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DESCRIPCION
Corynebacterium
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a un microorganismo productor de L-lisina del género Corynebacterium y a un
método para producir L-lisina mediante el uso del mismo.

[Antecedentes de la técnica]

La L-lisina, un tipo de aminoacido esencial, se usa en las industrias de alimentaciéon animal, farmacos humanos y
cosmeéticos, y se produce por fermentacion mediante el uso de un microorganismo del género Corynebacterium o del
género Escherichia.

Una cepa del género Corynebacterium, particularmente, Corynebacterium glutamicum, es un microorganismo
grampositivo que se usa ampliamente para producir L-aminoacidos. Para la produccion de L-lisina, se han usado
principalmente enfoques con objetivos especificos, tales como la potenciacion de la expresion de genes que
codifican las enzimas involucradas en la biosintesis de L-lisina en una cepa del género Corynebacterium o la
eliminaciéon de genes innecesarios para la biosintesis de L-lisina. Ademas de estos métodos, también se ha usado
un método de eliminacion de genes que no estan involucrados en la biosintesis de L-lisina o un método de
eliminacion de genes cuya funcion especifica es desconocida.

Por consiguiente, los presentes inventores han llevado a cabo extensos estudios para identificar las caracteristicas
efectivas capaces de aumentar la productividad de lisina. Como resultado, los presentes inventores han detectado
un microorganismo que produce una alta concentracion de L-lisina mediante la interrupcion aleatoria de los genes
enddgenos de un microorganismo del género Corynebacterium, y descubrieron que cuando un gen cuya funcion no
se ha notificado aun, se interrumpe en el microorganismo detectado, aumenta la productividad de la L-lisina del
microorganismo, de esta manera se completa la presente invencion.

Documentos de la Técnica Anterior

(Documento de patente 1) KR 10-0838035 B1 (publicado el 12 de junio de 2008).

[Descripcion]

[Problema técnico]

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un microorganismo productor de L-lisina del género
Corynebacterium.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para producir L-lisina mediante el uso del
microorganismo.

[Solucién técnica]
Para lograr los objetivos anteriores, la presente invencién proporciona un microorganismo productor de L-lisina del
género Corynebacterium en donde se inactiva una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de la

SEQID NO: 1.

La presente invencion proporciona, ademas, un método para producir L-lisina, que comprende las etapas de: cultivar
el microorganismo de la presente invenciéon en un medio; y recuperar la L-lisina del microorganismo o del medio.

[Efectos ventajosos]

La presente invencion proporciona un microorganismo recombinante del género Corynebacterium que tienen un
aumento de la productividad de L-lisina, que se obtiene mediante la inactivaciéon de una proteina que comprende una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, cuya funcién es desconocida, en un microorganismo del género
Corynebacterium productor de L-lisina. El microorganismo recombinante del género Corynebacterium puede producir
L-lisina con alto rendimiento y, por lo tanto, es industrialmente util para la produccién de L-lisina.

[Modo para la invencién]

En lo adelante, la presente invencion se describira en detalle.
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En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un microorganismo productor de L-lisina del género
Corynebacterium en donde una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 esta
inactivada.

La proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 es una proteina enddégena en un
microorganismo del género Corynebacterium o una proteina hipotética con proteina desconocida. Una proteina que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos 80 %, especificamente al menos
90 %, mas especificamente al menos 95 %, de manera particular especificamente al menos 97 %, con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, puede incluirse, ademas, en el alcance de la proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1. Ademas, es obvio que una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende una delecidn, modificacion, sustitucién o delecién de uno o varios aminoacidos se
incluye, ademas, en el alcance de la presente invencion, siempre que tenga una secuencia que tiene homologia con
la secuencia de la SEQ ID NO: 1 y tiene actividad biologica sustancialmente igual o similar a la de la proteina que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

Cualquier secuencia de nucleétidos capaz de codificar la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 1 se incluye en el alcance de la presente invencion. Especificamente, el gen que codifica la proteina de
la SEQ ID NO: 1 puede tener una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2. Ademas, una secuencia de
nucledtidos que tiene una homologia de al menos 80 %, especificamente al menos 90 %, mas especificamente 95
%, de manera particular especificamente 97 %, a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2, puede incluirse,
ademas, en el alcance de la presente invencion. Ademas, las variantes de la secuencia, que codifican el mismo
aminoacido debido a la redundancia del cédigo genético, pueden incluirse, ademas, en el alcance de la presente
invencion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homologia" se refiere a la identidad de una secuencia de
aminoacidos o secuencia de nucledtidos dada y puede expresarse como porcentaje. En la descripcion, una
secuencia homologa que tiene una actividad igual o similar a una secuencia de aminoacidos o secuencia de
nucledtidos dada se expresa como "% de homologia".

