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DESCRIPCION

Microorganismos con produccion mejorada de 5’-xantosina monofostato y 5’-guanina monofostato, y un
procedimiento de produccién de 5’-xantosina monofostato y 5’-guanina monofostato usando los mismos

Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo Corynebacterium que tiene una actividad de prolina
deshidrogenasa aumentada en comparacion con su actividad enddgena, a un procedimiento para la produccion de
5’-xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato a partir de una solucién de cultivo mediante el cultivo del
microorganismo transformado, y al uso del microorganismo para la produccion de 5-xantosina monofostato o 5'-
guanina monofostato.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La 5’-guanina monofostato (GMP) es un aditivo alimentario extensamente utilizado como un potenciador del sabor,
junto con la inosina monofostato (IMP). Se sabe que la GMP confiere por si misma un sabor a seta y que aumenta la
intensidad del sabor del glutamato monosdédico (MSG, del inglés monosodium glutamate) cuando se la combina con
él. Se utiliza a menudo en combinacion con la IMP.

Los ejemplos de procedimientos para la preparacion de GMP conocidos hasta ahora comprenden (1) la degradacion
enzimatica de ARN (acido ribonucleico) extraido de células de levadura, (2) fermentacién de microorganismo directa
a GMP, (3) fermentacién de microorganismo a guanosina, seguido de fosforilacion quimica, (4) fermentacion de
microorganismo a guanosina, seguido de fosforilacion enzimatica, (5) fermentacion de microorganismo a xantosina
5’-monofostato (XMP), seguido de conversion a GMP por una cepa de Corynebacterium y (6) fermentacion de
microorganismo a XMP, seguido de conversién de XMP a GMP por Escherichia coli. Entre estos, el procedimiento
(1) tiene las dificultades de un suministro de material limitado y de ser econdmicamente no beneficioso, y el
procedimiento (2) sufre la desventaja de ser de bajo rendimiento debido a la permeabilidad de membrana del GMP.
Por lo tanto, los otros procedimientos se utilizan extensamente en aplicaciones industriales.

En los procedimientos descritos anteriormente, cuando se produce GMP mediante la conversiéon de XMP en GMP,
se necesita aumentar la productividad de XMP o suministrar de forma continua ATP, que se utiliza como un cofactor
durante la conversion a GMP. Para aumentar la productividad de XMP, los procedimientos convencionales
produjeron guanosina o microorganismos resistentes a XMP mediante mutacion. Por ejemplo, la solicitud de patente
coreana n.° 10-1991-018061 desvela una cepa inactiva en XMP aminasa que tiene la capacidad de producir XMP
con un alto rendimiento, que es semiauxotrofa para adenina y guanina, tolerante a analogos de guanosina y muy
susceptible a lisozima, una enzima que destruye las paredes celulares. Adicionalmente, la solicitud de patente
coreana n.° 10-2001-000513 desvela una cepa de Corynebacterium ammoniagenes que es capaz de acumular de
forma directa XMP a una alta concentracion en un medio de cultivo y un procedimiento de produccion de XMP
utilizando la misma, en el cual la cepa se prepara irradiando el microorganismo “madre” con luz UV, tratando con el
mutageno N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) y seleccionando un mutante tolerante a norvalina, un analogo
de valina que afecta a la biosintesis de XMP. Adicionalmente, la solicitud de patente coreana n.° 10-2008-006537
describe un procedimiento de aumento del rendimiento de produccion de XMP en el que se modifican los genes
purN y purH, implicados en la biosintesis de XMP. Ademas, la solicitud de patente coreana n.° 10-2007-0056491
desvela un microorganismo Corynebacterium sp. que produce XMP mediante la introduccion de un gen que codifica
la 5’-fosforribosil-I-pirofosfato amidotransferasa.

Como se mencion6 anteriormente, para la conversion de XMP a GMP es critico suministrar ATP, que se utiliza como
un cofactor durante la conversion a GMP. La mayoria del ATP utilizado en la conversion de XMP a GMP se
suministra a partir de una cepa productora de XMP. En la estrategia de conversion, el xileno aumenta la
permeabilidad de membrana a ATP y XMP, y la adicion de xileno al medio permite al ATP y al XMP penetrar en la
cepa productora de GMP, seguido de la conversion de XMP en GMP. Por lo tanto, la estrategia de produccion de
GMP toma la estrategia de aumentar la productividad de ATP.

La conversion de XMP a GMP se representa por la siguiente formula de reaccion:
XMP + ATP + NHg =--enmmmmmeee- > GMP + AMP + PPi XMP aminasa

Es decir, un suministro continuo de ATP, que sirve como un cofactor, es esencial para el proceso de conversion en
el que se produce principalmente XMP y después se convierte a GMP mediante la adicion de una enzima o
microorganismo que tiene actividad XMP aminasa al medio de cultivo que comprende XMP y un microorganismo.
Por lo tanto, es muy importante potenciar la productividad de ATP de la cepa productora de XMP. El AMP producido
en el proceso de conversion se reutiliza como sustrato para la produccién de ATP. De hecho, en el proceso de
conversion se reciclan nucleétidos basados en adenina para la produccién de ATP.

Por lo tanto, la mejora de la productividad de XMP es necesaria para el alto rendimiento de produccion de GMP, y la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2644 477 T3

productividad de XMP puede mejorarse aumentando la productividad de ATP. A base de este antecedente, los
presentes inventores han realizado muchos esfuerzos para desarrollar un procedimiento para aumentar la
productividad de ATP. Como resultado, descubrieron que la actividad potenciada de la prolina deshidrogenasa
mejora los rendimientos de produccion de XMP y GMP mediante el aumento de la produccion de ATP.

Por lo tanto, los presentes inventores identificaron un gen responsable de la mejora del rendimiento de produccion
de XMP, disefiaron un vector que comprende el gen y prepararon un microorganismo del género Corynebacterium
transformado con el vector, y descubrieron que puede producirse XMP o GMP a partir del microorganismo con un
alto rendimiento, efectuando de este modo la presente invencion.

