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DESCRIPCION

Procedimiento de produccion de L-lisina usando Corynebacterium sp. que ha obtenido la actividad de gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa a partir de una especie foranea

Antecedentes

1. Campo

La presente divulgacion se refiere a una cepa de Corynebacterium sp. que tiene una actividad de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP y una mayor productividad de L-lisina y un procedimiento para
producir L-lisina usando el mismo.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Tradicionalmente, las bacterias corineformes son los microorganismos industriales mas ampliamente utilizados para
la produccion de una variedad de materiales quimicos utiles en las industrias de alimentacién animal, farmacéutica y
alimentaria, incluyendo aminoacidos, tales como L-lisina, L-treonina, L-arginina y acido glutamico y materiales
relacionados con acidos nucleicos. Estos microorganismos son bacterias gram-positivas y requieren biotina para su
crecimiento. Los ejemplos representativos de bacterias corineformes son las del género Corynebacterium,
incluyendo Corynebacterium glutamicum, el género Brevibacterium, incluyendo Brevibacterium flavum, las especies
de Arthrobacter, las especies de Microbacterium, etc.

La L-lisina es un L-aminoacido que se utiliza comercialmente como un aditivo para piensos en la alimentacién animal
debido a su capacidad para ayudar al cuerpo a absorber otros aminoacidos mejorando asi la calidad del pienso. En
el cuerpo humano, la L-lisina se usa como un ingrediente de una solucién de inyeccién, y también se aplica en el
campo farmacéutico. Por lo tanto, la produccion industrial de lisina es un proceso industrial econémicamente
importante.

Para mejorar el rendimiento de produccion de lisina, la actividad de la enzima en la via biosintética de la lisina ha
sido generalmente mejorada mediante la amplificacion de genes en la via de biosintesis de la lisina o mediante la
modificacion del promotor de los genes. Ademas, se puede introducir un gen exégeno obtenido de otras bacterias y,
por ejemplo, la introduccion de un gen que codifica la citrato sintasa obtenida de Escherichia coli se describe en la
Publicacién de Patente Japonesa N° Hei 7-121228.

Mientras tanto, la ruta metabdlica central del carbono puede maodificarse con el fin de mejorar la productividad de
lisina implicada en la ruta metabdlica central del carbono. En Corynebacteria, existe en una forma de gapA que
convierte la gliceraldehido-3-fosfato en glicerato-1,3-bisfosfato utilizando NAD como coenzima, en la que el glicerato-
1,3-bisfosfato se convierte en 3-fosfoglicerato por el gen pgk que codifica la enzima. Por el contrario, en
Streptococcus y Bacillus, existe como GAPDH dependiente de NADP no fosforilante (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP no fosforilante, en lo sucesivo referida como gapN) que convierte el
gliceraldehido-3-fosfato en 3-fosfoglicerato utilizando NADP como coenzima y produce NADPH. Este proceso es un
proceso de un solo paso que juega un papel importante en la glucdlisis y que esta afectado por una relacion
NADPH/NADP (lddar, A et al., Protein Expr Purif. 25(3):519-26 (2002)).

El documento WO 2006/071086 describe microorganismos de las especies de Escherichia y microorganismos de las
especies de Corynebacterium que se transforman con un gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
exogeno y que tienen la capacidad de producir L-lisina y un procedimiento para producir L-lisina utilizando los
microorganismos.

Se ha descrito que la enzima gapN no existe inherentemente en Corynebacterium. Ademas, no se ha descrito el uso
del gen gapN en el cultivo de Corynebacterium. Sin embargo, hay patentes anteriores que se refieren al aumento de
la productividad de aminoacidos mediante la introduccion del gen gapN. Por ejemplo, la solicitud de patente coreana
N° 10-2004-0116999 y la patente US-11/722.820 describen que el gapN se expresa en E. coli para aumentar la
productividad de lisina, pero no se describe su aplicacion a Corynebacterium. Por lo tanto, con el fin de lograr el
efecto de gen gapN, se propuso el gapN derivado de Clostridium acetobutyricum para ser expresado en la cepa de
Corynebacterium productora de lisina, pero no se pudo obtener un resultado satisfactorio. Por lo tanto, los presentes
autores han explorado tres tipos de genes gapN presentes en otras bacterias mediante busqueda en papel
(Abdelaziz Soukri et al. INTERNATIONAL MICROBIOLOGY (2005) 8:251-258).

Los presentes autores encontraron que el gapN se expresa con el fin de utilizar NADP, en lugar de NAD, como una
coenzima y el incremento resultante en los niveles de NADPH se utiliza como la fuente de poder reductor para la
biosintesis de lisina, y por tanto la productividad de L-lisina de la cepa de Corynebacterium sp. se puede mejorar,
completando de esta manera la presente divulgacion.
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Sumario

Un objeto es proporcionar una cepa de Corynebacterium sp. que tenga una actividad de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP y una mayor productividad de L-lisina y un procedimiento para producir L-
lisina usando la misma.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra un mapa de escisiéon de pECCG122-Pcj7-gapN, que es un plasmido de expresion para la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapN) de Streptococcus mutans, Streptococcus agalactiae o Bacillus
cereusy

La FIG. 2 muestra un mapa de escision de un vector de insercion cromosémica PDZ-gapA para la alteracion del
gen gapA.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En una realizacion, la presente divulgacion proporciona una cepa de Corynebacterium sp. que tiene una actividad de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP y una mayor productividad de L-lisina.

La cepa de Corynebacterium sp. que tiene una mayor productividad de L-lisina de la presente divulgacién puede
obtenerse mediante la inactivacion del gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapA) endégeno
e introduciendo el gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP (gapN)
exogeno.

En la presente divulgacion, el gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP
exogeno incluye cualquier nucleétido que codifica un polipéptido, siempre que el polipéptido tenga una actividad de
conversion en 3-fosfoglicerato mediante el uso de gliceraldehido-3-fosfato como sustrato y NADP como coenzima.

Ejemplos de gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP exdgeno incluyen genes que
codifican para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP obtenidos de animales, plantas y
bacterias, preferiblemente genes que codifican para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de
NADP obtenidos de bacterias y, mas preferiblemente, un gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP originado a partir de Streptococcus mutans, Streptococcus agalactiae o
Bacillus cereus. Mas especificamente, los genes de Streptococcus mutans, Streptococcus agalactiae y Bacillus
cereus pueden tener las secuencias de nucledtidos de SEC ID N° 11 (GenBank N° de acceso NC_004350), 12
(GenBank N° de acceso NC_004116) y 13 (GenBank N° de acceso NC_004722.1), respectivamente.

El gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa dependiente de NADP exdgeno se puede introducir
en un vector recombinante de expresién e introducir el vector recombinante en una bacteria corineiforme que tiene
un gen enddgeno inactivado de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa con el fin de producir una bacteria
corineiforme transformada.

El vector recombinante que expresa la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP se puede
preparar por un procedimiento comun, por ejemplo, ligando la secuencia del gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP ex6geno con un vector adecuado usando una enzima de restriccion. En la
presente divulgacion, el vector puede ser un vector que tiene el mapa de escision de la Figura 1. En la realizacion
especifica de la presente divulgacion, los vectores para la introduccion de los genes de Streptococcus mutans,
Streptococcus agalactiae y Bacillus cereus son pECCG122-Prj7-gapN1, pECCG122-Pcj7-gapN2 y pECCG122-Pc;j7-
gapN3, respectivamente.

El gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa enddgeno se refiere a un gen que codifica la enzima
que tiene una actividad de convertir en glicerato-1,3-bisfosfato mediante el uso de gliceraldehido-3-fosfato como
sustrato y NAD como coenzima en la cepa de Corynebacterium sp. y preferiblemente se refiere a un gen que tiene la
secuencia de nucleodtidos de la SEC ID N° 14 (NCBI N° de Acceso NC_003450, NCgl1526).

Ademas, con el fin de inactivar el gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa endégeno, se puede
aplicar la manipulacién genética de delecion, sustitucion o insercion del gen nativo gapA de la cepa de
Corynebacterium sp. Preferiblemente, se puede transformar una bacteria corineiforme con un vector recombinante
que incluye una parte del gen gapA y se puede preparar, por ejemplo, una cepa que tiene la actividad gapA
inactivada por introduccién de un vector que tiene el mapa de escision de la Figura 2. En la realizacion especifica de
la presente divulgacion, se utilizé un vector recombinante pDZ-gapA que tiene dos fragmentos de una parte del gen
que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa endégeno consecutivamente clonado como un vector para la
inserciéon cromosomica. Preferiblemente, una bacteria corineiforme a ser transformada con este vector para la
insercion cromosoémica es, pero no se limita a, Corynebacterium glutamicum KFCC-10 881. De acuerdo con la
realizacion especifica de la presente divulgacion, la bacteria corineiforme que tiene la alteracion del gen que codifica
la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa endégeno puede ser Corynebacterium glutamicum CA01-0096 (N° de
Acceso KCCM 11012P).
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Tal como se utiliza en el presente documento, el término “transformacion” significa que el ADN se introduce en un
hospedador en el que el ADN se mantiene como un elemento extracromosémico o integrado en el cromosoma e
invencion, la bacteria corineiforme que tiene la alteracion del gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa endégeno puede ser Corynebacterium glutamicum CA01-0096 (N° de Acceso KCCM 11012P).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “transformacion” significa que el ADN se introduce en un
hospedador en el que el ADN se mantiene como un elemento extracromosémico o integrado en el cromosoma y se
hace que sea replicable. Tal como se utiliza en el presente documento, el término “transfeccion” significa que un
vector de expresion que tiene una secuencia de codificacion arbitraria que se puede expresar o no es recibida por
una célula hospedadora. Tal como se usa en el presente documento, los términos “hospedador transfectado” y
“hospedador transformado” significan una célula en la que se introduce el ADN. La célula se denomina “célula
hospedadora” y puede ser una célula procariota o eucariota. La célula procariota tipica incluye una variedad de
cepas tales como E. coli. El término “vector” se refiere a un producto de ADN que tiene una secuencia de ADN unida
operativamente a una secuencia reguladora que puede expresar el ADN en un hospedador adecuado. Los ejemplos
de la secuencia reguladora incluyen un promotor para la transcripcién, una secuencia operadora arbitraria para la
regulacion de la transcripcion, una secuencia que codifica un sitio de unién al ribosoma del ARNm apropiado y
secuencias para la regulacion de la terminacion de la transcripcion y la traduccion. Ejemplos del vector pueden
incluir plasmidos, particulas de fagos o simplemente posibles insertos genémicos. Una vez transformado en un
hospedador adecuado, el vector puede replicarse y funcionar independientemente del genoma hospedador, o
puede, en algunos casos, integrarse en el propio genoma. Como se usa en el presente documento, “plasmido” y
“vector” se utilizan a veces indistintamente ya que el plasmido es la forma mas cominmente utilizada de vector en la
actualidad. El término “secuencia reguladora” se refiere a una secuencia de ADN necesaria para la expresion de la
secuencia codificante unida operativamente en un organismo hospedador particular. Por ejemplo, secuencias
reguladoras necesarias para la expresion en procariotas incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia
operadora, y un sitio de union al ribosoma. Los eucariotas son conocidos por utilizar un promotor, una sefal de
poliadenilacién y un potenciador.

Cuando un acido nucleico esta dispuesto en una relacién funcional con otra secuencia de acido nucleico, esta “unido
operativamente” a la secuencia de acido nucleico. Esto significa que los genes estan unidos de una manera tal que
permiten la expresion del gen cuando la secuencia reguladora(s) se acopla con una molécula adecuada (por
ejemplo, una proteina activadora de la transcripcion). Por ejemplo, se pueden utilizar de acuerdo con un
procedimiento ordinario el ADN de una pre-secuencia o un lider secretor esta unido operativamente al ADN de un
polipéptido cuando se expresa como una pre-proteina que participa en la secrecién del polipéptido; un promotor o
potenciador esta unido operativamente a una secuencia codificante cuando afecta a la transcripcion de la secuencia
codificante; un sitio de unién al ribosoma es un sitio para unién a una enzima de restriccién, un adaptador de
oligonucledtido sintético o enlazador.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “vector” se refiere a un vehiculo recombinante en el que se
insertan fragmentos de ADN heterdlogo, en el que el fragmento de ADN es generalmente un fragmento de ADN de
doble cadena. Aqui, el ADN heterdlogo significa ADN de tipo heterélogo que no se encuentra de forma natural en
una célula hospedadora. Una vez que el vector de expresion se incorpora en una célula hospedadora, este se puede
replicar independientemente del ADN gendmico hospedador para generar varias copias y sus insertos (ADN
heterélogos).