La homologia de la secuencia de aminoacidos o nucleétidos puede determinarse mediante el uso de, por ejemplo, el
algoritmo BLAST (ver Karlin y Altschul, Pro. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5873 (1993)) o FASTA por Pearson (véase
Methods Enzymol., 183, 63 (1990)). Los programas llamados BLASTN y BLASTX se han desarrollado sobre la base
de este algoritmo BLAST (ver http://www.ncbi.nlm.nih.gov).).

Como se usa en la presente descripcion, el término "inactivacion” significa que la expresiéon de un gen enddgeno se
reduce en comparacion con la de una cepa parental, una cepa antes de la modificacién o una cepa de tipo silvestre,
0 el gen no se expresa, o el gen no tiene actividad o tiene actividad reducida aun cuando se exprese. En la presente
invencion, la inactivacion puede lograrse mediante cualquier método de inactivacion conocido en la técnica. En la
presente invencién, el método de inactivacion puede realizarse mediante al menos una mutaciéon seleccionada del
grupo que consiste en una mutacion de insercion que se obtiene mediante la insercién de al menos un par de bases
en el gen, una mutacion de delecidén que se obtiene mediante la delecion de al menos un par de bases del gen, y
una mutacion de transicion o transversion de pares de bases que se obtiene mediante la introduccién de un codén
sin sentido en el gen. Alternativamente, el método de inactivacion puede realizarse mediante la sustitucion del
promotor endégeno del gen con un promotor mas débil o mediante la delecién de todo o parte del gen, pero el
alcance de la presente invencién no se limita a ello.

El método de interrupcion génica que se usa en la presente invencion puede ser cualquier método de interrupcion
génica conocido en la técnica y no se limita a un método particular. Por ejemplo, se puede usar la luz, tal como luz
UV, o una sustancia quimica para inducir mutaciones, y se puede seleccionar una cepa con un gen diana
interrumpido a partir de los mutantes resultantes. Ademas, el método de interrupcidon génica puede realizarse, por
ejemplo, mediante la introduccidon de una secuencia de nucledtidos o vector, que comprende una secuencia de
nucledtidos homologa al gen diana, en el microorganismo, de esta manera se induce la recombinacion homaloga.
Ademas, la secuencia de nucleétidos o el vector introducido puede comprender un marcador de seleccion
dominante.

Los ejemplos de un vector que puede usarse para inactivar la proteina diana incluyen plasmidos naturales o
recombinantes, cosmidos, virus y bacteriéfagos. Por ejemplo, el vector fago o el vector cosmido que se usa en la
presente invencion puede ser pWE15, M13, AMBL3, AMBL4, AFIXII, ADASHII, AZAPII, Agt10, Agt11, Charon4A,
Charon21A o similares, y el vector plasmidico que se usa en la presente invencion puede ser de tipo pDZ, tipo pBR,
tipo pUC, tipo pBluescriptll, tipo pGEM, tipo pTZ, tipo pCL, tipo pET o similares. Un vector que puede usarse en la
presente invencion no se limita particularmente, y puede ser un vector de expresion conocido en la técnica.

La introduccion del vector puede realizarse faciimente de acuerdo con cualquier método convencional conocido en la
técnica. Generalmente, los ejemplos de este método incluyen un método de precipitacion son CaCly, el método de
Hanahan con una eficiencia mejorada mediante el uso de sulféxido de dimetilo (DMSQO) como un agente reductor en
el método de precipitacion con CaCl,, electroporacion, un método de precipitacion con fosfato de calcio, un método
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de fusion de protoplastos, un método de agitacion que usa fibra de carburo de silicio, un método de transformacion
que usa PEG, transformaciones mediadas por sulfato de dextrano, lipofectamina y supresién/seco, etcétera.

Como se usa en la presente descripcion, el término "transformacion” significa introducir un vector que comprende un
polinucleétido que codifica una proteina diana en una célula huésped para que permita que el polinucleétido se
exprese o inactive en la célula huésped. El polinucleétido puede incluir ADN y ARN, que codifican la proteina diana,
o un promotor que reduce la expresion de la proteina diana, o un gen marcador capaz de inactivar la expresion de la
proteina diana, etcétera. Siempre que el polinucleétido pueda introducirse en la célula huésped y se exprese en ella,
puede introducirse de cualquier forma.

Como una cepa parental en donde la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1
debe inactivarse, cualquier microorganismo que tenga productividad de L-lisina puede usarse sin limitacion. Los
ejemplos de este microorganismo incluyen microorganismos que pertenecen al género Corynebacterium, el género
Brevibacterium, el género Escherichia, el género Enterbacter, el género Erwinia, el género Serratia y el género
Providencia. Especificamente, puede usarse un microorganismo del género Corynebacterium, y mas
especificamente, puede usarse un microorganismo Corynebacterium glutamicum.

