal

Asp

Ala

Pro

Glu
435

Ser

260

Ala

Gly

Gly

Pro

Leu

340

Ala

Asp

Phe

Hisg

Arg

420

Glu

245

Ile

Asn

Gly

vVal

Arg

325

Gly

Leu

Phe

Phe

Tyr

405

Gln

Arg

ES 2739002 T3

Ala

Gln

Asp

Arg

310

Ala

Gly

Ala

Tyr

Thr

390

Arg

vVal

Gly

Ala

Ala

295

Leu

Ala

Asp

Asp

Thr

375

Val

Glu

Tyr

Gly

Val

280

Thr

Met

Ile

Asp

Asp

360

Gly

Leu

Gln

Thr

Ile

265

Leu

Glu

Gly

Val

Leu

345

Tyr

Leu

Phe

Leu

Gly
425

<213> gItA de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 6

25

250

Asn

Glu

Phe

Phe

Lys

330

Leu

Phe

Ile

Ala

Gly

410

Asn

Ala

Met

Met

Gly

315

Glu

Asp

Ile

Tyr

Ile

395

Ala

Glu

Leu

Leu

Asn

300

His

Thr

Leu

Ser

Arg

380

Gly

Ala

Ser

Ser

Glu

285

Lys

Arg

Ala

Ala

Arg

365

Ala

Arg

Gly

Arg

Gly

270

Asp

vVal

vVal

Hisg

Ile

350

Lys

Met

Leu

Asn

Lys
430

255

Pro

Ile

Lys

Tyr

Glu

335

Lys

Leu

Gly

Pro

Lys

415

Leu

Leu

Lys

Asn

Lys

320

Ile

Leu

Tyr

Phe

Gly

400

Ile

vVal



atgtttgaaa
ggcgagttcg
aagatgetgt
accgagtega
gacategetyg
ggtgagctac
cttctggacg
gcaaccttgg

ctegatgagg

getgegtacy
aatgegegtyg
gacccaatea
aactgctcca
atcgctggtg
ctggagatgec
aaggtcaaga
aactacgate
ggtggcgacy
tacttcatct
gcaatgggcet
tggatcgecte

caggtctaca

<210>7
<211> 437
<212> PRT

gggatatcgt
aaatggacat
ctgagactgg
agatcaccta
atctggetga
caaccccaga
aggacttcaa
cttectcoggt

cacagcttga

cacaccgeoge
agaactteoct
tggtcaagge
cctccaccegt
gcatcaacgc
tcgaagacat
acaaggaaga
cacgtgcage
atcttetgga
cccgcaaget
tcccaactga
actaccgcga

coggcaacga

ES 2739002 T3

ggctactgat
catcgaggct
actgatcact
categatgge
gaatgccace
tgagcttcac
gtcccagtte
taacattttg

taaggcaace

acgcaagggt
gegeatgatg
tetggacaag
togtatgatce
tetgtcegge
caagagcaac
cggegtecge
aategtcaag
tetggeaate
ctacccgaac
cttcttcace
gcagctcggt

atccegeaag

aacaacaagqg
tctgagggta
tttgaccecag
gatgegggaa
ttcaacgagg
aagtttaacg
aacgtgttcc
tctacctact

gttegoctea

gotocttaca
tteggttace
c¢tgetecatee
ggttccgcecac
ccactgcacg
cacggtggoyg
c¢teatggget
gagacegeoac
aagctggaag
gtagacttct
gtattgtteg
gcagcaggca

ttggttecte

<213> GItA de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 7

26

ctgtcctgea
acaacggtgt
gttatgtgag
tectgegtta
tttettacet
acgagattcg
cacgcgacgc
accaggacca

tggeaaaggt

tgtacccaga
caaccgaged
tgecacgetga
aggccaacat
gtggcgcaaa
acgcaaccga
teggacaceg
acdgagatcct
aaattgecact
acaccggect
caatcggtcg
acaagatcaa

gcgaggageyg

ctaccccggt
tgtcctggge
cactggetee
ccgeggetat
acttatcaac
ccaccacacc
tcacccaatyg
gctgaaccca

tecaatgetg

caactoccte
atacgagatc
ccacgageag
gtttgtctce
ccaggctgtt
gttcatgaac
cgtttacaag
cgageacete
ggctgatgat
gatctaccgc
tctgccagga
ccgcccacgc

ctaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1314



Met

His

Gly

Ile

Ile

65

Leu

Azn

Gln

Ser
145

Phe

Tyr

Asn

Thr

50

Thr

Ile

Leu

Asgp

Phe

130

Ser

Glu

Pro

Asn

35

Phe

Tyr

Ala

Ile

Glu

115

Azn

Val

Arg

Gly

20

Gly

Asgp

Ile

Asp

Asn

100

Ile

Val

Asn

Asp

Gly

Val

Pro

Asgp

Leu

85

Gly

Arg

Phe

Ile

ES 2739002 T3

Ile

Glu

Val

Gly

Gly

70

Ala

Glu

His

Pro

Leu
150

Val

Phe

Leu

Tyr

55

Asgp

Glu

Leu

His

Arg

135

Ser

Ala

Glu

Gly

40

Val

Ala

Asn

Pro

Thr

120

Asp

Thr

27

Thr

Met

25

Lys

Ser

Gly

Ala

Thr

105

Ala

Tyr

Asp
10

Asp

Thr

Ile

Thr

90

Pro

Leu

His

Tyr

Azn

Ile

Leu

Gly

Leu

75

Phe

Asp

Asgp

Pro

Gln
155

Azn

Ile

Ser

Ser

Arg

Asn

Glu

Glu

Met

140

Asp

Lys

Glu

Glu

45

Thr

Tyr

Glu

Asgp
125

Ala

Gln

Ala

Ala

30

Thr

Glu

Arg

Val

His

110

Phe

Thr

Leu

Val

15
Ser
Gly
Ser
Gly
Ser

85

Lys

Lys

Asn

Leu

Glu

Leu

Lys

Tyr

80

Tyr

Phe

Ser

Ala

Pro
160



Leu

Val

Tyr

Met

Val

225

Asn

Met

His

Asn

Lys

305

Asn

Leu

Glu

Pro

Pro

385

Trp

Asn

Pro

<210> 8
<211>1314
<212> ADN

Asp

Pro

Met

Met

210

Lys

Cys

Phe

Gly

Asn

290

Glu

Tyr

Glu

Glu

Asn

370

Thr

Ile

Arg

Arg

Glu

Met

Tyr

195

Phe

Ala

Ser

Val

Gly

275

Hisg

Asp

Asp

His

Ile

355

Val

Asp

Ala

Pro

Glu
435

Ala

Leu

180

Pro

Gly

Leu

Thr

Ser

260

Ala

Gly

Gly

Pro

Leu

340

Ala

Asp

Phe

His

Arg

420

Glu

Gln

165

Ala

Asp

Tyr

Asp

Ser

245

Ile

Asn

Gly

Val

Arg

325

Gly

Leu

Phe

Phe

Tyr

405

Gln

Arg

ES 2739002 T3

Leu

Ala

Asn

Pro

Lys

230

Thr

Ala

Gln

Asp

Arg

310

Ala

Gly

Ala

Tyr

Thr

390

Arg

Val

Asp

Tyr

Ser

Thr

215

Leu

Val

Gly

Ala

Ala

295

Leu

Ala

Asp

Asp

Thr

375

vVal

Glu

Tyr

Lys

Ala

Leu

200

Glu

Leu

Arg

Gly

vVal

280

Thr

Met

Ile

Asp

Asp

360

Gly

Leu

Gln

Thr

Ala

Hisg

185

Asn

Pro

Ile

Met

Ile

265

Leu

Ala

Gly

vVal

Leu

345

Cys

Leu

Phe

Leu

Gly
425

<213> glItA de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 8

28

Thr

170

Arg

Ala

Tyr

Leu

Ile

250

Asn

Glu

Phe

Phe

Lys

330

Leu

Phe

Ile

Ala

Gly

410

Lys

Val

Ala

Arg

Glu

Hisg

235

Gly

Ala

Met

Met

Gly

315

Glu

Asp

Ile

Tyr

Ile

395

Ala

Glu

Arg

Arg

Glu

Ile

220

Ala

Ser

Len

Leu

Asn

300

Hisg

Thr

Leu

Ser

Arg

380

Gly

Ala

Ser

Leu

Lys

Asn

205

Asp

Asp

Ala

Ser

Glu

285

Lys

Arg

Ala

Ala

Arg

365

Ala

Arg

Gly

Arg

Met

Gly

130

Phe

Pro

Hisg

Gln

Gly

270

Asp

Val

Val

His

Ile

350

Lys

Met

Leu

Asn

Lys
430

Ala

175

Ala

Leu

Ile

Glu

Ala

255

Pro

Ile

Lys

Tyr

Glu

335

Lys

Leu

Gly

Pro

Lys

415

Leu

Lys

Pro

Arg

Met

Gln

240

Asn

Len

Lys

Asn

Lys

320

Ile

Leu

Tyr

Phe

Gly

400

Ile

Val



atgtttgaaa

ggcegagtteg
aagatgetgt
accgagtega
gacatcgctyg
ggtgagctac
cttctggacg
gecaacettgg
ctcgatgagy
getgogtacyg
aacgcgogtg
gacccaatca
aactgctcca
atcgetggtyg
c¢tggagatge
aaggtcaaga
aactacgatc
ggtggcgacy
tgcttcatct
gecaatggget
tggategete
caggtctaca
<210>9

<211> 319
<212> PRT

gggatatecgt

aaatggacat
ctgagactgg
agatcaccta
atctggctga
caaccccaga
aggacttcaa
cttecteggt
cacagcttga
cacaccgege
agaacttcct
tggtcaagge
ccteoccaceogt
gcatcaacge
tegaagacat
acaaggaaga
cacgtgcage
atcttctgga
cccgcaagcet
taecaactga
actaccgega

coggeaagga

ES 2739002 T3

ggctactgat

catcgagget
actgatcact
catecgatgge
gaatgccacc
tgagcttcac
gtcccagttce
taacattttyg
taaggecaace
acgcaagggt
gcgcatgatyg
tctggacaag
tcgtatgatc
tetgtecgge
caagaacaac
cggegtecge
aatcgtcaag
tctggcaatc
ctacccgaac
cttetteace
geageteggt

atceocgeaag

aacaacaagg

tetgagggta
tttgacecag
gatgegggaa
ttcaacgagg
aagtttaacg
aacgtgttce
tetacctact
gttegectea
getacttaca
tteggttace
ctgctcatce
ggttccgcac
ccactgeacy
cacggtggey
cteatggget
gagaccgcac
aagctggaag
gtagacttct
gtattgtteg
geagcaggea

ttggttecte

<213> ArgF de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 9

29

ctgtectgea

acaacggtgt
gttatgtgag
tectgegtta
tttcttacect
acgagattcg
cacgcgacgc
accaggatca
tggcaaaggt
tgtacccaga
caaccgagcc
tgcacgectga
aggccaacat
gtggcgcaaa
acgcaaccge
teggacaceg
acgagatcct
aaattgcact
acaccggcct
caatceggteg
acaagatcaa

gcgaggagceyg

ctaccocggt

tgtectggge
cactggetee
cegeggetat
acttatcaac
ccaccacacc
tcacccaatg
getgaaccea
tecaatgetg
caacteccte
atacgagatc
ccacgagcag
gtttgtctce
ccaggetgtt
gtteatgaac
cgtttacaag
cgagcaccte
ggctgatgat
gatctaccge
tetgecagga
cogeccacge

ctaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1314



Thr

Ala

vVal

Gly
65

Ser

Ser

Phe

Ser

vVal

145

Lys

Glu

Gly

vVal

225

Val

His

Asp

Ala
305

Thr

Pro

Ala

Leu

50

Ile

Gln

Arg

Hisg

Asp

130

Glu

Ala

Ile

Gly

Gln

210

Ala

Glu

Asn

Cys

Gly

290

Gln

Ser
Ala
Pro

35

Phe

Ala

Met

Tyr

Ala

115

Asp

Asn

vVal

Gly

Phe

195

Glu

Gly

Asn

Asp

Leu

275

Pro

Lys

Gln
Glu

20
Phe

Asp

Hisg

Gly

vVal

100

Met

Leu

Leu

Tyr

Phe

180

Gln

Thr

Ala

Asp

Glu

260

Pro

Ala

Ala

Pro

Gln

Ser

Lys

Leu

Lys

85

Glu

Ala

Hisg

Ser

Leu

165

Ala

Pro

Gly

Asp

Gly

245

Val

Ala

Ser

Leu

ES 2739002 T3

Gln

Ala

Glu

Thr

Gly
70

Gly

Ala

Glu

Pro

Pro

150

Gly

Thr

Arg

Ala

vVal

230

Ile

Met

Tyr

Lys

Leu
310

Val

Glu

Arg

Ser

55

Gly

Glu

Ile

Thr

Cys

135

Glu

Asp

Ala

Ala

Lys

215

vVal

Asp

Ala

Arg

vVal

295

Val

Arg
Val
Pro

40

Thr

Hisg

Ser

vVal

Ser

120

Gln

Glu

Gly

Gly

Glu

200

vVal

Ile

Arg

Lys

Gly

280

Phe

Trp

30

Hig
Leu

25
Leu

Arg

Ala

Leu

Trp

105

Thr

Ile

Gly

Asp

Met

185

Phe

vVal

Thr

Thr

Ala

265

Lys

Asp

Leu

Phe

10

Thr

Glu

Thr

Ile

Gln

20

Arg

Val

Leu

Pro

Asn

170

Asp

Val

vVal

Asp

Thr

250

Asn

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

Gly

Arg

Val
75

Asp

Thr

Pro

Ala

Ala

155

Asn

Ile

Glu

Thr

Thr

235

Pro

Asp

vVal

Ala

Ala
315

Ala

Ala

Pro

Phe

60

Val

Thr

Tyr

Leu

Asp

140

Gly

Met

Ser

Arg

Asp

220

Trp

Phe

Gly

Ala

Glu

300

Asn

Asp

Ala

Lys

45

Ser

Asp

Ala

Ala

Val

125

Leu

Leu

Ala

Ile

Ala

205

Ser

vVal

Val

Ala

Ala

285

Asn

Gln

Asp

Lys

30

Ser

Phe

Ser

Ala

His

110

Asn

Gln

Lys

Asn

Ile

130

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

270

Ser

Arg

Pro

Asp

15
Leu
vVal

Asp

Gly

vVal

95

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

175

Ala

Lys

Asp

Met

Tyr

255

Phe

vVal

Leu

Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

Ser
80

Leu

Asn

Leu

Ile

Lys

160

Tyr

Pro

Arg

Glu

Gly

240

Gln

Leu

Ile

His



10

15

<210> 10
<211> 960
<212> ADN

ES 2739002 T3

<213> argF de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 10

atgactteac
caggcagagyg
ctcgagggac
tccttcgacy

tecacagatgg

gaagcaattg
actgtgeege
ctgeagacta
aaggctgtgt
gccaccgegyg
ttcgtggagce
agcectegacyg
atggaaaacyg
gtcatggega
aaagaagtgg

aaccgcctcce

<210> 11
<211> 319
<212> PRT

aaccacaggt
ttttgaccct
caaagtccgt

cgggcatcge

gtaagggcga

tgtggegeac
tggtgaacte
tegtggaaaa
acctgggcga
gcatggatat
gocgoggaaaa
aggttgecegy
acggeatega
aagctaacga
cagcctcogt

acgctcagaa

tegecatttt
agccgcaaag
tgcagttctt
tcatttgggt

gtecctgeag

ctacgeacac
cttgtecgat
cetcageoct
tggcgacaac
ttccatcatc
gcgtggocag
cgccgatgtt
tegeaccaca
cggegecate
gattgatgga

