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DESCRIPCION

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una productividad aumentada de L-lisina y un método de
producir L-lisina usando el mismo.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una productividad au-
mentada de L-lisina y un método de producir L-lisina usando el mismo. Méas particularmente, la presente invencion
se refiere a un microorganismo recombinan del género Corynebacterium que tiene una productividad aumentada de
L-lisina inactivando el gen endégeno NCg11090 que tiene la secuencia de aminoacidos que contiene residuos repe-
tidos de aspartato y a un método de producir L-lisina usando el mismo.

Fundamento técnico

Los L-aminoacidos, en particular la L-lisina han sido usados ampliamente para piensos, como una materia prima
para medicinas y en la industria farmacéutica, y se producen por fermentacion de los microorganismos del género
Corynebacterium.

Los microorganismos del género Corynebacterium, particularmente el Corynebacterium glutamicum es un microor-
ganismo Gram-positivo que se usan ampliamente en la produccion de L-aminoacidos. El método de producir L-
aminoacidos usando los microorganismos del género Corynebacterium es muy importante. Por tanto, ha habido
muchos intentos de mejorar el método.

Uno de los intentos es mejorar los microorganismos del género Corynebacterium que producen L-aminoacidos por
interrupcion de genes especificos o atenuacion de la expresiéon de genes especificos usando técnicas de DNA re-
combinante. Por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 6.872.553 describe un método de producir L-lisina a partir de
microorganismos del género Corynebacterium mediante fermentacion, que comprende las siguientes etapas: a)
dejar crecer microorganismos del género Corynebacterium que tienen un DNA atenuado que codifica fosfoenolpiru-
vato (PEP)-carboxiquinasa (PCK) por un método de mutacién seleccionado del grupo que consiste en inserciéon de
uno o mas pares de bases en el DNA, delecion de uno o mas pares de bases en el DNA, transicion o transversion
de pares de bases introduciendo un codon sin sentido en el DNA o que tienen reducida la fosfoenolpiruvato (PEP)-
carboxiquinasa (PCK) comparada con los microorganismos del género Corynebacterium que no estan atenuados; b)
concentrar el producto L-aminoacido deseado en el medio o células; y c) separar el L-aminoacido.

Ademas, se han realizado muchos estudios sobre como cada gen implicado en la biosintesis de L-aminoacidos
afecta a la produccién de L-aminoacidos amplificando los genes para desarrollar microorganismos del género Cory-
nebacterium (Eggeling, Aminoacids 6, 261-272 (1994)). También puede ser desarrollados microorganismos del
género Corynebacterium introduciendo genes extrafios de otras bacterias. Por ejemplo, la publicaciéon de patente
japonesa N° Hei 7-121228 describe un método de producir L-acido glutamico y L-prolina cultivando el microorganis-
mo del género Corynebacterium o Brevibacterium que contiene la construcciéon recombinante entre el fragmento de
DNA que tiene la informacién genética que implica la sintesis de acido citrico-sintasa y el DNA vector, y producir L-
acido glutamico y L-prolina a partir de los cultivos.

Sin embargo, a pesar de las pruebas anteriores todavia se requiere producir una cepa con productividad aumentada
de L-lisina.

Descripcién de la invencion
Problema técnico

Los autores de la presente invencion han estudiado desarrollar un microorganismo capaz de producir L-lisina con
alto rendimiento con el gen diana enddégeno NCg11090 que tiene residuos repetidos de aspartato en su secuencia
de aminoacidos en microorganismos del género Corynebacterium. Y los autores de la presente invencion trataron de
aumentar la productividad de L-lisina reduciendo el consumo intracelular innecesario de aspartato, que es el com-
puesto intermedio de la biosintesis de lisina, inactivando el gen diana anterior.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un microorganismo del género Corynebacterium con productivi-
dad aumentada de L-lisina.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar un método de producir L-lisina usando el microorganismo antes
citado.

Solucion técnica

Los objetos anteriores y otros objetos de la presente invencion se pueden conseguir mediante las siguientes realiza-
ciones de la presente invencion.