Sumario de la invenciéon

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un microorganismo Corynebacterium para producir 5’-xantosina
monofostato o 5’-guanina monofostato, que tenga actividad prolina deshidrogenasa aumentada en comparacion con
su actividad endégena.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento de produccion de 5'-xantosina monofostato o
5’-guanina monofostato a partir de una solucion de cultivo mediante el cultivo del microorganismo.

Otro objeto mas de la presente invencidon es proporcionar el uso del microorganismo para la produccion de 5'-
xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama esquematico que muestra la estructura de un vector pDZ-putA que se prepara clonando un
gen putA en un vector pDZ.

Descripcién detallada de las realizaciones preferentes

En un aspecto, para conseguir los objetos anteriores, la presente invencion se refiere a un microorganismo
Corynebacterium para producir 5-xantosina monofostato o 5-guanina monofostato, que tiene actividad prolina
deshidrogenasa aumentada, en el que la actividad aumentada es el resultado de un nimero de copias aumentado
de un gen que codifica la prolina deshidrogenasa o el reemplazo de un promotor de un gen que codifica la prolina
deshidrogenasa.

La presente invencion proporciona un microorganismo Corynebacterium que tiene actividad prolina deshidrogenasa
aumentada en comparacion con su actividad endégena, para mostrar productividades mejoradas de 5’-xantosina
monofostato (XMP) y 5’-guanina monofostato (GMP).

Como se usa en el presente documento, la expresion “prolina deshidrogenasa” es prolina deshidrogenasa/delta-1-
pirrolin-5-carboxilato deshidrogenasa, y se sabe que esta implicada en las rutas metabdlicas de la alanina, el
aspartato y el glutamato, las rutas metabdlicas de la arginina y la prolina. La presente invencion se refiere a un
microorganismo que muestra rendimientos de produccién de XMP y GMP mejorados, mediante el aumento de la
actividad de la enzima correspondiente.

Como se usa en el presente documento, la expresion “actividad enddgena” se refiere a la actividad enzimatica
intrinseca en un microorganismo de tipo silvestre, y la expresién “que aumenta en comparacién con la actividad
enddgena” significa actividad enzimatica aumentada en comparacion con la actividad intrinseca. La actividad
enzimatica aumentada de la presente invencion comprende una mejora de una actividad endégena de un producto
génico, la amplificacion del gen endégeno mediante factores internos o externos, un aumento del numero de copias
del gen o un aumento de la actividad mediante la introduccion de un gen ajeno, asi como un aumento de la actividad
de la propia enzima, para lograr efectos mas alla de las funciones intrinsecas. La actividad enzimatica aumentada
puede lograrse mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica sin limitacion, por ejemplo, el aumento del
numero de copias de un gen, el reemplazo o modificacion de un promotor, y el aumento de la actividad enzimatica
mediante mutacion, pero el procedimiento no se limita a estos ejemplos.

La prolina deshidrogenasa, cuya actividad se aumenta mediante la presente invencion, puede estar codificada por el
gen putA de Corynebacterium. La presente invencion puede comprender cualquier derivado o analogo, siempre que
sea biolégicamente idéntico o corresponda al gen. En la presente invencién esta comprendido cualquier gen,
siempre que muestre una actividad bioloégica que sea sustancialmente idéntica o similar a la del gen putA, y tenga
una homologia con la secuencia del gen putA preferentemente del 70 % o mayor, mas preferentemente del 80 % o
mayor, incluso mas preferentemente del 90 % o mayor, incluso mucho mas preferentemente del 95 % o mayor, y
muy preferentemente del 98 % o mayor. Preferentemente, la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 7 puede
codificar el gen putA de la presente invencion. Cuando el nimero de copias de un gen se aumenta mediante factores
internos o externos, el experto en la materia puede determinar faciimente el nimero de copias a aumentar de
acuerdo con las necesidades y el fin. La amplificacion del gen enddégeno también puede realizarse utilizando un
procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, mediante el cultivo bajo una presién de seleccidon adecuada, pero
el procedimiento de amplificacion del gen enddgeno no se limita a este ejemplo.
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En un ejemplo preferente de la presente invencion, se introduce un vector que porta un gen que codifica la prolina
deshidrogenasa en un microorganismo Corynebacterium, de forma que se genera un microorganismo transformado
con una potenciacién con respecto a la actividad enddgena.

El “microorganismo Corynebacterium” de la presente invencién puede ser cualquier cepa sin limitacion, siempre que
sea conocida en la técnica y pertenezca al género Corynebacterium. Preferentemente, los ejemplos de la misma
pueden comprender Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum y
Brevibacterium lactofermentum, pero el tipo de microorganismo del género Corynebacterium Util en la presente
invencion no se limita a estos ejemplos. En detalle, el microorganismo Corynebacterium comprende
Corynebacterium  ammoniagenes ATCC6872, Corynebacterium  thermoaminogenes FERM  BP-1539,
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, Corynebacterium glutamicum R, Brevibacterium flavum ATCC 14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 y derivados de los mismos. Es preferente Corynebacterium
ammoniagenes KCJ-1346 transformada a partir de Corynebacterium ammoniagenes KCCM10530. En concreto, la
cepa de la presente invencion puede ser una cepa que tenga dos o mas copias del gen putA incorporadas en el
genoma de Corynebacterium ammoniagenes KCCM10530, que es el resultado de la introduccion en la misma de un
vector que tenga el mapa de escision de la FIG. 1 y la recombinacién homodloga de al menos dos copias del gen
putA con el gen enddgeno mediante el cultivo del microorganismo transformado con el vector.

Como se usa en el presente documento, la expresion “5-xantosina monofostato (XMP)” es un intermediario en la
biosintesis de acidos nucleicos y es de importancia fisiolégica en animales y plantas. Ademas, haya aplicacion en
una diversidad de campos que comprenden la industria alimentaria, la industria farmacéutica y la industria médica.
Es un aditivo alimentario utilizado como un potenciador del sabor basado en acido nucleico en sinergia con el
glutamato monosadico. La XMP es un intermediario en el metabolismo biosintético de los nucleétidos purinicos, y es
un importante material bruto para la produccion de 5’-guanina monofostato (GMP). Preferentemente, el
microorganismo transformado que tiene productividad de XMP mejorada se prepar6 y cultivé para obtener XMP a
partir de la solucion de cultivo. Como resultado, se descubrié que el microorganismo transformado mostraba una
produccion de XMP de aproximadamente el 4,5 % mayor que los microorganismos convencionales y, por lo tanto, la
produccion de XMP podria aumentarse utilizando el microorganismo.