agcactgctg

ctggetgatg
ctcaaggcag
tttgataaga
ggacacgcca

gacacagcag

ageaatttec
gatctgeacce
gaagaaggec
aacatggcca
gctcocctgaag
gaaaccggcg
gteatcaceg
cetttegtte
ttectgeact

ccagcgtcca

gtgtggcetge

<213> ArgF de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 11

31

atgatctcac
cgoegtttte
cttcaactcg

tcgtcgtgga

ctgtattgte

acgeocatgge
catgceeagat
cagcaggeoct
actcctacat
ggttccagecce
cgaaggttgt
atacctgggt
cttacecaggt
gecttectge
aagttttcga

tggccaacca

ccctgeagag
ggagcgtcca
tactcgette
ttcecggtage

cagetacgtyg

ggagacgtee
tetggetgat
taagggtaag
gattggcttt
tegtgcggaa
tgtcaccgac
ateccatgggt
caacgatgag
ctacegtgge
tgaagcagaa

gccgaggtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

200

260

260



Thr

Ala

vVal

Gly

65

Ser

Ser

Phe

Ser

Val

145

Lys

Met

Glu

Gly

Val

225

Met

vVal

Hisg

Asp

Ala
305

Thr

Pro

Ala

Leu

50

Ile

Gln

Arg

His

Asp

130

Glu

Ala

Ile

Gly

Gln

210

Ala

Glu

Asn

Cys

Gly

290

Gln

Ser

Ala

Pro

35

Phe

Ala

Met

Tyr

Ala

115

Asp

Asn

vVal

Gly
Phe
195
Glu
Gly
Asn
Asp
Leu
275

Pro

Lys

Gln

Glu

20

Phe

Asp

Hisg

Gly

vVal

100

Met

Leu

Leu

Tyr

Phe

180

Gln

Thr

Ala

Asp

Glu

260

Pro

Ala

Ala

Pro

Gln

Ser

Lys

Leu

Lys

g5

Glu

Ala

Hisg

Ser

Leu
165

Ala

Pro

Gly

Asp

Gly

245

vVal

Ala

Ser

Leu

ES 2739002 T3

Gln

Ala

Glu

Thr

Gly

70

Gly

Ala

Glu

Pro

Pro

150

Gly

Thr

Arg

Ala

Val

230

Ile

Met

Tyr

Lys

Leu
310

Val

Glu

Arg

Ser

55

Gly

Glu

Ile

Thr

Cys

135

Glu

Asp

Ala

Ala

Lys

215

Val

Asp

Ala

Arg

Val

295

vVal

Arg

Val

Pro

40

Thr

Hisg

Thr

vVal

Ser

120

Gln

Glu

Gly

Gly
Glu
200
Val
Ile
Arg
Lys
Gly
280

Phe

Trp

32

Hisg

Leu

25

Leu

Arg

Ala

Leu

Trp

105

Thr

Ile

Gly

Asp

Met

185

Phe

Val

Thr

Thr

Ala

265

Lys

Asp

Leu

Phe

10

Thr

Glu

Thr

Ile

Gln

90

Arg

vVal

Leu

Pro

Asn
170

Asp

vVal

Val

Asp

Thr

250

Asn

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

Gly

Arg

Val

15

Asp

Thr

Pro

Ala

Ala

155

Asn

Ile

Glu

Thr

Thr

235

Pro

Asp

Val

Ala

Ala
315

Ala

Ala

Pro

Phe

60

Val

Thr

Tyr

Leu

Asp

140

Gly

Met

Ser

Arg

Asp

220

Trp

Phe

Gly

Ala

Glu

300

His

Asp

Ala

Lys

45

Ser

Asp

Ala

Ala

vVal

125

Leu

Leu

Ala

Ile

Ala

205

Ser

Val

vVal

Ala

Ala

285

Asn

Gln

Asp

Lys

30

Ser

Phe

Ser

Ala

His

110

Asn

Gln

Lys

Asn

Ile

190

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

270

Ser

Arg

Pro

Asp

15

Leu

vVal

Asp

Gly

Val

95

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser
175

Ala

Lys

Asp

Met

Tyr

255

Phe

Val

Leu

Arg

Leu

Lys

Ala

Ala

Ser

80

Leu

Asn

Leu

Ile

Lys

160

Tyr

Pro

Arg

Glu

Gly

240

Gln

Leu

Ile

Hisg



10

<210> 12
<211> 960
<212> ADN

ES 2739002 T3

<213> argF de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 12

atgacttcac
caggcagagyg
cteogagggac
tecttegacy
tcacagatgg
gaagcaattg
actgtgccac
ctgcagaceca
aaggctgtgt
gecacegegy
ttegtggage
agcctcgacg
atggaaaacg

gteatggoga

aaagaagtgg
aaccgectec
<210> 13

<211> 533
<212> PRT

<213> NCgl1221 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 13

aaccacaggt
ttttgaceoct
caaagtccgt
cgggcatege
gtaagggcga
tgtggcgcac
tggtgaactc
tegtggaaaa
acctgggega
geatggatat
gcgceggaaaa
aggttgccgg
acggcatcga

aagctaacga

cagectecgt

acgctcagaa

togecattte
agcocgcaaaqg
tgeagttett
teatttgggt
gaccctgcag
ctacgcacac
cttgtccgat
ccteagecct
tggegacaac
ctecateate
gegtggcecag
cgeccgatgtt
tocgcaccaca

cggegecate

gattgatgga

agcactgetg

ctggctgatg
ctcaaggeag
tttgataaga
ggacatgeca
gacaccgcag
agcaatttcc
gatctgcacc
gaagaaggee
aacatggeca
getectgaag
gaaaccggcyg
gtcatcaccg
cctttegtte

ttectgeact

ccagegtcca

gtgtggectge

33

atgatctcac
cgoecegtttte
ctteaacteg
tegtegtgga
ctgtattgtc
acgccatgge
catgccagat
cagcaggect
actcctacat
ggttecagee
cgaaggttgt
atacctgggt
cctaccaggt

gecttectge

aagttttega

tggeccacca

ccctgecagag
ggagogtoca
tactegette
tteeggeage
ccgctacgtg
ggagacgtcc
tctggctgat
taagggtaag
gattggettt
tegtgeggaa
tgtcaccgac
atccatgggt
caacgatgag

c¢tacegegge

tgaagcagaa

gaegaggtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

960



Trp

Phe

Arg

Phe

65

Ala

Ser

Gln

Val

145

Thr

Cys

Ile

Glu

Ile

225

Thr

Val

Ile

Ile

Leu

Val

50

Ala

Ala

Ile

Ile

Phe

130

Glu

Ile

Ile

Pro

Ala

210

Leu

Val

Thr

Leu

Val

Ile

35

Glu

Gly

Val

Pro

Val

115

Gly

Gly

Ala

Azn

Met

185

Ala

Gly

Val

Ala

Gly

Asp

20

Pro

Ser

Val

Ser

Ala

100

Ala

Val

Thr

Gln

Azn

180

Leu

Thr

Glu

Gly

Gly
260

Val

Thr

Arg

Ala

Gly

Ala

85

Thr

Asgp

Gly

Val

Glu

165

Ser

Gly

Leu

Met
245

Asn

ES 2739002 T3

Pro

Gly

Ile

Ala

Val

70

Met

Ile

Phe

Asp

Ile

150

Thr

Azn

Ser

Arg

Asgp

230

Pro

Gln

Ile

Phe

Gly

Asp

55

Tyr

Gln

Ala

Val

Azn

Glu

Ala

215

Val

Trp

Trp

Gln

Asp

Arg

40

Ala

Ile

Ala

Ser

Ala

120

Val

Ile

Ile

Trp

Asn

200

Leu

His

Met

34

Tyr

Val

25

Leu

Asp

Ala

Phe

Ala

105

Gly

Arg

Thr

Ile

Ser

185

Ile

Gly

Pro

Val

Val
265

Leu

10

Ala

Ala

Thr

Gln

Gly

90

Ala

Phe

Phe

Met

Pro

170

Arg

Thr

Gln

Ala

Thr

250

Glu

Leu

Ile

Met

Thr

Ile

75

Phe

Ile

Phe

Glu

Arg

155

Azn

Ala

Glu
Thr
235

Met

Arg

Tyr

Ile

Arg

Lys

60

Val

Ser

Gly

Ile

Gly

140

Ala

Ser

Val

Val

Lys

220

Glu

Arg

Ala

Ser

Leu

Ile

45

Azn

Ala

Leu

Leu

Leu

125

Asn

Thr

Thr

Val

Ile

205

Ile

Val

Phe

Ile

Leu

Val

30

Ile

Gln

Phe

Ala

Gly

110

Thr

Gly

Lys

Ala

Val

190

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg
270

Trp

15

Leu

Lys

Leu

Phe

Gly

95

Ala

Glu

Ile

Ile

Lys

175

Ile

Arg

Pro

Pro

Val

255

Thr

Asn

Ala

Arg

Ala

Met

80

Ala

Gln

Lys

Val

Arg

160

Val

Pro

Ser

Glu

Pro

240

Gln

Glu



<210> 14
<211> 16

Ile
Gly
Ser

305

Ala

Leu

Glu

Tyr

385

Phe

Gly

Glu

Val

465

Thr

Pro

Gln

Pro

02

<212> ADN
<213> NCgl1221 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 14

Ile

Thr

290

Leu

Ala

Asn

Asp

Thr

370

Tyr

Lys

Trp

Thr

450

Glu

Ser

Thr

Ser

Thr
530

Ser

275

Leu

Ile

Ala

Ala

Ser

355

Ala

Pro

Ser

Val

Leu

435

Ser

Glu

Thr

Glu

Pro

515

Ser

Glu

Ile

Asp

Thr

Asp

340

Asp

Lys

Azn

Thr

Met

420

Ser

Ala

Thr

Pro

Glu

500

Ala

Thr

Phe

Asp

Ala

Val

325

Ala

Val

Pro

Arg

Ser

405

Thr

Pro

Pro

Pro

Ala

485

Ala

Val

Pro

ES 2739002 T3

Trp
Ser
Ser
310

Ala

Ser

Asgp

Trp

390

Val

Ser

Val

Thr

470

Thr

Thr

Glu

Glu

Leu

295

Pro

Ser

Val

Glu

His

375

Gln

Leu

Glu

Thr

Ser

455

Ala

Ser

Ala

Glu

280

His

Gln

Leu

Ile

Gln

360

Ser

Lys

Leu

Pro

Ala

440

Thr

Glu

Thr

Gln

Pro
520

35

Tyr

Val

Ala

Ala

Asn

345

Glu

Leu

Ile

Gly

Ser

425

Thr

Pro

Ser

Pro

Glu

505

Thr

Gly

Glu

Leu

Ala

330

Ala

Leu

Arg

Leu

Ala

410

Glu

Ser

Ser

Asn

Gln

490

Glu

Ala

Ser

His

Lys

315

Ser

Gly

Ser

Gly

Ser

395

Leu

Asn

Thr

Met

Val

475

Arg

Thr

Val

Ala

Glu

300

Glu

Ser

Asn

Ser

Phe

380

Phe

Leu

Trp

Ala

Thr

460

Glu

Ala

Thr

Gln

Thr

285

Glu

Pro

Azn

Pro

Glu

365

Phe

Gly

Leu

Gln

Val

445

Val

Thr

Asp

Ala

Glu
525

Thr

Pro

Lys

Asgp

Glu

350

Glu

Arg

Gly

Leu

Asn

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Ser

510

Thr

Thr

Lys

Pro

Asgp

335

Lys

Pro

Thr

Arg

Ser

415

Ser

Thr

Thr

Gln

Ile

485

Gln

Val

Ser

Thr

Glu

320

Ala

Glu

Glu

Asgp

Val

400

Leu

Ser

Ser

Thr

Glu

480

Glu

Thr

Ala



atgattttag

accggttttg

ctggecatge
aaccageteg
cttgeagtet
accattgegt
ggatttttca
aacggcatcg
acdgattgeac
tctaataact
atcacagatg
atcgcaccgg
acggtggtcg
aatcaatggc
tacggcageg
gagccaaaga
getgeggega
goctceggtga
gaactctcca
ttcecgcactg
cgeatgagea
actgtggaac
accteaactyg
gtgcccacta
acctcaaccc
gocacgtcge

acecgeggtece

<210> 15
<211> 533
<212> PRT

<213> NCgl1221 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 15

gegtacecat

atgtagcaat

gtattatcaa
cgttegecgy
cogegatgea
cagctgccat
tcctgacgga
ttgtcgaagy
aagagaccgt
ggtegegtge
teatagegeg
aaatcctcgg
gcatgceogty
tggtcgaacy
caaccactac
cetegettat
cggttgeate
tcaatgcagy
gcgaagaacce
attactaccc
cgteocetgtt
caagtgagaa
cggtgaccac
cggtggagga
ctgcaaccgc
aggaggaaac

aagagacagt

ES 2739002 T3

tecaatatttyg

tatcctggtce

gcgecgagtyg
cgttggegtt
ggcttttggt

tggeccttggt

aaagcaattc
caccgtcatt
gatcateocee
ggttgtegtt
ctetgaaget
tgaactcgat
gatggtcacc
cgccatccge
atcgggaace
cgacgectee
getagetgea
caatccagag
ggaagaaaca
aaatcggtgg
gttgggtgeyg
ttggeaaaac
cteocgaaact
gaccccaacg
aacgccccag
gactgcgtcg

tgegeagacy

ctetatteat

ttggcgtttt

gagtctgeag
tatatcgege
tteteteteg
gcgcagtcga
ggcgtgggty
gagatcacca
aactccacgg
atteoggatcee
gegactegte
gtgcacccayg
atgcgtttcce
acagaaatca
ctecattgatt
coccaggete
tectetaacg
aaggaacttg
gcaaaaccag
cagaagatcc
ctgotettge
tecagtggat
tecgagecag
atggaatcta
cgagccgaca
cagacgcagt

tecacecctt

36

tgtggaattg

tgattccacy

ccgatgegga
aaattgtgge
cgggegetge
ttgttgcgga
actgggtgcg
tgcgcgcegac
cgaaagtgtg
ccatgttggg
gegeacttgg
ccacggaagt

tcocgtgcaagt

tcagcgaatt
ccettacacgt
ttaaggaacce
acgatgeaga
attccgatgt
atcactctct
tgtogtttgg
tgtcactatt
ggctgteoace
taagcacgee
acgtcgaaac
ccatcgaacc
ctccagcagt

ag

gattgtegat

tatcggccga

caccactaag
gttttteatg
gattcooggea
cttettggece
ttttgagggce
caaaattcgc
catcaacaat
ttetgaaaac
ccaggagaaa
cacgccgcca
caccgecggc
ctgggaagaa
tgagcatgaa
gaagecggag
caatgeagac
gctggaacaa
ccgaggcttce
cggacgtgtc
taaggtcatg
aagcactgece
ttegatgaca
gcagcaggaa
gaccgaggaa

