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DESCRIPCION
Microorganismo recombinante y procedimiento para producir L-lisina

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia. En particular, la presente invencidon proporciona
procedimientos para producir L-lisina mediante la proliferacion de una bacteria Escherichia transformada, en
particular E. coli, que comprende un gen dapA natural o variante de Bacillussubtilis, que se describen en la presente
memoria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La L-lisina es un aminoacido esencial que no se sintetiza en los animales. Se ha descubierto que muchas cepas
bacterianas naturales y mutantes producen L-lisina. Al utilizarse ampliamente como suplemento alimenticio,
medicamento, producto quimico e ingrediente alimentario, se ha producido la L-lisina por fermentacién a gran escala
utilizando principalmente una bacteria Coryneform o una bacteria Escherichia.

En la mayoria de las bacterias, la L-lisina se sintetiza de un modo natural a partir de aspartato en una via enzimatica
de nueve etapas, entre ellas dos etapas compartidas por las vias de biosintesis de la metionina y la treonina
(Anastassiadis, S., RecentpatentsonBiotechnology 2007, 1(1):11-24; Chen, N. et al., J. Biol. Chem. 1993,
268(13):9448-66). Por ejemplo, la dihidrodipicolinatosintasa ("DDPS"), una enzima que cataliza la primera etapa en
la rama de la biosintesis de la lisina, experimenta una autorregulacion negativa por la L-lisina en bacterias
gramnegativas (por ejemplo, E. coli, Bacillussphaericus y Methanobacteriumthermoautotrophicum), pero no en las
bacterias grampositivas (por ejemplo Bacilluslicheniformis, Bacillusmegaterium, Bacillussubtilis,
Corynebacteriumglutamicum, Bacilluscereus, y Bacilluslactofermentum) (Dobson, R. et al., Acta Cryst. 2005,
D61:1116-24). Ademas, la regulacion de la ruta de la biosintesis de la lisina en Bacillussubtilis ("B. subtilis") es Unica
porque implica una regulacion doble mediante la lisina y uno de sus precursores, el diaminopimelato (Chen, N. et al.,
J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66).

Acorde con la diversa sensibilidad a la autorregulacion negativa de la DDPS por la L-lisina, se observa una
homologia limitada en la secuencia proteica de la DDPS y en su gen correspondiente, el dapA, entre las cepas
bacterianas de géneros distintos. La DDPS en B. subtilis presenta una secuencia de aminoacidos aproximadamente
del 43 % y el 40 % idéntica a la de E. coli y CorynebacteriumGlutamicum ("C. glutamicum"), respectivamente (Chen,
N. et al., J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66). Incluso en el mismo género de bacterias, las distintas cepas
bacterianas presentan una homologia Unicamente moderada. Por ejemplo, el gen dapA de Bacillusmethanolicus ("B.
methanolicus") presenta una secuencia de nucleétidos o de aminoacidos aproximadamente un 65 % idéntica a un
gen dapA conocido previamente de B. subtilis (patente US n. 6.878.533).

Un modo de mejorar la produccion de L-lisina por parte de una bacteria Escherichia es superar la autorregulacion
negativa de la DDPS por la L-lisina. Se han realizado mutaciones en el gen dapA natural de una bacteria Escherichia
para desensibilizar la DDPS a la L-lisina (patente US n. 6.040.160). Se ha intentado asimismo introducir un gen
dapA natural de una bacteria que no fuera Escherichia, en la que la DDPS correspondiente no experimentara
autorregulacion negativa por la L-lisina, en una bacteria Escherichia, pero no se ha conseguido obtener unos
resultados coherentes y satisfactorios.

Un grupo coreano indicé que una introduccion de un gen dapA natural de una cepa de C. glutamicum con
hiperproduccion de lisina en una cepa mutante de E. coli (TF1) que producia lisina permitié un aumento paralelo de
la actividad de la DDPS sensible a la lisina y de la produccién de lisina (Oh, J. et al., Biotech. Ltrs. 1991, 13(10):727-
32; patente coreana n. 10-1992-0008382). Sin embargo, la expresion del mismo gen dapA natural en otras dos
cepas de E. coli (TF13 y TF23) no dio como resultado un alto rendimiento en la produccion de lisina. Como
justificacion de la incoherencia de los resultados se menciond que el mecanismo de regulacién implicado en la
biosintesis de la lisina es mas complejo en E. coli que en las bacterias de Coryneform.

La expresion de un gen dapA exdgeno constituye un reto puesto que la xenoproteinaDDPS correspondiente se ve
probablemente sometida a la descomposicién por la proteasa y la formacion de un cuerpo de inclusién insoluble en
una bacteria Escherichia (patente US n. 6.040.160 ). Ademas, no se espera que una DDPS de C. glutamicum (Oh, J.
et al., Biotech. Ltrs., 1991, 13(10):727-32; patente coreana n. 10-1992-0008382 ) o de B. methanolicus (patente US
n. 6.878.533 ) presente su actividad ventajosa, es decir, una actividad de la DDPS insensible a la lisina que
produzca un alto rendimiento de la produccién de lisina, en E. coli en parte debido a que la temperatura de cultivo
optima para C. glutamicum o B. methanolicus difiere de la de E. coli en aproximadamente diez o mas grados.

Se observo una regulacion extremadamente complicada de la sintesis de lisina en células de E. coli, en la que se
expresaban los genes implicados en la biosintesis de la lisina en B. subtilis (Shevchenko, T.N. et al., TsitolGenet.
1984, 18(1):58-60). En particular, la expresion de dichos genes exdgenos, entre ellos un gen dapA exdgeno, en
células de E. coli no consiguié aumentar la produccion de lisina a un nivel elevado y satisfactorio. Se indicd que se
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puede alcanzar un aumento considerable en la biosintesis de lisina utilizando una cepa de E. coli o B. subtilis que
presente mutaciones en sus genes naturales implicados en la biosintesis de la lisina para desensibilizar la
autorregulacion negativa por la lisina y el diaminopimelato.

En la actualidad, no existe procedimiento eficaz alguno para producir L-lisina utilizando una bacteria Escherichia que
comprenda un gen dapA natural o variante de B. subtilis. Puesto que la demanda de L-lisina, en particular para el
pienso, aumenta continuamente junto con la expansion de la poblacién mundial, existe la necesidad de desarrollar
procedimientos nuevos y eficaces para mejorar la producciéon de la L-lisina utilizando una cepa bacteriana de
Escherichia.

SUMARIO DE LA INVENCION

Segun la presente invencion, una introduccidon de un gen dapA salvaje natural o variante de B. subtilis en una
bacteria Escherichia mejora la produccion de L-lisina por parte de la bacteria Escherichia a niveles industriales.
Ademas, se puede utilizar la bacteria Escherichia transformada para producir L-lisina en un medio de cultivo con un
alto rendimiento (por ejemplo, por lo menos 25, 50, 75, 100, 125 o 150 gramos por litro).

La presente invencién proporciona un ADN recombinante replicable de un modo auténomo en una bacteria
Escherichia y que comprende un gen dapA natural o variante de B. subtilis. Un gen dapA variante de B. subtilis
presenta una secuencia no idéntica pero sustancialmente idéntica (por ejemplo, en un 90 % 95 % 0 99 %) a la
secuencia de un gen dapA natural de B. subtilis. Se puede utilizar ADN recombinante para introducir un gen dapA de
B. subtilis en una bacteria Escherichia para aumentar la produccion de L-lisina.

