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DESCRIPCION
Microorganismo que produce inosina y método de produccion de inosina usando el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a Corynebacterium ammoniagenes recombinante que produce inosina, uno de los
nucledsidos de purina que son materiales muy importantes para la sintesis de acido 5'-inosinico, y método para
producir inosina usando el mismo. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a Corynebacterium
ammoniagenes recombinante que produce inosina a alta concentracion, en que el gen que codifica la nucledsido
hidrolasa Il de Corynebacterium ammoniagenes que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID
NO: 1 (mencionado como "rih II" a partir de ahora en este documento) esta inactivado y en que el gen que codifica la
5'-nucleotidasa que tiene la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2 (mencionada como " ushA"
a partir de ahora en este documento) esta sobreexpresado, y método para producir inosina usando el mismo

Técnica anterior

Como enzima relacionada con la sintesis de nucledsidos, la nucledsido hidrolasa Il se sabe que esta implicada en la
degradacion de nucledsidos y la 5'-nucleotidasa se sabe que esta implicada en la sintesis de nucledsidos.

Un gen que codifica la nucledsido hidrolasa Il es el gen que codifica la enzima que cataliza la ribosa y las
correspondientes bases, que son purina y pirimidina, de forma irreversible, en la ruta de rescate de nucledsidos.
Este gen contiene una secuencia de nucledsidos de 1326 pb y codifica una proteina de 308 aminoacidos y tiene
especificidad de sustrato por nucledsidos tanto de purina como de pirimidina (Microbiology, 2006, vol. 152, pag.
1169-1177).

Un gen que codifica la 5'-nucleotidasa es el gen que codifica la enzima que cataliza la desfosforilacion de
nucledsidos tales como AMP, GMP, IMP y XMP en la ruta de biosintesis de nucledsidos (ruta de novo). Este gen
codifica una proteina de 705 aminoacidos.

La inosina es un sustrato importante para la sintesis quimica y sintesis por enzima, de la transferencia de acido 5'-
inosinico que esta en el centro de atencién como un condimento potenciador del aroma. Ademas, la inosina es un
intermedio de la biosintesis de acidos nucleicos, que no solamente es un factor fisiolégico importante en animales y
plantas, sino que también se aplica en diversos campos incluyendo las industrias de alimentos y medicamentos. Se
ha informado de que los nucledsidos y sus derivados tienen muchos usos como antibidticos, agentes
antineoplasicos y sustancias antiviricas (J. Virol, vol.; 72, pag. 4858-4865).

El método convencional para producir inosina es fermentacion directa usando un microorganismo tal como Bacillus
(Agric. Biol. Chem., 46, 2347 (1982); patente coreana n.° 27280) o Corynebacterium ammoniagenes (Agric. Biol.
Chem., 42, 399(1978)), o descomposicion térmica de acido 5'-inosinico (publicaciéon de patente japonesa suspendida
n.° S43-3320). Sin embargo, la descomposicién térmica requiere calor masivo, que no lo hace practico. De acuerdo
con la fermentacion directa, la actividad de la cepa productora de inosina es muy baja, de modo que los costes de
producciéon aumentan y la fermentacion conlleva mas tiempo, provocando baja productividad.

Para producir inosina por fragmentacion directa usando un microorganismo a alta concentracién con alto
rendimiento, es muy importante desarrollar una cepa que sea apropiada para la acumulacion de inosina a alta
concentracion en su caldo de cultivo.

Los presentes inventores estudiaron de forma persistente la producciéon de inosina con alta productividad/alto
rendimiento por fragmentacion directa usando un microorganismo. Y al fin, los presentes inventores completaron
esta invencién confirmando que el microorganismo productor de acido 5'-inosinico podria producir inosina con alta
productividad/alto rendimiento cuando el gen rih Il que codifica la nucledsido hidrolasa Il esta inactivado y el gen
ushA que codifica 5'-nucleotidasa esta potenciado.

Kim H. et al., (2006) "Genes encoding ribonucleoside hydrolase 1 and 2 from Corynebacterium ammoniagenes",
Microbiology 152: 1169-1177 describe un mutante de delecion de C. ammoniagenes CA315Arih2 derivado de C.
ammoniagenes de tipo silvestre (ATCC 6872).