Como es conocido por un experto en la materia, a fin de elevar un nivel de expresion de un gen transfectado en una
célula hospedadora, el gen correspondiente debe estar unido operativamente a una secuencia de control de la
expresion que realiza funciones de transcripcion y traduccion en un hospedador de expresion seleccionado.
Preferiblemente, la secuencia de control de la expresion y el gen se incluyen en un Unico vector de expresion que
comprende tanto un marcador seleccionable bacteriano como un origen de replicacion. Cuando un hospedador de
expresion es una célula eucariota, el vector de expresion debe incluir ademas un marcador de expresion util en el
hospedador de expresion eucaribtico.

El vector util para la preparacion del vector recombinante de la presente divulgacion se puede obtener de vectores
auténomamente replicables en las bacterias corineformes, y por ejemplo, un vector de fago o un vector plasmido.
Ejemplos de vector de fago o el vector césmido incluyen pWE15, M13, AEMBL3, AEMBL4, AFIXII, ADASHII, AZAPII,
Agt10, Agt11, Charon4A y Charon21A y los ejemplos de vector plasmidico incluyen un plasmido pBR, un plasmido
pUC, un plasmido pBluescriptll, un plasmido pGEM, un plasmido PTZ, un plasmido pET, un plasmido pMal, un
plasmido pQE, etc.

Ademas, el Corynebacterium sp. utilizado en la presente divulgacion incluye cualquier Corynebacterium sp., con tal
de que tenga productividad de L-lisina. Los ejemplos del Corynebacterium sp. incluyen Corynebacterium
glutamicum, Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium flavum 'y Brevibacterium fermentum.

Los Corynebacterium sp. de la presente divulgacion incluyen una cepa mutante que tiene una mayor productividad
de L-lisina, asi como una cepa de tipo silvestre. Ejemplos de los mismos incluyen cepas que requieren
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nutricionalmente metionina o son resistentes a los analogos de treonina (AHV: acido a-amino-B-hidroxi valérico),
analogos de lisina (AEC: S-(2-aminoetil)-L-cisteina), analogos de isoleucina (acido a- aminobutirico), analogos de
metionina (etionina), etc. Ademas, con el fin de aumentar la productividad de L-lisina, la cepa puede ser un mutante
asociado a una mayor productividad de L-lisina que se prepara aumentando el nimero de copias del gen introducido
o manipulando una secuencia reguladora del gen. Preferiblemente, puede incluir Corynebacterium glutamicum
ATCC13032, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539, Brevibacterium flavum ATCC 14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 y un mutante o cepa productora de L-aminoacido preparados a partir
de, por ejemplo, Corynebacterium glutamicum KFCC11001 y lo mas preferiblemente, Corynebacterium glutamicum
KFCC10881, pero sin limitarse a estos.

La realizacion especifica de la presente divulgacion proporciona cepas de Corynebacterium sp. de Corynebacterium
glutamicum CA01-0565 (N° de Acceso KCCM 11013P), Corynebacterium glutamicum CAQ01-0566 (N° de Acceso
KCCM 11014P) y Corynebacterium glutamicum CAQ01-0567 (N° de Acceso KCCM 11015P), las cuales se preparan
introduciendo el gen de Strepfococcus mutans, el gen de Streptococcus agalactiae y el gen de Bacillus cereus en
Corynebacterium glutamicum KFCC10881 que tiene el gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
enddgeno inactivado, respectivamente. Estas cepas fueron depositadas en la KCCM (Coleccion Coreana de Cultivos
de Microorganismos, ubicada en 361-221 Yurim Bild., Hongje 1-dong, Seodaemun-gu, Seul, Corea) el 2 de julio de
20009.

El aumento de la productividad de L-lisina se atribuye al aumento del poder reductor por la activacion de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP. En lugar de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa enddégena, se introduce una gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP
exogena en la cepa de Corynebacterium productora de L-lisina, de manera que la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP se activa para hacer que la cepa utilice NADP en lugar de NAD como
coenzima y, por lo tanto, el incremento de los niveles de NADPH resultantes puede ser utilizado como la fuente de
poder reductor para la biosintesis de L-lisina.

Otra realizacion de la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir L-lisina, que comprende las
etapas de cultivar la cepa de Corynebacterium sp. que tiene una actividad de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP y una mayor productividad de L-lisina y recuperar la lisina de las células
cultivadas o del caldo de cultivo.

La cepa de Corynebacterium sp. utilizada de acuerdo con la presente invencion puede cultivarse mediante el
procedimiento de tipo continuo o discontinuo, como cultivos por lotes, por lotes alimentados y cultivos por lotes
alimentados repetidos. Un resumen de los procedimientos de cultivo conocidos se describe en el libro de texto
[Chmiel, (Bioprozesstechnik 1.Einfiihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart 1991); y
Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)]. de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP y una mayor productividad de L-lisina y recuperar la
lisina de las células cultivadas o del caldo de cultivo.

La cepa de Corynebacterium sp. utilizada de acuerdo con la presente invencion puede cultivarse mediante el
procedimiento de tipo continuo o discontinuo, como cultivos por lotes, por lotes alimentados y cultivos por lotes
alimentados repetidos. Un resumen de los procedimientos de cultivo conocidos se describe en el libro de texto
[Chmiel, (Bioprozesstechnik 1.Einfiihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart 1991); y
Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)].

El medio de cultivo a utilizar debe cumplir los requisitos de las cepas particulares de una manera adecuada.
Descripciones de medios de cultivo para la cepa de Corynebacterium sp. se encuentran en el manual [‘Manual of
Methods for General Bacteriology” de la Sociedad Americana de Bacteriologia (Washington DC, EE.UU., 1981)]. La
fuente de carbono util puede incluir azdcares y carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
maltosa, almidén y celulosa, aceites y grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y
aceite de coco, acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico, alcoholes tales como
glicerol y etanol y acidos organicos tales como acido acético. Se pueden usar vitaminas ademas de las sustancias
anteriormente mencionadas. También pueden afiadirse precursores adecuados al medio de cultivo. Las sustancias
mencionadas se pueden afadir al cultivo mediante un tipo continuo o por lotes de una manera adecuada durante el
cultivo.