El gen dapA de B. subtilis puede presentar una secuencia de acido nucleico idéntica o sustancialmente idéntica (por
ejemplo, en un 90 %, 95 % o0 99 %) a la de un gen dapA de B. subtilis tal como se establece en GenBank, nimero
de registro, L08471 (SEC ID n.% 1) y Chen, N. et al., J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66). Un gen dapA variante
de B. subtilis puede comprender una o mas modificaciones en los nucleétidos de la SEC ID n.% 1. En una forma de
realizacion especifica no limitativa, un gen dapA variante de B. subtilis comprende dos mutaciones de G a T en el
nucleétido 355 de T y a C en el nucledtido 360 de la SEC ID n.% 1.

Ademas, el gen dapA de B. subtilis puede codificar una proteina que presenta una secuencia de acido nucleico
idéntica o sustancialmente idéntica (por ejemplo, en un 90 %, 95 % o0 99 %) a la secuencia de aminoacidos deducida
de un gen dapA de B. subtilis tal como se establece en GenBank, numero de registro, L08471 (SEC ID n.%: 2) y
Chen, N. et al., J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66). La proteina puede presentar una secuencia de aminoacidos
que comprenda una o mas modificaciones en la SEC ID n.°: 2. En una forma de realizacién especifica no limitativa,
un gen dapA variante de B. subtilis codifica una proteina que presenta una secuencia de aminoacidos que
comprende una mutacion de histidina a tirosina en el aminoacido 119 de la SEC ID n.°: 2 ("variante H119Y"). El gen
dapA de B. subtilis puede codificar una proteina que presente actividad de DDPS.

La presente invencion proporciona asimismo una bacteria Escherichia que comprende un gen dapA natural o
variante de B. subtilis para producir L-lisina en un medio de cultivo. La bacteria Escherichia puede producir por lo
menos 50 gramos por litro de L-lisina en el medio de cultivo. En una forma de realizacién especifica no limitativa, se
proporciona una bacteria Escherichia que comprende un gen dapA natural de B. subtilis para producir L-lisina. En
una forma de realizacion adicional especifica no limitativa, se proporciona una bacteria Escherichia que comprende
un gen dapA variante H119Y de B. subtilis para producir L-lisina.

La presente invencién proporciona ademas procedimientos para producir L-lisina mediante la proliferacién de una
bacteria Escherichia en un medio de cultivo y la extraccion de L-lisina del medio de cultivo, comprendiendo la
bacteria un gen dapA natural o variante de B. subtilis. Se permite que la L-lisina se acumule antes recoger o extraer
la misma del medio de cultivo. Se puede extraer la L-lisina del medio de cultivo cuando la L-lisina alcanza, por lo
menos 25, 50, 75, 100, 125 o 150 gramos por litro, preferentemente por lo menos 50 gramos por litro. En una forma
de realizacion especifica no limitativa, se hace proliferar en un medio de cultivo una bacteria Escherichia que
comprende un gen dapA natural de B. subtilis y se extrae la L-lisina del medio de cultivo. En una forma de
realizacion especifica no limitativa adicional, se hace proliferar en un medio de cultivo una bacteria Escherichia que
comprende un gen dapA variante H119Y de B. subfilis, y se extrae la L-lisina del medio de cultivo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona ventajosamente procedimientos, bacterias transformadas que pertenecen al
género Escherichia y ADN recombinantes para producir L-lisina por fermentacion. Se ha descubierto ahora que se
puede producir L-lisina con un alto rendimiento mediante una bacteria Escherichia que comprende un gen dapA
natural o variante de B. subtilis.

En aras de la claridad de la descripcion y no a titulo limitativo, la presente invencion se describira mas
detalladamente en las subsecciones siguientes:
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(1) un ADN recombinante;
(2) una bacteria Escherichia transformada; y
(3) un procedimiento para producir L-lisina.

(1) ADN recombinante

ElI ADN recombinante de la presente invencion presenta un gen dapA natural o variante de una cepa de B. subtilis, y
se duplica de un modo auténomo en una cepa bacteriana de Escherichia. Se puede obtener introduciendo un
fragmento de ADN que comprenda el gen dapA de B. subtilis en un vector de expresion replicable en una cepa
bacteriana de Escherichia.

En la cepa de B. subtilis, se expresa el gen dapA y la DDPS correspondiente no experimenta una autorregulacion
negativa sustancial (por ejemplo, del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % o superior) por la L-lisina. La cepa de B.
subtilis puede ser productora o no de L-lisina. Una cepa preferida de B. subtilis es la W168, que no es productora de
lisina. Esta cepa se encuentra disponible en BacillusGenetic Stock Center, Universidad Estatal de Ohio, EE.UU.

Se puede obtener un fragmento de ADN que comprende un gen dapA natural de B. subtilis ("gen BsdapA") a partir
del ADN cromosémico de una cepa natural de B. subtilis. Se puede preparar el ADN cromosémico a partir de una
cepa de B. subtilis, utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica. Se puede obtener el fragmento de ADN
amplificando el gen dapA natural de B. subtilis a partir del ADN cromosomico utilizando un procedimiento de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se pueden preparar los cebadores de PCR aptos basandose en la
secuencia del gen dapA publicada previamente en B. subtilis u otras cepas bacterianas (por ejemplo, E. coliand C.
glutamicum) (Chen, N. et al., J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66). Por ejemplo, se puede utilizar un par de
cebadores monocatenarios 21-mer, DapA-F (SEC ID n.%: 3) y DapA-R (SEC ID n.%: 4).

A continuacién se muestran las secuencias de acido nucleico SEC ID n.°: 3y 4:

SEC ID n.: 3 (DapA-F) CGGCGATCGTTTCTGTTGGCA
SEC ID n.: 4 (DapA-R) ATCTGGGCCATATCACGCGCT

Se puede obtener un fragmento de ADN que comprende un gen dapA variante de B. subtilis de un modo similar a
partir del ADN cromosémico de una cepa mutada de B. subtilis in vivo. Se puede obtener asimismo un gen dapA
variante de B. subtilis introduciendo modificaciones en el gen dapA natural de B. subtilis in vitro mediante
procedimientos estandar conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida y la mutagénesis mediante
PCR.

Se puede determinar la secuencia del fragmento de ADN resultante mediante un procedimiento conocido
comunmente utilizando cebadores aptos (por ejemplo, DapA-F y DapA-R).

El gen dapA de B. subtilis puede presentar una secuencia de acido nucleico idéntica o sustancialmente idéntica (por
ejemplo, en un 90 %, 95 % o0 99 %) a la del gen dapA de B. subtilis tal como se establece en GenBank, numero de
registro, L08471 (SEC ID n.%: 1) y Chen, N. et al., J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66). Un gen dapA natural de B.
subtilis puede presentar una secuencia de acido nucleico idéntica a la SEC ID n.°: 1. Un gen dapA variante de B.
subtilis puede comprender una o mas modificaciones en los nucleétidos de la SEC ID n.°: 1. Por ejemplo, un gen
dapA variante de B. subtilis puede comprender dos mutaciones de G a T en el nucledtido 355y de T a C en el
nucledtido 360 de la SEC ID n.%: 1. Se puede determinar el porcentaje de identidad de la secuencia utilizando un
software estandar tal como BLAST o FASTA.