Como se usa en la presente descripcion, la expresion "microorganismo que tiene productividad de L-lisina" se refiere
a un microorganismo que se obtiene mediante la manipulacion de un gen generalmente conocido para que sea
capaz de producir L-lisina. Por ejemplo, el microorganismo puede ser un microorganismo que se obtiene mediante el
aumento de la expresion de uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en genes involucrados en la
biosintesis de la L-lisina, que incluyen aspB (gen que codifica la aspartato aminotransferasa), lysC (gen que codifica
la aspartato quinasa), asd (gen que codifica la aspartato semialdehido deshidrogenasa), dapA (gen que codifica la
dihidrodipicolinato sintasa), dapB (gen que codifica la dihidrodipicolinato reductasa) y lysA (gen que codifica la
diaminodipimelato descarboxilasa), que son endégenos en un microorganismo del género Corynebacterium y estan
involucrados en la produccion de L-aminoacidos. Ademas, el microorganismo puede ser un microorganismo que se
obtiene mediante el tratamiento de una cepa mutante auxotréfica de L-leucina con N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG).

En un segundo aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para producir L-lisina, que comprende las
etapas de: cultivar el microorganismo de la presente invencion en un medio; y recuperar la L-lisina del
microorganismo o del medio.

El microorganismo de la presente invencion es como se describié anteriormente.

En el método de la presente invencion, el cultivo de un microorganismo del género Corynebacterium puede
realizarse mediante el uso de cualquiera de las condiciones de cultivo y método de cultivo conocidos en la técnica.

Por ejemplo, un medio que puede usarse para el cultivo de un microorganismo del género Corynebacterium se
describe en el Manual de Métodos para Bacteriologia General de la Sociedad Estadounidense de Bacteriologia
(Washington D.C., EE. UU., 1981).

Las fuentes de azlcar que pueden usarse en el medio incluyen azUcares y carbohidratos tales como glucosa,
sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidon o celulosa; aceites y grasas tales como aceite de soja, aceite de
girasol, aceite de ricino o aceite de coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico o acido linoleico;
alcoholes tales como glicerol o etanol; y acidos organicos tales como el acido acético. Estas sustancias pueden
usarse individualmente o como una mezcla, y el alcance de la presente invencion no se limita a ello.

Las fuentes de nitrdgeno que pueden usarse incluyen compuestos que contienen nitrégeno organico, tales como
peptona, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, licor de maceracién del maiz, harina de soja y
urea, o compuestos inorganicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de
amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de nitrégeno, ademas, pueden usarse individualmente o como una mezcla,
y el alcance de la presente invencion no se limita a ello.

Las fuentes de fosforo que pueden usarse incluyen dihidrégeno fosfato de potasio o hidrégeno fosfato de dipotasio o
las sales de sodio correspondientes. El medio de cultivo, ademas, puede contener sales de metales tales como
sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarios para el crecimiento. Finalmente, pueden usarse
sustancias esenciales para el crecimiento tales como aminodacidos y vitaminas ademas de las sustancias
mencionadas anteriormente. Ademas, pueden afadirse precursores adecuados al medio de cultivo. Dichas
sustancias pueden afadirse al cultivo en forma continua o discontinua mediante un método adecuado durante el
cultivo.

El pH del medio de cultivo puede controlarse mediante el uso de compuestos basicos tales como hidréxido de sodio,
hidréxido de potasio, amoniaco o amoniaco acuoso o compuestos acidos tales como acido fosférico o acido sulfarico
de una manera adecuada. La formacion de espuma puede controlarse mediante el uso de agentes antiespumantes
tales como los ésteres de poliglicol de acidos grasos. Las condiciones aerdbicas pueden mantenerse mediante la
introduccion de oxigeno o mezclas de gases que contienen oxigeno (por ejemplo, aire) en el cultivo. La temperatura
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de cultivo es generalmente de 20 °C a 45 °C, especificamente de 25 °C a 40 °C. El cultivo puede continuar hasta
que la cantidad de L-lisina producida alcance el nivel deseado. Especificamente, el tiempo de cultivo es de 10 a 160
horas.

En el método de la presente invencidn, el cultivo puede realizarse continuamente o en un proceso por lotes 0 en un
proceso por lotes alimentados o en un proceso repetido por lotes alimentados. Este cultivo puede realizarse
mediante el uso de cualquier método bien conocido en la técnica.

La L-lisina puede aislarse y analizarse mediante cromatografia de intercambio aniénico con posterior derivacion con
ninhidrina. Ademas, el método de la presente invencidon comprende una etapa de recuperacion de L-lisina. Un
método para recuperar L-lisina del microorganismo o del medio de cultivo es bien conocido en la técnica. Los
ejemplos de un método que puede usarse para recuperar L-lisina incluyen, pero no se limitan a, filtracion,
cromatografia de intercambio anionico, cristalizacion y HPLC.