Descripcion de la invencion

Problema técnico

La presente invencion se establece basandose en el hallazgo anterior. Por lo tanto, un objetivo de la presente

invencion es proporcionar Corynebacterium ammoniagenes recombinante que produce inosina, en que el gen que
codifica la nucleésido hidrolasa Il que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ. ID. NO: 1 esta
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inactivado y en que el gen que codifica la 5'-nucleotidasa que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la
SEQ ID NO: 2 esta sobreexpresado.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para producir inosina cultivando Corynebacterium
ammoniagenes recombinante anterior y obteniendo la inosina acumulada de la solucion de cultivo.

Solucién técnica

Los objetivos anteriores y otros objetivos de la presente invencidn pueden conseguirse por las siguientes
realizaciones de la presente invencion.

La presente invencién se describe en detalle a partir de ahora en este documento.

Se describe un microorganismo que tiene productividad de nucleésidos conseguida por manipulacion de los genes
implicados en la ruta de sintesis de nucleésidos de CJIP2401 (KCCM-10610), la cepa mutante de Corynebacterium
ammoniagenes ATCC 6872 que es capaz de acumular acido 5'-inosinico a alta concentracion.

La cepa precursora de uso en la preparacion de los microorganismos recombinantes de la presente invencion,
Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 (KCCM-10610) [publicacién de patente coreana n.° 10-2004-0099466],
es la cepa mutante de Corynebacterium ammoniagenes MP377 (KFCC11141). La cepa mutante de
Corynebacterium ammoniagenes MP377 (KFCC11141) [solicitud de patente coreana n.° 10-2000-0013303] se
origina a partir de Corynebacterium ammoniagenes KFCC-10814 [patente coreana n.° 127853], la cepa mutante de
Corynebacterium ammoniagenes 6872. Por lo tanto, el microorganismo de la presente invencién comparte las
caracteristicas principales explicadas a continuacion y tiene efectos similares a Corynebacterium ammoniagenes
CJIP2401 (KCCM-10610).

1) Auxotrofo de adenina

2) Tipo filtrante de guanina

3) Auxotrofo de biotina

4) Sensibilidad a lisozima 8 g/ml

5) Resistente a 3,4-dihidroprolina 3500 g/ml
6) Resistente a 6-mercaptopurina 300 g/ml
7) Resistente a 5-fluorotriptéfano 100 mg/I

El gen rih Il que codifica la nucledsido hidrolasa Il se aislé de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 de tipo
silvestre y tenia la secuencia representada por la SEQ. ID. NO: 1.

El gen ushA que codifica la 5'-nucleotidasa se aislé de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 de tipo silvestre
y tenia la secuencia representada por la SEQ. ID. NO: 2.

La presente invencion proporciona Corynebacterium ammoniagenes recombinante que produce inosina en que el
gen rih Il de la SEQ. ID. NO: 1 que codifica la proteina nucledsido hidrolasa Il esta inactivado, y en que el gen ushA
de la SEQ. ID. NO: 2 que codifica la 5'-nucleotidasa esta sobreexpresado.

La "inactivacion" puede inducirse por cualquier método de inactivacion conocido para los expertos en la materia. El
término "inactivacion" en este documento pretende indicar que la expresion del gen rih Il que codifica la nucledsido
hidrolasa Il esta reducida hasta un nivel bajo en comparacién con la cepa de tipo silvestre, o se producen genes que
no se expresan y genes que expresan productos que no tienen actividad o tienen actividad reducida a pesar de
expresarse.

La "inactivacion" puede inducirse por uno o mas métodos de mutacion seleccionados del grupo que consiste en
insercion de uno o mas pares de bases en el gen rih Il, deleciéon de uno o mas pares de bases en el gen, transicion o
transversion de pares de bases por insercion de un codén sin sentido en el gen.

En una realizacion preferida, el microorganismo que contiene el gen inactivado puede obtenerse cultivando un
microorganismo del género Corynebacterium transformado con el vector que contiene una parte del gen rih /1.

La parte del gen puede sintetizarse usando cebadores representados por la SEQ. ID. NO: 3 y NO: 4.