La presente invencion se describe con detalle a continuacion.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2369 022 T3

Para conseguir los objetos anteriores, la presente invencién proporciona un microorganismo del género Corynebac-
terium con productividad aumentada de L-lisina mediante la inactivaciéon del gen endégeno NCg11090 del mismo, en
donde el gen endégeno NCg11090 tiene la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 1.

En esta invencién el microorganismo que tiene productividad L-lisina puede ser seleccionado del grupo que consiste
en Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539, Corynebacte-
rium glutamicum KFCC 10881, y Corynebacterium glutamicum KFCC 11001, pero no siempre limitado a ellos.

El aspartato es un compuesto intermedio de la via de la biosintesis de lisina, que es funcional como una unidad de
composicion celular o sintesis de proteina o un regulador. Como unidad de composicion celular, el aspartato se usa
para la sintesis de acido nucleico, aminoacidos o grasa. Como unidad de sintesis de proteina, el aspartato se usa
para la estructura de proteinas o como un grupo funcional principal. En particular, como unidad para la sintesis de
proteinas, los genes traducidos en proteinas se dividen en dos grupos; uno es el de los genes esenciales para el
crecimiento, mantenimiento y regulacién celulares y el otro es el grupo de los genes no esenciales para dichos pro-
cesos. Los genes no esenciales se dividen como sigue: genes ya no requeridos de acuerdo con los otros genes que
tienen funciones iguales; genes extrafios introducidos desde el exterior, tales como los genes de virus; genes nece-
sarios en algunos casos, pero no necesarios para otras condiciones, tales como para la produccion de lisina; y ge-
nes cuyas funciones todavia no han sido explicadas.

Las células consumen aspartato masivamente para componer proteinas de los genes no esenciales. Por tanto, si se
eliminan los genes no esenciales, se considera que puede reducirse la cantidad masiva de consumo de aspartato
por los genes no esenciales, lo cual favorece la reduccién del consumo de aspartato no necesario y también favore-
ce la produccion de lisina en la misma condicion.

Para desarrollar un microorganismo con productividad mejorada de L-lisina, los autores de la presente invencion
buscaron un gen que contuviera residuos de aspartato, el compuesto intermedio de la biosintesis de lisina, en su
secuencia de aminoacidos que codifica una proteina, mas que cualesquiera otros genes, de la base de datos de
secuencia del genoma de la secuencia completamente analizada de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
(NCBI GI: 19552361, SEQ. ID. NO: 1). Como resultado se confirmé que los residuos repetidos de aspartato estaban
presentes en el C-terminal de la proteina NCg11090 que tiene la secuencia de aminoacidos representada por la
SEQ. ID. NO: 3. Sin embargo, no se ha explicado como esos residuos repetidos de aspartato en la secuencia de
aminoacidos podrian estar implicados en la biosintesis de lisina en una cepa productora de lisina.

En esta invencion, el gen NCg11090 es un gen que existe endégenamente en el microorganismo del género Cory-
nebacterium, y es conocido como un gen que codifica una proteina hipotética cuyas funciones son desconocidas. La
actividad del gen se predice a partir de un analisis de la secuencia completa de un genoma de Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032 y se confirmé que tenia residuos repetidos de aspartato en el C-terminal y tenia la secuen-
cia de nucleétidos representada por la secuencia SEQ. ID. NO: 1. El gen NCg11090 enddgeno de un microorganis-
mo del género Corynebacterium de la presente invencién preferiblemente tiene alta homologia con la secuencia
representada por la SEQ. ID. NO: 1.

En esta invencidn, la "inactivacién" se puede inducir por cualquier método de inactivaciéon conocido por los expertos
en la técnica. El término "inactivacion" en la presente memoria intenta significar que la expresion del gen NCg11090
es reducida hasta un bajo nivel comparado con el de una cepa de tipo natural o se producen genes que no son ex-
presados y genes que expresan productos que no tienen actividad o una actividad reducida a pesar de ser expresa-
dos.