Como se usa en el presente documento, la expresion “5’-guanina monofostato (GMP)” es uno de los nucledtidos,
compuesto de guanosina y fosfato. Se encuentra en los acidos nucleicos y se divide en 3 tipos de formas 5'-, 3’-y 2-
de acuerdo con la posicién. En la presente invencion se produce 5’-guanosina monofostato como un cristal incoloro
con forma de aguja y existe en el cuerpo en forma libre. Tiene una férmula molecular de C1oH14NsOgP. Sus sales de
sodio proporcionan el sabor de seta shiitake y, por lo tanto, se utilizan como condimentos quimicos. La GMP es uno
de los potenciadores del sabor basados en acido nucleico para proporcionar el sabor a seta. Preferentemente, la
presente invencion identificé un procedimiento de produccion de 5’-guanina monofostato con un alto rendimiento,
utilizando el microorganismo transformado, y se descubrié que el procedimiento mostraba una concentracion de
GMP aumentada aproximadamente el 7 %, en comparacion con los procedimientos que utilizan microorganismos
convencionales.

En la presente invencion, se introdujo un vector que comprende el gen putA para preparar un microorganismo que
tiene actividad prolina deshidrogenasa aumentada. Con respecto a los objetos de la presente invencion, el vector
puede comprender un vector que comprende un gen que tenga una actividad bioldgica sustancialmente idéntica a la
del gen putA. Para los expertos en la materia es evidente que la secuencia del gen que muestra una funcion
biolégica sustancialmente idéntica o similar a la del gen putA puede diferir de acuerdo con el tipo y caracteristicas
del microorganismo transformado. Preferentemente, la presente invencion se refiere a un vector recombinante que
comprende el gen de SEQ ID NO. 7, que tiene el mapa de escisiéon de la FIG. 1. El gen de SEQ ID NO. 7 de la
presente invencion es una secuencia de nucledtidos del gen putA de tipo silvestre de Corynebacterium. El “gen putA”
significa un gen que codifica la prolina deshidrogenasa. En el caso de Corynebacterium glutamicum ATCC13032, el
gen que muestra la funcién anterior es conocido con el numero de referencia NC_006958, y su secuencia de ARNm
se conoce como YP_224396.1.

En la realizacion preferente, la presente invencién proporciona un vector recombinante que comprende el gen putA
que representa SEQ ID NO. 7. El vector de la presente invencion puede ser cualquier vector utilizado normalmente
en la técnica, sin limitacion, siempre que sea capaz de comprender al gen putA. El vector éptimo se selecciona
preferentemente de acuerdo con las caracteristicas del hospedador a utilizar. Preferentemente, el vector es pDZ-
putA. En el ejemplo preferente de la presente invencion, el gen putA de SEQ ID NO. 7 se introdujo en pDZ,
preparando de este modo el vector pDZ-putA (FIG. 1).

El microorganismo transformado de la presente invencion puede prepararse mediante una introduccion del gen putA
en un microorganismo hospedador. Preferentemente, el gen putA se clona en el vector, el cual se transforma en una
célula.

La transformacion puede realizarse mediante cualquier procedimiento, sin limitacion, y realizarse faciimente de
acuerdo con un procedimiento tipico conocido en la técnica. Como se utiliza en el presente documento, el término
“transformacion” significa la introduccién de ADN en una célula hospedadora, de forma que el ADN pueda replicar,
ya sea como un elemento extracromosémico o mediante integracién cromosémica, y es la modificacion genética
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artificial resultante de la captacion de ADN ajeno. Los procedimientos de transformacion tipicos comprenden
precipitacion por CaCly, un procedimiento de Hanahan en el cual el efecto de la precipitacién con CaCl; se mejora en
combinacién con DMSO (dimetilsulfoxido) como material reductor, electroporacion, transfeccion con fosfato de
calcio, fusion de protoplastos, transformacién mediada por fibras de carburo de silicio, transformacién mediada por
Agrobacterium, transformacion mediada por polietilenglicol (PEG), sulfato de dextrano, lipofectamina vy
transformacién mediada por deshidratacién/inhibicion. La transformacién con pDZ-putA de la presente invencién no
se limita a estos ejemplos, y puede lograrse utilizando cualquier procedimiento conocido en la técnica, sin limitacion.

Como se utiliza en el presente documento, el término “vector”, que describe un vector recombinante que tiene la
capacidad de dirigir una proteina diana a una célula hospedadora adecuada, se refiere a una construccion genética
que comprende elementos reguladores esenciales a los que un inserto génico esta ligado, de tal manera que se
incorpore en el cromosoma de la célula hospedadora. Preferentemente, el vector recombinante que comprende el
gen putA de la presente invencidon puede ser un vector recombinante que comprende el mapa de escision de la
FIG. 1. En el ejemplo preferente de la presente invencion, el vector se introduce en Corynebacterium ammoniagenes
KCCM10530 mediante el procedimiento de transformacion, la cual se cultiva después en un medio selectivo para
permitir el reemplazo del gen enddgeno por dos copias del gen putA a través de recombinacion homologa, dando
como resultado la insercién de dos copias del gen putA en los cromosomas. Como resultado, se designé un nuevo
microorganismo transformado como KCJ-1346, generado por la transformacion de Corynebacterium ammoniagenes,
que se depositd con el nimero de referencia KCCM11068P en una Autoridad Internacional de Depésito, el Centro
coreano de cultivo de microorganismos (KCCM, 361-221, Yurim B/D, Hongie-1-dong, Seodaemun-gu, Seul, Corea)
el 24 de febrero de 2010.