Ademas, el gen dapA de B. subtilis puede codificar una proteina que presenta una secuencia de acido nucleico
idéntica o sustancialmente idéntica (por ejemplo, en un 90 %, 95 % o0 99 %) a la secuencia de aminoacidos deducida
de un gen dapA de B. subtilis tal como se establece en GenBank, numero de registro, L08471 (SEC ID n.%: 2) y
Chen, N. et al., J. Biol. Chem. 1993, 268(13):9448-66). Un gen dapA natural de B. subtilis puede codificar una
proteina que presente una secuencia de aminoacidos idéntica a la SEC ID n.°: 2. Un gen dapA de B.subtilis puede
codificar asimismo una proteina que presente una secuencia de aminoacidos que comprenda una o mas
modificaciones en la SEC ID n.°: 2. Por ejemplo, un gen dapA variante de B. subtilis puede codificar una proteina
que presenta una secuencia de aminoacidos que comprende una mutacién de histidina a tirosina en el aminoacido
119 de la SEC ID n.°: 2 ("variante H119Y").

Las modificaciones de los aminoacidos comprenden sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos. Las
modificaciones se pueden introducir mediante procedimientos estandar conocidos en la técnica, tales como la
mutagénesis dirigida y la mutagénesis mediante PCR. Las sustituciones de aminoacidos pueden comprender
aquellas en las que el aminoacido se sustituye con un aminoacido que presenta una cadena lateral similar. Se han
definido en la técnica las familias de aminoacidos que presentan cadenas laterales similares. Dichas familias
comprenden aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina,
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asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales ramificadas en 8 (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina).

Las sustituciones de aminoacidos pueden comprender asimismo aquellas que se correlacionan con las sustituciones
de aminoacidos en el gen dapA natural de una bacteria Escherichia de la que se conoce que desensibiliza las DDPS
correspondientes con respecto a la L-lisina.

El fragmento de ADN que comprende un gen dapA natural o variante de B. subtilis se puede ligar posteriormente
con un vector de expresion apto para producir un ADN recombinante que comprenda el gen dapA. Un vector de
expresion de ADN apto se duplica de un modo auténomo en una cepa bacteriana de Escherichia que comprende un
marcador genético seleccionable. Un marcador genético seleccionable permite detectar la resistencia a un
antibiotico (por ejemplo, ampicilina, tetraciclina, kanamicina y neomicina), un cambio de color o cualquier otra
caracteristica que permita distinguir los hospedadores transformados a partir de hospedadores no transformados.
Los ejemplos de vectores aptos comprenden un vector de expresion de E. coli tal como pTrc99A, pUC19, pUC18,
pBR322, pHSG299, pHSG399, pHSG398, RSF1010, pMW119, pMW 118, pMW219, pMW218 y pSTV28. Se prefiere
introducir el fragmento de ADN en un vector de expresion de ADN de tal modo que el gen dapA se encuentre
controlado por un activador fuerte de E. coli. Los ejemplos de promotores aptos comprenden trc, tac, lac y T7,
preferentemente trc.

El gen dapA de B. subtilis puede codificar una proteina que presente actividad de DDPS. Se puede confirmar la
presencia de un ADN recombinante que comprende un gen dapA de B. subtilis por el nivel elevado de actividad de la
DDPS en una cepa bacteriana transformada con el ADN recombinante o debido a la recuperacion de la auxotrofia en
una cepa bacteriana distinta deficiente en DDPS (por ejemplo, la cepa de E. coli JE7627) transformada con el ADN
recombinante.

(2) Bacteria Escherichia transformada

Se puede transformar una bacteria Escherichia con un ADN recombinante que comprenda un gen dapA natural o
variante de B. subtilis utilizando procedimientos estandar conocidos en la técnica. La bacteria Escherichia
progenitora (sin transformar) puede presentar un gen dapA natural o mutante, y expresar la DDPS correspondiente
natural o mutante. La actividad enzimatica de la DDPS natural puede experimentar autorregulacion negativa por la L-
lisina. La bacteria Escherichia progenitora puede ser productora de L-lisina. Se puede mejorar la actividad de otra
enzima natural implicada en la biosintesis de la lisina. Por ejemplo, se puede utilizar una cepa de E. coli que
comprenda un ADN que codifique una aspartocinasa Ill natural y que presente una mutacion para desensibilizar la
autorregulacion negativa por la L-lisina (patente US n.° 6.040.160). Se prefiere que la cepa bacteriana de
Escherichia sea E. coli. Se prefiere ademas que la bacteria Escherichia se una cepa de E. coli que se utilice
comunmente en la produccion industrial de L-lisina.

Tras la transformacion, la bacteria Escherichia presenta un gen dapA natural o variante de B. subtilis. Se puede
determinar la presencia de un gen dapA de B. subtilis en la bacteria transformada mediante procedimientos estandar
conocidos en la técnica. El gen dapA de B. subtilis se puede encontrar en un plasmido. Se puede integrar asimismo
en un cromosoma de la bacteria Escherichia transformada. La bacteria Escherichia transformada produce L-lisina
con un alto rendimiento (por ejemplo, por lo menos 25, 50, 75, 100, 125 o 150 gramos por litro).

En una forma de realizacién, la cepa B-3996 de E. coli (disponible en el Research Institute for Genetics and
Industrial Micro organism Breeding con el nimero de registro RIA 1867) se transforma con un ADN recombinante
que comprende un gen dapA natural (por ejemplo, pTrc99A-BsdapA) tras expulsar el unico plasmido pVIC40
(patente US n. 6.040.160) para crear una cepa bacteriana transformada B-399/pTrc99A-BsdapA. Se prepard de un
modo similar una cepa de control B-399/pTrc99A mediante la transformacién con un ADN recombinante
correspondiente sin BsdapA (por ejemplo, pTrc99A). Se preparé el medio de cultivo mezclando una disolucion
esterilizada (que contenia 16 g/l de (NH4)2SO., 1 g/l de KH2PO4, 1 g/l de MgSO4-7H20, 0,01 g/l de FeSO4-7H,0,
0,01 g/l de MnSO4-5H,0, 2 g/l de extracto de levadura (Difco), 0,5 g/l de L-metionina, 0,1 g/l de L-treonina y 0,05 g/|
de L-isoleucina a un pH de 7,0) con glucosa esterilizada al 20 % en una proporcién de 4 a 1. Se puede proporcionar
glucosa para mejorar la produccion de L-lisina. A continuacion se afiadi6 CaCOsfarmacopeico esterilizado a la
mezcla y se disolvié hasta una concentracion final de 30 g/l. Se pueden afiadir asimismo antibiéticos aptos (por
ejemplo, 15 pyg/ml de tetraciclina y 5 ug/ml de kanamicina). Ambas cepas se cultivaron con una agitacion de 114 a
116 rpm y a 37 °C durante 48 horas. Se recogi6 la L-lisina del medio de cultivo y se analiz6. Se esperaba que la
cepa bacteriana B-399/pTrc99A-BsdapA produjera por lo menos 10 gramos por litro de L-lisina, lo que resultaria
significativamente superior a la cepa de control B-399/pTrc99A.

En otra forma de realizacion, se utilizé una cepa bacteriana DC037 de E. coli de Global Technology Group Bio-Chem
Company Limited para preparar una E. coli recombinante que comprendia un gen dapA natural de B. subtilis
(LDCO051), una E. coli recombinante que comprendia un gen dapA variante H119Y de B. subtilis (DC231), y una
cepa de E. coli recombinante (DC073) como control, que producia L-lisina en 150, 180 y 20 gramos por litro,
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respectivamente. La preparacion y los ensayos con dichas cepas de E. coli recombinantes se describen en los
Ejemplos 3y 4.