ggaagcacca

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

1602



ES 2739002 T3

Met Ile Leu Gly Val Pro Ile Gln Tyr Leu Leu Tyr Ser Leu Trp Asn
1 5 10 15

Trp Ile Val Asp Thr Gly Phe Asp Val Ala Ile Ile Leu Val Leu Ala
20 25 30

37



Phe

Arg

Phe

65

Leu

Ala

Ser

Gln

val

145

Thr

Cys

Ile

Glu

Ile

225

Thr

Val

Ile

Gly

Ser

305

Ala

Asp

Leu

Val

50

Ala

Ala

Ile

Ile

Phe

130

Glu

Ile

Ile

Pro

aAla

210

Leu

vVal

Thr

Ile

Thr

290

Leu

Ala

Asn

Asp

Ile

35

Glu

Gly

val

Pro

Yal

115

Gly

Gly

Ala

Asn

Met

195

Ala

Gly

val

Ala

Asn

275

Leu

Ile

Ala

Ala

Ser
355

Pro

Ser

vVal

Ser

Ala

100

Ala

vVal

Thr

Gln

Asn

180

Leu

Thr

Glu

Gly

Gly

260

Glu

Ile

Asp

Thr

Asp

340

Asp

Arg

Ala

Gly

Ala

B3

Thr

asp

Gly

val

Glu

165

Ser

Gly

Arg

Leu

Met

245

Azn

Phe

Asp

Ala

val

325

Ala

val

ES 2739002 T3

Ile

Ala

val

70

Met

Ile

Phe

Asp

Ile

150

Thr

Asn

Ser

Arg

Asp

230

Pro

Gln

Trp

Ser

Ser

310

Ala

Ser

Gly

Asgp

55

Tyr

Gln

Ala

Leu

Trp
135
Glu
Val
Asn
Glu
Ala

215

Val

Trp

Trp

Glu

Leu

295

Pro

Ser

Ala

Glu

Arg

40

Ala

Ile

Ala

Ser

Ala

120

val

Ile

Ile

Trp

Asn

200

Leu

His

Met

Leau

Glu

280

His

Gln

Ile

Gln
360

Leu

Asp

Ala

Phe

Ala

105

Gly

Arg

Thr

Ile

Ser

185

Ile

Gly

Pro

val

Val

265

Tyr

val

Ala

Ala

Asn

345

Glu

38

Ala

Thr

Gln

Gly

90

Ala

Phe

Phe

Met

Pro

170

Arg

Thr

Gln

Ala

Thr

250

Glu

Gly

Glu

Ala
330

Ala

Leu

Met

Thr

Ile

75

Phe

Ile

Phe

Glu

Arg

155

Asn

Ala

Asp

Glu

Thr

235

Met

Arg

Ser

His

Lys

315

Ser

Gly

Ser

Arg

Lys

60

val

Ser

Gly

Ile

Gly

140

Ala

Ser

Val

val

Lys

220

Glu

Arg

Ala

Ala

Glu

300

Glu

Ser

Asn

Ser

Ile

45

Asn

aAla

Leu

Leu

Leu

125

Asn

Thr

Thr

Val

Ile

205

Ile

Val

Phe

Ile

Thr

285

Glu

Proc

Asn

Pro

Glu
365

Ile

Gln

Phe

Ala

Gly

110

Thr

Gly

Lys

Ala

Val

180

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg

270

Thr

Pro

Lys

Asp

Glu

350

Glu

Lys

Leu

Phe

Gly

95

Ala

Glu

Ile

Ile

Lys

175

Ile

Pro

Pro

Val

255

Thr

Thr

Lys

Proc

Asp

335

Lys

Proc

Gln

Ala

Met

80

Ala

Gln

Lys

vVal

Arg

160

Val

Pro

Ser

Glu

Pro

240

Gln

Glu

Ser

Thr

Glu

320

Ala

Glu

Glu



Glu

Tyr

385

Arg

Phe

Gly

Glu

Val

465

Thr

Pro

Gln

Pro

<210> 16
<211> 1602
<212> ADN

Thr
370

Tyr

Met

Lys

Trp

Thr

450

Glu

Ser

Thr

Ser

Thr
530

Ala

Pro

Ser

Val

Leu

435

Ser

Glu

Thr

Glu

Pro

515

Ser

Lys

Asn

Thr

Met

420

Ser

Ala

Thr

Pro

Glu

500

Ala

Thr

Pro

Arg

Ser

405

Thr

Pro

Pro

Pro

Ala

485

Ala

Val

Pro

ES 2739002 T3

Val

Ser

Ala

Thr

470

Thr

Thr

Glu

His
375

Gln

Glu

Thr

Ser

455

Met

Ala

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

Pro

Ala

440

Thr

Glu

Thr

Gln

Pro
520

Leu

Ile

Gly

Ser

425

Thr

Pro

Ser

Pro

Glu

505

Thr

Arg

Leu

Ala

410

Glu

Ser

Ser

Ser

Gln

490

Glu

Ala

<213> NCgl1221 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 16

39

Gly

Ser

385

Leu

Azn

Thr

Met

Val

475

Arg

Thr

Val

Phe
380

Phe

Trp

Ala

Thr

460

Glu

Ala

Thr

Gln

Phe

Gly

Gln

Val

445

Val

Thr

Asgp

Ala

Glu
525

Arg

Gly

Leu

Azn

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Ser

510

Thr

Thr

Arg

Ser

415

Ser

Thr

Thr

Gln

Ile

495

Gln

Val

Asp

Val

400

Leu

Ser

Ser

Thr

Glu

480

Glu

Thr

Ala



atgattttag
accggttttyg
ctggecatge
aaccageteg
cttgcegtcet
accattgcgt
ggatttttca
aacggecateg
acgattgeac
tctaataact
atcacagatg

atcgcaccgg

acggtggtcg

aatcaatggc
tacggcagecy
gagocaaaga
getgeggega
gecteggega
gaactctcca
ttcecgeacty
cgcatgagca
actgtggaac
acctcaactg
gtgeccacta
acctcaaccc
gccacgtcegce
accgcggtcce
<210> 17

<211> 711
<212> PRT

gcgtacccat
atgtagcaat
gtattatcaa
cgttegetgg
cocgcgatgcea
cagctgccat
toctgacgga
ttgttgaagg
aagagaccegt
ggtegegtge
tcatcgcegeg

aaatcctcgg

gcatgccgtg
tggtcgaacg
caaccactac
ccetegettat
cggttgeate
tcaatgeagyg
gcgaagaacc
attactaccc
cttcecectgtt
caagtgagaa
cggtgaccac
cggtggagga
ctgcaaccge
aggaggaaac

aagaaacagt

<213> SpeC de Escherichia coli

<400> 17

ES 2739002 T3

tcaatattty
tatectggte
gcagegagty
cgttggegtt
ggcttttggt
tggtcttggt
aaagcaattc
cacegteatt
gatcatceoeg
ggttgtegtt
ctctgaaget

tgaactcgat

gatggtcacc
cgcoccatcege
atcgggaacc
cgacgcoctee
getagetgea
caatccagag
ggaagaaaca
aaatcggtgg
gttgggtgeg
ttggcaaaac
ctecgaaact
gacoccaacy
aacgccccag
gactgcatcyg

tgcgcoccgacy

ctctattcat
ttggegtttt
gagtetgcoag
tatategege
ttctctctceg
gcocgcagtcga
ggcgtgggtg
gagatcacca
aactocacygyg
atteegatece
gcgactcgte

gtgcacccag

atgcgtttce
acagaaatca
ctcattgatt
ccccaggete
tegtetaacy
aaggaacttg
gcaaaaccag
cagaagatcc
ctgctcttge
tecagtggat
tecgegecag
atggaatcta
cgagccgaca
cagacgcagt

tccaccectt

40

tgtggaatty

tgattecacg
cegatgegga
aaattgtgge
cgggegctge
ttgttgecgga
actgggtgeg
tgegegegace
cgaaagtgtyg
ccatgttggyg
gcgcacttgyg

ccacggaagt

tcgtgcaagt
tcaacgaatt
ccttacacgt
ttaaggaace
acgatgcaga
attecgatgt
atcactctect
tgtcgtttgy
tgtcactatt
ggctgteace
caagcacgee
gegtegaaac
ccatcgaacc

ctccagcagt

ag

gattgtcgat
tateggeega
caccactaag
gttttteatg
gattccggca
cttecttggee
ctttgaggge
caaaattoge
catcaacaat
ttetgaaaac
ccaggagaaa

cacaccgoca

caccgceggce
ctgggaagaa
tgagcatgaa
gaagccggag
caatgcagac
getggaacaa
cocgaggctte
cggacgtgte
taaggtcatg
aagcactgee
ttegatgaca
gcagcaggaa
gaccgaggaa

ggaagcacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1602



Met

Ser

Val

Ala

Glu

65

Azn

Glu

Phe

Lys

Ser

Ala

Leu

50

His

Glu

Asn

Gly

Lys

Ser

His

Ala

35

Leu

Ala

Gln

Leu

Asn

115

Lys

Met

Arg

20

Val

Lys

Val

Gln

Leu

100

Ser

His

Azn

Arg

Val

Arg

Glu

Trp

85

Pro

Thr

Pro

ES 2739002 T3

Ile

Val

Ile

Thr

Leu

70

Pro

Phe

Ala

Ala

Val

Thr

Gly

55

Pro

Glu

Phe

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

40

Phe

Ala

Tyr
Cys
120

Arg

41

Ser

Leu

25

Ala

His

Gly

Glu

Asp

105

Pro

His

Ser

10
Gly
Asp
Leu
Val
Ser

80
Thr

Gly

Phe

Glu

Asp

Ser

Pro

Thr

75

Ala

Leu

His

Tyr

Leu

Thr

Arg

Val

60

Ala

Ala

Thr

Gln

Asgp

Val

Asgp

Ser

45

Phe

Val

Cys

Gln

His

125

Phe

Ser
Phe

30
Gly
Leu
Ile
Gln
Tyr
110

Gly

Phe

Arg

15

Thr

Ile

Tyr

Azn

Tyr

95

Val

Ala

Gly

Leu

Asgp

Ser

Gly

80

Glu

Glu

Phe

Glu



Asn

145

Leu

Lys

Ala

Val

Ile

225

FPhe

Leu

Val

Tyr

305

Met

Pro

Ser

Ala

Ala

385

Ala

val

Leu

Asp

Glu

130

Val

Lau

val

Ala

Leu

210

Gln

Gly

Arg

Pro

Tyr

230

Ile

Met

Gly

Gln

Arg

370

Ser

Lys

Glu

Phe

Tyr

450

Pro

FPhe

Ila

Phe

Asn

195

Phe

Ala

Phe

Gln

Tyr

275

Asn

Leu

Ala

Ile

Thr

355

Phe

Thr

Ile

Ile

Arg

435

Pro

Gly

Arg

His

His

180

Lys

Asp

Gly

Ile

Gln

260

Arg

Ala

Phe

Asp

Phe

340

Ser

Cys

Ser

His

Gly

420

Pro

Thr

Ala

Ala

Glu

165

Ala

Val

Arg

Ala

Gly

245

Ile

Len

Arg

Asp

Ser

325

val

Gln

Pro

Fro

Glu

405

Ile

Phe

Ser

Lys

ES 2739002 T3

asp

150

Gly

asp

val

Asn

Thr

230

Gly

aArg

Ala

Gln

Ser

310

Ser

Thr

Ile

Hig

Phe

390

Gly

Glu

Ile

Val

Trp

135

Met

Ser

Lys

Thr

Asn

215

Pro

Ile

Asp

Ile

Val

295

Ala

Pro

Gln

His

Lys

375

Tyr

Glu

Ala

Pro

Leu

455

His

Cys

Ala

Thr

Asn

200

His

val

Azp

Val

Ile

280

Ile

Trp

Leu

Ser

lys

360

Arg

Pro

Ser

Arg

Pro

440

Ala

Gly

42

Asn

Lys

Tyr

185

Ala

Lys

Tyr

Ala

Ala

265

Gln

Asp

Val

Leu

Val

345

Lys

Leu

Leu

Gly

Lys

425

val

Ser

Phe

Ala

Asp

170

Phe

Leu

Ser

Leu

Hiz

250

Pro

Leu

Thr

Gly

Leu

330

His

Asp

Asn

FPhe

Arg

410

Ala

val

Asp

Glu

Asgp

155

Ala

val

Leau

Asn

Glu

235

Cys

Glu

Gly

val

Tyr

315

Glu

Lys

Asn

Agn

Ala

395

Arg

Ile

Asp

Arg

Gly

140

val

Gln

Leu

Thr

His

220

Ala

Phe

Lys

Thr

Gly

300

Glu

Leu

Gln

His

Ala

380

Ala

Leu

Len

Gly

Arg

460

Tyr

Lys

Lys

Asn

Arg

205

His

Ser

Asn

Ala

Tyr

285

Hig

Gln

Asn

Gln

Ile

365

Phe

Leu

Trp

Ala

Lys

445

Phe

Ala

Leu

Phe

Gly

130

Gly

Gly

Arg

Glu

Asp

270

Asp

Leu

FPhe

Glu

Ala

350

Arg

Met

Asp

Ala

Arg

430

Leu

FPhe

Ala

Gly

Ala

175

Thr

Asp

Ala

Asn

Glu

255

Leu

Gly

Cys

Ile

Asn

335

Gly

Gly

Leu

val

Glu
415

Cys

Trp

Ser

Asp

Asp

160

Ala

Ser

Lau

Leu

Pro

240

Tyr

Pro

Thr

Asp

Pro

320

Asp

Phe

Gln

Hig

Asn

400

Cys

Lys

Gln

Phe

Gln



465

Tyr

Ala

Ala

Azn

Ala

545

Val

Asgp

Ser
625

Glu

Leu

Phe

Glu

Leu
705

<210> 18
<211> 2136
<212> ADN

<213> SpeC de Escherichia coli

<400> 18

Phe

Glu

His

Ser

530

Gln

Ser

Arg

Leu

Gln

610

Ala

Gly

Cys

Leu

Leu

690

Tyr

Val

Thr

Tyr

515

Ile

Pro

Tyr

Tyr

585

Gln

Tyr

Arg

Val

Ala

675

Gln

Gly

Asp

Gly
500

Arg

580

Val

Ser

Ile

Ile

Val

660

Gly

Tyr

Pro

485

Glu

Arg

Phe

Ala

Val

565

Asgp

Ser

Phe

Ala

645

Pro

Glu

Val

Val

ES 2739002 T3

470

Cys

Tyr

Glu

Leu

Met

550

Glu

Tyr

Phe

Pro

Gly

630

Ala

Gly

Glu

Tyr

Leu
710

Lys

Ser

Azn

Leu

535

Val

Thr

Asgp

Ser

615

Asp

Glu

Glu

Gly

Ser

695

Lys

Leu

Asp

Gly

520

Thr

Ala

Leu

Leu

Val

600

Val

Val

Gly

Val

Val

680

Glu

Phe

505

Ile

Pro

Gln

Pro

Arg

585

Lys

val

Glu

Ala

Trp
665

Asn

Thr

43

Leu

490

Gly

Val

Ala

Phe

Ser

570

Gln

Asgp

Met

Leu

Leu

650

Gly

Asp

475

Thr

Val

Pro

Glu

Glu

555

Val

Asn
Val
635

Pro

Gly

Ala

Thr

Pro

Glu

Ser

540

Gln

Tyr

Cys

Gln

Pro

620

Arg

Tyr

Ala

Pro

Asp
700

Pro

Ala

Lys

525

His

His

Asn

Gln

Lys

605

Gln

Ile

Pro

Val

Gly

685

Gly

Gly

Thr

510

Cys

Glu

Ile

Lys

Glu

590

Ala

Asp

Arg

Pro

Gln

670

Phe

Val

Ile

485

Ile

Asp

Lys

Glu

Tyr

575

Met

Met

Ala

Asp

Gly

655

Arg

Ser

Lys

480

Asp

Asp

560

Pro

His

Phe

His

Ala

640

Val

Tyr

Pro

Arg



atgaaatcaa
cgegtggtgy
geggatagte
tttttgtatt

aacgagcagc

tgaatattge
cgttgggaga
geagtggeat

ccgaacatgce

agtggctgga

ES 2739002 T3

cgecagtagt gaactggtat
tactgatttt acggacgteg
tettgegttg ¢ttaagegea
tgttgaatta cctgocgggcg

gectggaatcc gcagoctgtce

44

ccegacttte ttetcategt
cggcagtegt cattaceget
ceggttttea tetaceggtg
ttacggcggt aatcaacggc