En esta invencion, la "inactivacion" puede ser inducida por uno o mas métodos de mutacién seleccionados del grupo
que consiste en la inserciéon de uno o mas pares de bases en el gen NCg11090 gene, delecion de uno o mas pares
de bases en el gene, transicién o transversion de pares de bases insertando un codén sin sentido en el gen.

En una realizacion preferida de la presente invencién, el microorganismo que contiene el gen endégeno inactivado
NCg11090 se puede obtener cultivando un microorganismo del género Corynebacterium transformado con el vector
que contiene una parte del gen NCg11090 y un marcador antibiético en presencia de antibidticos. Preferiblemente, el
vector es un vector pCR-1090 que contiene el fragmento del gen NCg11090 de la SEQ. ID. NO: 2. El microorganis-
mo se transforma con el vector que contiene una parte de la secuencia génica, seguido por cultivo en presencia de
un marcador de seleccion. Luego, ocurre la recombinacién homdloga entre una parte del gen y el gen enddgeno del
microorganismo. Por la recombinaciéon homoéloga, los genes enddgenos del microorganismo se recombinan y el gen
recombinante que contiene el marcador es solamente seleccionado por el marcador de seleccién. Como resultado,
puede obtenerse el microorganismo del género Corynebacterium cuyo gen endégeno NCg11090 esta inactivado. Sin
embargo, un método para preparar el microorganismo del género Corynebacterium de acuerdo con la presente in-
vencion no esta limitado a la recombinacion homdloga, y puede usarse cualquier método conocido por los expertos
en la técnica.

El microorganismo transformado con productividad mejorada de L-lisina de la presente invencion puede ser Coryne-
bacterium glutamicum KFCC10881-C0O01-0018 (N° de acceso: KCCM 10810P).
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La presente invencion también proporciona un método de producir L-lisina usando el microorganismo transformado.
Mas particularmente, la presente invencion proporciona un método de producir L-lisina que comprende las etapas de
producir L-lisina en los cultivos o células por cultivo del microorganismo del género Corynebacterium; y recoger la L-
lisina de los cultivos.

En el método de la presente invencién, el cultivo de microorganismo del género Corynebacterium puede ser realiza-
do por cualquier método de cultivo y condiciones de cultivo conocidas por los expertos en la técnica.

El medio para el cultivo del microorganismo del género Corynebacterium puede ser seleccionado de los descritos en
Manual of Methods for General Bacteriology by the American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA,
1981).

El medio incluye varias fuentes de carbonos, fuentes de nitrégeno y elementos trazas. La fuente de carbono es ilus-
trada por azucar y carbohidratos, tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidén, celulosa; acei-
tes y grasas, tales como aceite de semilla de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; acidos grasos,
tales como &cido palmitico, acido estearico y acido linoleico; alcoholes, tales como glicerol y etanol; y acidos organi-
cos, tales como acido acético. Se pueden usar como fuente de nitrégeno uno de estos compuestos o una de sus
mezclas.

El medio de la presente invencion se ilustra por dicha fuente de nitrégeno organico como peptona, extracto de leva-
dura, jugo de carne, extracto de malta, liquido de maceraciéon de maiz (CSL) y harina de soja y dicha fuente de nitré-
geno inorganico como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato
de amonio. Como fuente de nitrégeno se puede usar uno de estos compuestos o una de sus mezclas.

El medio de la presente invencién puede incluir adicionalmente, dihidrégeno-fosfato de potasio, hidrégeno-fosfato de
dipotasio y las sales correspondientes que contienen sodio como fuente de fosfato. EI medio también puede incluir
una sal metalica, tal como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. Ademas, también pueden ser afiadidos aminoaci-
dos, vitaminas y precursores apropiados. El medio o el precursor puede ser afiadido por lotes o continuamente.