El 26 de febrero de 2009 se depositaron las bacterias de las cepas DC051 y DC231 en el Centro General de
Recogida de Cultivos Microbiolégicos de China (CGMCC), segun Tratado de Budapest, y se les dio los nimeros de
registro CGMCC n.° 2923 y CGMCC n.° 2924, respectivamente.

La actividad de la DDPS en la bacteria Escherichia transformada puede no experimentar una autorregulacion
negativa sustancial por la L-lisina (por ejemplo, de 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 % o superior). La actividad de
la DDPS en la bacteria Escherichia transformada se puede reducir no mas del 50 % en presencia de L-lisina 10 mM.

Se puede determinar la actividad DDPS en una bacteria segun el procedimiento descrito por Yugari, Y. y Gilvarg C.
in J. Biol. Chem., 1965, 240(12):4710-16, o mediante cualquier otro procedimiento apto. Por ejemplo, se afiade un
extracto bacteriano a una disolucion de la reaccién que contiene imidazol-HClI 50 mM (pH 7,4), L-aspartico
semialdehido 20 mM y piruvato sédico 20 mM, y se incuba a 37 °C durante 10 minutos. Se puede utilizar una
disolucién de la reaccion sin piruvato sédico como testigo en blanco. La actividad de la DDPS se determina mediante
la cantidad de dihidrodipicolinato generada por la reaccioén, que se detecta con un espectrofotometro a una longitud
de onda de 270 nm. Se afadieron diversas cantidades de L-lisina a la mezcla de la reaccién para valorar la
sensibilidad a la lisina en la actividad de la DDPS.

(3) Procedimiento para producir L-lisina

La L-lisina se puede producir mediante la proliferacion de una bacteria Escherichia que comprende gen dapA natural
o variante de B. subtilis en un medio de cultivo. Resulta ventajoso un medio apto para la proliferacion éptima de una
bacteria Escherichia (Anastassiadis, S., Recent Patents On Biotechnology 2007, 1(1):11-24). Resulta ventajoso un
antibiotico (por ejemplo, ampicilina) en el medio para mantener la selectividad y la estabilidad de la bacteria
Escherichia transformada.

Por ejemplo, se prepar6 el medio de cultivo mezclando una disolucion esterilizada (que contenia 16 g/l de
(NH4)2S04, 1 g/l de KH2PO4, 1 g/l de MgSQO4-7H20, 0,01 g/l de FeSO4-7H,0, 0,01 g/l de MnSQO4-5H20, 2 g/l de
extracto de levadura (Difco), 0,5 g/l de L-metionina, 0,1 g/l de L-treonina y 0,05 g/l de L-isoleucina a un pH de 7,0)
con glucosa esterilizada al 20 % en una proporcion de 4 a 1. Se puede proporcionar glucosa para mejorar la
produccion de L-lisina. A continuacion se afiadio CaCOsfarmacopeico esterilizado a la mezcla y se disolvié hasta una
concentracion final de 30 g/l. Se pueden afiadir asimismo antibiéticos aptos (por ejemplo, 15 ug/ml de tetraciclinay 5
pg/ml de kanamicina).

Resultan ventajosas unas condiciones 6ptimas de cultivo para una bacteria Escherichia (Anastassiadis, S., Recent
Patents On Biotechnology 2007, 1(1):11-24). Se realiza el cultivo preferentemente en condiciones aerdbicas a una
temperatura comprendida entre 25 °C y 45 °C y a un pH comprendido entre 5 y 8. La concentracion de L-lisina
alcanza un maximo tras cultivar durante aproximadamente entre 2 y 10 dias. Se puede controlar la proliferacion
bacteriana basandose en la densidad celular del medio de cultivo determinada con un espectrofotémetro.

Se permite que la L-lisina se acumule en el medio de cultivo de una bacteria Escherichia transformada cultivada
segun la presente invencion. Se puede recoger la L-lisina mediante diversos procedimientos (por ejemplo,
procedimientos cromatograficos de intercambio i6nico) para producir L-lisina-HCI antes o después de la separacion
celular mediante centrifugacion y filtracion del medio de cultivo; o se puede recoger el caldo de L-lisina para producir
sulfato de L-lisina mediante un proceso de granulacién (Anastassiadis, S., Recent Patents On Biotechnology 2007,
1(1):11-24; patente china n.° 200410050017.4 ). Se puede recoger o extraer la L-lisina del medio de cultivo cuando
la L-lisina alcanza por lo menos entre 5 y 10 gramos por litro, o por lo menos 25, 50, 75, 100, 125 o 150 gramos por
litro en un proceso de fermentacion a gran escala, preferentemente por lo menos 50 gramos por litro. Se puede
determinar la cantidad de L-lisina mediante diversos procedimientos analiticos conocidos en la técnica (por ejemplo,
HPLC).

EJEMPLOS
A continuacion se describira la presente invencion de un modo general, se podra comprender mas facilmente
haciendo referencia a los ejemplos siguientes, que se incorporan Unicamente a titulo ilustrativo de ciertos aspectos y

formas de realizacién de la presente invencion, y no pretenden limitar la misma.

Ejemplo 1Construccién del plasmido pTrc99A-BsdapA

Se construy6 el plasmido pTrc99A-BsdapA para que comprendiese un gen dapA natural de B. subtilis. Se preparo el
ADN cromosomico a partir de la cepa natural W168 de B. subtilis (Bacillus Genetic Stock Center, la Universidad
Estatal de Ohio, EE.UU.), utilizando un procedimiento conocido comunmente. Se obtuvo un fragmento de ADN de
0,88 kb amplificando el gen dapA natural en el ADN cromosomico utilizando un par de cebadores, DapA-F (SEC ID
n.% 3) y DapA-R (SEC ID n.°: 4), que presentan las secuencias de acido nucleico mostradas en las SEC ID n.°: 3y 4,
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respectivamente. Se recuperoé el fragmento de ADN, se digirié con las enzimas de restriccion EcoRl 'y Hindlll, y se
ligd con un plasmido pTrc99A previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion para producir un
plasmido pTrc99A-BsdapA. El plasmido pTrc99A-BsdapA comprendia una secuencia de acido nucleico con la SEC
ID n.% 1. La secuencia de acido nucleico codifica una proteina que presenta una secuencia de aminoacidos con la
SEC ID n.%: 2.

Ejemplo 2. Construccién del plasmido pTrc99A-BsdapAH119Y

Se construyd el plasmido pTrc99A-BsdapAH119Y para que comprendiese un gen dapA variante H119Y de B.
subtilis. Se introdujo la mutacion utilizando el plasmido pTrc99A-BsdapA como plantilla de PCR y amplificando con
un par de cebadores bsdapa119muts (SEC ID n.%: 5) y bsdapa119mutas (SEC ID n.°: 6). A continuacion se muestran
las secuencias de acido nucleico SEC ID n.%: 5y 6:

SEC ID n.: 5 (bsdapa119muts) ggmg¢ggggg:g{g§€AGTATTTCAAA

SEC ID n.: 6 (bsdapa119mutas) g;ﬁg—%gﬁg?;gfc[ ITGAAATACTG

Los sitios de mutacion de los cebadores se indican con caracteres en negrita y cursiva.

Se transformaron células competentes de E. coli DH5a con un parte del producto de la PCR digerida con Dpnl. Se
extrajo el plasmido a partir de transformantes y se digirid6 con la enzima de restriccién Dral para identificar el
plasmido mutante pretendido pTrc99A-BsdapAH 119Y, que comprendia una secuencia de acido nucleico que
presentaba dos mutaciones de G a T en el nucleétido 355y de T a C en el nucleétido 360 de la SEC ID n.°: 1 La
secuencia del acido nucleico codifica una proteina que presenta una secuencia de aminoacidos que comprende una
mutacion de histidina a tirosina en el aminoacido 119 de la SEC ID n.°: 2.