El gen rih Il se inactivé por la insercion de un vector recombinante en corinebacterias. Sin embargo, en lugar del
vector recombinante, puede usarse cualquier método conocido incluyendo infecciéon con virus para inactivar el gen
rih 11, pero no siempre se limita a ello.

La potenciacion de la expresién génica puede realizarse por cualquier método convencional conocido para los
expertos en la materia. En este documento, el refuerzo de la expresion génica significa la regulacion positiva del gen
ushA que codifica la 5'-nucleotidasa, en comparacién con la cepa de tipo silvestre.
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La potenciacion de la expresion génica se induce por activacion del sistema de expresion completo que contiene la
region promotora del gen ushA que codifica la 5'-nucleotidasa.

En una realizacion preferida, el microorganismo que contiene el gen potenciado puede obtenerse cultivando un
microorganismo del género Corynebacterium transformado con el vector que contiene la secuencia representada por
la SEQ. ID. NO: 2 para expresar el sistema de expresion completo que incluye la region promotora del gen ushA que
codifica la 5'-nucleotidasa.

Se describe Corynebacterium ammoniagenes CJIG650 (n.° de acceso: KCCM-10828P) que tiene inactivado el gen
rih Il'y que produce acido 5'-inosinico e inosina a alta concentracion, que es la cepa mutante de Corynebacterium
ammoniagenes CJIP2401 (KCCM10610).

La presente invencién también proporciona Corynebacterium ammoniagenes CJIG651 (n.° de acceso: KCCM-
10829P) que tiene inactivado el gen rih Il y potenciado el gen ushA y que produce inosina a alta concentracion que
es la cepa mutante de Corynebacterium ammoniagenes CJIG650 (KCCM-10828P).

Se describe un método para producir inosina a alta concentracion con alto rendimiento cultivando Corynebacterium
ammoniagenes CJIG650 (KCCM-10828P) y CJIG651 (KCCM-10829P) y acumulando inosina en el caldo de cultivo.

El proceso de construccion de la cepa del a presente invencion es el siguiente.

Se realizé secuenciacion con el cromosoma de un microorganismo del género Corynebacterium que produce acido
5'-inosinico, por ejemplo, Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872. Como resultado, se confirmé que el tamafio
del gen rih Il que codifica la nucledsido hidrolasa Il era de aproximadamente 1326 pb (SEQ. ID. NO: 1). Se realizé
PCR para obtener el fragmento génico para construir un vector recombinante. EI microorganismo del género
Corynebacterium que produce acido 5'-inosinico se transformé con el vector y se selecciond la cepa que produce
acido 5'-inosinico e inosina a alta concentracion de las cepas transformadas. A partir de la secuenciacion con el
cromosoma de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872, se confirmo que el tamafio del gen ushA que codifica
la 5-nucleotidasa era de aproximadamente 2115 pb (SEQ. ID. NO: 2). Se realiz6 PCR para obtener el fragmento
génico para construir un vector recombinante. El microorganismo del género Corynebacterium que produce acido 5'-
inosinico e inosina se transformd con el vector y se seleccion6 la cepa productora de inosina en solitario a alta
concentracion de las cepas transformadas.

El microorganismo de la presente invencion se obtiene preferiblemente transformando el microorganismo del género
Corynebacterium que produce acido 5'-inosinico con el vector recombinante que contiene el gen rih Il que codifica la
nucledsido hidrolasa Il y el vector recombinante que contiene el gen ushA que codifica la 5'-nucleotidasa. El vector
recombinante que contiene el gen de la nucledsido hidrolasa Il incluye 500 pb de la secuencia génica estructural de
rih Il, mientras que el vector recombinante que contiene el gen de la 5-nucleotidasa incluye aproximadamente 300 pb
del promotor, la secuencia génica estructural de ushA y aproximadamente 300 pb de terminador. El microorganismo
se genera alterando el gen insertando el vector recombinante que contiene el gen rih Il construido usando el
cromosoma del microorganismo del género Corynebacterium que produce acido 5'-inosinico y sobreexpresando el
gen ushA como una forma de plasmido.