agtatgaaga gaatttgctg

60

120

180

240

300



ccacogtttt
cctggacatc
ttetttggtg
ctgcttattc
gocgataaaa
gcgetgttaa
cacggegagce
tttggtttca
attegogacyg
cagctgggaa
catetgtgtg
atgatggegyg
gtgacteagt
aaagataacc
tttatgctec
gccaaaatte
attgaagcge
gttgttgaty
tttttcagtt
tattttgttyg
gaatatagcg
attgtgecgg
cacgagaagc
gactcgecgce
gactacacce
aaagacctac
caggatgege
gaagggcgaa
cocggggaaq
aatttgttge

ggcegtgaaac

atgacacgct
aacatggtge
agaacgtett
atgaaggatc
cctattttgt
cgegtggega
tgattcagge
ttggcggtat
ttgegecaga
cctatgacgg
attacattet
atagctegee
cggtgcacaa
atatcogogyg
atgecttetac
atgaagggga
gcaaggctat
gcaaattgtg
ttgagecegygg
atccgtgeaa
actttggcgt
agaagtgega
tggcacaact
tggttgaggt
tgegocagtt
aaaaagcgat
atagcgetta
ttgcggcaga
tetgggatygy
cgggatttte

ggttgtacgg

ES 2739002 T3

gacgcagtac
gttttttaaa
toegegecgat
ggcgaaagat
goctgaacgge
tetggtgete
gggggcgacy
tgatgecgeac
aaaagccgac
cactgtctat
gtttgattea
getgetgtta
acagcaggeyg
acaggegegt
cagcccttte
gagtgggegt
tettgogege
gcaggattat
ggcgaagtgyg
getgttacte
tococggogacy
tetcaactee
ggtggegatg
gttgccgage
gtgtcaggag
gttccgccag
tattegeggt
aggggegttg
ggeggttcaa
geeggagety

ttatgtgttyg

gttgagatgg
aagcatcctg
atgtgtaacy
gocgcagaaat
acatcggecag
ttcgacegta
cocggtctate
tgttttaatg
ctgeoegegee
aacgcccgtce
gegtgggteg
gaacttaacyg
ggattcotcoac
ttttgocoge
tatccocgetgt
cggctgtggyg
tgtaagctgt
ccgacatcag
cacggctttg
actacaccag
attctggcge
attetgtttt
ctggcgcaat
gtttataaca
atgcacgatc
cagagtttcc
gacgtyggagt
ccttatccac
cgttatttece

caaggtgttt

aagtaa

45

gcaacagcac
ccggacgeca
ctgacgtaaa
tcgcagccaa
cgaataaagt
acaaccataa
tggaagctte
aagagtatct
cgtategect
aggtgatcga
gttatgaaca
aaaacgatece
agacgtcogea
ataageggtt
ttgctgeoact
ctgagtgtgt
tcocgecogtt
tgttagccag
aaggatatge
gtategatge
actatctgeg
tattaactec
ttgaacagea
agtatccggt
tgtatgtcag
cgtcagtggt
tggtgeggat
ctggcgtget
ttgeactgga

atagegaaac

ctttgottge
tttttacgat
attgggegat
agtctttcat
ggtgacgaat
gtcgaatcat
acgcaacecy
gcgccageaa
ggcgattatt
taccgttggy
atttatecceg
ggggatettt
gatccataaa
gaataacgce
ggatgttaac
tgagataggy
tatcocogeoc
cgaccgcecgt
cgoggatcayg
cgaaacegge
tgagaacggc
ggcggaaage
tattgaggat
gecgetatege
tttecgacgtce
gatgaacccc
tegtgatgee
ttgcgtggta
agaaggggtyg

cgatgeggat

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
1520
1980
2040
2100

2136



ES 2739002 T3

<210> 19

<211> 357

<212> PRT

<213> ArgC de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 19

46



Met

Ile

Leu

Thr

Ile

65

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

145

Cys

Gly

Gly

Gly

Glu

225

Ser

Ala

vVal

Glu

Ile

Ala

Gly

Ala

50

Pro

Ala

Glu

Ala

Ser

130

His

Phe

Leu

Ala

Ser

210

Ile

Phe

Thr

Tyr

Gly
290

Met

Gly

Hisg

35

Ala

Gln

Gly

Ile

Asp

115

Glu

Arg

Pro

Ile

Gly

195

Leu

Ala

Thr

Ala

Glu

275

Ala

His

Ala

20

Pro

Ser

Leu

His

Ala

100

Phe

His

Glu

Thr

Glu

180

Lys

Lys

Gln

Pro

Pro

260

Glu

Gln

Asn

Ser

Ala

Thr

Ala

Asp

85

Leu

Arg

Gln

Ala

Gly

165

Pro

Lys

Ala

Asn

Val

245

Leu

Phe

Pro

ES 2739002 T3

vVal

Gly

Tyr

Ala

Asp

70

vVal

Gln

Leu

Gly

Leu

150

Ala

Asp

Ala

Tyr

Leu

230

Leu

Lys

Tyr

Gln

Tyr

Tyr

Ala

Gly

55

Arg

vVal

Leu

Gln

Thr

135

Arg

Thr

Val

Ser

Asn

215

Gly

Ala

Glu

Ala

Thr
295

Gly

Ala

Ser

40

Ser

vVal

Phe

Gly

Asn

120

Trp

Gly

Leu

Ser

vVal

200

Thr

Glu

Pro

Gly

Gln

280

Gln

47

vVal

Gly

25

Gly

Thr

Ile

Leu

Pro

105

Ala

Pro

Ala

Ala

Val

185

Ala

Ser

Val

Leu

vVal

265

Glu

Ala

Thr

10

Gly

Glu

Leu

Gln

Gly

20

Asp

Ala

Tyr

Lys

Leu

170

Val

Leu

Gly

Ser

Pro

250

Thr

Thr

Val

Met

Glu

Leu

Gly

Asp

75

Leu

Val

Asp

Gly

Arg

155

Leu

Ser

Leu

Lys

Asp

235

Arg

Ala

Phe

Leu

Thr

Ile

Glu

Glu

60

Thr

Pro

Thr

Trp

Ile

140

vVal

Pro

Ile

Gly

His

220

Lys

Gly

Glu

vVal

Gly
300

Ile

Leu

Ile

45

Leu

Thr

His

Val

Glu

125

Pro

Ala

Ala

Thr

Ser

205

Arg

Pro

Ile

Gln

His

285

Ser

Lys

Arg

30

Gly

Met

Ala

Gly

Ile

110

Lys

Glu

vVal

Val

Gly

130

Glu

His

Val

Leu

Ala

270

vVal

Asn

vVal

15

Leu

Ala

Pro

Glu

Phe

95

Asp

Phe

Met

Pro

Gln

175

Val

Thr

Thr

Lys

Thr

255

Arg

Leu

Met

Ala

Leu

Leu

Hisg

Thr

80

Ser

Cys

Tyr

Pro

Gly

160

Ala

Ser

Met

Pro

Val

240

Thr

Ala

Pro

Cys



10

15

His Val Gln Val Glu

305

Ser Ala Ile

Cys Met Asn

Val Gly Val

<210> 20
<211> 1074
<212> ADN

340

355

Asp Asn

ES 2739002 T3

310

325

Ala Pro

345

<213> argC de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 20

atgatcatge
agtggatatg
ggtgaactag
ttgatgecac
ctagecggte
cttcagctcg
gctgcagatt
ccagaaatgc
tgtttceccaa
ccagatgttt
gcactacttg
cgccacaccc
agcttcacce
ttgaaagaag
gaaacctteg
tecaacatgt
teegeaateg

agcgttggtt

<210> 21
<211> 347
<212> PRT

ataacgtgta
ccggeggaga
aaatcggage
acatteocgea
atgatgtegt
gaccagatgt
gggagaagtt
caggacaccg
ceggtgeaac
cegtagtgte
geteggaaac
cggaaattgce
cagtgcttgce
gcgttaccgce
tgeatgttet
gecacgtgea
ataacctcac

ttgatgaggc

tggtgtaact

aatccttogt
actcacegeg
gttggceggat
atttectagga
cacagtgatt
ctacggctca
cgaggctectt
cttggetett
catcacegge
catgggttea
ccagaacctec
accgttacct
agaacaggct
tecagaaggt
ggtagaaatt
caagggaact

agcaggcctg

atgacaatca
ctccttttag
geatcaaceg
cgtgttatte
ctteocacacyg
gactgtgcag
gagcaccagyg
cgtggtgcta
cttectgegyg
gtatcaggtg
ctcaaggegt
ggcgaagtca
cgcggaattce
cgcgcagtat
gcacagccac
gatgaggaag
gecggegecyg

ccacaggtcg

<213> ArgC de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 21

48

315

aggttgcaat
goccatccage
caggcageac
aagacaccac
gattetetge
ctgactttcg
gaacatggcc
agcgtgtage
ttecaageggg
caggtaagaa
acaacaccte
gcgacaagec
tcaccactge
atgaagagtt
aaacccaage
caggcaaagt
ctgttcagtg

gogtcgecace

Ile Asp Glu Glu Ala Gly Lys Val Leu Val Thr
320

Leu Thr Lys Gly Thr Ala Gly Ala Ala Val Gln
330

335

Leu Ser Val Gly Phe Asp Glu Ala Ala Gly Leu Pro Gln

350

cgcaggagcc
ttatgcatct
geteggtgaa
agctgaaact
agaaattgca
tctgcaaaat
ttatggcatt
agtgccagga
acttategag
agcatetgtt
cggaaagcac
agtcaaggtyg
aaccgcacct
ctatgcacag
agttettgge
cettgttace
catgaactta

ttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1074



Glu

Leu

Gly

Asp

65

Leu

val

Asp

Gly

Arg

145

Leu

Ser

Leu

Lys

Asp

225

Arg

Ala

Phe

Leu

Gly

305

Ala

Thr

Ile

Glu

Glu

50

Thr

Pro

Thr

TCp

Ile

130

Vval

Pro

Ile

Gly

His

210

Lys

Gly

Glu

val

Gly

290

Lys

Gly

Ile

Leu

Ile

35

Leu

Thr

His

val

Glu

115

Pro

Ala

Ala

Thr

Ser

135

Arg

Pro

Ile

Gln

His

275

Ser

val

Ala

Lys

Arg

20

Gly

Met

Ala

Gly

Ile

100

Lys

Glu

YVal

val

Gly

180

Glu

His

Yal

Leu

Ala

260

val

Asn

Ala

Val

Leu

Ala

Pro

Glu

Phe

85

Asp

Fhe

Ile

Pro

Gln

165

vVal

Thr

Thr

Lys

Thr

245

Arg

Leu

Met

Val

val
325

ES 2739002 T3

Ala

Leu

Leu

His

Thr

70

Ser

Cys

Tyr

Pro

Gly

150

Ala

Ser

Met

Pro

Yval

230

Thr

Ala

Pro

Cys

Thr

310

Gln

Ile

Leu

Thr

Ile

55

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

135

Cys

Gly

Gly

Gly

Glu

215

Ser

Ala

Val

Glu

His

295

Ser

Cys

Ala

Gly

Ala

470

Pro

Ala

Glu

Ala

Ser

120

Hisg

Phe

Leu

Ala

Ser

200

Ile

Phe

Thr

Tyr

Gly

280

val

Ala

Met

49

Gly

Hiz

25

Ala

Gln

Gly

Ile

Asp

105

Glu

Arg

Pro

Ile

Gly

185

Leu

Ala

Thr

Ala

Glu

265

Ala

Gln

Ile

Asn

Ala

10

Pro

Ser

Leu

His

Ala

90

Phe

His

Glu

Thr

Glu

170

Lys

Lys

Gln

Pro

Pro

250

Glu

Gln

val

hgp

Leu
330

Ser

Ala

Thr

Ala

Asp

15

Leu

Arg

Gln

Ala

Gly

155

Pro

Lys

Ala

Asn

Val

235

Leu

Phe

Pro

Glu

Asn

315

Ser

Gly

Tyr

Ala

Asp

60

Val

Gln

Leu

Gly

Leu

140

Ala

Asp

Ala

Tyr

Leu

220

Leu

Lys

Tyr

Gln

Ile

300

Leu

val

Tyr

Ala

Gly

45

Arg

Val

Leu

Gln

Thr

125

Arg

Thr

val

Ser

Asn

205

Gly

Ala

Glu

Ala

Thr

285

Asp

Thr

Gly

Ala

Ser

30

Ser

val

Phe

Gly

Asn
110

TIp

Gly

Leu

Ser

val

190

Thr

Glu

Pro

Gly

Gln

270

Gln

Glu

Lys

Phe

Gly

15

Gly

Thr

Ile

Leu

Pro

95

Ala

Pro

Ala

Ala

val

175

Ala

Ser

val

Leu

Val

255

Glu

Ala

Glu

Gly

Asp
335

Gly

Glu

Leu

Gln

Gly

80

Asp

Ala

Tyr

Lys

Leu

160

val

Leu

Gly

Ser

Pro

240

Thr

Thr

val

Ala

Thr

320

Glu



10

15

<210> 22
<211> 1044
<212> ADN

ES 2739002 T3

Ala Ala Gly Leu Pro Gln Val Gly Val Ala Pro

340

<213> argC de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 22

atgacaatca
ctccttttag
gcatcaaccy
cgtgttattce
ctteocacacyg
gactgtgeag
gagcaccagg
cgtggtgcta
cttcctgegg
gtatcaggtyg
ctcaaggegt
ggcgaagtca
cgcggaatte
cgcgcagtat
gcacagccac
gatgaggaag
gecggegecyg
ccacaggteg
<210> 23