Ejemplo 3. E. coli recombinante que comprende el gen dapA natural de B. subtilis

Se prepar6 una E. coli recombinante que comprendia un gen dapA natural de B. subtilis (LDC051) a partir de una
cepa bacteriana DC037 de E. coli, que se recibié de Global Bio-Chem Technology Group Company Limited. La
DCO037 presentaba dos plasmidos distintos, comprendiendo cada uno un gen dapA mutante de E. coliy un gen de
resistencia a la tetraciclina o a la kanamicina. Se eliminaron dichos dos plasmidos y se sustituyeron con los
plasmidos pDCtetBSdapA y pDCkanBSdapA, comprendiendo cada uno un gen BsdapA y un gen de resistencia a la
tetraciclina o a la kanamicina como se especificara posteriormente.

Se construy6 un plasmido pDCtetBSdapA que contenia un gen BsdapA y un gen de resistencia a la tetraciclina. Se
obtuvo el BsdapA a partir de pTrc99A-BsdapA utilizando un par de cebadores, ptrcBSdapAl-F y ptrcBSdapA1-R, que
presentaban secuencias de acidos nucleicos tales como se muestran a continuacién en las SEC ID n.°: 7 y 8,
respectivamente. Se recuperé un fragmento de ADN de 1,6 kb y se digirié con las enzimas de restriccion Tth111]y
Spel, y se ligé con el plasmido pDCtetdapA, que se habia digerido previamente con las mismas enzimas de
restriccion, para preparar el plasmido pDCtetBSdapA.

Se construy6 un plasmido pDCkanBSdapA que contenia un gen BsdapA y un gen de resistencia a la kanamicina. Se
obtuvo el BsdapA a partir de pTrc99A-BsdapA utilizando un par de cebadores, ptrcBSdapA2-F y ptrcBSdapA2-R,
que presentaban secuencias de acidos nucleicos tales como se muestran a continuacion en las SEC ID n.°: 9y 10,
respectivamente. Se recuperd un fragmento de ADN de 1,6 kb y se digirié6 con las enzimas de restriccion Notl y
PshAl, y se ligd con el plasmido pDCkandapA, que se habia digerido previamente con las mismas enzimas de
restriccion, para preparar plasmido pDCkanBSdapA.

Se preparé la DC045 a partir de la DC037. Se traté la DC037 con 800 ug/ml de EB durante 24 horas, se cribo
posteriormente con 5 ug/ml de tetraciclina y 50 ug/ml de kanamicina, respectivamente, para preparar la DC039, en la
que se eliminé el pDCkandapA y se mantuvo el pDCtetdapA.

Se obtuvo un fragmento de 2,8 kb amplificando la E. coli W3110 con un par de cebadores, LDCup y fIDN, que
presentan las secuencias de acido nucleico que se muestran a continuacién en las SEC ID n.% 11 y 12,
respectivamente. Se subclond dicho fragmento en el vector pMD18simpleT para obtener el pMD18swtLDC.

Se obtuvo un gen de resistencia a la apramicina de 1,5 kb amplificando el plJ773 con un par de cebadores, FRT5 y
HPA1FRT3, que presentan las secuencias de acido nucleico que se muestra a continuacion en las SEC ID n.%: 13 y
14, respectivamente. Se digirié6 el pMD18swtLDC con Hpal como vector y se ligd con el fragmento del gen de
resistencia a la apramicina de 1,5 kb para obtener el pMD18swtLDC-apra. Se aislé un fragmento de 4,5 kb digiriendo
el pMD18swtLDC-apra con Pvull y se utilizé como fragmento recombinante para transformar la DC039 (plJ790) y
obtener la DC043, en la que se sustituyd el LDC natural por el LDC truncado del genoma de la DC039. Se obtuvo la
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DCO045 que contenia el LDC natural y el plasmido pDCtetdapA tras eliminar el gen de resistencia a la apramicina del
genoma de la DC043 con la ayuda del plasmido pCP20.

A continuacion, se construyd el pDCamBSdapA para rechazar el plasmido pDCtetdapA de la DC045.

Se extrajo y se digiri6 el plasmido plJ773 con las enzimas de restriccion EcoRl y Clal. Se aislé un fragmento de 1,3
kb. Se obtuvo un fragmento de 3,4 kb digiriendo el pDCtetBSdapA con el enzima de restriccion Pvull y se ligd
posteriormente con el plasmido pMD18simple, que se habia digerido previamente con la misma enzima de
restriccion para construir el pMD18s(BStet). EI pMD18s(BStet) se digirid con las enzimas de restriccion EcoRl'y Clal
y se obtuvo un fragmento de 4,5 kb que se utilizé como vector. El fragmento de 1,3 kb obtenido a partir del plJ773 se
ligd con el fragmento vector de 4,5 kb. Se transformaron las células competentes DH5a con la mezcla de ligacion y
se hicieron proliferar en placas que contenian ampicilina / apramicina. Se extrajo el ADN del plasmido de las
bacterias transformadas y se digirié con la enzima de restriccion Pvull, obteniéndose un fragmento de 3,5 kb como
un fragmento recombinante de brazo largo.

La BW25113 (plJ790) transformada con pDCtetBSdapA se transformé ademas con el fragmento recombinante de
brazo largo. Se extrajo el plasmido recombinante pDCamBSdapA de las bacterias transformadas y se utilizé para
transformar la DC045. La DCO045 transformada contenia dos plasmidos, pDCtetdapA y pDCamBSdapA. Gracias al
rechazo de dos origenes de duplicacion, se obtuvo una DC049-1 en la que se retiré el pDCtetdapA y se mantuvo el
pDCamBSdapA. Se obtuvo la DC051 tras transformar la DC049-1 con pDCtetBSdapA y pDCkanBSdapA.

El 26 de febrero de 2009 se depositaron las bacterias de la cepa DC051 en el Centro General de Recogida de
Cultivos Microbioldgicos de China (CGMCC), segun Tratado de Budapest, y se les dio el nimero de registro CGMCC
n.° 2923,

La DCO073, que presenta el vector de expresion pTrc99A, se prepard de un modo similar a un control. A diferencia de
la LDCO051, la DC0O73 no comprende pBsdapA.

A continuacion se muestran las secuencias de acido nucleico SEC ID n.%: 7 a 14:

SEC ID n.: 7 (ptrcBSdapA1-F) GGACACTGTCTAATGTGAGTTAGCGCG

SEC ID n.: 8 (ptrcBSdapA1-R) CACTAGTATTGAAGCATTTATCAGGGT

SECIDn.: 9 GCGGCCGCTGTGCAGGTC

SEC IDn.: 10 GACCACTGTCAGGGTTATTGTCTCAT

SEC ID n.: 11 (LDCup) ATGAACATCATTGCCATTATGGG

SEC ID n.: 12 (f1DN) TTACTGCTCATACAGTTCCAACG

SEC ID n.: 13 (FRTS) ATTCCGGGGATCCGTCGACC
AACAGCACGTTACTCGCCCGGAAGCCGC

SEC ID n.°: 14 (HPA1FRT3) ‘{'%(T:GGCAAGTTATGTAGGCTGGAGCTGC

Se hicieron proliferar DC051 y DC073 en un medio de cultivo con ampicilina a 37 °C durante 3 dias y produjeron 150
y 20 gramos por litro, respectivamente, de L-lisina en el medio.