En lo sucesivo, la presente descripcion se describira con mas detalle con referencia a los ejemplos. Sin embargo,
debe entenderse que estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente
descripcion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Construccién de una Biblioteca Aleatoria de Mutantes mediante el uso de Transposoén

Para obtener una cepa que tenga un aumento de la productividad de L-lisina, se construyé una biblioteca de
vectores de la siguiente manera.

Primero, mediante el uso de Corynebacterium glutamicum KCCM11016P (este microorganismo se describié como
KFCC10881, y se volvid a depositar con una Autoridad Internacional de Depdsito bajo el Tratado de Budapest con el
numero de acceso KCCM11016P; patente coreana num. 10-0159812) como una cepa parental, un plasmido
obtenido mediante el uso del kit EZ-Tn5™ <R6Kyori/lKAN-2>Tnp Transposome™ (Epicentre) se transformo en la
cepa parental mediante un método de pulso eléctrico (Appl. Microbiol. Biotechnol. (1999) 52:541-545). Después, la
cepa se extendié en una placa de medio complejo que contenia kanamicina (25 mg/L), de esta manera se obtienen
aproximadamente 20 000 colonias.

Placa de medio complejo (pH 7,0):

10 g de glucosa, 10 g de peptona, 5 g de extracto de carne de vacuno, 5 g de extracto de levadura, 18,5 g de
infusion cerebro-corazén, 2,5 g de NaCl, 2 g de urea, 91 g de sorbitol y 20 g de agar (por litro de agua destilada).

Ejemplo 2: Tamizaje de la Biblioteca Aleatoria de Mutantes mediante el uso de Transposon

Cada una de las aproximadamente 20 000 colonias obtenidas en el Ejemplo 1 se inoculé en 300 pL del siguiente
medio selectivo y se cultivd en una placa de 96 pocillos profundos a 32 °C a 1000 rpm durante aproximadamente 24
horas.

Medio selectivo (pH 8,0):

10 g de glucosa, 5,5 g de sulfato de amonio, 1,2 g de MgS047H-0, 0,8 g de KH2PO4, 16,4 g de KoHPO,, 100 pg de
biotina, 1000 pg de tiamina HCI, 2000 pug de pantotenato de calcio y 2000 ug de nicotinamida (por litro de agua
destilada).

Para analizar la cantidad de L-lisina producida en el cultivo, se usé el método de la ninhidrina (Moore, S., Stein, W.
H., Photometric ninhydrin method for use in the chromatography of amino acids. J. Biol. Chem.1948, 176, 367-388).

Después de completar el cultivo, se hicieron reaccionar 10 uL del sobrenadante del cultivo con 190 uL de una
solucion de reaccion de ninhidrina a 65 °C durante 30 minutos, y después se midio la absorbancia a una longitud de
onda de 570 nm con un espectrofotémetro. En base a los resultados de la medicién, se seleccionaron como cepas
mutantes aproximadamente 60 colonias que mostraban una absorbancia mayor que la de la cepa Corynebacterium
glutamicum KCCM11016P usada como control. Otras colonias mostraron una absorbancia similar a o menor que la
de la cepa Corynebacterium glutamicum KCCM11016P usada como control.

Aproximadamente 60 cepas seleccionadas como se describié anteriormente se cultivaron nuevamente de la misma
manera como se describioé anteriormente, y después se sometieron a la reaccién de la ninhidrina. Como resultado,
se seleccionaron las diez mejores cepas mutantes que tienen un aumento de la productividad de L-lisina en
comparacion con la cepa Corynebacterium glutamicum KCCM11016P usada como cepa parental.

Ejemplo 3: Analisis de la Productividad de L-lisina de las Cepas Aleatorias Mutantes Seleccionadas
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Con el objetivo de seleccionar finalmente las cepas cuya productividad de L-lisina se incrementé de forma
reproducible a partir de los diez mutantes seleccionados en el Ejemplo 2, se realiz6 el cultivo en matraz mediante el
uso del siguiente medio. Después de completar el cultivo, la concentracion de L-lisina en el cultivo se analizé por
HPLC. La concentracion de L-lisina producida por cada una de las cepas mutantes se muestra en la Tabla 1 a
continuacion.

Medio del cultivo semilla (pH 7,0):

20 g de glucosa, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH2POy4, 8 g de K;HPO4, 0,5 g
de MgSO4-7H,0, 100 pyg de biotina, 1000 ug de tiamina HCI, 2000 ug de pantotenato de calcio y 2000 ug de
nicotinamida (por litro de agua destilada).