El vector recombinante que contiene el gen de la nucledsido hidrolasa Il se construye por los siguientes procesos; el
gen rih Il obtenido por PCR se separa y purifica; y el gen purificado se inserta en el vector pCR2.1-TOPO por
ligamiento. El vector recombinante en este documento es preferiblemente el vector pTOPO-rih Il construido
insertando una parte del gen estructural de la nucledsido hidrolasa Il en el vector CR2.1-TOPO. EIl vector
recombinante que contiene el gen de la 5'-nucleotidasa se construye por los siguientes procesos; el gen ushA
obtenido por PCR se digiere con EcoRV y BamHI; y el fragmento génico se inserta en el vector predigerido con las
mismas enzimas de restriccion de ADN usando la ADN ligasa T4. El vector aplicable no esta limitado a uno
especifico, y puede usarse cualquier vector convencional del que hayan informado los expertos en la materia. Sin
embargo, el vector pECCG117 [Biotechnology letters vol. 13, n.° 10, pag. 721-726(1991) o publicacién de patente
coreana n.° 92-7401] es preferido y particularmente se prefiere el vector pECCG117-ushA construido insertando el
gen ushA en el vector peCCG117.

Usando el vector recombinante, por ejemplo, pTOPO-rih I, puede insertarse un fragmente de ADN lineal en el
microorganismo (por ejemplo, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 (KCCM-10610)) por electroporacion
general y el microorganismo se cultiva en el medio que contiene kanamicina, el antibidtico usado como marcador de
seleccion, seguido por seleccion. La insercion del vector pTOPO-rih Il en la cepa transformada seleccionada puede
confirmarse por PCR.

Para sobreexpresar el gen ushA en la cepa transformada seleccionada, se inserta un fragmento de ADN lineal en la
cepa transformada seleccionada usando vector pECCG117-ushA por electroporacion y la cepa se cultiva en el
medio que contiene cloranfenicol, el antibiético usado como marcador de seleccion, seguido por seleccion. La
insercion del vector pECCG117-ushA en la cepa transformada seleccionada puede confirmarse por PCR.
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El microorganismo de la presente invencion puede cultivarse en el medio convencional que contiene una fuente de
carbono, fuente de nitrdgeno, aminoacidos y vitaminas apropiados, en condiciones aerdbicas con regulacion de la
temperatura y el pH apropiadamente.

Como fuente carbono, se selecciona uno de los carbohidratos del grupo que consiste en glucosa, fructosa y melazas
pretratadas esterilizadas (melazas convertidas en azucar reductor). La fuente de nitrdgeno se ejemplifica por fuente
de nitrégeno inorganico tal como amoniaco, cloruro de amonio y sulfato de amonio y fuente de nitrégeno organico tal
como peptona, NZ-amina, caldo, extracto de levadura, licor del macerado del maiz, hidrolizado de caseina, pescado
o productos de descomposicion de los mismos, y torta de soja desgrasada o productos de degradacién de la misma.
El medio en este documento puede incluir adicionalmente compuestos inorganicos tales como dihidrogenofosfato de
potasio, hidrogenofosfato de dipotasio, sulfato de magnesio, sulfato de hierro, sulfato de manganeso y sulfato de
calcio, etc. Ademas, pueden afiadirse también vitaminas y bases auxotréficas. El cultivo se realiza en condiciones
aerodbicas por cultivo de agitacion o cultivo sumergido preferiblemente a 20~40 °C. El pH se regula preferiblemente
aproximadamente a neutro durante el cultivo. La duracién del cultivo es preferiblemente de 4~5 dias. La inosina
acumulada por fermentacion directa puede recuperarse por el método convencional.

De acuerdo con el método de la presente invencion, puede producirse inosina con alto rendimiento.
Breve descripcion de los dibujos

La aplicacion de las realizaciones preferidas de la presente invencion se entiende mejor con referencia a los dibujos
adjuntos, donde:

La Fig. 1 es un diagrama que ilustra el proceso de clonacién del fragmento génico rih Il que codifica la nucledsido
hidrolasa |l originada a partir de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 de tipo silvestre, y el vector
clonado pTOPO-rih II.

La Fig. 2 es un diagrama que ilustra el proceso de clonacion del fragmento génico ushA que codifica la 5'-
nucleotidasa originada a partir de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 de tipo silvestre, y el vector
clonado pECCG117-ushA.