<211> 388
<212> PRT

aggttgeaat
goccatccage
caggcagcac
aagacaccac
gattetetge
ctgacttteg
gaacatggee
agcgtgtage
ttcaagcggg
caggtaagaa
acaacaccte
gegacaagee
tcacecactge
atgaagagtt
aaacccaagc
caggcaaagt
ctgttcagtg

gegtegeace

cgcaggagec
ttatgcatct
gctcggtgaa
agctgaaact
agaaattgca
tetgeaaaat
ttatggeatt
agtgccagga
acttatcgag
agcatctgtt
cggaaagcac
agtcaaggtyg
aaccgcacct
ctatgcacag
agttcttgge
ccttgttacce
catgaactta

ttaa

agtggatatg
ggtgaactag
ttgatgccac
ctagccggte
ctteageteg
getgeagatt
ccagaaatac
tgtttcccaa
ccagatgttt
gcactacttg
cgocacaced
agettcacee
ttgaaagaag
gaaaccttcg
tccaacatgt
tocecgcaatcg

agegttgget

<213> ArgJ de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 23

50

345

ccggceggaga
aaatcggagc
acattccgca
atgatgtcgt
gaccagatgt
gggagaagtt
caggacaccq
ccggtgcaac
ccgtagtgtce
gctcggaaac
cggaaattge
cagtgettge
gegttacege
tgcatgttct
gccacgtgca
ataacctcac

ttgatgagge

aatccttegt
actcaccgcg
gttggoggat
atttctagga
cacagtgatt
ctacggetea
cgaggcetett
cttggctett
catcaccgge
catgggttca
ccagaaccte
acegttacet
agagcagget
tccagaaggt
ggtagaaatt
caagggaact

agcaggectyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1044



ES 2739002 T3

Met Ala Glu Lys Gly Ile Thr Ala Pro Lys
1 5 10

Thr Thr Ala Gly Ile Lys Ala Ser Gly Asn
20 25

Val Asn Gln Gly Pro Glu Phe Ser Ala Ala
35 40

Arg Val Phe Ala Ala Pro Val Lys Val Ser

51

Gly Phe Val

Pro Asp Met

Ala Val Phe

45

Arg Glu Asn

Ala Ser Ala
15

Ala Leu Val
30

Thr Arg Asn

val Ala Asp



Gly
65

Gly
Asp
Ala

145

Phe

Ser

val

Thr

225

Asp

Lys

val

val

Asn

305

Glu

Thr

Ala

50

Gln

Gly

Gln

Leu

Gln

130

Lys

Ala

Ala

Val

Thr

210

Val

Glu

Leu

Val

Ala
290

Trp

Pro

Ser

Ile

Val

370

Tyr

Ile

Leu

Asn

Ile

115

Leu

Ala

Asp

Pro

Thr

195

Phe

Phe

Leu

Gln

Gly

275

Arg

Gly

Glu

Thr

Asp

355

Arg

Ser

Arg

Gln

Leu

100

Gly

Thr

Ile

Gly

Ser

180

Gln

Asp

Leu

Asn

Ala

260

Thr

aAsp

Arg

Lys

Gly

340

Val

Thr

Ser

Ala

Gly

85

Gly

Glu

Ala

Met

Trp

165

Leu

Glu

Thr

Leu

Asp

245

Asp

Thr

Asn

Val

Ile

325

Ala

Arg

Thr

ES 2739002 T3

Val

70

Glu

Leu

Leu

Glu

Thr

150

Thr

Ala

Met

Lau

Ala

230

Ala

Ala

Asn

Leu

Leu

310

Ser

Pro

Ile

Asp

55

Leu

Lys

Glu

Gly

135

Thr

Val

Thr

Ala

Asp

215

Ser

Val

Glu

Asn

Phe

295

Ala

Val

Gly

Asp

Leu
375

Tyr

Asp

Asp

Pro

120

Ala

Asp

Gly

Met

Gln

200

Ile

Gly

Tyr

Gly

Glu

280

Lys

Ala

Phe

Ala

Leu

360

Ser

Asn

Ser
105
Met

Leu

Gly

Leu

185

Ile

Asp

Ala

Ala

val

265

Gln

val
Phe
Arg
345

Gly

Fhe

52

Ala

Arg

90

Asp

Asp

Gly

val

Met

170

Val

Ala

Gly

Ser

Ala

250

Thr

Ala

Ala

Gly

Asn

330

Glu

Thr

Ser

Gly

75

Glu

Ila

Lys

Rsp

Asp

155

Gly

Cys

Leu

Ser

Gly

235

Cys

Ly=s

Ile

Met

Met

315

Gly

Val

Ser

Tyr

60

Asn

Ser

Gly

Leu

Asn

140

Lys

Lys

Leu

Ala

Thr

220

Ile

Ser

Arg

Asn

FPhe

300

Ala

Gln

Asp

Gly

val
380

val

val

Asn

125

Gly

Glu

Gly

aAsn
205
Ser
Thr
Asp
val
Ala
285
Gly

Asp

Ala

Glu
365

Glu

Asn

Ser

Cys

110

Ala

Ala

Thr

Val

Thr

190

Ala

Thr

Pro

Ile

Ala

270

Ala

Sar

Ala

Vval

Ser

350

Gly

Ile

Ala

His

95

Ser

Gly

Ala

val

Gly

175

Asp

Thr

Asn

Thr

Ala

255

Val

Arg

Agp

Asp

Cys

335

Gly

Gln

Asn

Cys

80

Leu

Thr

Ile

Ala

val

160

Met

Ala

Ala

Asp

Gln

240

Ala

Thr

Thr

Pro

Met

320

Len

Ala

Ala

Ser



10

15

385

<210> 24
<211> 1167
<212> ADN

ES 2739002 T3

<213> argJ de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 24

atggcagaaa
attaaagctt
gcageggecg
aacgttgetyg
aatggtctge
ggcttggagg
atggataage
ggtgeagetyg
tttgectgatg
cttgeoccacca
atcgegcetgg
tecaccaatyg
gatgaactca
gatgcagagg
caggcgatta
ggatctgatc
gaaccagaga
getectggtyg
ggcaccagtyg

gagatcaact

<210> 25
<211> 388
<212> PRT

aaggcattac
ctggcaatee
tgtttacacyg
atggccagat
agggtgagaa
atteegatat
teaatgeagg
ctgecaagge
gttggactgt
tgctggtety
ctaatgctac
acacegtgtt
acgatgoggt
gtgtgaccaa
atgcggctcyg
caaactgggy
agatttctgt
ctegtgaggt
gggaaggcca

ccgogtacag

cgcgecgaaa
tgacatggey
taaccgagtt
cagggctgtt
ggatgotogt
tggtgtgtgt
tattgatcag
gatcatgace
cggeggaatg
cttgaccact
ggccgttacyg
cotgetggea
gtacgeaget
gegegttget
cactgttgct
tcgegtgttg
gttecttcaat
ggatctttee
ggcaacagtt

ctecttaa

ggcttcgttyg
ttggtggtta
ttegeagege
ttgtacaacqg
gagtctgttt
tecactggte
ctgacegetg
actgacacgg
ggcaagggcey
gatgcatccy
tttgacaccce
tetggegeta
tgttetgata
gtgacagtgg
cgtgacaatt
gctgcagtcyg
ggtcaagcag
ggcgetgaca

cgaaccactyg

<213> ArgJ de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 25

53

cttctgcaac
accagggtcee
ctgtgaaggt
ctggtaatgce
ctecatectage
ttattggtga
agggegettt
tggataagga
tgggcatgat
ttactcagga
tggatattga
geggaatcac
tegoagegaa
tgggaaccac
tgttcaagtg
gcatggctga
tatgcettga
ttgatgteocg

acctgagett

gaccgegggt
agagttttce
gageocgagag
taatgcgtgt
tcaaaatttg
gttgottecg
gggtgacaat
aaccegtegtg
ggegecgtot
aatggctcag
tggatcaace
cccaactcag
gettecagget
caacaacgag
cgcaatgttt
tgctgatatg
ttcecactgge
aattgatttg

ctectacgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1167



ES 2739002 T3

Met Ala Lys Lys Gly Ile Thr Ala Pro Lys Gly Phe Val Ala Ser Ala
1 5 10 15

Thr Thr Ala Gly Ile Lys Ala Ser Gly Asn Pro Asp Met Ala Leu Val
20 25 30

Val Asn Gln Gly Pro Glu Phe Ser Ala Ala Ala Val Phe Thr Arg Asn

54



Arg
Gly

65
Asn

Ala

Gly

Ala

145

Phe

Met

Ser

Val

Thr

225

asp

Lys

Val

val

Asn

305

Glu

Asp

Thr

Val

50

Gln

Gly

Gln

Leu

Gln

130

Lys

Ala

Ala

Val

Thr

210

Vval

Glu

Leu

Val

Ala
290

Trp

Pro

Ser

Ile

val

35

Phe

Ile

Leu

Asn

Tle

115

Leu

Ala

Asp

Pro

Thr

195

Phe

Phe

Leu

Gln

Gly

275

Arg

Gly

Glu

Thr

Asp

355

Arg

Ala

Arg

Gln

Leu

100

Gly

Thr

Ila

Gly

Ser

180

Gln

Asp

Leun

Agn

Ala

260

Thr

Asp

Arg

Lye

Gly

340

Val

Thr

Ala

Ala

Gly

85

Gly

Glu

Ala

Met

165

Leu

Glu

Thr

Leu

Asp

245

Asp

Thr

Asn

val

Ile

325

aAla

Arg

Thr

ES 2739002 T3

Pro

val

70

Glu

Leu

Leu

Glu

Thr

150

Thr

Ala

Met

Leu

Ala

230

Ala

Ala

aAsn

Leau

Leu

310

Ser

Pro

Ila

Val

55

Leu

Lys

Glu

Leau

Gly

135

Thr

Val

Thr

Ala

Asp

215

Sar

Val

Glu

Asn

The

295

Ala

Val

Gly

Asp

Leu

40

Lys

Tyr

Asp

Asp

Pro

120

Ala

Asp

Gly

Met

Gln

200

Ile

Gly

Tyr

Gly

Glu

280

Lys

Ala

Pha

Ala

Leu

360

Ser

YVal

Asn

aAla

Ser

105

Met

Lau

Thr

Gly

Leu

185

Ile

Asp

aAla

Ala

Val

265

Gln

Cys

val

Phe

Arg

345

Gly

Phe

55

Ser

Ala

Arg

90

Asp

Asp

Gly

val

Met

170

val

aAla

Gly

Ser

Ala

250

Thr

Ala

Ala

Gly

Asn

330

Glu

Thr

Ser

Arg

Gly

75

Glu

Ile

Lys

Asp

Asp

185

Gly

Cys

Leu

Ser

Gly

235

Cys

Lys

Ile

Mat

Met

315

Asp

Val

Ser

Tyr

Glu

60

Asn

Ser

Gly

Leu

Asn

140

Lys

lys

Leu

Ala

Thr

220

Ile

Ser

Arg

Asn

Phe

300

Ala

Gln

Asp

Gly

val

45

Asn

Ala

Val

val

Asn

125

Gly

Glu

Gly

Thr

Asn

205

Ser

Thr

Asp

Val

Ala

285

Gly

Asp

Ala

Glu
365

Glu

Val

Asn

Ser

Cys

110

Thr

Ala

Thr

Vval

Thr

150

Ala

Thr

Pro

Ile

Ala

270

Ala

Ser

aAla

Val

Ser

350

Gly

Ile

Ala

His

95

Ser

Gly

Ala

val

Gly

175

Asp

Thr

Asn

Thr

Ala

255

val

Asp

Asp

Cyse

335

Gly

Gln

Asn

Asp

Cys

80

Leau

Thr

Ile

Ala

Val

160

Mat

Ala

Ala

Asp

Gln

240

Ala

Thr

Thr

Pro

Met

320

Leu

Ala

Ala

Ser



10

15

<210> 26
<211> 1167
<212> ADN

370

ES 2739002 T3

Ala Tyr Ser Ser

385

375

<213> argJ de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 26

atggccaaaa
attaaagcectt
gcageggecg
aacgttgetg
aatggtetge
ggcttggagy
atggataagc
ggtgcagctg
tttgctgatg
cttgecacea
attgegetgg
tecaccaatyg
gatgaactca
gatgcagagg
caggcgatca
ggatcetgate
gaaccagaga
getectggtyg
ggcaccagtg
gagatcaact
<210> 27

<211> 317
<212> PRT

aaggcattac
ctggcaatcc
tgtttacacy
atggecagat
agggtgagaa
attecgatat
tcaatacagyg
ctgccaaggce
gttggactgt
tgetggtetg
ctaatgetac
acaccegtgtt
acgatgcggt
gggtgaccaa
atgcggctcg
caaactgggg
agatttetgt
ctegtgaggt
gggaaggcca

ccgegtacag

cgcegecgaaa
tgacatggcg
caaccgagtt
cagggetgtt
ggatgcetegt
tggtgtgtgt
tattgatcag
gatcatgacc
cggeggaatyg
cttgaccact
ggccegttacyg
ccetgetggea
gtacgcagct
gogegttget
cacggttgct
tegegtgttyg
gttetteaat
ggatetttee
ggcaacagtt

ctcttaa

ggcttcgtty
ttggtggtta
ttcgcagege
ttgtacaacg
gagtcotgttt
tecactggte
ctgaccgectg
actgacacgg
ggcaaggygcyg
gatgcateoeg
tttgacacce
tetggegeta
tgttctgata
gtgacagtgg
cgtgacaatt
getgceagteg
gatcaagecag
ggcgetgaca

cgaaccactg

<213> ArgB de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 27

56

cttctgcaac

accagggtce

ctgtgaaggt

ctggtaatge
cteatcetage
ttattggtga
agggcgcttt
tggataagga
tgggcatgat
ttactcagga
tggatattga
gcggaatcac
tcgcagcgaa
tgggaaccac
tgttcaagtg
gcatggetga
tatgecttga
ttgatgtcoeg

acctgagcett

380

gaccgegggt
agagttttcc
gagccgggag
taatgegtgt
tcaaaatttg
gttgetteeg
gggtgacaat
aaccgtcogtg
ggcgecgtcet
aatggeteag
tggatcaace
cecaacteag
gcttcaggcet
caacaacgag
cgcaatgttt
tgetgatatg
ttecactgge
aattgatttg

ctcctacgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1167



Met

Val

Ala

Val

65

Val

Glu

Asp

Ser

Ile

145

Val

Val

Asn

Asgp
225

Ile

Gly

Gly
305

Azn

Ala

Val

Phe

50

Val

Gly

Val

Leu

Gly

130

Asp

Asgp

Val

Ala

Leu

210

Lys

Asn
Ile
Thr

290

Thr

Asgp

Glu

Lys

35

Ala

Val

Leu

Met

Val

115

Glu

Gly

Ala

Ser

Asp

185

Leu

Ser

Pro

Ala

Ala

275

Met

Val

Ala

20

Tyr

Ala

His

Gln

Asgp

100

Gly

Asp

Val

Ser

Thr

180

Thr

Val

Ser

Gly

Val

260

His

Val

Phe

Ile

Gly

Asgp

Gly

Gly

85

Ile

Leu

Ala

Pro

Ser

165

Ile

Ala

Leu
245
Arg

Ser

Arg

ES 2739002 T3

Lys

Pro

Gly

Met

Gly

70

Glu

Val

Ile

Gly

Thr

150

Leu

Ala

Ala

Thr

Val

230

Asp

Gly

Val

Pro

Lys
310

Asgp

Trp

Azn

Val

55

Gly

Phe

Arg

Azn

Leu

135

Asp

Met

Pro

Gly

Asn

215

Ser

Ser

Gly

Asgp
295

Asgp

Ala

40

Phe

Pro

Lys

Met

Ser

120

Phe

Ile

Asgp

Gly

Ala

200

Val

Lys

Gly

Val

Leu

280

Val

Asgp

Gly

Gln

25

Met

Leu

Gln

Gly

Val

105

His

Thr

Gly

Ile

Glu

185

Leu

Glu

Ile

Met

Ser

265

Glu

Phe

Lys

57

Ser
10

His

Val

Arg

Ile

Gly

90

Leu

Gly

Ala

Leu

Ile

170

Asgp

Ala

Gly

Lys

Ile

250

Ala

Leu

Asgp

Asgp

Glu

Phe

Asgp

Thr

Ser

75

Phe

Phe

Pro

Gln

Val

155

Glu

Gly

Ala

Ala
235

Pro

Ala

Arg

Gly
315

Val

Arg

Asgp

Val

60

Glu

Arg

Gly

Tyr

Lys

140

Gly

Ala

Gln

Ala

Tyr

220

Thr

Lys

His

Thr

Glu

300

Glu

Arg

Asp

Asgp

45

Gly

Met

Val

Gln

Ala

125

Arg

Asp

Gly

Ile

Ile

205

Thr

Glu

Met

Val

Met

285

Azn

Leu

Ala

Lys

30

Ala

Leu

Thr

Val

110

Val

Met

Ile

Arg

Tyr

190

Gly

Asp

Glu
Ile
270

Gly

Tyr

Aszn
15

Ile

Lys

Lys

Asn

Thr

95

Gly

Gly

Val

Ile

Ile

175

Azn

Ala

Trp

Glu

Ser

255

Asp

Gly

Pro

Val

Val

Ala

Pro

Arg

80

Pro

Arg

Thr

Asn

Asn

160

Pro

Ile

Glu

Pro

Ala

240

Cys

Gly

Ile

Glu



10

15

<210> 28
<211> 954
<212> ADN

ES 2739002 T3

<213> argB de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 28

atgaatgact
ttgccatggt
atggtggatg
ggcgcaaaac
gtgggtetee
attgtgegea
catggcccett
cgcatggtca
gtcgatgect
attgetecag
ttggetgeag
acecgattgge
attcttccgg
cgtgggggag
gagcttttga
aattateoctyg
<210> 29