Medio de produccion (pH 7,0):

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2S0O4, 2,5 g de proteina de soja, 5 g de solidos de maceracion del maiz, 3 g de urea,
1 g de KH2PO4, 0,5 g MgSO4-7H20, 100 pg de biotina, 1000 ug de cloruro de tiamina, 2000 pug de pantotenato de
calcio, 3000 ug de nicotinamida y 30 g de CaCOs (por litro de agua destilada).

Tabla 1: Concentraciones de L-lisina producidas por 10 Cepas Aleatorias Mutantes Seleccionadas

Cepas L-lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4

Control KCCM11016P 42,9 42,5 42,4 42,6
1 KCCM11016P/mt-1 43,2 43,6 43,8 43,5
2 KCCM11016P/mt-2 43,0 43,1 43,4 43,2
3 KCCM11016P/mt-3 42,6 42,8 42,9 42,8
4 KCCM11016P/mt-4 43,1 42,8 42,9 42,9
5 KCCM11016P/mt-5 43,0 42,9 42,7 42,9
6 KCCM11016P/mt-6 41,0 41,7 41,6 41,4
7 KCCM11016P/mt-7 43,2 42,8 42,7 42,9
8 KCCM11016P/mt-8 53,2 53,1 53 53,1
9 KCCM11016P/mt-9 42,7 42,5 42 42,4
10 KCCM11016P/mt-10 48,9 48,2 48,5 48,5

Entre las 10 cepas mutantes seleccionadas, la KCCM11016P/mt-8 se selecciond finalmente como una cepa cuya
productividad de L-lisina aumenté significativamente.

Ejemplo 4: Identificacion de las Causas del Aumento de la Productividad de L-lisina de la Cepa Finalmente
Seleccionada

En este Ejemplo, se realizé un experimento en la cepa mutante finalmente seleccionada en el Ejemplo 3 con el
objetivo de identificar los genes interrumpidos mediante la insercion aleatoria del transposon.

El ADN gendmico se extrajo de KCCM11016P/mt-8, se digirié y después se ligd, y el producto de la ligacion se
transformoé en E. coli DH5a. Las células de E. coli transformadas se sembraron en placa en un medio LB sélido que
contenia kanamicina (25 mg/L). Se seleccionaron veinte colonias transformadas, y después se obtuvieron los
plasmidos que contenian una porcién de gen desconocida. Se realizd la secuenciacion mediante el uso del cebador
1 (SEQ ID NO: 3) y el cebador 2 (SEQ ID NO: 4) del kit EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN-2>Tnp Transposome™. Como
resultado, en base a las secuencias de nucleotidos registradas en el NIH Genbank, pudo verse que el gen que
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2 estaba inactivado.

Cebador 1 (SEQ ID NO: 3): ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC;
Cebador 2 (SEQ ID NO: 4): CTACCCTGTGGAACACCTACATCT.

Ejemplo 5: Construccién del Vector para la Interrupcion del Gen que Comprende la Secuencia de Nucleodtidos de la
SEQ ID NO: 2
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Para la construccion de un vector recombinante capaz de interrumpir el gen que comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2 (identificada en el Ejemplo 4) en el cromosoma de la cepa del género
Corynebacterium, se sintetizaron los cebadores 3 al 6 para construir un fragmento para la interrupciéon del gen y se
muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: Cebadores 3 al 6 para construir fragmentos para la interrupcién del gen

Gen Cebadores usados Secuencias de nucledtidos
Cebador 3 (SEQ ID NO: 5

)

Cebador 4 (SEQ ID NO: 6)

SEQ ID NO. )
)

GAATTCTACACGCAGTGCCGAAACTTC
TCGTATGTGCCTGGAATCACGAGACAGC
GATTCCAGGCACATACGACCAGGTCGCG

GCAGGTCGACTCACCAACACCATGACCACGCTT

Cebador 5 (SEQ ID NO: 7
Cebador 6 (SEQ ID NO: 8

Con el objetivo de eliminar la region ORF, el cebador 3 (SEQ ID NO: 5), el cebador 4 (SEQ ID NO: 6), el cebador 5
(SEQ ID NO: 7) y el cebador 6 (SEQ ID NO: 8) (Tabla 2) se sintetizaron en base a la SEQ ID NO: 2 para tener un
sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion EcoRI en el extremo 5' y un sitio de reconocimiento de la enzima
de restriccion Sall en el extremo 3'. Mediante el uso de los cebadores sintetizados, se realizd la PCR [Sambrook y
otros, Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratories] mediante el uso del ADN
cromosomico de tipo silvestre de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, como molde. Como resultado, se
obtuvo un fragmento de ADN que comprende una regién aguas arriba de 500 pb y una regién aguas abajo de 500
pb, que corresponden al gen que codifica la proteina codificada por la secuencia de nucledétidos de la SEQ ID NO: 2.
La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: 30 ciclos, cada uno de los cuales consiste en la desnaturalizacion
a 95 °C durante 30 s, hibridacion a 50 °C durante 30 s y polimerizacion a 72 °C durante 1 min; seguido de
polimerizacién a 72 °C durante 7 min. Un vector pDZ (patente coreana ndm. 10-0924065), que no se replica en
Corynebacterium glutamicum, y el fragmento amplificado por PCR, se trataron con las enzimas de restriccion EcoRI
y Sall, y después se ligaron mediante el uso de la ADN ligasa. El producto de la ligadura se transformé en E. coli
DH5a que después se sembraron en placa en un medio LB sélido que contenia kanamicina (25 mg/L).