Mejor modo para realizar la invencion

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

Ejemplo 1: Clonacion del gen rih Il

En este ejemplo, se amplifico el fragmento génico rih Il de 1326 pb (SEQ. ID. NO: 1) por PCR usando ADN
cromosomico de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 de tipo silvestre como molde con cebadores de
oligonucledsidos representados por la SEQ. ID. NO: 3 y NO: 4 para construir el vector (vector de alteracion del gen
rih Il) que contiene una parte del gen rih Il que codifica la nucledsido hidrolasa Il y un marcador de antibidtico. Se
realiz6 PCR del siguiente modo; desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 52 °C durante 30
segundos y polimerizacion a 72 °C durante 30 segundos (30 ciclos). El fragmento génico rih I/l amplificado se cloné
en el plasmido pCR2.1-TOPO (Invitrogen Co., EE.UU.). Como resultado, se obtuvo el vector pTOPO-rih II. El
proceso de clonacion del fragmento génico rih Il y el vector clonado pTOPO-rih Il se ilustran en la Fig. 1.

Se transformé Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 (KCCM-10610) con el vector pTOPO-rih Il por
electroporacion. Después, se recuperaron colonias individuales que crecieron en medio so6lido CM (caldo 10 g/l,
extracto de levadura 10 g/l, bactopeptona 10 g/l, cloruro sédico 2,5 g/l, bactoagar al 1,7 %, pH 7,0) que contenia
kanamicina (25 mg/l).
Las colonias se cultivaron en medio CM que contenia el mismo antibiotico, seguido por separacion del plasmido. El
tamafio del plasmido se midié primero y después se realizé6 PCR de colonias usando los cebadores que comprenden
ambos extremos de la region de clonacion multiple de pCR2.1-TOPO para confirmar la transformacion midiendo el
tamano del ADN insertado.
Los cebadores usados para inactivar el gen rih Il son los siguientes.

Cebador rih II-F (SEQ. ID. NO: 3):

5'- TGCTGGCGATGCACTTGAAT -3
Cebador rih 1I-B (SEQ. ID. NO: 4):

5- TGTGCGACCAATGGTGGGGCC -3'



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2601513713

La cepa que contenia el gen rih Il seleccionada anteriormente se llamé Corynebacterium ammoniagenes CJIG650,
que se deposité en KCCM (Korean Culture Center of Microorganisms) de KFCC (Korean Federation of Culture
Collection) el 15 de diciembre de 2006 (n.° de acceso: KCCM 10828P).

Ejemplo 2: Clonacion del gen ushA

En este ejemplo, se amplificé el fragmento génico ushA de 2115 pb (SEQ. ID. NO: 2) por PCR usando ADN
cromosomico de Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6872 de tipo silvestre como molde con cebadores de
oligonucledsidos representados por la SEQ. ID. NO: 5 y NO: 6. Se realizo6 PCR del siguiente modo;
desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 52 °C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C
durante 30 segundos (30 ciclos). El fragmento génico obtenido se digirié con EcoRV y BamHI. El fragmento génico
se ligd al vector pECCG117 lineal digerido con las mismas enzimas de restriccion de ADN usando ADN ligasa T4.
Como resultado se obtuvo el vector pECCG117-ushA. El proceso de clonacion del fragmento génico ushA y el vector
clonado pECCG117-ushA se ilustran en la Fig. 2.

La cepa mutante preparada en el Ejemplo 1 se transformé con el vector pECCG117-ushA construido por
electroporacion. Después, se recuperaron colonias individuales que crecieron en medio so6lido CM (caldo 10 g/l
extracto de levadura 10 g/l, bactopeptona 10 g/l, cloruro sédico 2,5 g/l, bactoagar al 1,7 %, pH 7,0) que contenia
cloranfenicol (7,5 mg/l). Las colonias se cultivaron en medio CM que contenia el mismo antibiético, seguido por
separacion del plasmido. El tamafio del plasmido se midié primero y después se realizé PCR de colonias usando los
cebadores que comprenden ambos extremos de la regién de clonacion multiple de pECCG117 para confirmar la
transformacion midiendo el tamafo del ADN insertado.
Los cebadores usados para sobreexpresar el gen ushA son los siguientes.
Cebador ushA-F (SEQ. ID. NO: 5):
5'- GTGTCTAAGTTTCGCCGTTTTGGC -3
Cebador ushA-B (SEQ. ID. NO: 6):
5'- GCCGGATCCCTAGAATTTGATGTGGCTAACCTCG -3'
La cepa que contenia el gen ushA seleccionada anteriormente se llamé Corynebacterium ammoniagenes CJIG651,
que se deposité en KCCM (Korean Culture Center of Microorganisms) de KFCC (Korean Federation of Culture