De acuerdo con la presente invencion, XMP o GMP pueden producirse en el medio de cultivo con un alto
rendimiento mediante fermentacion directa del microorganismo transformado descrito anteriormente.
Preferentemente, el microorganismo utilizado en el procedimiento es un microorganismo que tiene actividad
mejorada de prolina deshidrogenasa, y el gen putA del vector se inserta en el cromosoma del microorganismo
hospedador, aumentando de este modo la produccién de XMP y GMP. Preferentemente, el microorganismo utilizado
en el procedimiento de produccién puede ser un microorganismo que tiene el nimero de referencia KCCM11068P.

En otro aspecto, la presente invencioén se refiere a un procedimiento de produccién de 5’-xantosina monofostato o 5-
guanina monofostato a partir de una solucion de cultivo, mediante el cultivo del microorganismo de acuerdo con la
presente invencion.

Preferentemente, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccion de XMP, que comprende la
etapa de cultivar el microorganismo Corynebacterium transformado con el vector que comprende el gen putA, de
manera que se obtiene XMP, y también proporciona un procedimiento de produccion de GMP, que comprende las
etapas de (a) cultivar el microorganismo Corynebacterium transformado con el vector que comprende el gen putA;
(b) afadir XMP aminasa a la solucién de cultivo del microorganismo Corynebacterium obtenido en la etapa (a) y (c)
obtener GMP a partir de la solucion de cultivo de la etapa (b). Mas preferentemente, se proporciona un
procedimiento de producciéon de XMP mediante la acumulacion de forma directa de XMP en el medio de cultivo, con
un alto rendimiento, a través de la fermentacion directa del microorganismo depositado. De forma adicional, el
procedimiento de conversion se realiza mediante la adicion de una enzima o un microorganismo que tiene actividad
XMP aminasa, preferentemente E. coli, al medio de cultivo que comprende XMP y el microorganismo transformado
y, posteriormente, se separa la GMP y se purifica a partir del medio de cultivo de forma que se obtiene GMP. En una
realizacion preferentemente, la presente invencion se refiere a un procedimiento para aumentar la actividad prolina
deshidrogenasa en un microorganismo Corynebacterium, para aumentar la produccion de 5’ xantosina monofostato
0 5’ guanina monofostato, en el que la actividad aumentada es el resultado de (i) aumentar el nUmero de copias de
un gen que codifica la prolina deshidrogenasa, (ii) reemplazar o modificar un promotor de un gen que codifica la
prolina deshidrogenasa o (iii) aumentar la actividad enzimatica mutando un gen que codifica la prolina
deshidrogenasa en un microorganismo Corynebacterium de tipo silvestre.

El medio utilizado en la presente invencién puede ser cualquier medio habitualmente utilizado en la técnica, sin
limitacion. Preferentemente, el medio contiene glucosa como fuente de carbono y, opcionalmente, una cantidad
apropiada de diversas otras fuentes de carbono. Para su uso en cultivo un medio debe cumplir requisitos para el
crecimiento del microorganismo. Los medios de cultivo para la cepa de Corynebacterium son conocidos en la técnica
(por ejemplo, Manual of Methods for General Bacteriology. American Society for Bacteriology. Washington D.C.,
USA, 1981). Los ejemplos de fuentes de carbono a utilizar pueden comprender azucares e hidratos de carbono tales
como glucosa, galactosa, sacarosa, arabinosa, maltosa, xilosa, trehalosa, ribosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidén
y celulosa, aceites y lipidos tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino 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. Estas fuentes de carbono pueden utilizarse de forma individual o en
combinacioén. Los ejemplos de fuentes de nitrogeno a utilizar pueden comprender fuentes de nitrdgeno organicas
tales como peptona, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de macerado de maiz, soja y
urea, y fuentes de nitrégeno inorganicas tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio,
carbonato de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrégeno pueden utilizarse también de forma individual o
en combinacioén. Los ejemplos de fuentes de fésforo a utilizar en el medio pueden comprender potasio dihidrégeno
fosfato o potasio hidrogeno fosfato, o las correspondientes sales de sodio. Ademas, el medio de cultivo puede
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comprender sales metdlicas tales como sulfato de magnesio y sulfato de hierro necesarias para el crecimiento.
Pueden estar comprendidos adicionalmente elementos esenciales tales como aminoacidos y vitaminas, o
precursores adecuados, ademas de los materiales anteriores. Estos materiales pueden afiadirse de forma apropiada
al medio durante el cultivo, de una manera discontinua o de una manera continua.

Durante el cultivo, el pH del medio de cultivo puede ajustarse de forma apropiada mediante compuestos basicos
tales como hidroxido de sodio, hidréoxido de potasio y amonio, o compuestos acidos tales como acido fosférico y
acido sulfurico. Puede utilizarse para prevenir la generacion de burbujas un agente antiespumante tal como éster de
acido graso de poliglicol. El medio puede airearse con oxigeno o con un gas que contenga oxigeno (por ejemplo,
aire) para mantener una condicidn aerdbica, o con gas de nitrégeno, hidrégeno o didxido de carbono para mantener
las condiciones anaerdbica y microanaerdbica. La temperatura del cultivo se mantiene habitualmente a 20 °C a
45 °C, y preferentemente a 30 °C a 35°C o a 35°C a 37 °C. El cultivo puede continuarse hasta que se obtiene la
maxima cantidad del material deseado y, preferentemente, esto puede lograrse al cabo de 10 a 160 horas.

El XMP o GMP puede secretarse en el medio de cultivo o permanecer dentro de la célula. El procedimiento de
producciéon de XMP o GMP de la presente invencion comprende la etapa de recuperar XMP o GMP a partir de las
células o del medio de cultivo. El procedimiento de recuperaciéon de XMP o GMP a partir de las células o del medio
de cultivo se conoce extensamente en la técnica. El procedimiento de recuperacion de XMP o GMP puede
comprender filtracion, cromatografia de intercambio anidnico, cristalizacién y HPLC, pero no se limita a ello.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso del microorganismo de acuerdo con la presente invencion
para la produccion de 5’-xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato.