Ejemplo 4. E. coli recombinante que comprende el gen dapA variante H119Y de B. subtilis

Se preparé una E. coli recombinante que comprendia un gen dapA variante H119Y de B. subtilis (DC231) utilizando
el procedimiento descrito en el ejemplo 3, con la excepcion de que se utilizé el plasmido pTrc99A-BsdapAH119Y
para sustituir el plasmido pTrc99A-BsdapA. Se obtuvo la DC231 tras transformar la DCO049-1 con
pDCkanBSdapAH119Y y pDCtetBSdapAH119Y.

El 26 de febrero de 2009 se depositaron las bacterias de la cepa DC231 en el Centro General de Recogida de
Cultivos Microbioldgicos de China (CGMCC), segun Tratado de Budapest, y se les dio el nimero de registro CGMCC
n.° 2924,

Se hizo proliferar la DC231 en un medio de cultivo utilizando el procedimiento descrito en el ejemplo 3. Se
produjeron 180 gramos por litro de L-lisina en el medio.

LISTADO DE LA SECUENCIA
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atcggcacag
cacatgttct
cgtéttggcg
gtgcttgacg
acgtttgatg
tatgaagatg
cattctttag
tctctcagac
ggcaatatat
aaaggcaaag
aaagaaacag
cgtatttatg
ttggaagatg
tatgaggaca
ctgtcggaaa
gaﬁctggaaa

aacagcaaaa

gttcgagaca
ttaaagggac
gccaggtcaa
agcatgcgaa
aaaacgagct
cgceggacga
gctacccaat
aatacatgca
ctgacagttt
cgacaggcct
agéaggctca
atttaatcgt
tgcgtgaaga
gcggaatget
caattcaaga
acagcaaaga

tgagccgaaa

tgaaacgccg
gagcacaaaa
tgcgtttact
ttacgegetg
gaaaaaagag
cattgtacat
tttaggaacg
tgattattat
tatcaaagat
tgagaagcct
tttgtgeett
cctcaacaat
taaaggactt
aacgatttac
aaccctggece
gcaaatgaag

Cggaaaaaat

gagataaacg
tctgcacgeg
tcaaaggaat
gacgtattag
aaaaatgtag
gatttattga
gaagaaacgc
acgccggacce
gtagaaaaat
gagttccaca
ggatttaaag
gtgctcggag
gcttattctg
BBCggaacegg
acattaaaac
ggaagcttaa

caactgctgce

gaatttcpca
agatagcaga
atacctgcta
cagatatgtt
tatatgaaga
gcaéagccac
ttgcttectt
gagtggtgat
ggttegegte
cggaaaaact
gcttagaggt
gcagcatgag
tttacagcta
gtgcaaatca
gtgacggcat
tgctgagett

tcggcaaaca

ctttttagag
atcttttgat
ctatgcaaag
ctttcattca
aattaaaatg
ttacggcaat
taacggtgac
ttcggtagce
atacgaggeg
gacgagaaaa
tggccatgaa
cagccggetg
tcacagctca
gcttcagcag
tacctcgaaa
agaaagcaca

taaaacatta

60
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240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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gatgaaatta
caattgttta
taaaaaggaa
agtacaagep
Lecaaaagage
atggacagat
gteatgacat
tagatgtace
gegpctetaaa
aaagegeate
acaactagag
anttgeagtt
goaggoetgac
aaaatgcaat
cgcgacaaca

acaggaccat

ctatttagaa

tgacattgeg
goacacggat
gatgacgatt
ttcagegeatl
paaagagoeat
tcaaacggta
COERERAACE
gottoccageg
gottttgget
agantegggt
BAgEAgtigg
acaaatacce
tatgaggeoa
tgcatggtea
gacégcccgs

getatctega

tcaatgaatt
ccgaagacta
agectgocoo
ggtgacagac
Lgaacggctc
tacagcactc
tcgtgtecea
tgagganaatg
gaaaacatct
tittatattc
atccagtata
atcggegely
atctatettg
attgatgaan
ERagaagglg
cttgacagaa
aacattgcag
atatacaact
tatacgatac
goccogtacat
clggcacgta
gtaaaagata
ctttotagea
gattttaaat
attgtcgcte
gaaa;acaag
ttgggetgac
tcaacgaagg
gattiggaga
tigattcgat
tigegectit
tgctgatgge

caaatgatge
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aaacgecgty
tgcattageca
ataatggage
atgeggetea
ggagtgeteg
ctcattecea
tggcaccata
cctectegac
gaaacatcgy
accggtattt
tacaaagaag
ACEcaagaca
teggttttga
ttccttttea
tegtatcgac
Cgcctgcaca
ctcaggcaaa
ctattcogac
acggatcaca
thCCBCKCt
tcactgaaat
tagatatttg
tgacaccaaa
atgccgagaa
ctaaaacagc
ctgaggagEs
cgggtcgeat
agctgaagte
EEECECcAagaa
tgtaaaggca
aacaggcaat
ggcaaaageg

tctiggtita

aacttagage
cttatcagec
aggeattttt
gtgaattate
gccagaccga
cagttaagtg
ttcaaaagat
aagagtaaat
ctgccggage
celtttgate
gtgaacgttt
gotegaaatt
ccaattggat
gcaaatagac
tgtatttteg
tigtgteatt
aagaaaactt
agtagaagga
ggtggcegtt
Cggggcgaat
ggggctegtt
cattaatace
aaccttaata
acaagggatt
tgggcaaate
gaaataagga
tgcacatatg
cglccggtig
tgggttaaaa

gaacctcttg

ItCﬂﬂtE&BCB

acaatcegga

aacggaacaa
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gtgttaatgg
ctteceggeaa
taateccttt
EEgaaaggaa
tttiggaaatc
gittgpttte
cggttcagat
agcccaatlg
cgatgttttt
ataagatgaa
agaatgtiaa
ataagaaagc
cacggtttita
agcatcatte
aatgaagaag
ttctcaggaa
Bttéagutgt
acgatcatge
ctegglctge
gtaaaagtgg
ccttttcata
ataccgagta
tiggatcige
aaagcacttc
ctigecaaacg
tgtcgteatt
aageggtttt
tcacattitaa
aaattgaaga
EgCCgaagct
agciggeaaa
acaatcggec

atttaatgag

cettgeeoaga

tBtECCtht'

catcatacat

attgtagaca
aatgaacagg

agaaagoaag

atgattatat

actgtgaage
ttatatggaa
EBgEagctta
ccggattgaa
tcactgaaca
CCRERECAgL
ttccagtate
ttgtgttaaa
tttctaacge
ttgagcggga
tggotattea
BECECHCCEE
EERgCcaagang
cegatgaget
tgattttaaa
cctocacgtece
ttRGtCCGgB
tettgageaa
AAAAEEARAA
cccgeaaatt
tgtaaaatct
cctgactgga
gocecttgac
tgccatgaceg
tgtegttety

gctoatgtea

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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1560
1620
1680
1740
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1860
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1980
2040
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2280
2340
2400
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2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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acaaaaaata
atggtagcca
cttcagccga
ccaaactaaa
tagtcaaatc
tacacgtagce
aagacagaaa
caaaagtcac
aaggggtaaa
aagctgtaaa
atacaccgct
ttgcecaatee
catatggcectt
aagctgtaaa
ctgagatcat
cgcaaatcga
aaacgaaaaa
caatccaaac
ttgaagatat
gccagcagcet
gcatccgcaa
tattaaaagg
tcgtataaaa
ctctcttctg
ttcggeggaa
gaagcaatca
gacccgtatg
cctagggagc
agcatgctgc
ttaacgaatg
agtgtgctcg