Collection) el 15 de diciembre de 2006 (n.° de acceso: KCCM 10829P).

Ejemplo 3: Ensayo de fermentacion en matraz Erlenmeyer

Se distribuyeron 3 ml de medio de siembra en tubos de ensayo de 18 mm de diametro, que se esterilizaron por
autoclave. Se inocularon Corynebacterium ammoniagenes CJIG650 (KCCM-10828P), CJIG651 (KCCM-10829P) y la
cepa precursora (KCCM-10610) en los tubos de ensayo respectivamente, seguido por cultivo de agitacion a 30 °C
durante 24 horas para preparar la solucion de cultivo de siembra. Se distribuyeron 27 ml de medio de fermentacion
en matraz Erlenmeyer de 500 ml para agitacion, que se esterilizd por autoclave a 120 °C durante 10 minutos.
Después de inoculacién de 3 ml de la solucion de cultivo de siembra, se realizo el cultivo durante 4~5 dias. Las RPM
se regularon como 200, y la temperatura se establecié a 32 °C y el pH se regulé como 7,2.

Las composiciones del medio de siembre y el medio de fermentacion son las siguientes.

Medio de siembra: glucosa al 5 %, peptona al 0,5 %, caldo al 0,5 %, extracto de levadura al 1 %, cloruro sédico
al 0,25 %, adenina 100 mg/l, guanina 100 mg/l, pH 7,2.

Medio de fermentacidon en matraz: glutamato sddico al 0,1 %, cloruro de amonio al 1 %, sulfato de magnesio al
1,2 %, cloruro de calcio al 0,01 %, sulfato de hierro 20 mg/l, sulfato de manganeso 20 mg/l, sulfato de zinc 20
mg/l, sulfato de cobre 5 mg/l, L-cisteina 23 mg/Il, alanina 24 mg/|, acido nicotinico 8 mg/l, biotina 45 mg/Il, tiamina
HCI 5 mg/l, adenina 30 mg/l, acido fosférico (85 %) al 1,9 %, azlcar reductora al 8 % convertido a partir de la
mezcla de fructosa, glucosa y melazas.

Las acumulaciones de acidos inosinico (IMP) o inosina en los medios de cultivo de CJIG650 (KCCM-10828P),
CJIG651 (KCCM-10829P) y la cepa precursora (KCCM-10610) se compararon entre si. Y los resultados se muestran
en la Tabla 1. Como se muestra en la Tabla 1, solo el acido inosinico se acumulaba en el medio de cultivo de la
cepa precursora (KCCM-10610) y la inosina no se acumulaba en absoluto en la misma. Sin embargo, las cepas de
la presente invencion, CJIG650 (KCCM-10828P) producia acido inosinico e inosina a alta concentracion, y la cepa
CJIG651 (KCCM-10829P) producia inosina a alta concentracion.

Por lo tanto, las cepas de la presente invencion CJIG650 (KCCM-10828P) y CJIG651 (KCCM-10829P), se confirmd
que eran las cepas capaces de producir inosina a alta concentracion.
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[Tabla 1]
Concentracion de IMP (g/l)

Control (KCCM-10610) | 14,1 -
CJIG650 8 4
CJIG651 - 8,3

Cepa Concentracion de inosina (g/l)

Aplicabilidad industrial
Como se explica anteriormente en este documento, Corynebacterium ammoniagenes CJIG650 y CJIG651
preparadas por inactivacion del gen que codifica la nucledsido hidrolasa Il y por refuerzo del gen que codifica la 5'-
nucleotidasa pueden producir inosina a alta concentracion.