El pH del cultivo puede ser controlado usando un compuesto basico, tal como hidréxido de sodio, hidréxido de pota-
sio 0 amoniaco o un compuesto acido, tal como &cido fosférico acido sulfurico durante el cultivo. La generacion de
burbujas de aire puede ser inhibida durante el cultivo usando un agente antiespumante, tal como éster poliglicélico
de acido graso. Para mantener la condicidn aerobia del cultivo se puede inyectar en el mismo, oxigeno o un gas que
contiene oxigeno (por ejemplo, aire). La temperatura del cultivo es preferiblemente 20 - 45°C, mas preferiblemente
25 - 40°C. El cultivo puede ser continuado hasta que la produccion del L-aminoacido alcance un nivel deseado v el
tiempo de cultivo preferible time es 10 - 160 horas.

En este método, el cultivo se puede realizar por un método de tipo continuo o por lotes, tales como cultivos por lotes,
lotes, lote alimentado y lote alimentado repetido. Ha de entenderse por los expertos en la técnica que el método de
cultivo se puede seleccionar apropiadamente.

El L-aminoéacido puede ser separado y analizado por cromatografia de intercambio iénico y posterior derivatizacion
con ninhidrina.

Ademas de la identificacion del gen, los autores de la presente invencion inactivaron también el gen NCg11090, el
gen endogeno del microorganismo del género Corynebacterium, para medir la productividad de lisina y como resul-
tado se confirmé que se aumento la productividad de lisina.

Breve descripcion de los dibujos

La aplicacién de las realizaciones preferidas de la presente invencion se comprendera mejor con referencia a los
dibujos que se acompanan, en donde:

La Fig. 1 es un diagrama que muestra el vector pCR-1090 en donde se cloné el fragmento de 401 pb del gen
NCg11090.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

Las realizaciones practicas y actualmente preferidas de la presente invencion son ilustrativas como se muestran en
los siguientes Ejemplos.

Sin embargo, se apreciara que los expertos en la técnica, por consideracion de esta descripcion pueden hacer modi-
ficaciones y mejoras dentro del alcance de la presente invencién, como es definida por las reivindicaciones.

En los siguientes ejemplos, para confirmar el efecto de NCg11090 que tiene residuos repetidos de aspartato en su
secuencia de aminoacidos sobre la produccioén de lisina, se inactivd, NCg11090, el gen endégeno de Corynebacte-
rium glutamicum KFCC10881, y la cepa que contiene el gen NCg11090 inactivado se cultivd y se midio la productivi-
dad de lisina.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de un vector para inactivar el gen NCg11090, el gen endégeno del microorganismo del
género Corynebacterium.

En este ejemplo, un fragmento de 401 pb del gen NCg11090 (SEQ. ID. NO: 2) (nucledtidos 160-560 de la secuencia
representada por la SEQ. ID. NO: 1) se amplificé por PCR usando DNA cromosomico de Corynebacterium glutami-
cum (ATCC 13032) como molde con cebadores oligonucleotidicos representados por las SEQ. ID. NO: 4 y NO: 5
para construir el vector de interrupcién del gen NCg11090 que contiene una parte del gen endégeno NCg11090 y un
marcador de antibiéticos. La PCR se realizé6 como sigue: desnaturalizaciéon a 96°C durante 30 segundos, reasocia-
cion a 52°C durante 30 segundos y polimerizacion a 72°C durante 30 segundos (30 ciclos). El fragmento del gen
NCg11090 amplificado se cloné en el plasmido de E. coli pCR.2.1 usando el kit de clonacion TOPO (Invitrogen,
USA). Como resultado, se construy6 el vector pCR-1090. La Fig. 1 es un diagrama que muestra el vector pCR-1090
que se clono en el fragmento del gen NCg11090 de 500 pb.

Ejemplo 2: Construccion de un microorganismo que produce L-lisina que tiene inactivado el gen Ncg11090, el gen
endogeno de Corynebacterium glutamicum KFCC 10881