El microorganismo Corynebacterium para producir 5-xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato, que tiene
actividad prolina deshidrogenasa aumentada en comparacion con su actividad endégena, es capaz de producir XMP
o GMP con un alto rendimiento debido a la actividad mejorada de la prolina deshidrogenasa, utilizandoselo, de este
modo, de forma eficaz para la produccion de 5’-xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describirda con mas detalle con referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos son solo para fines ilustrativos, y la invencion no pretende estar limitada por
estos Ejemplos.

Ejemplo 1: Clonacion de putA obtenido de la cepa Corynebacterium ammoniagenes KCCM10530 productora
de XMP y construccion del vector recombinante (pDZ-putA) para la incorporacion genémica

En el presente Ejemplo, se utilizé el vector pDZ desvelado en la publicacién de patente coreana n.° 10-2007-94433
para realizar la incorporacion genémica del gen. Para la incorporacion del gen en el genoma de Corynebacterium
utilizando el vector pDZ, se construyd un vector pDZ que comprendia la secuencia del inserto en ambos extremos,
debido a que debe estar comprendida en el vector pDZ una secuencia que tiene una homologia con una region
incorporada en el cromosoma.

En el presente Ejemplo, para la amplificacién del gen putA, se obtuvo la secuencia de nucleétidos del gen putA
(NCBI ID_3344496) basada en el NIH GenBank. A base de la secuencia, se sintetizaron dos parejas de cebadores
(las SEQID NO. 1 a 4).

Se realizé la PCR en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra™ de alta fidelidad (Stratagene, USA)
utilizando el genoma de Corynebacterium KCCM10530 como molde y los oligonucleétidos de las SEQ ID NO. 1 a 4
como cebadores, en las condiciones de PCR de 25 ciclos que consistian en desnaturalizaciéon a 95 °C durante 30
segundos; apareamiento a 55 °C durante 30 segundos y polimerizacién a 68 °C durante 2 minutos. Los productos de
PCR asi obtenidos fueron dos copias del gen putA (putA-A, putA-B), cada uno de 4,4 kb de longitud, que se
amplificaron utilizando los dos conjuntos de cebadores de las SEQ ID NO. 1y 2, y las SEQ ID NO. 3 vy 4,
respectivamente.

SEQ ID NO. 1: CCCAAGCCTTGAGCGCGTCGGTCACTCAACTA
SEQ ID NO. 2: CAGCCAATCTTGCAGCCAA

SEQ ID NO. 3: TGAGCGTCGGTCACTCAACTA

SEQ ID NO. 4: CGGGATCCCAGCCAATCTTGCAGTCCAA

Después de haber tratado con enzimas de restriccion (putA-A: Hindlll, putA-B: BamH]l), los productos de PCR putA-
A, putA-B, se insertaron en el vector pDZ, que se habia tratado previamente con Hindlll y BamHI, a través de la
unién de tres trozos. Para finalizar, se obtuvo un vector pDZ-putA recombinante en el que estaban clonadas dos
copias de gen putA en tandem. La FIG. 1 es un diagrama esquematico que muestra la estructura del vector pDZ-
putA para la incorporacion en el genoma de Corynebacterium.

Ejemplo 2: Generacion de la cepa insertada con putA

La construccioén del vector pDZ-putA se transformé en la cepa KCCM10530 y se sometié a recombinacion homologa
secundaria con el genoma, para insertar una copia del gen putA en una posicién adyacente al gen putA en el
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genoma, como se describe en el Ejemplo 1. Por lo tanto, se obtuvo una Corynebacterium ammoniagenes KCJ-1346
productora de XMP, que tenia dos copias del gen putA en el genoma de la misma. El nuevo microorganismo,
denominado como KCJ-1346, se depositd con el nimero de referencia KCCM11068P en una Autoridad Internacional
de Deposito, el Centro coreano de cultivo de microorganismos (KCCM, 361-221, Yurim B/D, Hongie-1-dong,
Seodaemun-gu, Seul, Corea), el 24 de febrero de 2010. La insercién de dos copias del gen putA en tandem se
identifico utilizando PCR, utilizando un conjunto de cebadores (las SEQ ID NO. 5 y 6) que se dirigian a las
secuencias de nucleétidos cadena arriba y cadena debajo de las dos copias del gen putA.

SEQ ID NO. 5: CGAACTACGTGGCACAGTTTG
SEQ ID NO. 6: AGCAGGCCATTAAAACGACC

Ejemplo 3: Produccion de XMP de la cepa insertada con putA

La cepa productora de XMP Corynebacterium ammoniagenes KCJ-1346 preparada en el Ejemplo 2 se cultivo para
producir XMP como sigue. La cepa “madre” Corynebacterium ammoniagenes KCCM10530 y la cepa KCJ-1346 se
inocularon en respectivos tubos de 14 ml, conteniendo cada uno 3 ml del siguiente medio de siembra, y se incubo a
30 °C durante 20 horas con agitacion a 200 rpm. Después, los cultivos de siembra se afiadieron en una cantidad de
0,4 ml a 32 ml del siguiente medio de produccién (24 ml de medio principal + 8 ml de medio adicional) en respectivos
matraces con deflector de angulo de 250 ml, seguido del cultivo con agitacion a 30 °C y 230 rpm durante 96 horas.
Después de eso, la producciéon de 5-xantosina monofostato se midié de forma cuantitativa utilizando HPLC. Las
cantidades de XMP producidas por Corynebacterium ammoniagenes KCCM10530 y KCJ-1346 se proporcionan en la
Tabla 1, a continuacion.

[Tabla 1]
Cepa | KCCM10530 | KCJ-1346
(g/l) 28,6 29,9

Medio de siembra: glucosa 30 g/l, peptona 15 g/l, extracto de levadura 15 g/l, NaCl 2,5 g/l, urea 3 g/l, adenina
150 mg/l, guanina 150 mg/l (pH 7,2)

Medio de produccion (medio principal): glucosa 80 g/l, sulfato de magnesio 10 g/l, sulfato ferroso 20 mg/l, sulfato
de cinc 10 mgl/l, sulfato de manganeso 10 mg/l, adenina 30 mg/l, guanina 30 mg/l, biotina 100 ug/l, sulfato de
cobre 1 mgl/l, cloruro de tiamina 5 mg/l, cloruro de calcio 10 mg/l (pH 7,2)

Medio de produccion (medio adicional): fosfato de monopotasio 10 g/l, fosfato de dipotasio 10 g/l, urea 7 g/l,
sulfato de amonio 5 g/l

Como se muestra en la Tabla 1, se descubri6 que KCJ-1346 aumenta la produccién de XMP en 1,3 g/l, lo que
corresponde al 4,5 % de aumento, en comparacion con la cepa “madre” KCCM10530.