<110> CJ Cheilijedang Corporation

<120> Microorganismo que produce inosina y método de produccién de inosina usando el mismo

<130> PP07-0143

<160> 6

<170> Kopat entln 1.71

25

<210> 1

<211> 927

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes

<400> 1
atgaagatga ttttagatct agacaccggt atcgatgatg cctttgegit ggectatgec 60
atcgcacace cgggtatcga tttgattggt ot caccggaa cttatggeaa tgtcaccatt 120
gaacaaggca 1ggcocaatac ccaggecactg ttgacgetac tgggogcage cgat gt gocc 180
gtatatgccg gacgegetal cgatggettt gaggtatctg aagectetge tegtattcac 240
gggcgeaat g gegtgggt ga got agatatc getgeagatg at gegeaat ¢ tget ggegat 300
gcacttgaat ttttaagcga agcagcggecg aaat acggeg atgatttggt gat cgttccec 360
accggcgege aaacgacgel tgogeggget ttagaaaaag at cctgeatt gegaggeatt 420
cgeat ggt ca geal gggegg cgecttaace gt cccgggaa al gt gt cace ageggetgag 480
gcaaat at ct cocaggaccc agtcicttcc aacactgtgt accagttgge tgaggatatg 540
accatggtgg gottggatgl cactatgcaa acacagcetca cacgtgetga ggeggattcg 600
t ggcggguaa cgccaget gy agatgtcottt getgatatgg ceggetatta cat cgacget 660
t at caggaaa at aatccgca catggatgge tgcgccttge at gacceogtt ggccogt ggcg 720
gttgcagelg atcctgactt ggtggattgt ttgattettc cectgecaggt cgataccgaa 780
ggccccacca ttggtcgcac aattggacgg tgggatgget cf gaggtaga aacccgtgta 840
gcogttgggg taaacgtgga tagtitcgtg coggatttca tcgacaaget ggegeaacta 900
tttggacgat 1gglccaaaa ccaglaa 927

<210> 2

<211> 2115

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes



<400> 2

gtgtctaagt ttcgeegttt
gt agtt ggeg cgeoccegt age
aatatcactg acttccatgg
t cagagat gg gggcggecaa
tacatcatga ctacctccgg
gat gat gagc caaccctaga

aaccatgaat tcgaccgegy

tacccattge tgggegegaa

gttcaagaaa
gacaaggt cg
aat aaggaat
cacgaggacg
ggcgactctc
tgggcgcagg
gacaccggeg
gaagcact ag
gaagagettg
gagggcgeag
gat gccaacce
aatgetggtg
accgt gcagce
gatgettigg
t ct gct ggat

gegacct t gg
ttccteticg

gt gggct aca
gaaggccagt
acct t caace
accgt caceg
gaagat cege
att gaggaaa
ct gagggeet
cct ggeacag
ttggcagega
atcccageta

cacat caaat

t t gacggegt
caccat ccge
ct gacegt ct
cgcageagt a
accagegcetc
ggcal gaat a
aaattgagtec
cccetgat ge
gaget aaagt
gagcggggag
gcgcat cagt
gegt acgt ge
ctitcggcaa
aagclcagt g
tt gagt acge
at ggcgaaga
at ggt ggecga
t ggact act ¢
ctgat at cgg
t cacet cget
t gggegacgt
agaagaat ga
ccgact t ggt
t gggcaccaa
gt aaggget ¢
t t gcgggeat
acat gcageg

tctag

ES 2601513713

tggeegtetg
ctttggtcaa
ccacetttet
gct caaggaa
cgat aacgtc
t gt cct caac

ctatgacgat

tgtcacctta

caaggt ggga
agt t gaaggt
gaaggaat ci
cgetget gge
gcagggcat c
t ggcaaggt
cgt cgaaatc
agaaat t gce
t gt cggecag
caaccgeggt
t gct aaggeg
tgaccttcct
ticgattgca
gcagecagga
ctacgaccea
aattgaccca
caacttcgea
agttct caai
t at cagcacce
t aact acact
gcaagaaacce
atttggecgl
t accgt aacc
cgagggceacg
t1cteggggt
cgeegegt t
cgetet t ggl