Con el fin de controlar el valor del pH del cultivo, los compuestos basicos tales como hidréxido de sodio, hidréxido de
potasio y amoniaco o los compuestos acidos tales como acido fosférico o &acido sulfurico, se utilizan
convenientemente. Con el fin de controlar el desarrollo de espuma, se puede usar un agente anti-espumante tales
como los ésteres de poliglicol de acidos grasos. Con el fin de mantener las condiciones aerobias, se puede introducir
en el cultivo oxigeno o gas que contiene oxigeno. La temperatura del cultivo es normalmente de 20 °C a 45 °C, y
preferiblemente de 25 °C a 40 °C. El cultivo se continlia hasta que se ha formado la cantidad maxima de los L-
aminoacidos deseados. Este objetivo se logra normalmente en un plazo de entre 10 horas y 160 horas.

El analisis de los L-aminoacidos se puede llevar a cabo por cromatografia de intercambio aniénico con posterior
derivatizacion de ninhidrina (Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190).



10

15

20

25

30

35

ES 255234213

La presente divulgacion se describirda con mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos. Sin embargo, la
divulgacién no se pretende que esté limitada por estos ejemplos.

Ejemplo 1. Exploracion y clonacion del gen gapN de Streptococcus mutans

La secuencia del gen gapN obtenido de Streptococcus ha sido claramente revelada. La informaciéon genética de
gapN de Streptococcus mutans (n° de acceso NC_004350) fue adquirida de GenBank de los NIH. Basandose en la
secuencia descrita, se sintetizé un par de cebadores descritos en la siguiente Tabla 1 y se amplificaron 1428 pares
de bases del gen gapN por reaccién de polimerizacion en cadena (PCR) [Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratories] (Condiciones de la PCR: Desnaturalizacion = 94 °C, 30
seg/hibridacién = 50 °C, 30 seg/polimerizacion = 72 °C, 1 min 30 seg, 30 ciclos) usando un ADN cromosoémico de la
cepa de Streptococcus mutans ATCC25175 como molde, y se clond en un plasmido pCR2.1 de E. coli usando un kit
de clonacién TOPO (Invitrogen) para obtener un plasmido pCR-gapN1.

[Tabla 1] Cebador

Cebador secuencia SEC ID N°
gapN_F1 5'-GCG CAT ATG ACA AAA CAA TAT AA AAA-3' 1

La reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) [Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989),
Cold Spring Harbor Laboratories] (Condiciones de la PCR: Desnaturalizacion = 94 °C, 30 seg/hibridacién = 50 °C, 30
seg/polimerizacion = 72 °C, 1 min 30 seg, 30 ciclos) usando un ADN cromosomico de la cepa ATCC25175 de
Streptococcus mutans como molde y se clond en un plasmido pCR2.1 de E. coli usando un kit de clonacién TOPO
(Invitrogen) para obtener un plasmido pCR-gapN1.

[Tabla 1] Cebador

Cebador secuencia SEC ID N°

gapN_F1 5'-GCG CAT ATG ACA AAA CAA TAT AA AAA-3'

gapN_R1 5f=-C6G TCT AGA TTA TTT GAT TC  AAA 2
TAC-37

Ejemplo 2. Construccion del vector de expresion gapN

El vector pCR-gapN1 que contiene el gen gapN obtenido en el Ejemplo 1 se escindié utilizando las enzimas de
restriccion Nde | y Xba-1 y el fragmento de gen que codifica gapN se separd solo y se ligd un promotor de expresion
Pcj7 (referencia; Publicacion de Patente N° 2006-0068505) con un vector lanzadera pECCG122 de E. coli y
Corynebacterium (referencia; Publicacion de Patente N° 1992-0000933), a fin de construir pECCG122-Pcj7-gapN1

(Fig. 1).
Ejemplo 3. Exploracion y clonacion del gen gapN de Streptococcus agalactiae

La secuencia del gen gapN obtenido de Streptococcus ha sido claramente revelada. La informaciéon genética de
gapN de Streptococcus agalactiae (n° de acceso NC_004116) fue adquirida de GenBank de los NIH. Basandose en
la secuencia descrita, se sintetizaron un par de cebadores descritos en la siguiente Tabla 2 y se amplificaron 1428
pares de bases del gen gapN por reaccién de polimerizacion en cadena (PCR) [Sambrook et al, Molecular Cloning,
A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratories] (condiciones de la PCR: Desnaturalizacion = 94 °C,
30 seg/hibridacion = 50 °C, 30 seg/polimerizacion = 72 °C, 1 min 30 seg, 30 ciclos) usando un ADN cromosomico de
la cepa ATCC BAA-611 de Streptococcus agalactiae como molde, y se cloné en un plasmido pCR2.1 de E. coli
usando un kit de clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener un plasmido pCR-gapN2.

[Tabla 2] Cebador

Cebador secuencia SEC ID N°

gapN_F2 5'-GCG CAT ATG ACA AAA GAA TAT CAA-3' 3

gapN_R2 57 -GCG TCT AGA CTA TTT CAT ATC ARA 4
AAC-3
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Ejemplo 4. Construccion del vector de expresion gapN

El vector pCR-gapN que contiene el gen gapN obtenido en el Ejemplo 3 se escindié utilizando las enzimas de
restriccion Nde | y Xba-1 y sélo se separé el fragmento de gen que codifica gapN y se ligd un promotor de expresion
Pcj7 (referencia; Publicacion de Patente N° 2006-0068505) con un vector lanzadera pECCG122 de E. coli y
Corynebacterium (referencia; Publicacion de Patente N° 1992-0000933), a fin de construir pECCG122-Pcj7-gapN2

(Fig. 1).
Ejemplo 5. Exploracion y clonacion del gen gapN de Bacillus cereus

La secuencia del gen gapN obtenida de Bacillus ha sido claramente revelada La informaciéon genética de gapN de
Bacillus cereus (n° de acceso NC_004722.1) fue adquirida de GenBank de los NIH. Basandose en la secuencia
descrita, se sintetizaron un par de cebadores descritos en la siguiente Tabla 3 y se amplificaron 1428 pares de
bases del gen gapN por reaccidon de polimerizacion en cadena (PCR) [Sambrook et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratorios] (Condiciones de la PCR: Desnaturalizaciéon = 94 °C, 30
seg/hibridacién = 50 °C, 30 seg/polimerizacion = 72 °C, 1 min 30 seg, 30 ciclos) usando un ADN cromosomico de la
cepa ATCC 14579 de Bacillus cereus como molde, y se cloné en un plasmido pCR2.1 de E. coli usando un kit de
clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener un plasmido pCR-gapN3.