Ejemplo 4: Actividad de prolina deshidrogenasa de la cepa insertada con putA

La actividad prolina deshidrogenasa de Corynebacterium ammoniagenes KCJ-1346 productora de XMP preparada
en el Ejemplo 2 se ensayd como sigue. La cepa se inoculd en un medio que contenia 10 g/l de bactopeptona, 5 g/l
de extracto de bacto-carne, 5 g/l de extracto de bacto-levadura, 2,5 g/l de NaCl, 50 mg/l de adenina y 50 mg/l de
guanina, y se incubd a 30 °C durante 12 horas hasta que se obtuvo una DO de 10. Se recuperaron 10 ml del cultivo
celular, se lavé dos veces con un tampén que comprendia HEPES 50 mM, acetato de potasio 10 mM, CaCl, 10 mM
y MgCl, 10 mM, y se suspendié en 1 ml de tampdn Tris-HCL 100 mM (pH 7,5).

Tras la ruptura utilizando un sonicador, el lisado celular se centrifugé para separar el sobrenadante. El sobrenadante
se recentrifugd para proporcionar un sedimento que se suspendié después den 100 ul de tampdn. Se utilizaron 10 pl
de esta suspension como una solucién enzimatica. Se preparé un tampoén de reaccidon mezclando Tris-HCI 100 mM
(pH 7,5) y 2,6-dicloroindolfenol (Cl2Ind) 50 uM). El ClzInd se descongel6 y se mezclo justo antes de la reaccion. Se
afadieron 10 pl de prolina 100 mM como sustrato y 10 pl de solucion de enzima a 980 pl de la mezcla de reaccion,
seguido de la incubacién a 30 °C durante 15 minutos con agitacion. La actividad enzimatica se determin6 midiendo
la concentracion de ClzInd reducido. El ClzInd tenia un coeficiente de absorcion de 22 cm™'mM-' a 600 nm.

[Tabla 2]
Cepa KCCM10530 | KCJ-1346
ClzInd reducido (uM) 4,09 5,00

Como se muestra en la Tabla 2, se observd que KCJ-1346 aumenta la actividad prolina deshidrogenasa en el 22 %,
en comparacion con la cepa madre KCCM10530.

Ejemplo 5: Nivel de ATP en la cepa insertada con putA

Se midié el nivel intracelular de ATP en la cepa Corynebacterium ammoniagenes KCJ-1346 productora de XMP



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2644 477 T3

preparada en el Ejemplo 2 como sigue.

La cepa “madre” Corynebacterium ammoniagenes KCCM10530 y la mutante KCJ-1346 se inocularon en respectivos
tubos de 14 ml, conteniendo cada uno 3 ml del siguiente medio de siembra, y se incubaron a 30 °C durante 20 horas
con agitacion a 200 rpm. Posteriormente, se afiadieron los cultivos de siembra en una cantidad de 0,4 ml a 25 ml del
medio de siembra en respectivos matraces con deflector de angulo de 250 ml, seguido del cultivo con agitacion a
30 °C y 230 rpm durante 20 horas. Después de eso, se midi6 la DO y los niveles de ATP intracelulares en los
cultivos celulares.

Como resultado, se descubrié que la mutante KCJ-1346 de la presente invencion produce ATP a una alta tasa por
DO, en comparacion con la cepa “madre” KCCM10530, lo que indica que la cepa mutante de la presente invencion
podria mostrar altas productividades de XMP y GMP, en comparacion con las cepas conocidas. Los resultados se
muestran en la Tabla 3, a continuacion.

[Tabla 3]
Cepa DO (A562) | Nivel de ATP (uM) | Produccion de ATP por DO (nivel de ATP/DO)
KCCM10530 17,3 37,54 2,17
KCJ-1346 18,5 64,24 3,48

Como se muestra en la Tabla 3, el nivel intracelular de ATP por DO de KCJ-1346 aument6 en aproximadamente el
60 %, en comparacion con el de la cepa madre KCCM10530.

Ejemplo 6: Fermentacion de XMP y producciéon de GMP en la cepa insertada con putA

Se cultivo la cepa Corynebacterium ammoniagenes KCJ-1346 productora de XMP preparada en el Ejemplo 2 para
producir GMP como sigue.

La cepa “madre” Corynebacterium ammoniagenes KCCM-10530 y la mutante KCJ-1346 se inocularon en
respectivos tubos de 14 ml, conteniendo cada uno 3 ml del siguiente medio de siembra, y se incubaron a 30 °C
durante 20 horas con agitacion a 200 rpm. Después, los cultivos de siembra se afiadieron en una cantidad de 0,4 ml
a 32 ml del siguiente medio de produccion (24 ml del medio principal + 8 ml del medio adicional) en respectivos
matraces con deflector de angulo de 250 ml, seguido del cultivo con agitacién a 30 °C y 230 rpm durante 96 h. Para
la conversion del XMP producido en GMP, se afiadieron al liquido de fermentacion los siguientes aditivos de
conversion y XMP aminasa de E. coli en matraces Erlenmeyer, y después se realizé una reaccion de conversion a
40 °C durante 2,5 horas.

Como resultado, se descubrié que el mutante KCJ-1346 de la presente invencién aumenta la tasa de conversion, lo
que explica la producciéon de GMP por XMP consumido, en comparacién con la cepa “madre” KCCM10530. En
consecuencia, la cepa mutante de la presente invencién mostré una mejora en la productividad de GMP, en
comparacién con las cepas convencionales. Los resultados se muestran en la Tabla 4, a continuacion.