<211> 317
<212> PRT

tgatcaaaga
tgcagcactt
atgatctcaa
cagtggtggt
agggcgagtt
tggtgetett
acgctgtggy
acatcgatgg
ctteccttgat
gogaagacgyg
cgattggtge
c¢tgataagag
gacttgattc
taagcgetgce
ccatgggtgy

aaggcacegt

tttaggctct
ccgcgacaag
ggctgctttt
geacggtggt
caagggtggt

tggtecaggte

aacctccggt
cgtacccact
ggatatcatc
ccagatttac
agaacgectyg
ctecactggtyg
cggcatgatt
tcatgtcatt
aattggcacg

ttttagaaaa

gaggtgcgeyg
attgttgtcg
gctgccgaca
ggacctcaga
tteegtgtga
ggtegegatt
gaggatgceyg
gatattggtt
gaggceggtce
aacattaacg
ctggttctea
tocaagatca
ccaaagatgg
gacggccgca
atggtgctge

gacgacaagg

<213> ArgB de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 29

58

caaatgtcct
tgaaatatgg
tggtcttett
tttetgagat
ccactectga
tagttggttt
goctgtttac
tggtcggaga
gcattcctgt
ccgatacege
ccaatgtgga
aggccaccega
agtcttgett
togegcacte
cggatgtttt

atggggaact

cgctgaggcg
cggaaacgcc
gcgcacogty
gctaaacegt
ggtecatggac
gatcaactct
cgcgcagaag
catcattaat
ggtctctacy
agcaggtget
aggtctgtac
getggaggece
gaacgcggty
ggtgttgctyg
tgatcgggag

gtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

954



Leu

vVal

Ala

Val

65

vVal

Glu

Asp

Ser

Ile

145

Val

Val

Asn

Asp
225
Ile

Leu

Gly

Gly
305

Asn

Ala

vVal

Phe

50

Val

Gly

vVal

Leu

Gly

130

Asp

Asp

Val

Ala

Leu

210

Lys

Leu

Asn

Ile

Thr

290

Thr

Asp

Glu

Lys

35

Ala

Val

Leu

Met

Val
115

Glu

Gly

Ala

Ser

Asp

195

Leu

Ser

Pro

Ala

Ala

275

Met

Val

Leu

Ala

20

Tyr

Ala

Hisg

Gln

Asp

100

Gly

Asp

vVal

Ser

Thr

180

Thr

vVal

Ser

Gly

vVal

260

His

Val

Phe

Ile

Leu

Gly

Asp

Gly

Gly

85

Ile

Leu

Ala

Pro

Ser

165

Ile

Ala

Leu

Leu

Leu

245

Arg

Ser

Leu

Arg

ES 2739002 T3

Lys

Pro

Gly

Met

Gly

70

Glu

vVal

Ile

Gly

Thr

150

Leu

Ala

Ala

Thr

Val

230

Asp

Gly

vVal

Pro

Lys
310

Asp

Trp

Asn

Val

55

Gly

Phe

Arg

Asn

Leu

135

Asp

Met

Pro

Gly

Asn

215

Ser

Ser

Gly

Leu

Asp

295

Asp

Leu

Leu

Ala

40

Phe

Pro

Lys

Met

Ser
120

Phe

Ile

Asp

Gly

Ala

200

vVal

Lys

Gly

vVal

Leu

280

Val

Asp

59

Gly

Gln

25

Met

Leu

Gln

Gly

Val

105

Hisg

Thr

Gly

Ile

Glu

185

Leu

Glu

Ile

Met

Ser

265

Glu

Phe

Lys

Ser

10
His
vVal
Arg
Ile
Gly

90

Leu

Gly

Ala

Leu

Ile

170

Asp

Ala

Gly

Lys

Ile

250

Ala

Leu

Asp

Asp

Glu

Phe

Asp

Thr

Ser

15

Phe

Phe

Pro

Gln

vVal

155

Glu

Gly

Ala

Leu

Ala

235

Pro

Ala

Leu

Arg

Gly
315

Val

Arg

Asp

Val

60

Glu

Arg

Gly

Tyr

Lys

140

Gly

Ala

Gln

Ala

Tyr

220

Thr

Lys

His

Thr

Glu

300

Glu

Arg

Asp

Asp

45

Gly

Met

vVal

Gln

Ala
125

Arg

Asp

Gly

Ile

Ile

205

Thr

Glu

Met

vVal

Met

285

Asn

Leu

Ala

Lys

30

Leu

Ala

Leu

Thr

vVal

110

Val

Met

Ile

Arg

Tyr

130

Gly

Asp

Leu

Glu

Ile

270

Gly

Tyr

Asn

15
Ile
Lys
Lys
Asn
Thr

95

Gly

Gly

vVal

Ile

Ile

175

Asn

Ala

Trp

Glu

Ser

255

Asp

Gly

Pro

Val

vVal

Ala

Pro

Arg

80

Pro

Arg

Thr

Asn

Asn

160

Pro

Ile

Glu

Pro

Ala

240

Cys

Gly

Ile

Glu



10

15

<210> 30
<211> 954
<212> ADN

ES 2739002 T3

<213> argB de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 30

atgaatgact
ttgccatggt
atggtggatg
ggcgcaaaac
gtgggtetee
attgtgegea
catggcccett
cgcatggtca
gtcgatgect

attgetecag

ttggetgeag
acecgattgge
attctteocgy
cgtgggggag
gagcttttga
aattatccgg
<210> 31

<211> 391
<212> PRT

tgatcaaaga
tgcagcattt
atgatctcaa
cagtggtggt
agggcgagtt
tggtgetett
acgctgtggy
acatcgatgg
ctteccttgat

gogaagacgy

cgattggtge
c¢tgataagag
gacttgatte
taagcgetgce
ccatgggtgg

aaggcaccgt

tttaggctct
ccgcgacaag
ggctgctttt
geacggtggt
caagggtggt
tggtecaggte
aacctccggt
cgtacccact
ggatatcatc

ccagatttac

agaacgcectyg
ctecactggtyg
cggcatgatt
tcatgtcatt
aattggcacg

ttttagaaaa

gaggtgcgeyg
attgttgtcg
gctgccgaca
ggacctcaga
tteegtgtga
ggtegegatt
gaggatgceyg
gatattggtt
gaggceggtce

aacatcaacg

ctggttctea
tocaagatca
ccaaagatgg
gacggccgca
atggtgctge

gacgacaagg

<213> ArgD de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 31

60

caaatgtcct
tgaaatatgg
tggtcttett
tttetgagat
ccactectga
tagttggttt
goctgtttac
tggtcggaga
gcattcctgt

ccgatacege

ccaatgtgga
aggccaccega
agtcttgett
togegcacte
cggatgtttt

atggggaact

cgctgaggcg
cggaaacgcc
gcgcacogty
gctaaacegt
ggtecatggac
gatcaactct
cgcgcagaag
catcattaat

ggtctctacy

agcegggtget

aggtctgtac
gctggaggece
gaatgeggty
ggtgttgctyg
tgatcgggag

gtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

954



Met

Thr

Asp

Ala

Ile

65

vVal

Thr

Ala

Ile

Ala

145

Ser

Ile

Ala

Glu
225

Ser

Pro

Gln

Leu

50

Gly

Glu

Leu

Asn

Leu

130

Leu

Gly

Val

Gln

vVal

210

Val

Thr

Pro

Gly

35

Gly

Gln

vVal

Ala

Glu

115

Ala

Thr

Val

Glu

Gly

195

Arg

Gln

Leu

vVal

20

Asn

Hisg

Leu

Ala

Ala

100

Ala

Ala

Gly

Glu

Thr

180

Glu

Glu

Thr

Glu

Glu

Val

Ala

Gly

Glu

85

Gln

Ala

vVal

Gln

Phe

165

Asn

Thr

Leu

Gly

ES 2739002 T3

Thr

Leu

Tyr

Hisg

His

70

Glu

Thr

Phe

His

Pro

150

Tyr

Pro

Gly

Cys

Val
230

Trp

vVal

Ile

Pro

55

vVal

Leu

Arg

Lys

Gly

135

Asp

Pro

Thr

vVal

Asp

215

Gly

Pro Gln

Ser Gly
25

asp Leu
40

Ala Ile

Ser Asn

Ile Lys

Val Phe

105

Ile Ala
120

Phe His

lys Arg

Tyr Gly

Asp Val

185

Val Pro
200
Glu Tyr

Arg Thr

61

vVal

10

Lys

Leu

Ile

Leu

Arg

20

Phe

Arg

Gly

Glu

Asp

170

Ala

Ala

Gly

Gly

Ile

Gly

Ala

Glu

Phe

75

Phe

Cys

Leu

Arg

Ala

155

Thr

Ala

Pro

Ile

Asp
235

Ile

Ala

Gly

Ala

60

Ala

Ser

Asn

Thr

Thr

140

Phe

Asp

Ile

Glu

Leu

220

Phe

Asn

Thr

Ile

45

Val

Ser

Leu

Ser

Gly

125

Met

Leu

Tyr

Phe

Gly

205

Met

Phe

Thr

vVal

30

Ala

Thr

Arg

Asp

Gly

110

Arg

Gly

Pro

Leu

Leu

130

Phe

Ile

Ala

Tyr

15

Thr

Val

Asn

Pro

Asp

95

Ala

Ser

Ser

Met

Arg

175

Glu

Leu

Thr

Hisg

Gly

Asp

Asn

Gln

vVal

80

Ala

Glu

Arg

Leu

Pro

160

Lys

Pro

Lys

Asp

Gln
240



<210> 32
<211> 11

His

Gly

Leu

Ala

Cys

305

Lys

Val

Lys

Thr

Ala
385

76

<212> ADN
<213> argD de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 32

Asp

Gly

Met

Cys

290

Ala

Val

Val

His

Pro

370

Ile

Gly

Leu

Thr

275

Ala

Glu

Asgp

Leu

Gly

355

Pro

Ala

Val

Pro

260

Pro

Ala

Val

Gly

Glu

340

Val

Leu

Glu

Val

245

Ile

Gly

Ala

Ala

Val

325

Arg

Ile

Val

Thr

ES 2739002 T3

Pro

Gly

Lys

Lys

Arg

310

Val

Asp

Leu

Ile

Ile
390

Asp

Ala

His

Ala

295

Lys

Asgp

Val

Asn

Thr

375

Ala

Val

Cys

Gly

280

Val

Gly

Val

Ala

Ala

360

Asp

62

Val

Leu

265

Thr

Leu

Glu

Arg

Lys

345

Pro

Glu

Thr

250

Ala

Thr

Ser

Leu

Gly

330

Gln

Ala

Glu

Met

Thr

Phe

Val

Phe

315

Arg

Ala

Asp

Ile

Ala

Gly

Gly

Val

300

Lys

Gly

Val

Asn

Ala
380

Lys

Arg

Gly

285

Asp

Glu

Leu

Leu

Ile

365

Asp

Gly

Ala

270

Asn

Asp

Leu

Met

Asp

350

Ile

Ala

Leu
255
Ala

Pro

Ala

Leu
335
Gly

Arg

Val

Gly

Glu

Val

Phe

Ala

320

Gly

Phe

Leu

Lys



atgagcacgc
gagctggtgt
ttgetegegyg
gtcaccaace
gtegaggteg
caaaccecgygg
gcacgcttga
atgggttcecc
ageggtgtgy
aacccaacqgyg
ccageaccety
atgatcaccg

cacgatggcg

atcggtgett
accactttcg
gatgacgcectt
aaggttgacg
cgegacgteg
ccggeggaca
gacgcagtca
<210> 33

<211> 391
<212> PRT

tggaaactty
ccggcaaggy
geatcgeagt
agatcggeoca
ccgaggaget
ttttcttety
ctggtcgtte
tcgegetgac
agttctacce
atgtggetge
aaggatteoct
atgaagtcca

ttgttcecega

gtttggccac
gtggcaaccc
tctgcgeaga
gegttgtaga
caaagcaagce
acattatceg

aggctattgc

ES 2739002 T3

goccacaggte
cgcaaccgte
caacgegttg
acttggtcac
catcaagegt
caactcggge
ccggattctg
tggccagecea
ttacggegac
tatcttecte
caaggcagtyg
gactggcgtt

tgtggtgace

tggccgtgea
agttgcttgt
agttgcccge
cgtecgtgge
tgttettgat
tttgaceceg

cgagacaatc

attattaata
actgatgacc
ggccacgoce
gtctcaaact
ttttegettyg
gccgaagcaa
gctgcagttc
gacaagcgtyg
accgattact
gagecaatee
cgegagetgt
ggccgtaceg

atggccaagg

gctgaattga
gcagctgcceca
aagggcgagce
aggggcttga
ggttttaage
cegetggtga

gcataa

<213> ArgD de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 33

63

cgtacggcac
agggcaatgt
acecggegat
tgttegeate
acgacgecac
acgaggctge
atggtttcca
aagcgtteoct
tgegeaaaat
agggtgaaac
gegatgagta
gocgatttett

gacttggcgg

tgaccccagg
aggcagtgct
tgttcaagga
tgttgggegt
acggegttat

tcaccgacga

cccaccagtt
ctacatcgac
catecgaggeg
caggceecgte
cotegecgeg
tttcaagatt
cggccgcacc
gccaatgcca
ggtagaaace
gggegttgtt
cggeatettyg
tgcacatcayg

cggtcttcee

caagcacggc
gtctgttgtce
acttcttgee
ggtgetggag
tttgaatgea

agaaatcgea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1176



Met

Thr

Ala

Ile

65

Val

Thr

Ala

Ile

Ala

145

Ser

Met

Ile

Ala

Ser

Pro

Gln

Leu

50

Gly

Glu

Azn

Leu

130

Gly

Val

Gln

Val
210

Thr

Pro

Gly

35

Gly

Gln

Val

Ala

Glu

115

Ala

Thr

Val

Glu

Gly

195

Arg

Leu

Val

20

Lys

His

Leu

Ala

Ala

100

Ala

Ala

Gly

Glu

Thr

180

Glu

Glu

Glu

Glu

Val

Ala

Gly

Glu

85

Gln

Ala

Val

Gln

Phe

165

Azn

Thr

Leu

ES 2739002 T3

Thr

Leu

Tyr

His

His

70

Glu

Thr

Phe

His

Pro

150

Tyr

Pro

Gly

Cys

Trp

Val

Ile

Pro

55

Val

Leu

Arg

Lys

Gly

135

Asp

Pro

Thr

Val

Asp
215

Pro

Ser

Asp

40

Ala

Ser

Ile

Val

Ile

120

Phe

Lys

Tyr

Aszp

Val

200

Glu

64

Gln

Gly

25

Leu

Ile

Azn

Lys

Phe

105

Ala

His

Arg

Gly

Val

185

Pro

Tyr

Val

10

Lys

Leu

Ile

Leu

Arg

90

Phe

Arg

Gly

Glu

Asp

170

Ala

Ala

Gly

Ile

Gly

Ala

Glu

Phe

75

Phe

Cys

Arg

Ala

155

Thr

Ala

Pro

Ile

Ile

Ala

Gly

Ala

60

Ala

Ser

Asn

Thr

Thr

140

Phe

Asp

Ile

Glu

Leu
220

Azn

Thr

Ile

45

Val

Ser

Leu

Ser

Gly

125

Met

Leu

Tyr

Phe

Gly
205

Thr

Val

30

Ala

Thr

Arg

Asp

Gly

110

Arg

Gly

Pro

Leu
190

Phe

Ile

Tyr

15

Thr

Val

Azn

Pro

Asp

95

Ala

Ser

Ser

Met

Arg

175

Glu

Thr

Gly

Asp

Asn

Gln

Val

80

Ala

Glu

Arg

Leu

Pro

160

Lys

Pro

Lys

Asp



Glu

225

Hisg

Gly

Leu

Ala

Cys
305

Lys

vVal

Lys

Thr

Ala
385

<210> 34
<211> 1176
<212> ADN

Val

Asp

Gly

Met

Cys

290

Ala

vVal

vVal

Hisg

Pro

370

Ile

Gln

Gly

Leu

Thr

275

Ala

Glu

Asp

Leu

Gly

355

Pro

Ala

Thr

Val

Pro

260

Pro

Ala

Val

Gly

Glu

340

Val

Leu

Glu

Gly

Val

245

Ile

Gly

Ala

Thr

vVal

325

Arg

Ile

Val

Thr

ES 2739002 T3

Val

230

Pro

Gly

Lys

Lys

Arg

310

vVal

Asp

Leu

Ile

Ile
390

Gly

Asp

Ala

His

Ala

295

Lys

Asp

vVal

Asn

Thr

375

Ala

Arg

Val

Cys

Gly

280

Val

Gly

vVal

Ala

Ala

360

Asp

Thr

Val

Leu

265

Thr

Leu

Glu

Arg

lys

345

Pro

Glu

<213> argD de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 34

65

Gly

Thr

250

Ala

Thr

Ser

Leu

Gly

330

Gln

Ala

Glu

Asp

235

Met

Thr

Phe

Val

Phe

315

Arg

Ala

Asp

Ile

Phe

Ala

Gly

Gly

Val

300

Lys

Gly

vVal

Asn

Ala
380

Phe

Lys

Arg

Gly

285

Asp

Glu

Leu

Leu

Ile

365

Asp

Ala

Gly

Ala

270

Asn

Asp

Leu

Met

Asp

350

Ile

Ala

Hisg

Leu

255

Ala

Pro

Ala

Leu

Leu

335

Gly

Arg

Val

Gln

240

Gly

Glu

vVal

Phe

Ala

320

Gly

Phe

Leu

Lys



atgagcacgc
gagetggtgt
ttgetegegg
gtcaccaace
gtcgaggteg
caaacccggg
gcacgcttga
atgggttece
ageggtgtgg
aadccaacgy