[Tabla 3] Cebador

Cebador secuencia SEC ID N°
gapN_F3 5'-GCG CAT ATG ACA ACT AGC AAT ACG-3' 5
gapN_R3 5'-GCG TCT AGA TTA AAC TAA GTT TAA-3' 6

Ejemplo 6. Construccion del vector de expresion gapN

El vector pCR-gapN3 que contiene gapN obtenido en el Ejemplo 5 se escindid utilizando las enzimas de restriccion
Nde | y Xba-l y sélo se separé el fragmento de gen que codifica gapN y se ligd un promotor de expresiéon Pcj7 con
un vector lanzadera pECCG122 de E. coliy Corynebacterium, con el fin de construir pECCG122-Pcj7-gapN3 (Fig.

1).

Ejemplo 7. Preparacion de Corynebacterium glutamicum (KFCC-10881) productora de lisina por mutacion
artificial

Se us6 Corynebacterium glutamicum (KFCC-10881) preparada por mutacion artificial, que es resistente a S-(2-
aminoetil) cisteina (en lo sucesivo denominada como “AEC”) y produce cantidades pequefias de homoserina, como
una cepa en la que se insertd una pluralidad de genes responsables de la via biosintética de la lisina.

La cepa mutante KFCC-10881 se prepard a partir de Corynebacterium glutamicum (ATCC13032) de tipo silvestre
como una cepa madre. La cepa madre de 10" ~10® células/ml se tratd con el mutageno N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina (en lo sucesivo denominada “NTG”) en una concentracion final de 500 ug/ml a 30 °C durante 30
min, seguido de la seleccion de colonias crecidas en una placa compleja que contiene 5 g/l de AEC. Después de
analizada la cepa mutante primaria en cuanto a la resistencia a AEC y la productividad de lisina, se indujo la
mutacion secundaria con NTG. Una pluralidad de las colonias formadas de este modo fueron recogidas con palillo
en medio minimo, las cuales fueron o no fueron suplementados con homoserina (100 mg/l), a fin de separar los
auxotrofos de homoserina (mutantes secundarios), los cuales no pueden crecer en un medio minimo que carece de
homoserina. Se indujo una mutacion terciaria en el auxétrofo de homoserina a fin de crear una cepa que produce
cantidades pequefias de homoserina que se identificd por incubacion en un medio minimo que contenia 10 mg/l de
homoserina. La cepa crecida en el medio fue examinada para determinar la productividad de lisina (Tabla 4). La
cepa productora de lisina resultante, que es resistente a la AEC y que produce cantidades pequefias de homoserina,
se deposito en la Coleccion Coreana de Cultivos de Microorganismos, nimero de acceso KFCC-10881.

[Tabla 4] Productividad de lisina de KFCC-10881

Lisina (g/l)
Cepa Lote 1 Lote 2 Lote 3
Tipo silvestre (ATCC13032) 0 0 0
KFCC-10881 45 43 42,5
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Medio minimo (pH 7,0)

Glucosa 10 g, (NH4)2SO4 5 g, urea 2 g, KH2PO4 1 g, KoHPO4 2 g, MgSO47H20 0,4 g, biotina 200 pg, tiamina HCI
3000 pg, pantotenato de calcio 1000 pg, nicotinamida 5000 pg, NaCl 0,5 g (por 1 litro de agua destilada)

Medio de siembra (pH 7,0)

Glucosa 20 g, peptona 10 g, extracto de levadura 10 g, urea 5 g, KH,PO 44 g, K;HPO4 8 g, MgSO. 7 H,0 0,5 g,
biotina 100 ug, tiamina HCI 1000 pg (por 1 litro de agua de proceso)

Medio de Produccién (pH 7,0)

Glucosa 100 g, (NH4)2SO. 40 g, proteina de soja 2,5 g, maiz fermentado sdlido 5 g, urea 3 g, KH2PO4 1 g, MgSO4
7H20 0,5 g, biotina 100 ug, tiamina HCI 1000 pug, CaCOs3 30 g (por 1 litro de agua destilada)

Ejemplo 8. Clonacion del gen gapA obtenido de Corynebacterium glutamicum KFCC-10881, construccion del
vector recombinante (pDZ-gapA) y preparacion de la cepa con gen gapA alterado

En este Ejemplo, el gen gapA de la ruta biosintética de la lisina fue obtenido por PCR usando un ADN cromosomico
de Corynebacterium glutamicum KFCC10881 productor de lisina preparado en el Ejemplo 7 como molde. Se
adquiri6 de GenBank de los NIH, la informacion de la secuencia del gen gapN (NCBI n° de acceso NC_003450,
NCg11526) y se sintetizaron dos pares de cebadores (Tabla 5, SEC ID N*° 7 a 10).

Se realiz6 la PCR utilizando el ADN cromosémico de Corynebacterium glutamicum KFCC10881 como molde y un
conjunto de cebadores de oligonucleétidos de las SEC ID N°° 7 y 10 en presencia de PfuUltra™ High-Fidelity DNA
Polymerase (Stratagene), con 30 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s; hibridacion a 53 °C durante 30 s
y polimerizacién a 72 °C durante 30 seg. Se observé que los productos de PCR obtenidos de este modo eran dos
tipos de fragmentos de gen gapA (gapA-A, gapA-B) de 600 pb. El gapA-A se amplificé usando los cebadores de
SEC ID N* 7 y 8 y el gapA-B fue amplificado utilizando los cebadores de la SEC ID N*°® 9 y 10. Los productos
amplificados fueron clonados en un vector pCR2.1 de E. coli usando un kit de clonacion TOPO (Invitrogen), a fin de
obtener los vectores pCR-gapA-A y pCR-gapA-B.

[Tabla 5] Cebador

Cebador secuencia SEC ID N°
F- gapA -Sall_P1 CAC GTC GAC GAATGT GTC TGT ATG 7
R- gapA- Xbal_P2 TGA TCT AGAAGATGA TGA CCT TCT 8
F- gapA -Xbal_P3 CCATCT AGA GCT CTG GTT CTC CCA GAG 9
R- gapA -Xbal_P4 GCT TCT AGA GGT CTT AAC AGC CAT GCC 10

Estos vectores de PCR fueron tratados respectivamente con las enzimas de restriccion incluidas en cada extremo de
gapA-A y gapA-B (gapA-A: Sall, Xbal, gapA-B: Xbal) para separar los genes gapA partir de los vectores de pCR. A
continuacion, estos fragmentos se clonaron a través de la ligacion de 3 piezas en un vector pDZ (referencia:
Publicacion de Patente N° 10-2008-0025355) tratado con enzimas de restriccion Sall y Xbal, para producir un vector
recombinante pDZ-gapA, en el que dos copias de gapA se clonaron de forma consecutiva. La figura 2 muestra un
vector pDZ-gapA para la insercion cromosomica de Corynebacterium.