ggtgatacaa

tcttttttat
aaatggatct
ttctagttga
aaattcggtce
aattcaatga
tgttgtcgga
ctttgaaatg
gtttaaagge
tattgctttg
acgecggeget
tgttgtgcca
aaactgctct
aaacaaggtc
agagctttac
gcctgtaaaa
taaattccaa
aatcatgcac
tgggcactca
taaaaatcta
ttatccgatg
agacttggac
cgeggeatgg
gagagaéttt
ttacgtccga
catcagtaaa
gtgaaggata
caacagattc
aggatttgct
ttgataacgg
atcagcatac
ccaatcatga

caacaatcgg
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tccattcggg
gcttccgeaa
gaattatcag
atcacccgca
agctgattgg
gcgacagggsg
gacacactta
caagagctga
ttcagcgeeg
attgttatag
gaagtgaatg
acaatccaaa
atbgtatcaa

agccaaacac

ggtgacaaag

gataacggct

atgcctgacc
gagtcegtcet
ttgaaagaag
cctgctgatg
agagcaaacg
aaétctgttc
tctaaagacg
ataatttgga
agatgataaa
taaggttgtc
tttgeteggg
tttatcttge
tgtgaaagca
taatgcgaaa
tgcggtagte

cagaggggec

caagatgatc
acgattgaaa
ggaéatgact
tattctatgg
cggaaggagt
ctgtgggaca
cattgctatc
ctgttcagga
gcggaagegt
ataafacgag
aggcagactt
tggttgeggce
cttaccaggc
aggcgatttt
aacactatca
atacgtttga
ttcaagtagc
acatcgaaat
ctccgggegt
ctgtcggcaa
gttttcattt
aaattgcaga
aatagaagag
gtéaaaacag
ggccgeaaac
gttgtegttt
ctgetttacg
ggagagacta
gctgegetga
atcattgaaa
gtcgcagget

agcgatacgt
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catttaaaaa
aggcactcat
aaatttacag
tasaataaaa
tttacagatg
acaaatgctt
ttcaaaacgce
agcttctcct
atcacaagca
tgegtteege
gcatgaacac
acttgaaccg
agtatcaéga
aaataaagaa
aatcgcctte
ggaaatgaaa
ggctacatgt
agaccgtgat
gacacttcag
aaacgatgtg
atgggttgtt
aagcctgaaa
agtaaggcgce
tgaagataat
tggectttagg
cagcgatggg
gcgatcagtc
tttcctetgt
caggggctca
tgaaaccgga
tccagggcege

ctgcagccgce

accgaattca
gcaccagcag
aaaatctttc
cgtaaaatca
ggaagaggtt
aaaacacttg
tctgegggga
gagagctttg
ttggcaccag
atggatgaaa
aacggcatta
atccgcaaag
gcgggtaatg
gaaatagagc
aacgcgattc
atgataaatg
gtgagactgce
gacgctacag
gatgatccaa
tttgtaggcce
tctgataacc
aaactaaacc
tatcagcctg
tgttcaaaag
gqatattaaa
ccgaaaaggg
agcgatttct
cgtctttaca
ggetggettt
gcétttattc
aactgaaaag

actcggagca

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
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gctgttigatg
ccaagagtgg
ctggegtatce
aaggttccga
catcactctt
gtcaaagatg
gaagtgttca
agtgaaatcg
gatatgggcet
ggcattatgg
attccgatcce
gatatggttc
ttgaatcatg
ccctttgaca
ttgaaaaacg
tcaactgaag
ccegttateg
gctgaggaag
caagaaggaa
ctctataatg
gcggcagaca
acaaaaatta
acgcttccaa
ggcactgata
ctgattcatce
ccagtcaaaa
gtcccattaa
aatttcatac
tttacatatt
ttataatagg
aagaaaaata
taccattttt

gactttttca

cggaatacat
tagaaaatgc
agggggccaa
tcegegteeg
ccaaggtcgg
tcacgcagtt
aggctatggce
tctatacggt
atgatccaat
gtgttceegg
ttcagtcgge
ctgctgtaaa
atgaggtgaa
ataaagggaa
gaacggattce
aaaaaattgce
ctggtactgg
cgggcgtgga
tgtaccagca
ttectggecg
ttcegaatgt
ttgctgaaac
ttctttcagt
tgcagcaaat
agaaactgct
cagcgcttca
ctgqggatga
agtgaaacaa
ggtttteect
aacaagtgat
cagaaaacgt
ggacagctgt

cagtgcaaat

ES 2510865 T3

cgatattttc
aaaaccgctt
ggtcatttct
ticgacttat
cagtgatgtt
caaagtgcct
aaacgctgga
agccggaaat
ggtgacgaga
tgttacgtcce
tgacagccat
cgetttgecat
taaaatgaat
cgtagacttt
tttagtagta
gctttttgaa
gagcaacaac
cgctgttatg
ttttaaagca
tacggttget
ggttgegatt
acctgaagac
tggaggtaga
gatcaaaaat
gecgattatg
gctgagagsgt
acgtctgage
acgcggtcat
aaéccttctg
gatggacgeg
tagaattatc
cttttcagca

gattttttat

accgatgtag
cctgttgfga
ccgegtgetg
tcgaatgata
tttgaaaggc
gcgaaaatceg
atcagtgtcg
aaaacagaaa
aactgcgcga
aaaattgtat
acgacgatat
gaagtgtttg
ttcggaaatg
caaaaactgt
gcgggaacaa
tatacggtaa
acgaaagatt
cttgttaccce
attgcggcag
tctettgete
aaagaagcga
ttctatgtct
geagttgtet
tatacgaatg
aaggaactgt
cttgatgtcg
ttaagcagca
tctcacattc
ctttatcttg
tatgagacta
gecettggeg
gcagccatta

gcaagctcta

12

aaggcgtgat
cgtatacgga
tggaaatcgce
aaggcacatt
tgattacggsg
gccagtataa
atttctttaa
cagctcageg
aggtatcggc
cggectetttc
gegtgetegt
aactttcgaa
tgtctacagce
ctacactgat
ctggagaatc
aagaagtaaa
ccattaagct
cgtattacaa
agacatctct
ctgaaacgac
gcggagacct
attcagggga
cagtggcgag
ggcaaacagc
ttaaagcgcc
gttctgtgeg
cgatcagcga
agctgagttt
ttttctaaat
ggaggatata
gtgtcggaga
tgecteggege

ttctatattt

gactgctgac
aatctgcaac
aatgcaggcce
ggtgacatca
aatcgcccat
cgttcagact
cattacacct
tattttaatg
ggtcggegeg
agaaaaagaa
ccatgaageg
gtaaatgtga
gatgattaca
tgattacttg
tccgacccett
cggacgggtyg
gacaaaaaaa
taaaccttcet
tcecggttatg
gatccgtttg
cgaagcgatt
tgatgctcta
ccatattgea
taatgcggcea
taatcctget
tctgecteta
actgtaagaa
gaccgtttct
ttactttcag
gattttgaaa
gatcgggaat
ctttcteget

tttgagtgga

4980
5040
5100
5160

5220

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
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ttgatgatga tgaaaacagg ctgacgcggt cagcctgtit ttttatgegg ctgaaatgceg