Corynebacterium glutamicum KFCC10881, un microorganismo que produce L-lisina, se transformd con el vector
pCR-1090 construido en el ejemplo 1 mediante el método del pulso eléctrico de acuerdo con el método descrito en
Appl. Microbiol. Biotechnol., (1999) 52:541-545. La PCR se realiz el segundo dia del cultivo para confirmar la inte-
rrupcion del gen NCg11090 en el microorganismo transformado. Particularmente, la PCR se realizd6 usando DNA
cromosémico del microorganismo transformado como molde con los cebadores oligonucleotidicos representados por
las SEQ. ID. NO: 6 y NO: 7. Como resultado, se amplificaron aproximadamente 5030 pb (nucleétidos 1 - 804 de la
secuencia representada por la SEQ. ID. NO: 1) el fragmento del gen NCg11090 que contiene el plasmido pCR-1090.
Por la PCR, se confirmé que el gen NCg11090 estaba interrumpido por insercion del plasmido pCR-1090 en la parte
media del gen NCg11090 enddgeno en el DNA cromosdmico pro cruzamiento a través de recombinacion homoéloga.

El microorganismo obtenido se denominé "Corynebacterium glutamicum KFCC10881-CO01-0018", que se depositd
en el KCCM (Korean Cultive Center of Microorganisms) de la KFCC (Korean Federation of Cultive Collection), que es
el organismo de depdsito coreano internacional domiciliado en 361-221, Hongje-1-Dong, Seodaemungu-Gu, Seoul,
Korea, el 7 de diciembre de 2006 (N° de acceso No: KCCM 10810P).

Ejemplo 3: Produccion de lisina usando Corynebacterium glutamicum KFCC10881-CO01-0018

El transformante Corynebacterium glutamicum KFCC10881-C0O01-0018 (KCCM 10810P) preparado en el ejemplo 2,
se cultivo para producir L-lisina.

Primeramente, la cepa madre de Corynebacterium glutamicum KFCC10881 y la cepa transformada KFCC10881-
C0O01-0018 (KCCM 10810P) se inocularon en un matraz de 250 ml con tabiques en las esquinas que contenia 25 ml
del cultivo de siembra que tenia la composicion indicada mas adelante, seguido por cultivo a 30°C durante 20 horas
con agitacion a 200 rpm. 1 mL del cultivo se siembra se inoculé en un matraz de 250 ml con tabiques en las esqui-
nas que contenia 24 mL del medio de produccion que tiene la composicion indicada mas adelante, seguido por culti-
vo a 30°C durante 120 horas con agitacion a 200 rpm. Tras ser completado el cultivo, se midi6 la produccion de L-
lisina por HPLC (Waters 2457).

Como resultado, la cepa madre de Corynebacterium glutamicum KFCC10881 y las cepas Corynebacterium glutami-
cum KFCC10881-C0O01-0018 (KCCM 10810P) produjeron 45 g/l y 50 g/l de L-lisina en sus medios de cultivo respec-
tivamente en forma de hidrocloruro de L-lisina.

Medio de siembra (pH 7.0):

Azucar en bruto 20 g, peptona 10 g, extracto de levadura 5 g, urea 1,5 g, KH2PO4 4g, K2HPO4 8 g, MgS0O47H20
0,5 g, biotina 100 pg, tiamina.HCI 1000 pg, pantotenato de calcio 2000 ug, nicotinamida 2000 ug (en 1 litro de agua
de proceso).

Medio de produccion (pH 7.0):

Azlcar en bruto 100 g, (NH4)2S04 40 g, proteina de soja 2,5 g, solidos de maceracién de maiz 5 g, urea 3 g,
KH2PO4 1 g, MgS047H20 0,5 g, biotina 100 pg, tiamina.HCI 1000 ug, pantotenato de calcio 2000 pg, nicotinamida
3000 pg, CaCO3 30 g (en 1 litro de agua de proceso).

Ejemplo 4: Recogida de L-lisina del cultivo de Corynebacterium glutamicum KFCC 10881-C0O01-0018