El vector pDZ-gapA construido se transformé en Corynebacterium glutamicum KFCC-10 881 productor de lisina
preparado en el Ejemplo 7, seguido por la insercion de un vector que tiene una delecion de 300 pares de bases en el
gen gapA en el gen gapA del cromosoma por entrecruzamiento secundario, a fin de producir un Corynebacterium
glutamicum CA01-0096 productor de lisina que tiene el gen gapA inactivado (N° de Acceso KCCM 11012P). La PCR
se realizé usando los cebadores de SEC ID N 7 y 10 para confirmar que el gen gapA alterado tiene una delecion
de 300 pares de bases del gen gapA de tipo silvestre.

Ejemplo 9. Induccion de la expresion del gen gapN en CA01-0096

Los vectores pECCG122-Pcj7-gapN1 ~ 3 obtenidos en los Ejemplos 2, 4 y 6 se introdujeron en CA01-0096. La cepa
con gapA alterado no crece en un medio minimo donde suele crecer Corynebacterium glutamicum (documento de
referencia; Hideaki Yukawa et al., J. Mol Microbiol Biotechnol., 2004; 8:91-103).

Los vectores pECCG122-Pcj7-gapN1 ~ 3 se transformaron en CA01-0096 mediante un procedimiento de pulso
eléctrico a fin de preparar cepas transformadas (cepa N° CA01-0565, CA01-0566, CA01-0567). La expresion de
gapN se indujo en Corynebacterium glutamicum mediante la utilizacion de la caracteristica de crecimiento en un
medio minimo mediante la expresion de gapN. Las cepas CA01-0565, CA01-0566, CA 02-0567 fueron depositadas
en KCCM (Coleccion Coreana de Cultivos de Microorganismos, ubicada en 361-221 Yurim Bild., Hongje 1-dong,
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Seodaemun-gu, Sedl, Corea) el 2 de julio de 2009 con los N°° de acceso KCCM 11013P, KCCM 11014P y KCCM
11015P, respectivamente.

Ejemplo 10. Examen de la actividad gapN en la cepa productora de lisina

Se examind el crecimiento en un medio minimo utilizando glucosa como fuente de carbono. Como resultado, la cepa
con gapA alterado no crecid y la cepa que expresa gapN se recupero y crecio.

[Tabla 6] Crecimiento

Cepa Crecimiento Sin crecimiento
KFCC10881 Crecimiento
CA01-0096 Sin crecimiento
CA01-0565 Crecimiento
CA01-0566 Crecimiento
CA01-0567 Crecimiento

Ejemplo 11. Examen de la actividad gapN en la cepa productora de lisina

Se midieron los niveles de expresion de gapN para confirmar si el gen gapN del vector de expresion de gapN se
expresaba en una célula con el fin de exhibir su actividad. Las cepas CA01-0565, CA01-0566 y CA01-0567 se
prepararon mediante la introducciéon de cada uno de los vectores pECCG122-Pcj7-gapN1,2,3 en la cepa con gapA
alterado, la cepa CA01-0096 con gapA alterado y la cepa KFCC 10881 con gapA se cultivaron en medios de
siembra durante un dia y después se diluyé a una D.O. 600 = 0,2 y se recuperaron 25 ml de cada célula a una D.O.
600 = 10. La actividad gapN se determind por un procedimiento descrito en A. Soukri et al., Protein Expression and
Purification; 25; (2002) 519-529. Como resultado, se encontré gapN1 a 30 °C durante 20 horas con agitacion (220
rpm). Después de esto, se inoculd 1 ml de cada uno de los cultivos de siembra en un matraz con deflector en angulo
de 250 ml que contiene 25 ml del medio de produccién y se cultivd a 35 °C durante 96 horas con agitacion (200
rpm). Después de la terminacién del cultivo, se realizé el analisis por HPLC para determinar las cantidades de L-
lisina producida por las cepas. Las concentraciones de L-lisina en los cultivos de Corynebacterium glutamicum
KFCC-10 881, CA01-0096, CA01-0565, CA01-0566 y CAO01-0567 se resumen en la siguiente Tabla 8. Como
resultado, la cepa con gapA alterado no produjo lisina. Se observd que la lisina era producida por el gen gapN
introducido en la cepa con gapA alterado y las cantidades de produccion también se incrementaron en un 16 ~ 17%,
en comparacion con las de la cepa madre KFCC-10 881 (Tabla 8).

[Tabla 8] Resultado del cultivo en matraz

Nombre de cepa Lisina (g/l)
KFCC-10881 42
CA01-0096 0
CA01-0565 50
CA01-0566 48,8
CA01-0567 46

Efecto

De acuerdo con la presente divulgacion, la cepa de Corynebacterium que tiene una productividad de L-lisina y una
actividad gapN se prepara mediante la introduccion de genes que codifican gapN obtenidos de Streptococcus y
Bacillus y, por lo tanto, el poder reductor se incrementa para suministrar la energia necesaria para la produccion de
lisina, lo que conduce al aumento de la produccién de L-lisina. se incrementa para suministrar la energia necesaria
para la produccion de lisina, lo que conduce al aumento de la produccién de L-lisina.

<110> CJ CHEILJEDANG Corporation

<120> Procedimiento para la produccion de L-lisina en Corynebacterium sp. amplificando el gen de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa obtenido de otra

<130> OPA10051/PCT

<150> KR10-2009-0062322
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<151> 08-07-2009
<160> 14
<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gapN_F1 de Streptococcus mutans

<400> 1
gcgcatatga caaaacaata taaaaa 26

<210> 2

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de gapN_R1 de Streptococcus mutans

<400> 2
gcgtctagat tatttgatat caaatac 27

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de gapN_F2 de Streptococcus agalactiae

<400> 3
gcgcatatga caaaagaata tcaa 24

<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gapN_R2 de Streptococcus agalactiae

<400> 4
gcgtctagac tatttcatat caaaaac 27

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador gapN_F3 de Bacillus cereus

<400> 5
gcgcatatga caactagcaa tacg 24

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

10
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<220>
<223> Cebador gapN_RS3 de Bacillus cereus