Una colonia transformada con un plasmido que tenia el gen deseado insertado en ella se seleccion6 por PCR, y
después el plasmido se aislé mediante el uso de una técnica de extraccién de plasmido. El plasmido se denominé
"pDZ-AMT8EH".

Ejemplo 6: Construccion de la Cepa mediante Interrupcion del Gen que Comprende la Secuencia de Nucleétidos de
la SEQ ID NO: 2 en Corynebacterium glutamicum KCCM11016P y Evaluacion de la Productividad de L-lisina de la
Cepa Construida

El plasmido recombinante pDZ-AMT8EH construido en el Ejemplo 5 se transformé en Corynebacterium glutamicum
KCCM11016P, que es una cepa productora de L-lisina, mediante recombinacién homdloga en el cromosoma (van
der Rest y otros, Appl Microbiol Biotechnol 52:541-545, 1999).

A continuacion, la cepa transformada se sometié a una segunda recombinacién en un medio de placa sélida que
contenia sacarosa al 4 %. Después de completar la segunda recombinacion, la interrupcion del gen de la SEQ ID
NO: 2 en el cromosoma de la cepa de Corynebacterium glutamicum transformada se confirmé por PCR mediante el
uso del cebador 3 y el cebador 6. La cepa recombinante se denominé "Corynebacterium glutamicum KCCM11016P-
MT8EH".

Con el objetivo de analizar la productividad de L-lisina de la cepa Corynebacterium glutamicum KCCM11016P-
MT8EH construida, la cepa construida junto con la cepa Corynebacterium glutamicum KCCM11016P parental se
cultivd de la siguiente manera.

Cada una de la cepa Corynebacterium glutamicum KCCM11016P parental y de la cepa Corynebacterium
KCCM11016P-MT8EH construida en el Ejemplo 6 se inoculé en un matraz con deflectores de 250 ml que contiene
25 ml de medio del siguiente medio de cultivo semilla, y se cultivaron con agitacién a 200 rpm, a 30 °C durante 20
horas. A continuacién, se inoculé 1 ml de cada uno de los medios de cultivo semilla en un matraz con deflectores de
250 ml que contenia 24 ml del siguiente medio de produccion y se cultivd con agitacion a 200 rpm, a 30 °C durante
72 horas. La composicion del medio de cultivo semilla y la composicion del medio de produccién fueron las
siguientes.

Medio del cultivo semilla (pH 7,0):
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20 g de glucosa, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH2POy4, 8 g de K;HPO4, 0,5 g
de MgSO47H;0, 100 pg de biotina, 1000 ug de tiamina HCI, 2000 pg pantotenato de calcio y 2000 pg de
nicotinamida (por litro de agua destilada).

Medio de produccion (pH 7,0):

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2SO4, 2,5 g de proteina de soja, 5 g de solidos de maceracion del maiz, 3 g de urea,
1 g de KH2POy4, 0,5 g de MgS0O47H,0, 100 ug de biotina, 1000 ug de tiamina HCI, 2000 pg pantotenato de calcio,
3000 pg de nicotinamida y 30 g de CaCOs (por litro de agua destilada).

Después de completar el cultivo, la cantidad de L-lisina producida se midi6 por HPLC (Waters 2478) y la
concentracion de L-lisina analizada se muestra en la Tabla 3 a continuacién.

Tabla 3: Analisis de la productividad de L-lisina de la KCCM11016P-MT8EH derivada de KCCM11016P

L-lisina (g/L)
Cepas
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
Grupo de control KCCM11016P 41,2 41,7 41,8 41,6
Grupo de Prueba KCCM11016P-MT8EH 54,9 55,2 54,5 54,9

A partir de los resultados en la Tabla 3 anterior, se demostré que cuando el gen que comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2 se interrumpié en Corynebacterium glutamicum KCCM11016P, que es una cepa
productora de L-lisina, la productividad de L-lisina de la cepa recombinante aumenté un 32 % en promedio en
comparacion con la de la cepa parental.