Corynebacterium glutamicum KFCC10881-C0O01-0018 se cultivd en el medio que contenia melaza y azucar en bru-
to. El pH de 1 L del cultivo de lisina obtenido se ajusté a 2.0 usando HCI y luego los iones Ca se cambiaron a la
forma de CaSO4 o CaCl,. El medio de cultivo se vertié sobre la resina de cambio cataténico en la forma de iones
amonio (Diaion SK-L10) ascendentemente seguido por adsorpcion. Las células que permanecian en la capa de
resina se eliminaron por lavado con agua desalinizada, seguido por elucion usando hidroxido de amonio 2N. Como
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resultado, la lisina se recogié a una alta concentracion. La solucion recogida que contenia lisina se concentré y el pH
de la solucion se reguld a 5,0 por HCI, seguido por cristalizacion por enfriamiento a 20°C. Después de cristalizacion,
la suspension obtenida se centrifugd para dar el producto humedo primario. La solucién madre se concentré por
lotes, seguido por cristalizacion para obtener el producto hiumedo secundario. Los productos humedos primario y
secundario se mezclaron y secaron para dar 47,5 g de producto lisina seco (contenido de lisina: 98,5%).

Aplicabilidad industrial

Como se ha explicado en lo que antecede, de acuerdo con la presente invencién, la productividad de L-lisina puede
ser aumentada inactivando el gen NCg11090, el gen endégeno de Corynebacterium glutamicum KFCC10881-0001-
0018 (KCCM 10810P). El método de la presente invencion facilita la produccion de L-lisina a alta concentracion,
dando como resultado el aumento de la productividad de L-lisina.

Los expertos en la técnica apreciaran que las concepciones y realizaciones especificas resefiadas en la descripcion
anterior pueden ser utilizadas como base para modificar o disefiar otras realizaciones para conseguir los mismos
fines de la presente invencion. Los expertos en la técnica también apreciaran que dichas realizaciones equivalentes
no se apartan de la invencion como se expone en las reivindicaciones anexas.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> CJ Corp.

<120> Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una productividad mejorada de L-lisina y un méto-
do para producir L-lisina usando el mismo.

<130> PP07- 0141
<160>7
<170> Kopatentin 1.71

<210> 1

<211> 804

<212> DNA

<213> Corynebacterium glutamicum

<400>1
atgagctttt ttgaggacat cgcggctgga cttgatagtg acggtatcga gtccegegta 60
aacggcgaca caatgttcgt tccgatcacc tctgacttgg aaatccagtt cgtggagatc 120
gattccctcc tacctgcage aaacgtttat atcgctgcag ccaatgttga tgaagacgat 180
gatgagttcg aggcagttct cgtttcgotg gtgttctetg ttgaggatge tgtcgetget 240
gtcgcaaagc atgttgctac tgatcaggtg gtgactgtge tgegtgatct acttgaagga 300
actgatgaac gcalccagga tttggagttt ttccaggatg cagtgaatgc aaatttggtt 360
cgtgcggaag tcggccagaa ttctgagett caggttttgg tcgaggttga agacggegtc 420
ccaaccgcaa cggtcaattt catcgcgatc ggtgagtcct ttgaagatct gattgatcag 480
gccattgaag aattgtggga atccgacggc gacgcagitc tatcggatga agatcgccaa 540
cgcatgttcg ctgatttgac ctccgagttg gaatttgtca ctgatgaagt cctcgacttg 600
ggtaccttca ctgattttga tcgacttttc gatatccttt ccctcgecga tgaccagget 660
gaggat t ggg aagcacagct cgttcctttt gaggacgagg aatttgatga geccggatgtt 720
tatgaccttt tcgtcgatga ctctgaagaa gatgacgacg acctcgatga tgacgaggac 780
gat gaggat g atgacgaaga ctag 804

<210> 2

<211> 401

<212> DNA

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 2



10

15

gccaatgttg

gttgaggatg
ctgegt gat e

gcagtgaatg
gtcgaggttg
1ttgaagatc

ctatcggatg

<210> 3
<211>2

67

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencias de aminoacidos de NCg11090 que codifican una proteina hipotética