<400> 6
gcgtctagat taaactaagt ttaa 24

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador F- gapA -Sall_P1 de Corynebacterium glutamicum KFCC10881
<400> 7

cacgtcgacg aatgtgtctg tatg 24

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R- gapA- Xbal_P2 de Corynebacterium glutamicum KFCC10881

<400> 8
tgatctagaa gatgatgacc ttct 24

<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador F- gapA -Xbal_P3 de Corynebacterium glutamicum KFCC10881

<400> 9
ccatctagag ctctggttct cccagag 27

<210> 10

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador R- gapA -Xbal_P4 de Corynebacterium glutamicum KFCC10881

<400> 10
gcttctagag gtcttaacag ccatgee 27

<210> 11
<211> 1428

<212> ADN
<213> Streptococcus mutans

<400> 11

11



ttgacaaaac
aaaatctacg
gaagtagatt
tacatagaac
aaaataggtg
gttgttegta
gaagtecttg
cgtgaaccag
ggttcgaaaa
caaggatcaa
ggtgtcttta
caagecogtta
atggctggta
gaagatgcag
ggteaacget
gtogaaaaaa
gatattacac
gcocaatgata
ccaatectcet
cetgttette
tcggaatatg

gcotgageage

aacttececat

attgaageta

<210>12
<211> 1428
<212> ADN

aatataaaaa
aaccggacag
atgtttatge
gtgectgecta
ctgttettte
ctgeagaaat
aaggeggeag
taggtettgt
ttgcaccgge
tetcaggget
ataccattac
actttatcaa
tgaegtecgat
accttgaatt
gtacagcagt
tecgtgaaaa
cgttgattga
aaggagcege
ttgataaggt
cgatcatteg
gacttcagge

ttgaagttgy

tettagggge

tgacaactgt

ES 255234213

ttatgtcaat
tggagctgaa
ttcagecaag
cctteoataag
caaagaggtt
cattaattat
ttttgaagca
attagctatt
tettattgeg
cttacttget
aggtegtggt
tttcactggt
tatgcttgaa
gactgctaaa
taaacgtgtt
agttettgea
tacaaaatca
tgeccettact
aacgacagat
tgtgacatct
ttctatettt

tacagttcat

taaaaaatca

taaatcegte

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 12

ggcgagtgga
ttgggttcag
aaagcteaac
gtagcagata
gotaaaggtt
geagetgaaqg
gccagcaaga
tcaccattta
ggaaatgtta
gaagcattty
tectgaaattyg
tcaacaggaa
cteggtggaa
aatattattg
cttagtgatgg
ttaacaattyg
getgattatg
gaaatcaaac
atgegtettg
gtagaagaag
acaaatgatt

atcaataata

ggtgcaggta

gtatttgata

12

agcttteaga
ttececageaat
cagettggeg
ttttgatgeg
ataaatcagce
aaggectteg
aaaaaattge
actaccctgt
ttgettttaa
ctgaagetgy
gagactatat
ttggggaacy
aagattcage
caggtgettt
aaagtgttge
gtaatcecaga
tagaaggtct
gtgaaggtaa
cttgggaaga
ccattgaaat
teccacgege

agacacageg

ttecaaggggt

teaaataa

aaatgaaatt
gagtactgaa
atcacttteca
tgataaagaa
agtcagcogaa
tatggaaggt
cgttgttegt
taacttggea
accaccgacyg
acttcctgeca
tgtagaacat
tattggcaaa
categttett
tggttatteca
tgatgaactg
agacgatgca
tattaatgat
tettatctgt
accatttggt
ttctaacaaa
ttttggtatt

cggtacggac

aaaatattct

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

€60

720

780

840

9040

960

1020

1080

11440

1200

1260

1320

1380

1428



ttgacaaaaq
gagattttgt
gaagttgate
gtatatgaac
gaaattgeta
gttgtaagga
tcagctgacg
cgtcaaccag
ggatcaaaaa
caaggttcag
ggtgtettta
gaagaagtta
ttagcaggaa
getgatgetg
ggacaacgct
goagaaaaaa
acggtgacac
gcacgtcaaa
ccaggattgt
ccaattetee
tetgattttyg
gecaaataaac
aattteocecat

attgaagcaa

<210> 13
<211> 1440
<212> ADN

aatatcaaaa
caccaattga
atgctatgaa
gtgcacaata
ctgttttage
cagetgatet
aaggtggaaa
taggtategt
ttgogecage
tcotcaggact
atactattac
attttattaa
tgegtocaat
accttgacaa
gtacggecaat
tatctgaaaa
cggttattga
aaggtgcgaa
ttgatcatgt
caattatteg
gattacaate
ttgaagttgy
tottaggact

tgacaaatgt

<213> Bacillus cereus

<400> 13
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ttatgtcaat
tgattcttca
agcgggtegt
ccttcataaa
aaaagaaatt
tattegttat
aatggatgct
tttagcaate
tctaattggt
tgttttagea
aggacgeggt
ctttacagga
tatgettgag
cegetgetaaa
taagcgtgta
tgtagcaaaa
tgataattca
agaattgaat
tactttagat
tgtcaaggat
atcagtettt
tacagttcac
caaaggatct

aaaatcgata

ggcgaatgga
ttgggatteg
gaggetttac
gcogoagaca
tctaaagett
gcageagaag
tcaacaggte
gcaccettata
ggaaacgttg
aaagettttg
tctgagattg
tcaacgecag
ttgggtggta
caaategttg
cttgtegttg
ttatcagtag
googacttta
gaatttaaac
atgaaactag
gcagaagaag
acacgtgatt
attaacaata
ggtgeaggty

gtttttgata

13

aatcatetgt
tgccagegat
cagectggge
ttattgaacy
acaatgette
aaggaattcg
ataagttggce
attaccetgt
tgatgtttaa
cagaagcagyg
gagattacat
ttggaaaacg
aggatgcagg
caggtgetta
aagaagttge
gtgatccatt
ttgaaagett
gtgatggteg
cttgggaaga
ctgttgetat
tccaaaaage
agactggacg
ttcaaggtat

tgaaatag

taatcagatt
gactcgagaa
tgetttgaca
tgataaagaa
agtaactgag
tttatcaact
tgttattegt
taacctetea
accaccaaca
tcttecagea
tgttgagcat
tattggtaag
tgtegtetta
tgattactee
agatgaattg
tgataatgea
agtagtagat
tectattaact
gecttttgga
tgccaacaaa
atttgatata
tggtectgat