[Tabla 4]
Cepa Concentracion (g/l) Tasa de conversion (%)
XMP GMP | (GMP producido/XMP consumido)
KCCM10530 24,7 17,78 72,0
KCJ-1346 25,9 19,02 73,4

Como se muestra en la Tabla 4, se descubrié que KCJ-1346 aumenta la tasa de conversion en el 1,4 % y el nivel
de GMP en el 6,9 %, en comparacion con la cepa “madre” KCCM10530.

Medio de siembra: glucosa 30 g/l, peptona 15 g/l, extracto de levadura 15 g/l, NaCl 2,5 g/l, urea 3 g/l, adenina
150 mg/l, guanina 150 mg/l (pH 7,2)

Medio de produccién (medio principal): glucosa 80 g/l, sulfato de magnesio 10 g/l, sulfato ferroso 20 mg/l, sulfato
de cinc 10 mg/l, sulfato de manganeso 10 mg/l, adenina 30 mg/l, guanina 30 mg/l, biotina 100 ug/l, sulfato de
cobre 1 mgl/l, cloruro de tiamina 5 mg/l, cloruro de calcio 10 mg/l (pH 7,2)

Medio de producciéon (medio adicional): fosfato de monopotasio 10 g/l, fosfato de dipotasio 10 g/l, urea 7 g/,
sulfato de amonio 5 g/l

Aditivo de conversion: acido fitico 1,8 g/l, MgSO4 4,8 g/l, nymeen 3 ml/l, xileno al 2 %, adenina 100 mgl/l,
NazHPO, 7,7 g/l, glucosa 46 g/l.

Efecto de la invencion

Debido a la actividad mejorada de la prolina deshidrogenasa, el microorganismo Corynebacterium de la presente
invencion es capaz de producir XMP o GMP con un rendimiento mucho mas alto que los microorganismos
productores de XMP y GMP convencionales. Por lo tanto, XMP o GMP pueden producirse con un alto rendimiento
utilizando el microorganismo de la presente invencion.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CJ Cheiljedang Corporation

<120> Microorganismo que tiene productividad de 5’-xantosina monofosfato y 5’-guanina monofosfato potenciada
y un procedimiento de produccién de 5’-xantosina monofosfato o 5’-guanina monofosfato usando el mismo

<130> OPA11022/PCT

<150> KR10-2010-0024929
<151> 19-03-2010

<160> 7
<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para putA-A

<400> 1
cccaagcctt gagcgegtcg gtcactcaac ta

<210> 2

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para putA-A

<400> 2
cagccaatct tgcagccaa 19

<210> 3

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo para putA-B

<400> 3
tgagcgtcgg tcactcaact a 21

<210> 4

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso para putA-B

<400> 4
cgggatccca gccaatcttg cagtccaa

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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32

28

<223> cebador inverso de putA para PCR
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<400>5
cgaactacgt ggcacagttt g 21

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de putA para PCR

<400> 6
agcaggccat taaaacgacc 20

<210>7

<211> 3435

<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagenes

<220>
<221>gen
<222> (1)..(3435)
<223> gen putA

<400> 7

atgactactg
gccgetgece
tcagaacaac
gtcgaccgeg
accaataaat
ggattetteg
caaatggtceg
aaagetgecg
gaagatgaag
acctatgttt

ggttcogotgyg

tetececaacyg

ccgcacatac
agegegeacy
tagctgacct
ttatgcgece
tcgatecttce
gcectatttt
gccaccetggt
agtceggtga
coccgetoccyg
ctgtgaaggce
agcgcctcaa

tetttatecaa

tcgectaact
caagtggetce
gcttcgtgat
ggaagatgac
gtttctgggt
gcccaacetg
gctegatgec
acaattgaat
cgctgagcege
ctccteocatg
agagcegtttg

cttagacatg

gaatctaatg
gcggtcactg
gaagacggtg
aaagtagcgg
cgttttaatg
gttatgectt
gaatcegaca
ctcaaccetge
accctcgeac
gtcgcgcage
cttccgcttt

gaggaatate

10

acgtcgaage
aaggtgagca
ttgctttcac
ccaaggecgct
gcectgetggt
tggegeggtt
agctgaataa
tgggtgagge
tgattcgtaa
taaacccctg
acgatgaagc

atgacctgea

cgtegttgat
cgatgcttece
catggacttt
taaggccatg
cggtatgggc
gegeatgegyg
gactttgget
ggtgetggge
teccgcotggte
ggatattgaa
cgcgaagcge

cctgaceate

€0

120

180

240

300

360

420

480

5440

600

660

720



cggcttttoa
ttgcaggett
gagcgegtgg
tccatggage
gacgaggtcg
ggagcegtge
ctgggtaaaa
ccatcgeage
gtgcacatgyg
tctgeccgage
cttacgcege
gtttttgeccg
gecaagactg
gcetgggeac
gacacagagyg
gcaaagockg
agccgoggcea
gacccoggaaa
ctcgatgecg
aatttcecta
gtecatcatca
cacactgecac
gaaggtgatg
ggcgettecg
gaaaccteog
gcagatctct
gttatcttcg
gtoegeacte
gagccgocoga
ctgattaage
aatgtgcage
atgcacgetg

acgggcggca

aagaaattct
atctgecaga
cccagggcgg
atgtccaagg
atgcoccaacta
geattggtgt
agcgcegacgt
aggctgeggt
aagacttcga
agaacttcct
tgcagaagca
ggccgegecy
geogettigt
tggaggecatt
ctgtaaacca
ccgatgaacy
agctagtcag
tectetgagge
cgegttctea
tegoetattec
agccggcace
ttgaagcgca
ccggcaaggce
atacecgggcea
gaaagaatgce
acgactcage
tcggegetge
tcaaagtegyg
gcgagaaact
cggaaaagct
ctggttegty
aaaccctgga