Por lo tanto, se demostré que la productividad de L-lisina del microorganismo del género Corynebacterium podria
incrementarse mediante la interrupcion del gen que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2 en
el microorganismo.

A partir de los resultados anteriormente descritos, se observé que la inactivacion de una proteina hipotética con una
funcién desconocida mediante la interrupcion del gen que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:
2 en la cepa productora de L-lisina, fue eficaz para aumentar la productividad de L-lisina de la cepa. La cepa
KCCM11016P-MT8EH se denomin6 "CA01-2295" y fue depositada internacionalmente bajo el nimero de acceso
KCCM11697P con el Centro de cultivo coreano de microorganismos (KCCM) el 15 de mayo de 2015.

Ejemplo 7: Construccién de la Cepa mediante la Interrupcién del Gen que Comprende la Secuencia de Nucleétidos
de la SEQ ID NO: 2 en Corynebacterium glutamicum KCCM11347P y Evaluacién de la Productividad de L-lisina de
la Cepa Construida

Con el objetivo de examinar otras cepas de Corynebacterium glutamicum productoras de L-lisina que también tienen
el mismo efecto como se describiéd anteriormente, se construyd una cepa en donde el gen que comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 2 se interrumpio, a partir de Corynebacterium glutamicum KCCM11347P
productora de L-lisina (este microorganismo se describi6 como KFCC10750, y se volvi6 a depositar con una
Autoridad Internacional de Depdsito bajo el Tratado de Budapest con el nimero de acceso KCCM11347P; patente
coreana num. 10-0073610) de acuerdo con el mismo método que se describié en el Ejemplo 6. La cepa construida
se denomin6 " KCCM11347P-MT8EH".

La cepa construida se cultivo de la misma manera que se describio en el Ejemplo 6. Después de completar el cultivo,
la cantidad de L-lisina producida se midid6 por HPLC (Waters 2478) y la concentracion de L-lisina analizada se
muestra en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4: Analisis de la productividad de L-lisina de KCCM11347P-MT8EH derivada de KCCM11347P

L-lisina (g/L)
Cepa
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Grupo de control KCCM11347P 37,9 38,1 37,9 38,0
Grupo de prueba KCCM11347P-MT8EH 47,5 47 .4 47,6 47,5

A partir de los resultados en la Tabla 4 anterior, se demostré que cuando el gen que comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2 se interrumpié en Corynebacterium glutamicum KCCM11347P, que es una cepa
productora de L-lisina, la productividad de L-lisina de la cepa aumenté un 25 % en promedio.

8
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Por lo tanto, de manera similar a los resultados del Ejemplo 6, se demostré que la productividad de L-lisina del
microorganismo del género Corynebacterium podria aumentarse mediante la interrupcion del gen que comprende la
secuencia de nucleotidos de la SEQ ID NO: 2 en el microorganismo.

Ejemplo 8: Construccion de la Cepa mediante la Interrupcion del Gen que Comprende la Secuencia de Nucleotidos
de la SEQ ID NO: 2 en Corynebacterium glutamicum CJ3P y Evaluacion de la Productividad de L-Lisina de la Cepa
Construida

Con el objetivo de examinar si otras cepas de Corynebacterium glutamicum productoras de L-lisina también tienen el
mismo efecto como se describid anteriormente, se construyd una cepa en donde el gen que comprende la secuencia
de nucledtidos de la SEQ ID NO: 2 se interrumpio a partir de Corynebacterium glutamicum CJ3P productora de
L-lisina (Binder y otros, Genome Biology 2012, 13:R40), obtenida mediante la introduccion de tres mutaciones
[pyc(P458S), hom(V59A) y lysC(T3111)] en una cepa de tipo silvestre, de acuerdo con el mismo método que se
describio en el Ejemplo 6. La cepa construida se denominé "CJ3P-MT8EH".

La cepa construida se cultivd de la misma manera que se describio en el Ejemplo 6. Después de completar el cultivo,
la cantidad de L-lisina producida se midié6 por HPLC (Waters 2478), y la concentracion de L-lisina analizada se
muestra en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5: Productividad de L-lisina de CJ3P-MT8EH derivada de CJ3P

L-lisina (g/L)
Cepa
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Grupo de control CJ3P 8,2 8,1 8,4 8,2
Grupo de prueba | CJ3P-MT8EH 10,1 10,3 9,8 10,1

A partir de los resultados en la Tabla 5 anterior, se demostré que cuando el gen que comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 2 se interrumpe en Corynebacterium glutamicum CJ3P, que es una cepa productora
de L-lisina, la productividad de L-lisina de la cepa aumento un 23 % en promedio.

Por lo tanto, de manera similar a los resultados de los Ejemplos 6 y 7, se demostré que la productividad de L-lisina
del microorganismo del género Corynebacterium podria aumentarse mediante la interrupcion del gen que
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2 en el microorganismo.