cagatatteca
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atgacaacta
ggagaaacaa
attactcgeg
goctgaagett
aatatgcagyg
gcgaagaaag
catatgecacyg
gogattatece
gtaaacttat
aaaccagcaa
ggccttecaa
ttagtagaac
catttagcga
ggtategtte
ttectettact
geggacgagce
gaacaagata
ttagttgacyg
aacttaattt
gagocatteg
attgetaaca
gcatttgcaa
cgeggaccetyg

attcgtaaga

<210> 14
<211> 1005
<212> ADN

gecaatacgta
teogaaattce
gagaagtaga
coctacaaga
atgaaattgce
aagttgtteg
gagaaagecat
aacgegeace
ctgetgoaaa
ctcaaggtge
aaggtcttgt
acgaaggcat
aaaaagette
gtgaagatge
ctggtcaacy
ttgttagett
gecacaatcegt
acgcetgtaga
acecaacatt
goccaatect
aatcagagtt
ttgctaacaa
accactteee

geettgagte

<213> Corynebacterium sp.

<400> 14
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caaattttat
atcteccatac
tgaagcaatt
togogocaaaa
cgatatcatt
tacagectgac
gatgggcgat
acttggtgtt
acttgcaceca
aattagtggt
aaacgtagct
caatatggta
aatgattcca
tgacttacaa
ttgtacaget
attaaaageg
tccattaate
aaaaggtgct
aatcgatecac
tcocaatecate
cggteotgcaa
aatcgaaact
attcatcggt

tatgacacgt

ttaaacggag
ttacacgaag
gecatctgeaa
tacttatata
atgaaagaag
tteattegtt
agetteaegg
gtattagecaa
geattaatta
attaaaatgg
acaggacgcqg
tegtteacag
cttgtattag
gatgotgeoaa
attaaacgtyg
caagtagetg
gacgacaagt
acaatcgtta
gtaacagaaqg
cgtgtttett
geaagtgtet
ggttctgtte
gtaaaaggtt

gaaaaagtaa
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aatggagaga
taattggaca
aagaagctca
aatgggetga
teggtaaagy
acacgatcga
geggtacaaa
togcaceatt
tgggtaacge
ttgaagcact
gttetgtaat
gtggtacaaa
aacttggtgg
accatategt
tacttgtaca
aactatcagt
ctgctgactt
tcggtaacaa
agatgaaagt
cagatgaaca
tcactaaaga
aaattaacgg
caggtatggg

ctgtattaaa

aagctettea
agtacaagca
aaaatcatgg
tgagctcgta
atataaagat
agaagcecttta
atctaagett
taactaccca
tgttatttte
tcataaaget
tggtgactac
cacaggtaaa
taaagatect
aageggtgea
cgaaaacgta
tggatctcca
cgttcaaggt
acgtgagegt
tgcttgggaa
agoaattgaa
cattaacaaa
acgcacagag
cgeacaaggt

cttagtttaa
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atgacecatte
gttetggage
accettteca

tacgacgatg

ccaaagaace
ttcaccgatg
tecgcaceag
gatectgaga
atggcaaagg
geatacactg
geageageag
ctcoceccagage
tecgcaaccyg
geaatcaagy
ctggttteca
aaggtctceg

tgecagctee

gtgttggtat
gcagegacga
ccottcoctcaa

acteccatcac

tggactggge

caaacgegge
caagoaacga
accacaacgt
tectaaacga
gegaccageg
tcaacatcgt
tcaagggcaa
acctgacctt
aagoctgeagt
ccgacategt
gcaacacegt

tgegtetgac

ES 255234213

taacggattt
tetegaggta
gttegacteoe

egttggtgge

tgcacacaac
taaggcteac
agacgeaace
gatctecgge
caagttegge
cctgcacgat
tectacctee
gettgacgge
caacaccaag
cggegagtte
ccacgattac
caaggttgtt

cgagctegta

ggecgtateg
gttgeagtca
atcatgggec

aagegeateg

gttgacatcg
ategaagcag
ttegtttacyg
gcatettgea
atcgagaacy
gecaccteace
acecggtgeag
tacgecacttc
tctgaggtca
ggegagaceo
cacggeteca
tectggtacg

gettecaage
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gacgtaactt
acgaccteac
gecttggeca

ctgtttacge

tgatcgagte
gtgecaagaa
gtgtgaacca
ccaccaactg
geeteatgac
gegacctgeg
ctaaggetgt
gegttecagt
cegttgagte
tggeottacte
tettegacge
acaacgagtg

tetaa

cttoeogegea
cgacaacaag
ggaagttgaa

agagegegat

caceggette
ggtcatecate
cgagtceotac
cctecgocacea
caccgttecac
tegtgcacgt
tgctetggtt
tatcaceggt
catcaacget
cgaagageea
tggectgaca

gggctacace
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REIVINDICACIONES

1. La cepa de Corynebacterium sp. que tiene una actividad de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente
de NADP y una productividad de L-lisina, en la que un gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(gapA) endogeno esta inactivado y se introduce un gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NAPD (gapN) exégeno.

2. La cepa de Corynebacterium sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el gen que codifica la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP exdgeno es un gen que codifica la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP de Strepfococcus mutans, (ATCC 25175), Streptococcus agalactiae
(ATCC BAA-611) o Bacillus cereus (ATCC 14579).

3. La cepa de Corynebacterium sp. de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el gen de Streptococcus mutans, el
gen de Streptococcus agalactiae y el gen de Bacillus cereus tienen las secuencias de nucledtidos de SEC ID N*° 11,
12, y 13, respectivamente.

4. La cepa de Corynebacterium sp. de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el gen que codifica la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa endogeno tiene la secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 14.

5. La cepa de Corynebacterium sp. de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la cepa de Corynebacterium sp. es
Corynebacterium glutamicum CA01-0565 (N° de Acceso KCCM 11013P), Corynebacterium glutamicum CA01-0566
(N° de Acceso KCCM 11014P) o Corynebacterium glutamicum CA01-0567 (N° de Acceso KCCM 11015P).

6. La cepa de Corynebacterium sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el aumento de la productividad de
L-lisina se obtiene del poder reductor aumentado por la activacion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NADP.

7. Un procedimiento de produccién de L-lisina, que comprende las etapas de cultivar la cepa de Corynebacterium sp.

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y recuperar la lisina a partir de las células cultivadas o
del caldo de cultivo.
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