tteatteget
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ggcogaccoa
taccttecgag
ggegccgatt
cgaggtacac
ctaccgectyg
tgctacacat
actgtccatg
acgegagatyg
tgtcgeggtyg
ttatgectttg
ggaaaaggtce
cacccaggac
caatgagcca
ggctaatgat
ggctgtggec
cgocgeggte
cgttgctget
catcgacttt
gttcacecccg
gaccggagge
geaggtggtyg
gggcttggat
cctgateteg
gctatttege
gcetgattatt
gttecggecac
cggcaagteg
coceggette
gctgegeggt
caacgaagaa
gtaccaccte
agaggcegte

tgacgatgaa

aagqttcaagg
tgoctggtgg
aagattecget
ggctggcaag
ctggattata
aacctcttta
atggactcgg
tttggecgee
tcttacttgg
tttgeogeocag
ttecgegagyg
cgtttaacgg
gatactgace
ccaggcgagco
aaagcccagg
ctagaggcca
tatgaggcga
tgcgtcotact
caccaggtca
atgatggcag
cactgegega
aaggacttag
catacggatyg
tectggogec
accocageayg
tctggcocaaa
gatcgcctac
gaaatccaga
ctaacceoagt
ggcaccetgt
aacgagtgct
gaatggcaaa

gaactgcget

11

atctagaagt
atttggcgga
tecgtgaaagg
tecgegacgta
ttttgegeee
cegeaggett
agatgctaca
agattctcta
tgegeegttt
atgtggcaga
ctgttgctaa
aagaaggtgyg
cagcettgga
acgggatcac
agttgggege
teggtgatga
ataagaccgt
acgcgeattce
ccgtggtgac
cgetggegyge
agaccgtcegt
tccagetggt
tcgataatgt
ccgagatgaa
cagatccecga
agtgctcgge
gcaatcagct
ccaccatgaa
tggacccggg
ggtccecctgg
teggaceggt
attccacggg

actggatcga

aggcattgtt
atttgogeaa
cgcgaatctg
cttgagtaaa
geagttogag
ggcctatgag
gggcatgtcg
caccccagte
ggaagaaaac
taatgaaggg
tegttgggac
gcgtcaaget
agacaaccge
cgaggtcace
tcagtggggc
acttgegege
cacgcaaact
ggcacgtcag
tcegeegtgg
gggcteggeg
cggtgeceatt
ttacaccgat
gattecteace
cttatctygeg
cctggecate
agctteecttyg
tctegatgee
tggettggtt
cgagaagtgg
cgtgegegat
cctaggecate
ctttgggete

caacgtcgaa

780

840

200

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gteggeaatg
ggtggctgga
gcacagtttg
cagatcgtcg
tggegegecg
cgcaccggat
cgtatecgeg
ctgattacgg
gttaatgtca
gcccgaattce
aacteggtag
cttetegage

ggcattaage

cttatgtcaa
agaaatccgt
gctectggga
cgtggttacg
ctgagetgga
tggtgtetga
taggtgetgg
gaactgaaat
cggtacagtc
gcgcactagg
ttetegegea

aggeggteac

gctaa
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cegegggatt
catgggacca
agacggtgac
cgaggtggca
teaattggeg
ggcgaatatc
ataccagttg
ccggatttct
cgocgoggaa
cgaagtcgag
gecegtgett

cgtgaccatg

aceggeogega
ggcgcaaaag
ctgaacccgg
tcgttaageg
tggcagacgyg
tteccgetace
cgegacgttt
gocgectgccyg
tttgctgagy
ccggaggtit
geegatggeo

caccgetteg
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ttgtgeageg
coggeggtce
tcgatgtgga
aagctgatac
agtttgggeyg
geccegetget
tacgeceagea
agattgctgc
aggtogegaa
atgaggctgc
gecgegaget

gaattateceg

ccagtectte
gaactacgtg
tatcgegecg
cgectggete
cgageatgac
ggatgtcttg
acttgecageg
ggagctaccg
tgcagaatcyg
ggtgaaatct
actgeottat

tteggtaget
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo Corynebacterium para la produccion de 5-xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato,
que tiene actividad prolina deshidrogenasa aumentada, en el que la actividad aumentada es el resultado de un
numero de copias aumentado de un gen que codifica la prolina deshidrogenasa o un reemplazo de un promotor de
un gen que codifica la prolina deshidrogenasa.

2. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la actividad prolina
deshidrogenasa se aumenta mediante la mejora del nivel de expresion de un gen putA de Corynebacterium.

3. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el gen putA tiene una secuencia
de nucleétidos de SEQ ID NO. 7.

4. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo se
transforma mediante la introduccién de un vector que comprende un gen putA.

5. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo se
transforma mediante la introduccién de un vector recombinante que tiene el mapa de escisién de la FIG. 1.

6. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo tiene una
productividad de ATP mejorada.

7. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el microorganismo es
Corynebacterium ammoniagenes.

8. El microorganismo Corynebacterium de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo se identifica
por el N.° de referencia KCCM11068P.

9. Un procedimiento de produccion de 5’-xantosina monofostato (XMP) o 5’-guanina monofostato (GMP) a partir de
una solucion de cultivo mediante el cultivo del microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Un procedimiento de produccién de 5’-guanina monofostato, que comprende

(a) cultivar un microorganismo Corynebacterium transformado con un vector que comprende un gen putA;

(b) afiadir 5-xantosina monofostato aminasa a la solucion de cultivo del microorganismo Corynebacterium
obtenido en la etapa (a); y

(c) obtener 5’-guanina monofostato de la solucién de cultivo de la etapa (b).

11. Uso del microorganismo Corynebacterium de la reivindicacion 1 para la produccion de 5’-xantosina monofostato
o 5’-guanina monofostato.

12. Un procedimiento para aumentar la actividad prolina deshidrogenasa en un microorganismo Corynebacterium,
para aumentar la produccion de 5-xantosina monofostato o 5’-guanina monofostato, en el que la actividad
aumentada es el resultado de

(i) aumentar el nimero de copias de un gen que codifica la prolina deshidrogenasa,

(ii) reemplazar o modificar un promotor de un gen que codifica la prolina deshidrogenasa, o

(iii) aumentar la actividad enzimatica mediante la mutacién de un gen que codifica la prolina deshidrogenasa en
un microorganismo Corynebacterium de tipo silvestre.
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