Numero de acceso
Nombre de la institucion depositaria: Centro Coreano de Microorganismos de Cultivo;

Numero de Acceso: KCCM11697P;
Fecha de depdsito: 15 de mayo de 2015.
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Solicitante o agente Solicitud internacional Num.
referencia de archivo PP16-0105

INDICACIONES RELATIVAS AL MICROORGANISMO DEPOSITADO
U OTRO MATERIAL BIOLOGICO
(Regla 13 del PCT bis)

A. Las indicaciones que se hacen a continuacion se refieren al microorganismo depositado u otro material
biolégico al que se hace referencia en la descripcion en la pagina _ 13 )
linea 7

B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO B. Los depositos adicionales se identifican en una hoja adicional

Nombre de la institucién depositaria
Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos

Direccion de la institucion depositaria (que incluye el codigo postal y el pais)

Yurim Bldg, 45, Hongjenae 2ga-gil, Seodaemun-gu, Seoul, 120-861, Korea

Fecha de depdsito Numero de acceso
15 de mayo de 2015 KCCM11697P

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en blanco si no aplica) Esta informacién continita en una hoja
adicional o

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE HACEN INDICACIONES (si las indicaciones no son para
todos los Estados designados)

E. SUMINISTRO DE INDICACIONES POR SEPARADO (dgjar en blanco si no aplica)

Las indicaciones que se enumeran a continuaciéon se presentaran posteriormente a la Agencia Internacional
(especifique la naturaleza general de las indicaciones, por ejemplo, "Numero de Acceso del Depésito”)

Para uso exclusivo de la Oficina que recibe Para uso exclusivo de la Agencia Internacional

o Esta hoja se recibid con la solicitud internacional o Esta hoja se recibié por la Agencia Internacional
sobre:

Oficial autorizado Oficial autorizado

Formulario PCT/RO/134 (julio de 1998; reimpresion de enero de 2004)

<110> CJ Cheilijedang Corporation

<120> Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad de L-lisina y un método para
producir L-lisina mediante el uso de el mismo

<130> PP16-0105
<160> 8

<170> Kopatentin 2.0
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<211> 193
<212> PRT .
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 1
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Thr

Gly

Glu
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Ala
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Gly

145

Ile

Val
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Glu
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ttggcagctg
tctegegace
cgagccaacg
gaggctttceg
ccgcecgecatta
aagcttcgta
acatgccctg
cgccaactta

atcggagggg

accgccttca

<210> 3
<211> 25
<212> ADN

atgtagccac
tggtcgtatg
tggcgettgt
gtgaactcge
accatttcat
cacaaaattt
gcggcgacge
acggtatttt
ccaacaccta

atccatcggce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 1

<400> 3

acctacaaca aagctctcat caacc

<210> 4
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2

<400> 4

ctaccctgtg gaacacctac atct

<210>5
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3

<400> 5
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cagcgcgcecce
tggaggtttc
gctgggegee
ggaagtgctce
tagcgcagat
ccacgcaccg
ccttgecagece
gccagctaac
cttcgacctg

ctcggecttee

25

24

gaattctaca cgcagtgccg aaacttc 27

<210>6
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 4

gcccgaggat
gctgecgacecg
ggtttgaacc
caagtggatc
aacacaactg
cgcecggctat
gacggccgac
aagttcgtcg
gaatcacgag

ccaccgecegt

12

tctteccatcee
gtgcagcttc
aattcaccat
ttgaaacaca
ttgtagecege
acctggacga
tcgatccaca
cctcecgatgg
acagcatcgt

ag

ctcaggaaac
agaaatacgc
ggcattcggg
gaccaccaac
agtgctttta
taatcctctg
cagcctcatg
cggacacttc

gcttttggga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

582
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<400> 6
tcgtatgtgce ctggaatcac gagacagc 28

<210>7

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5

<400>7
gattccaggc acatacgacc aggtcgcg

<210> 8

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 6

<400> 8
gcaggtcgac tcaccaacac catgaccacg ctt

ES 2 822975713

28

33

13



10

15

ES 2 822975713

REIVINDICACIONES

Un microorganismo productor de L-lisina del género Corynebacterium en donde una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 esta inactivada.

El microorganismo productor de L-lisina de conformidad con la reivindicacion 1, en donde la proteina esta
codificada por un gen que tiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2.

El microorganismo productor de L-lisina de conformidad con la reivindicacion 1, en donde el microorganismo
del género Corynebacterium es Corynebacterium glutamicum.

Un método para producir L-lisina, que comprende las etapas de:
cultivar el microorganismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en un medio de

cultivo; y
recuperar la L-lisina del microorganismo o del medio de cultivo.
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