ccagcacctg

atgatcaccg
cacgatggcg
atcggtgett
accacttteg
gatgacgett
aaggttgacg
cgcgacgtcg
ccggeggaca

gacgcagtca

<210> 35
<211> 203
<212> PRT

<213> NCgl1469 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 35

tggaaacttg
ccggcaaggy
geategeagt
agateggoca
ccgaggagcet
ttttcttctg
ctggtcgtte
tegegetgac
agttctacec
atgtggetge
aaggattcct
atgaagtcca
ttgttcecega
gtttggccac
gtggcaacce
tetgogeaga
gegttgtaga
caaagcaagc
acattatccg

aggctattgc

ES 2739002 T3

gccacaggtc
cgcaaccegte
caacgegttg
acttggtcac
catcaagcgt
caactcgggce
ccggattctg
tggecageoca
ttacggegace
tatcttecte
caaggcagtg
gactggcgtt
tgtggtgace
tggccgtgea
agttgettgt
agttacecege
cgtecgtgge
tgttcttgat
tttgaccccg

cgagacaatc

attattaata
acecgatgace
ggcocacgece
gtetcaaact
ttttcgettg
gccgaagcaa
gectgcagtte
gacaagegtyg
accgattact
gagcecaateod
cgcgagcetgt
ggccgtaceg
atggccaagg
gctgaattga
geagctgeca
aagggcgage
aggggcttga
ggttttaagce
ccgectggtga

gcataa

66

cgtacggcac
agggcaaagt
accoggegat
tgttegeate
acgacgccac
acgaggctgce
atggtttcca
aagcatteoct
tgegcaaaat
agggtgaaac
gcgatgagta
gocgatttett
gacttggcgg
tgaccccagg
aggcagtget
tgttcaagga

tgttgggegt

acggcgttat

tcaccgacga

cccaccagtt
ctacategac
categaggeg
caggecegte
cctogcecegeg
tttcaagatt
cggeegeacc
gccaatgoca
ggtagaaacce
gggegttgtt
cggcatcttg
tgcacatcayg
cggtcttcee
caagcacggc
gtetgttgte
acttettgee
ggtgetggag
tttgaatgca

agaaatcgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1176



<210> 36
<211> 61

Val

Trp

Glu

Ala

65

Pro

Thr

Leu

145

Glu

Val

Ala

2

<212> ADN
<213> NCgl1469 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 36

Ser

Asp

Ile

Leu

50

Arg

Asp

Val

Ser

Val

130

Leu

Ala

Pro

Met

Pro

Val

Pro

35

Gln

Asp

Gly

Ser

Ser

115

Ala

Asn

Thr

Leu

Trp
185

Thr

Leu

20

Gln

Ile

Ser

Asn

Ile

100

Ala

Thr

His

Ser

Gly

180

Lys

Val

Val

Pro

Glu

Glu

His

85

Phe

Arg

Ser

Gly

Thr

165

Tyr

Pro

ES 2739002 T3

Glu

Asgp

Lys

Gly

70

Ser

Gly

Phe

Ser

Ile

150

Arg

Ile

Pro

Pro

Ala

Pro

Gln

55

Glu

Ala

Ile

His

Ser

135

Ala

Ala

Pro

Ala

Ala

Phe

Gly

40

Tyr

Ile

Lys

Lys

Pro

120

Ala

Arg

Ala

Ser

Met
200

67

Thr

Ala

25

Ser

Ala

Val

Asp

Ala

105

Lys

Ala

Gln

Asgp

185

Pro

Gln

10
Asn
Ala
Val
Gly
Gln

80
Ala
Phe
Gly
Gly
Leu
170

Asgp

Thr

Ala

Asp

Lys

Ala

Val

75

Ala

Gln

Pro

Thr

Asp

155

Tyr

Asgp

Val

Asp

Pro

Gly

60
Ala
Ala
Val
His
Gly
140
Glu

Azn

Gly

Phe

Ala

Arg

45

Azn

Met

Ala

Trp

125

Val

Ala

Arg

Thr

Pro

Phe

30

Ala

Ile

Trp

Leu

Trp

110

Tyr

Gly

Ile

Leu

Pro
150

Lys
15

Asgp

Asp

Pro

95

Thr

Ser

Tyr

Gly

175

Glu

Ile

Arg

Phe

Val

Arg

80

Arg

Asp

Tyr

Ala

Leu

160

Phe

Leu



10

atgagteocca
gttgaagcat
tcagcaaagce
aatattgatg
ccagatggta
ttegggatea
aaattccocee
gttggcagty
gaggcgacgt
tatatccecct
ccaactgttt
<210> 37

<211> 203
<212> PRT

<213> NCgl1469 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 37

Met
1

Val

Trp

Glu

Ala

65

Pro

Leu

Leu

Thr

Ser

Asgp

Ile

Leu

Arg

Asgp

Val

Ser

Val

cegttttgee
tegecaacga
ttcgagecact
tcgegegtga
atcacagtgc
aggectgegea
attggtacct
cgcttettaa
cgactcgtge
cagatgatga

aa

Pro Thr

Val Leu

20

Proc Gln

35

Gln Ile
50

Agp Ser

Gly Asn

Ile
100

Ser

Ser Ala

115

Ala Thr

130

ES 2739002 T3

tgctacacaa
tecageattt
tttcgaactg
ttctgaggga
caaagatcaa
ggtggcgtygy
ctacacegtg
tcacggaate
ggctcaacta

tggcactcct

vVal Pro

Val Glu Ala

Prc Asp Pro

Glu Gln

55

Lys

Glu Gly Glu

70

His Ser Ala

85
Phe

Gly Ile

Arg Phe His

Ser
135

Ser Ser

getgacttee
ttacgatgga
cagattgaga
gaaatcgtcyg
gcagcgatgc
acggatttga
gcaacatcta
gctegegegy
tataaccgtc

gaactggcga

Ala Thr

Gln

ctaagategt
tecegeagee
agcagtatgcec
gogtcegegtt
tocecececegget
gtteggeteg
gttetgeceg
gtgatgaage
tgggatttgt

tgtggaaacc

Ala Agp

10

Phe Ala

25
Gly Ser
40

Tyr Ala

Ile Val

Lys Asp

Azn

Ala

val

Gly

Gln

Asp Pro

Lys Leu

Ala Gly

60

Val
75

Ala

Ala Ala

90

Ala
105

Lys

Pro
120

Lys

Ala Arg

68

Ala

Phe

Gly

Gln Val

Prc His

Phe

Ala

Arg

Asn

Ile

Ala

Trp

cgatgttetg
ggaccedggt
agtggcggga
atgggatcgg
cgtctccatt
ttteocacece
tggaacgggt
tatctatttyg
gccettgggt

gccagcgatyg

Pro Lys

15

Phe

30
Ala Leu
45

Ile Asp

Trp Azp

Leu Pro

95

Trp Thr

110

Tyr Leu

125

Thr Gly

140

Val

Gly Ser

Ile

Arg

Phe

val

Arg

80

Arg

Tyr

Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

612



ES 2739002 T3

Leu Leu Asn His Gly Ile Ala Arg Ala Gly Asp Glu Ala Ile Tyr Leu

10

15

145 150 155 160
Glu Ala Thr Ser Thr Arg Ala Ala Gln Leu Tyr Asn Arg Leu Gly Phe
165 170 175
Val Pro Leu Gly Tyr Ile Pro Ser Asgp Asp Agp Gly Thr Pro Glu Leu
180 185 190
Ala Met Trp Lys Pro Pro Ala Met Pro Thr Val
185 200

<210> 38
<211>612
<212> ADN
<213> NCgl1469 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum
<400> 38
atgagtcececa cegbtttgee tgotacacaa gotgacttee ctaagategt cgatgttcotg 60
gttgaageat togcecaacga tecageattt ttacgatgga tecegeagee ggaceceggt 120
tcagcaaagc ttcgagcact tttcgaactg cagattgaga agcagtatgc agtggcggga 180
aatattgatg tcgcgecgtga ttctgaggga gaaatcgteg gogtocgegtt atgggatcgg 240
ccagatggta atcacagtgc caaagatcaa gcagcgatac tccoccccgget cgtctcoccatt 300
ttegggatca aggcetgegea ggtggegtgg acggatttga gtteggeteg tttecaccee 360
aaattecece attggtacet ctacaccegtg geaacatcta gttetgeccg tggaacgggt 420
gttggecagtg cgettettaa teacggaate getegegegg gtgatgaage tatctatttg 4380
gaggcgacgt cgactcgtge ggctcaacta tataaccgtc tgggatttgt goccecttgggt 540
tatatcccect cagatgatga tggcactcct gaactggcga tgtggaaacc gcoccagcgatg 600
ccaactgttt aa 6l2
<210> 39
<211> 494
<212> PRT

<213> NCgl2522 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 39

69



Met Thr Ser Glu Thr
1 5

Trp 2la Phe Leu Ala
20

Asp Asn Ser Ile Leu
35

Ala Ala Thr Glu Thr
50

Leu Met Ala Gly Leu
65

ES 2739002 T3

Leu Gln

Val

Tyr

Ile

Thr

Gln Ala

Leu
70

55

Leu

Ala

Ser

Ala

40

Leu

Gly

70

Gln Ala Pro Thr
10

Gly Gly Leu Phe
25

Leu Pro Leu Leu
Trp Ile Ile Asn
60

Thr Gly Thr Leu
15

Lys

Leu

Arg

45

Ala

Gly

Thr

Ile

30

Glu

Tyr

Asp

Gln Arg

15

Gly val

Gln Leu

Pro Leu

Lys

Ile
80



Gly

Ser

Ala

Ile

145

Ile

Leu

Val

Ser

Lys

225

Val

Lys

Phe

Gly

Thr

305

Phe

Lys

Leu

Ala

Ser

385

Ala

His

Leu

Ala

Leu

130

Gly

Ile

Ile

Ala

Ser

210

Glu

Ile

Ile

Leu

Leu

290

Pro

Pro

Pro

Cys

Gly

370

Ser

Ser

Arg

Gly

Phe

115

Ile

Ile

Gly

Asn

Pro

195

Phe

Ser

Glu

Gly

275

Glu

Leu

Met

Leu

Ile

355

Leu

Thr

Ser

Arg

Ala

100

Leu

Arg

Trp

Gly

vVal

180

aAla

Tyr

Val

Leu

Glu

260

Gly

Met

Glu

Ser

Ile
340

Trp

Phe

Ala

Ile

Met

85

Ala

Gly

Ile

Gly

Ala

165

Pro

Asn

Ala

Asn

Ile

245

Pro

Val

Thr

Ala

Ile

325

Ser

Gly

Phe

Ile

Glu
405

ES 2739002 T3

Phe

Phe

Ile

Thr

Ser

150

Leu

Val

Ile

Leu

Thr

230

Ile

Leu

Val

Thr

Gly

310

Ile

Gly

Ala

Met

Ile

390

Glu

Leu

Ala

Gly

Phe

135

Val

Leu

Ala

Ala

Leu

215

Ala

Gly

Leu

Ala

Ser

295

Leu

Gly

Gly

Thr

Gly

375

Gly

val

Met

Pro

Ala

120

Glu

Ala

Glu

vVal

Asn

200

Thr

Arg

Ala

Asp

Ala

280

Gln

Gly

Phe

His

360

Ala

Ser

Ser

71

Gly

Thr

105

Ala

Asp

Ile

Phe

Ile

185

Pro

Leu

His

val

Leu

265

Gly

Arg

Met

Ala

Ala

345

Thr

Gly

Ala

Tyr

Leu
90
Ala

Thr

Glu

Phea

170

Ala

Ser

Ala

Met

Leu

250

Ser

Met

Phe

Ile

Asn

330

Ala

Asp

Ala

Pro

Glu
410

Ser

Trp

Met

Arg

Gly

155

Trp

Leu

Lys

Gly

Pro

235

Phe

Leu

Ala

Gln

Pro

315

Leu

Thr

Gly

Gly

Val

395

Phe

Ile

Ala

Met

Glu

140

Ala

Trp

Ile

His

Leu

220

Leu

Ser

Phe

Met

Leu

300

Ala

Hiz

Ala

Leu

Ser

380

Arg

Gly

Phe

Leu

Pro

125

Arg

Ala

Gly

Ala

Trp

205

Ile

Leu

Ser

Arg

Phe

285

Ser

Ala

Arg

Val

Pro

365

Val

Lya

Thr

Gly

Val

110

Ala

Asn

Ala

Ser

Thr

190

Asp

Ile

Arg

Asn

270

Thr

val

Leu

Trp

Gly

350

Phe

Met

Ala

Leu

Ile

95

Ala

Thr

Thr

Gly

Val

175

Leu

Phe

Thr

Gly

Gln

255

Arg

Val

Gly

Gly

Gly

335

Ile

Phe

Ser

Gly

Leu
415

Ala

Ala

Leu

aAla

Pro

160

Phe

Phe

Leu

Ile

Ala

240

Lys

Leu

Ser

Phe

Ser

320

Phe

aAla

Ile

Val

Met

400

Ser



Val

Pro

Asp

Leu

465

Tyr

<210> 40
<211> 1485
<212> ADN

Ala
Ala
Gly
450

Ile

Leu

Ile

Glu

435

Asp

Ile

Phe

ES 2739002 T3

Leu Gly Ser
420

val ala Asp

Ala Ala Arg

Ala Leu Val
470

Arg Gly Asn
485

Leu

Asn

Ala

455

Cys

Pro

Phe Pro
425

Phe Ser
440
Ser Leu

Ala Val

Lysg Gly

Phe Phe

Ala Gly

Asp Thr

Ala Ala

475

Ala Asn
490

<213> NCgl2522 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 40

72

Tyr

Val

Ala

460

Ala

Asn

Ser

Hisg

445

Tyr

Leu

Ala

Leu His Ala
430

Hig Ala Tle

Ile Asn Val

Ile Ser Ser

480

Hisg



atgacttcag
gocgttatca
ctcecctcectge
gcatatccce
ggccaceoged
gegbttgete
gcaacgatga
cgcaacactg
atcattggtg
ccggtggetg
cegtetaage
atcatcacga
gtecatcatgt
ccacttctag
ggcatggcga
tctgtgggtt
ttecegatgt
agtggtggtt
actgatggtt