ct gget geaa
gaagat aat g
acgcaggagg
ct gat t gagt
ggcggt agcg
at gct cggeg
ttgetcggte

aacggt gaac
tttgteggta
gtggagtttt
ggcgaagceag
ttcaacaaca
at cgaacgtg
ct ccaagacg
acccagt acg
get egegt gg
at ggaccgeg
gttgaatcta
act ggt gegg
gcaggcegat g
tacggcactt
tegtetegte
act gcagage
t cagcggaat
tctctggeca
gact acatca
gaaggcacce
at ggaagaag
gccgat at cg
get agegt aa
accgat geeg
gacggegget
getteggetg
attggtctga

gacct gegea

ccaccgtate
ttgttgattt

ctgacgetce
acgttaatca
ctttcgtctce
ttgacgtcte
gtattgetga

cgatgttgga
ct gt gaccac
ct gacceegt
acgttgttgt
at gt ggat at
at ggt gcgea
ccgatattte
accget cgat
cagceget ga
ctactttceg
cgttgaactc
acgt ggat t t
tcactttcca
t gaccggeca
cacgettgge
aaggeecageg
acactgttge
at gt ccaaaa
aagat ggcge
tggcaget gg
at ccacaage
acgct cagtg
cget gact ct
gcaccgagat
ccaat cet gg
ct gcaggaat
acggt cagt t

gt caget caa

cgccaccatce
ct cagt cacc
tgat gccaac
ggaccaggaa
ggcaat cgcet
t gcgot aggt
aaaat ccgee

tgettectac
cttgact aag
cgagget acg
agcget cat g
ccttttegga
gccact gcac
ctitaacaag
gect gaggtt
ggcagaagct
t ggt caagat
get aatt get

gggcattatg
ggat gt gett
agatatittg
ttigggtcta
cgitatctce
aacttccacg
cetcact gac
agaggt acag
t gaagaagtt
caccacagceg
gaat gct gaa
gccagaggac
tactgtgeceg
cagcagcgea
cget ggagt g
tgatcagtte
cgaggt t age

60
120
180
240
300
3860
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2115
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<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador rih II-F

<400> 3
t gct ggcgat gcact t gaat 20

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador rih II-B

<400> 4
t gt gcgacca at ggt ggggc c 21

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador ushA-F

<400> 5
gt gt ct aagt ttcgeegttttgge 24

<210> 6

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador ushA-B

<400> 6
gccggat ccc tagaatttga t gt ggct aac ct cg
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REIVINDICACIONES

1. Una Corynebacterium ammoniagenes recombinante que produce inosina, en que el gen que codifica la nucledsido
hidrolasa Il que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ. ID. NO: 1 esta inactivado y en que el
gen que codifica la 5-nucleotidasa que tiene la secuencia de nucleétidos representada por la SEQ ID NO: 2 esta
sobreexpresado.

2. La Corynebacterium ammoniagenes de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la inactivaciéon se ha inducido
por transformacion de Corynebacterium ammoniagenes con un vector que comprende una parte de la secuencia
representada por la SEQ. ID. NO: 1 y un marcador de antibiético.

3. La Corynebacterium ammoniagenes recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en la que
la sobreexpresion del gen se ha inducido por transformacion de una Corynebacterium ammoniagenes con un vector
que contiene la secuencia representada por la SEQ. ID. NO: 2.

4. La Corynebacterium ammoniagenes recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en la que la Corynebacterium ammoniagenes recombinante es Corynebacterium ammoniagenes CJIG651 KCCM-
10829P.

5. Un método para producir inosina cultivando la Corynebacterium ammoniagenes recombinante de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4 y obteniendo la inosina acumulada de la solucién de cultivo.
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Gen rih 11 (500 pb)

pCR2.1-TOPO

A Kn"

pTOPO-rih I
(4,3 Kb)
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[Fig. 2]

300 pb | gen ushA (2,1 kb) |300 pb

EcoRV
BamH |

EcoRV

300 pb | genushA(2,1kb) |300 pb

BamH |
EcoRV
BamH |

* Ligasa T4

BamH |

Z Cm"
pECCG117-

ushA (8,6 kb)
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