<400> 3

Met Ser Phe
1

du
Leu
Val
Al a
65
val

Leu

Asp

Val
145

Al a

Val
Leu
Al a
225

Tyr

Asp

Ser
Gu
Tyr

50
Val

Leu
130
Asn
Ile
Asp
Thr
Phe
210
An
Asp

Asp

<210>4
<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg
Ile

35
Ile

Leu

Lys

Val

115
Gn
Phe
Gu
Arg
Asp
Asp
Leu

Leu

Gu

at gaagacga tgatgagttc
ctgtcgetge tgtcgcaaag
tacttgaagg aactgat gaa
caaatttggt tcgtgcggaa
aagacggcgt cccaaccgca
tgattgatca ggccattgaa

aagat cgcca acgcatgttc

Phe Gu Asp lle Al a
5

Val
20

Gn

Asn Gy Asp Thr

Phe Val GQu lle

40

Ala Ala Ala Asn Val

55
Val Val

Ser Val

70
Al a

Phe

Val
85

Ay Thr

Thr Asp

Asp Gu

Asn Val

120
Val

Val Val

lle Au

150

Ile

Leu Ser

165
Arg

Trp

Met Phe Al a

Val Leu

200
Al a

Leu Asp

Ser Leu

215

Leu

Val Phe

230
Asp

Pro A u Asp

Phe Val

245
Asp

Asp Ser

Asp
260

Asp Asp

Arg
1

ES 2369 022 T3

gaggcagttc tcgtttcggt
catgttgcta ctgatcaggt
cgcatccagg atttggagtt
gt cggccaga att ct gaget
acggtcaatt tcatcgcgat
gaatt gt ggg aat ccgacgg
gctgatttga ¢

Al a G136 Leu Asp Ser

Met
25

Asp

Phe Val Pro lle

Ser Pro

45
Asp

Leu Leu

Asp G u Asp Asp

60
Asp

Val GQu

75

Ser Al a

G n Val

90

Val Thr Val

Asp Leu

Ala Gu Val Gy
Val
140
Asp

Asp Gy

Ser Phe

155
Asp

Asp Gy Al a

Asp Thr
185

Gy

Ser

Phe Thr Asp

205

Ala GQu

220
Asp

Asp Asp

A u Phe

235

Gu Asp

250
GAu

Asp Asp

Asp
265

Asp

gatgttctet
ggtgactgtg
tttccaggat
tcaggttttg
cggt gagt cc
cgacgcagt t

Asp Gy
15

Ser

Ile

Thr
30

Al a

Asp

Al a Asn

GQu Phe Gu

Val A a

80

Leu Asp

Ile Asp

Ser
175

Gu

Leu

Leu Phe

190

Phe Asp Arg

Asp Trp

Val
240

Asp

Pro Asp

Asp Leu

255

60
120
180
240
300
360
401
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<223> cebador 1 para amplificar una region parcial (160-560nt) de NCg11090
<400> 4
gccaat gttg at gaagacga 20

<210>5

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador 2 para amplificar una regién parcial (160-560nt) de NCg11090
<400> 5

gt caaat cag cgaacat gcg 20

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador 3 para amplificar el gen entero de NCg11090
<400> 6

atgagctttttt gaggacat 20

<210>7

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador 4 para amplificar el gen entero de NCg11090
<400> 7

ctagtcttcg tcatcatcct 20
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad aumentada de L-lisina por inactivacion
de un gen que tiene residuos repetidos de aspartato en su secuencia de aminoacidos, en donde el gen es el gen
enddégeno NCg11090 que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ. ID. NO: 1.

El microorganismo del género Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la inactivacién es
inducida por uno o mas métodos de mutacién seleccionados del grupo que consiste en insercion de uno o mas
pares de bases en el gen NCg11090, delecidon de uno o mas pares de bases en el gen, y transicion o transver-
sion de pares de bases insertando un coddn sin sentido en el gen.

El microorganismo del género Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la inactivacion es
inducida por la transformacién del microorganismo del género Corynebacterium con un vector que contiene una
parte del gen endégeno NCg11090 y un marcador de antibiéticos.

El microorganismo del género Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el microorganismo
es Corynebacterium glutamicum KFCC 10881-C0O01-0018 (KCCM 10810P) seleccionado por cultivo en presen-
cia de antibioticos.

Un método de producir L-lisina que comprende las siguientes etapas: producir L-lisina en los cultivos o células
del microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; y recoger L-lisina de los cultivos.
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