gtaatgtctg

gogtegtega
ggtagettgt
teggegggty
tacattaacg
taccttttce
<210> 41

<211> 494
<212> PRT

aaaccttaca

gcggtggtot
tgcgtgaaca
tgctcatggce
ggatgtteoct
caactgegtyg
tgectgeaac
caattggtat
gtgcgctgtt
ttatcgegtt
attgggattt
tecaaggaate
tgatcattgg
atctgtcgtt
tgtttactgt
tcactccact
ctattategg
ttgetgecace
tgeegttttt

tgtcttcocac

togaagaggt
teoccattett
ttecaccacge
tgttgatcat

gcggaaatcce

ES 2739002 T3

ggcgcaageg
ctttctgate
gctogcagcee
gggccttett
catgggettg
ggctettgtt
cttggetetg
ttggggttce
ggaattcttcec
gatcgctacg
cttgtegteg
tgtgaatact
tgeggtgttyg
gttccgtaat
gtccggtttg
tgaggctggt
tggtgcaaac
tgoeegttgge
categegggt

tgcgattatc

ctettatgag
ctactegetg
gattgatgge
tgccctagta

Jgaagggagcc

cctacgaaaa
ggtgtagaca
accgaaaccc
ttgggtaccyg
agcatttteg
getgegagag
atcegeatta
gtggcaattc
tggtggggtt
ctttttgtgg
ttetatgege
gcacgccata
tttagecagte
cgecttttct
gaaatgacta
ttgctcatga
ctgeategtt
atcgecctgt

c¢tattettea

ggttccgege

ttoggecacge
catgeocegy
gatgeggege
tgcgcagtag

aataatgcgc

<213> NCgl2522 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 41

73

cccaacgttg
actcgattct
aagcgttgtg
gcactttggg
gaategetta
ctttecttgg
cgtttgagga
ttggcgcetge
cggttttect
cgccocggccaa
tgetecacact
tgectettet
gteagaagaa
taggcggtgt
cctocgcagceg
tocccagetge
ggggettcaa
gtatttgggy
tgggegeggy

cggtgcgtaa

tgttgtetgt
cagaggttge
gtgcatettt
cggctgctcet

actag

ggctttecte
ctacaccgca
gatcatcaac
tgacaaaatc
acttggtget
categgtgeg
tgagegtgag
ggcaggcccy
cattaacgtt
tatcgcgaat
tgetgggttg
tttgggtgea
gatcgaggag
ggttgctgeg
tttccagtty
attgggtagce
accgetgate
cgegacteat
tgetggtteg

ggctggeaty

cgegattttg
ggataactte
ggacaccdgca

gatcagcagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440

1485



Met

Trp

Asp

Ala

Leu

65

Gly

Ser

Ala

Ile

145

Ile

Leu

vVal

Ser

Lys

225

Ile

Ile

Ala

Asn

Ala

50

Met

Hisg

Leu

Ala

Leu

130

Gly

Ile

Ile

Ala

Ser

210

Glu

Ile

Ser

Phe

Ser

35

Thr

Ala

Arg

Gly

Phe

115

Ile

Ile

Gly

Asn

Pro

195

Phe

Ser

Leu

Glu

Leu

20

Ile

Glu

Gly

Arg

Ala

100

Leu

Arg

Trp

Gly

vVal

180

Ala

Tyr

Val

Leu

Thr

Ala

Leu

Thr

Leu

Met

g5

Ala

Gly

Ile

Gly

Ala

165

Pro

Asn

Ala

Asn

Ile

ES 2739002 T3

Leu

Val

Tyr

Gln

Leu

70

Phe

Phe

Ile

Thr

Ser

150

Leu

vVal

Ile

Leu

Thr

230

Ile

Gln

Ile

Thr

Ala

55

Leu

Leu

Ala

Gly

Phe

135

Val

Leu

Ala

Ala

Leu

215

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

40

Leu

Gly

Met

Pro

Ala

120

Glu

Ala

Glu

vVal

Asn

200

Thr

Arg

Ala

Gln

Gly

25

Leu

Trp

Thr

Gly

Thr

105

Ala

Asp

Ile

Phe

Ile

185

Pro

Leu

Hisg

vVal

74

Ala

10

Gly

Pro

Ile

Gly

Leu

90

Ala

Thr

Glu

Leu

Phe

170

Ala

Ser

Ala

Leu

Leu

Pro

Leu

Leu

Ile

Thr

15

Ser

Trp

Met

Arg

Gly

155

Trp

Leu

Lys

Gly

Pro

235

Phe

Thr

Phe

Leu

Asn

60

Leu

Ile

Ala

Met

Glu

140

Ala

Trp

Ile

His

Leu

220

Leu

Ser

Lys

Leu

Arg

45

Ala

Gly

Phe

Leu

Pro

125

Arg

Ala

Gly

Ala

Trp

205

Ile

Leu

Ser

Thr

Ile

30

Glu

Tyr

Asp

Gly

Val

110

Ala

Asn

Ala

Ser

Thr

190

Asp

Val

Val

Arg

Gln

15

Gly

Gln

Pro

Lys

Ile

95

Ala

Thr

Thr

Gly

Val

175

Leu

Phe

Thr

Gly

Gln

Arg

Val

Leu

Leu

Ile

80

Ala

Ala

Leu

Ala

Pro

160

Phe

Phe

Leu

Ile

Ala

240

Lys



Lys

Phe

Gly

Thr

305

Phe

Lys

Leu

Ala

Ser

385

Ala

vVal

Pro

Tyr

Leu

465

Tyr

<210> 42
<211> 1485
<212> ADN

Ile

Leu

Leu

290

Pro

Pro

Pro

Cys

Gly

370

Ser

Ser

Ala

Ala

Gly

450

Ile

Leu

Glu

Gly

275

Glu

Leu

Met

Leu

Ile

355

Leu

Thr

Ser

Ile

Glu

435

Asp

Ile

Phe

Glu

260

Gly

Met

Glu

Ser

Ile

340

Trp

Phe

Ala

Ile

Leu

420

vVal

Ala

Ala

Arg

245

Pro

Val

Thr

Ala

Ile

325

Ser

Gly

Phe

Ile

Glu

405

Gly

Ala

Ala

Leu

Gly
485

ES 2739002 T3

Leu

Val

Thr

Gly

310

Ile

Gly

Ala

Met

Ile

390

Glu

Ser

Asp

Arg

Val

470

Asn

Leu

Ala

Ser

295

Leu

Gly

Gly

Thr

Gly

375

Gly

Val

Leu

Asn

Ala

455

Cys

Pro

Asp

Ala

280

Gln

Leu

Gly

Phe

His

360

Ala

Ser

Ser

Phe

Phe

440

Ser

Ala

Lys

Leu

265

Gly

Arg

Met

Ala

Leu

345

Thr

Gly

Ala

Tyr

Pro

425

Ser

Leu

Val

Gly

250

Ser

Met

Phe

Ile

Asn

330

Ala

Asp

Ala

Pro

Glu

410

Phe

Ala

Asp

Ala

Ala
490

<213> NCgl2522 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 42

75

Leu

Ala

Gln

Pro

315

Leu

Thr

Gly

Gly

Val

395

Phe

Phe

Gly

Thr

Ala

475

Asn

Phe

Met

Leu

300

Ala

Hisg

Ala

Leu

Ser

380

Arg

Gly

Tyr

vVal

Ala

460

Ala

Asn

Arg

Phe

285

Ser

Ala

Arg

Val

Pro

365

vVal

Lys

Thr

Ser

His

445

Tyr

Leu

Ala

Asn

270

Thr

vVal

Leu

Trp

Gly

350

Phe

Met

Ala

Leu

Leu

430

His

Ile

Ile

His

255

Arg

Val

Gly

Gly

Gly

335

Ile

Phe

Ser

Gly

Leu

415

His

Ala

Asn

Ser

Leu

Ser

Phe

Ser

320

Phe

Ala

Ile

vVal

Met

400

Ser

Ala

Ile

Val

Ser
480



10

atgatttcag
gctgttatca
ctcoceccectge
geatateece

ggccacdgee

gcgtttgetce
gcgacgatga
cggaacaccy
atcattggtg
ceggtggety
ccgtecaage
attgtcacca
atcatcttgce
ccacttctag
ggcatggega
tetgtgggtt
tteccgatgt
agtggtggtt
actgatggtt
gtaatgtctyg
goegtagtega
ggtagettgt
teggegggty
tacattaacy

taccttttee

<210> 43
<211> 42
<212> ADN

aaactttgca
gcggtggtcet
tgcgtgaaca
tgocteatgge

ggatgttect

caactgcgtg
tgcccgcaac
cgattggcat
gtgegetgtt
ttategegtt
actgggattt
tcaaagaatc
ttatcattgg
atctgtcgtt
tgtttactgt
tecactccact
ctattatcegg
toecttgecac
tgcogttttt
tgtcttccac
togaagaggt
teccattett
ttecaccacge
tgttgatcat

gcggaaatce

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sugR F1_ cebador Sall

<400> 43

ES 2739002 T3

ggcgcaageyg
ctttctgatc
actcgcagcc
gggtettett

catgggettg

ggctettgtt
cttggectctg
ttggggttct
ggaattcette
gategetacg
cttatecteg
ggtaaacact
tgcggtgtty
gttccgtaat
gteeggtttg
tgaggetggt
tggtgcaaac
ggocagtcggce
catcgcgggt
tgcgattatc
ctettatgag
ctactegetg
gatttatgge
tgccctagta

gaagggagoc

cttgeatgee tgeaggtega caggaticat clggeatetg ge

cctacgaaaa
ggtgtagaca
actgaaaccc

ttgggtaceg

agcatttteg

gctgcegagag
atccgcatta
gtggcaattc
tggtggggtt
ctttttgtgg
ttetatgeat
gcacgtcatc
tttagcagte
cgeccttttcet
gaaatgacta
ttgcteatga
ttgeategtt
atcgccctgt
ctgttcttca
ggttccgege
tteggeacge
catgeceocgy
gatgeggege
tgcgcagtag

aataatgcge

42

76

cccaacgttg
actcaatcct
aagcgttgtg
geactttggg

gaategcette

ctttcettgg
cgtttgaaga
ttggegogge
cggttttect
cgdeggcacaa
tgettaceoct
tgccactgcet
gtcagaagaa
taggeggtgt
coetegeageg
teccagetge
ggggcttcaa
gtatttgggy
tgggegeggy
cggtgcgtaa
tgttgtetgt
cagaggttge
gtgeatettt
cggctgctcet

actag

ggctttccte
ctacaccgca
gatcatcaac
tgacaaaate

acttggeget

catcggtgcg
tgaacgcgaa
ggcaggtccg
cattaacgtt
tategogaat
tgecaggtttg
tgtaggtgce
gatcgaggag
ggttgctgcg
tttecagttyg
attgggtage
acegetgate
cgcgactcat
tgctggttcg
ggctggcatyg
cgegattttg
ggataactte
ggacaccgea

gatcagcagt

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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<210> 44

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR -cebador R1

<400> 44
gteactcctt aaagcaaaaa goo 23

<210> 45

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR -F2_cebador GTG

<400> 45
fttttgcttt aaggagtgac gtgtacgcag aggagegeeg te

<210> 46

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR -F2_cebado TTG

<400> 46
ttittgettt aaggagtgac ttgtacgcag aggagegeeg tc

<210> 47

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR -R2_cebador BamHI

<400> 47
cgagctcggt acccggggat ccgegagagt acgaagegea gt

<210> 48

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador sugR F3

<400> 48

tttttgettt aaggagtgac gaaggcaace atgaactceta atgtacgeag aggagogeeg

te

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

42

42

77
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<220>
<223> cebador sugR R

<400> 49
ggactigeag tgactgtaag aa 22

<210> 50

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> gltA F_cebador spel

<400> 50
gaaggaatga gttcctegag actagtactc ggeaccceate cttgte

<210> 51

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> gltA R_cebador spel

<400> 51
gttattagat gtegggccea ctagtgtget gtacatgete cttgaaaate

78
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo modificado del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el
microorganismo se ha modificado de modo que una actividad de regulador transcripcional del metabolismo del
azucar (SugR) se debilita en comparacion con la actividad de SugR en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium y una actividad de citrato sintasa (GItA) aumenta en comparacién con su actividad de GItA en la
misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, en el que la actividad de SugR se debilita por:

1) delecién de una parte o la totalidad de un polinucleétido que codifica la proteina;

2) modificacion de la secuencia de control de la expresion para reducir la expresion del polinucleétido;

3) modificacion de la secuencia de polinucleétidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la proteina; o
4) un método seleccionado entre una combinacién de los mismos,

y la actividad de GItA aumenta por:

1) aumento del nimero de copias de un polinucledtido que codifica la enzima;

2) modificacion de la secuencia de control de la expresion para aumentar la expresion del polinucleétido;

3) modificacion de la secuencia de polinucleétidos en el cromosoma para aumentar la actividad de la enzima; o
4) maodificaciéon por una combinacion de los mismos.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el regulador transcripcional del metabolismo del
azUcar consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la citrato sintasa consiste en una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 7.

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo del género Corynebacterium
se selecciona entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes,
Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, y Brevibacterium lactofermentum.

5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que ademas se introduce una actividad de ornitina
descarboxilasa (ODC).

6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la ornitina descarboxilasa consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que una actividad de i) ornitina carbamoiltransferasa
(ArgF) se debilita en comparacion con la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium, ii) un agente exportador de glutamato se debilita en comparacion con la actividad del agente
exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, o iii) la ornitina
carbamoiltransferasa y un agente exportador de glutamato se debilitan en comparacion con la actividad de ornitina
carbamoiltransferasa y el agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la ornitina carbamoiltransferasa consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 11, y el agente exportador de glutamato consiste en una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 o0 SEQ ID NO: 15.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que una actividad de al menos una enzima
seleccionada entre el grupo que consiste en acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC), acetilglutamato sintasa
u ornitina acetiltransferasa (ArgJ), acetilglutamato quinasa (ArgB), y acetilornitina aminotransferasa (ArgD) aumenta
en comparaciéon con la actividad de dicha enzima o enzimas en la misma cepa pero no modificada de
Corynebacterium.

10. EI microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa
consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 21, la acetilglutamato sintasa o la
ornitina acetiltransferasa consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 o SEQ ID NO: 25, la
acetilglutamato quinasa consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 29, y la
acetilornitina aminotransferasa consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 33.

11. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que una actividad de acetiltransferasa se debilita en
comparacion con la actividad de acetiltransferasa en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

12. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la acetiltransferasa consiste en una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 o SEQ ID NO: 37.
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13. El microorganismo de la reivindicacion 1, en el que una actividad de una proteina que consiste en la SEQ ID
NO: 39 o la SEQ ID NO: 41 aumenta en comparacion con la actividad de dicha proteina en la misma cepa pero no
modificada de Corynebacterium.

14. Un método para producir putrescina u ornitina, que comprende:
(i) cultivar el microorganismo modificado del género Corynebacterium de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13 en un medio; y

(i) recuperar putrescina u ornitina del microorganismo cultivado o el medio cultivado.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el microorganismo del género Corynebacterium es
Corynebacterium glutamicum.
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