gcaccgcatc aacgtttttg tgctggagtc gtgectgattt tttttgageg gaattc

<210> 2

<211> 290
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 2

Met

Lys

Leu

Ser

vVal
65

Asn-

Gly

Gln

Leu

Ala

145

Ala

Ala

Thr

Asn

Gly

Lys

Pro

Lys

Asn

Val

Glu

Pro

130

Pro

Ile

Glu

Leu

Phe

Asn

Asn

35

Thr

Glu

Thr

Asp

115

Val

Glu

Lys

Thr

Pro
195

Gly

Val

20

Gly

Leu

Val

Lys

Ala

100

Met

Met

Thr

Glu

Pro

180

Ile

Asn

Asp

Thr

Ser

Asn

Asp

85

Val

Tyr

Leu

Thr

Ala

165

Glu

Leu

Val
Phe
Asp
Thr
Gly
70

Ser
Met
Gln
Tyr
Ile
150
Ser

Asp

Ser

Ser

Gln

Ser

Glu

55

Arg

Ile

Leu

His

Asn

135

Arg

Gly

Phe

Val

Thr Ala Met

Lys

Leu

40

Glu

Val

Lys

Val

Phe

Leu
25

Val

Lys

Pro

Leu

Thr

105

Lys

120

Val

Leu

Asp

Tyr

Gly
200

Pro

Ala

Leu

Val
185

Gly

13

10

Ser

Val

Ile

Val

Thr

90

Pro

Ala

Gly

Ala

Glu

170

Tyr

Arg

Ile

Thr

Ala

Ala

Ile

75

Lys

Tyr

Ile

Arg

Asp

155

Ala

Ser

Gly

Thr

Leu

Gly

Leu

60

Ala

Lys

Tyr

Ala

Thr

140

Ile

Ile

Gly

Val

Prq
Ile
Thr
Phe
Gly
Ala
Asn
Ala
125
Val
Pro
Thr

Asp

Val
205

Phe

Asp

30

Thr

Glu

Thr

Glu

Lys

110

Glu

Ala

Asn

Lys

Asp

190

Ser

Asp

15

Tyr

Gly

Tyr

Gly

Glu

95

Pro

Thr

Ser

Val

Ile
175

Ala

Val

6960
7016

Asn

Leu

Glu

Thr

Ser

80

Ala

Ser

Ser

Leu

Val

160

Ile

Leu

Ala
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Ser His Ile Ala
210

Asn Gly Gln Thr
225

Ile Met Lys Glu

Ala Leu Gln Leu
260

Val Pro Leu Thr

275
Glu Leu
290
<210> 3
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1)..(21)

<223> Cebador DapA-F

<400> 3
cggcgatcgt ttctgttgge a

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1).. (21)

<223> Cebador DapA-R

<400> 4
atctgggcca tatcacgcgce t

<210> 5

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2510865 T3

Gly Thr
Ala Asn

230

Leu Phe
245

Arg Gly

Glu Asp

21

21

Asp Met

215

Ala Ala

Lys Ala

Leu Asp

Glu Arg
280

14

Gln Gln

Leu Ile

Pro Asn
250

Val Gly
265

Leu Ser

Met

His

235

Pro

Ser

Leu

Ile

220

Gln

Ala

Val

Ser

Lys Asn

Lys Leu

Pro Val

Arg Leu

270

Ser Thr
285

Tyr
Leu
Lys
255

Pro

Ile

Thr

Pro

240

Thr

Leu

Ser
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<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1) .. (45)

<223> Cebador bsdapa119muts

<400> 5
tcaagaagga atgtaccagt atttcaaagc aattgcggca gagac

<210> 6

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1).. (45)

<223> Cebador bsdapa119mutas

<400> 6
gtctctgecg caattgcttt gaaatactgg tacattcctt cttga

<210> 7

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1) .. (27)

<223> Cebador ptrcBSdapA1-F

<400> 7
ggacactgtc taatgtgagt tagcgeg 27

<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1).. (27)

<223> Cebador ptrcBSdapA1-R

<400> 8
cactagtatt gaagcattta tcagggt 27

15

45

45
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<210> 9

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1).. (18)

<223> Cebador ptrcBSdapA2-F

<400> 9
gcggcecegetg tgcaggte 18

<210> 10

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1)..(26)

<223> Cebador ptrcBSdapA2-R

<400> 10
gaccactgtc agggttattg tctcat 26

<210> 11

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1).. (23)
<223> Cebador LDCup

<400> 11
atgaacatca ttgccattat ggg 23

<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido sintético

<220>
<221> Dudoso

16
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<222> (1).. (23)
<223> Cebador fIDN

<400> 12
Ttactgctca tacagttcca acg 23

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> Dudoso
<222> (1)..(20)
<223> Cebador FRT5

<400> 13
attccgggga tcegtegace 20

<210> 14

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> Dudoso

<222> (1).. (59)

<223> Cebador HPA1FRT3

<400> 14
Aacagcacgt tactcgcccg gaagecgctce tggcaagtta tgtaggcetgg agctgcttc

17

59
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REIVINDICACIONES

. ADN recombinante replicable de un modo auténomo en una bacteria Escherichia coli, en el que el ADN

recombinante comprende un gen dapA de B. subtilis y en el que el gen dapA presenta una secuencia de
nucleotidos que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos por lo menos idéntica en un 90 % a la
SEC ID n.°: 2, y en el que se sustituye el aminoacido histidina de la posicién 119 con tirosina, presentando dicha
proteina actividad de dihidrodipicolinatosintasa (DDPS).

. ADN recombinante segun la reivindicacion 1, en el que el gen dapA presenta una secuencia de nucleétidos que

codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°: 2, y en el que se sustituye el aminoacido
histidina de la posicién 119 con tirosina.

. Bacteria Escherichia coli que puede producir L-lisina y que comprende un gen dapA de B. subtilis, en el que el

gen dapA presenta una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos
por lo menos idéntica en un 90 % a la SEC ID n.% 2, y en el que se sustituye el aminoacido histidina de la
posicion 119 con tirosina, presentando dicha proteina actividad de dihidrodipicolinatosintasa (DDPS).

. Bacteria segun la reivindicacion 3, en el que el gen dapA presenta una secuencia de nucleotidos que codifica una

proteina con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n.%: 2, y en el que se sustituye el aminoacido histidina de
la posicion 119 con tirosina.

. Bacteria que presenta el nimero de registro CGMCC n.° 2923 depositada en el Centro General de Recogida de

Cultivos Microbioldgicos de China.

. Bacteria que presenta el nimero de registro CGMCC n.° 2924 depositada en el Centro General de Recogida de

Cultivos Microbioldgicos de China.

. Bacteria segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que la bacteria produce por lo menos 50 gramos

por litro de L-lisina en un medio de cultivo.

. Procedimiento para producir L-lisina que comprende hacer proliferar la bacteria Escherichia coli que comprende

un gen dapA de B. subtilis en un medio de cultivo y en el que el gen dapA presenta una secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos por lo menos idéntica en un 90 % a la SEC ID n.°:
2, y en el que se sustituye el aminoacido histidina de la posicion 119 con tirosina, presentando dicha proteina
actividad de dihidrodipicolinatosintasa (DDPS), y extraer L-lisina del medio de cultivo.

. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que el gen dapA presenta una secuencia de nucleétidos que

codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n.°: 2, y en el que se sustituye el aminoacido
histidina de la posicién 119 con tirosina.
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