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DESCRIPCION

Microorganismos de Corynebacterium que pueden utilizar xilosa y procedimiento de produccién de L-lisina
utilizando los mismos

Antecedentes

1. Campo

La presente divulgacion se refiere a un microorganismo de Corynebacterium sp. modificado para que utilice xilosa y
un procedimiento para producir L-lisina utilizando el mismo.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los microorganismos industriales utilizan azucares tales como glucosa, fructosa y sacarosa como fuente de
carbono. Los productos agricolas se utilizan habitualmente como materia prima para obtener estas fuentes de
carbono, pero son caras y son mas valiosos como alimento. Recientemente, en vez de utilizar productos agricolas
como materia prima tradicional, han atraido la atencion biomasa celuldsica incluyendo residuos agricolas o residuos
madereros, residuos industriales, etc. como un material de azucar en bruto para la fermentacién, debido a que tiene
la ventaja de bajo coste y suministro abundante.

Entre ellos, la xilosa es el segundo carbohidrato lignocelulésico mas abundante en la naturaleza y es una biomasa
celulésica representativa. Se han producido materiales Utiles a partir de la xilosa utilizando microorganismos
industriales. Por ejemplo, se conoce un procedimiento de produccién de L-aminoacidos, cultivando una cepa de
Escherichia sp. en un medio que contiene una mezcla de pentosas incluyendo glucosa y xilosa, en el que la cepa
esta modificada en cuanto a un aumento de expresion del agrupamiento genético xylABFGHR que codifica una
enzima (xilosidasa) que hidroliza el xil6sido, que es un derivado glicosidico de la xilosa, y después se recupera el L-
aminoacido del medio (Patente Japonesa N° 4665567).

Por otra parte, se conoce una bacteria Corineforme, el Corynebacterium glutamicum, como una cepa Gram-positiva
que se utiliza en la produccién de distintos L-aminoacidos. Como se ha descrito anteriormente, debido a que la
xilosa es el segundo carbohidrato lignoceluldsico mas abundante en la naturaleza, se espera que los L-aminoacidos
tales como la L-lisina puede producirse mas econémicamente con Corynebacterium glutamicum utilizando xilosa. Sin
embargo, el Corynebacterium glutamicum no tiene genes importantes que estén implicados en la ruta metabdlica de
la xilosa, que es una pentosa, y por lo tanto existe el problema de que no se puede producir un L-aminoacido a partir
de Corynebacterium glutamicum utilizando xilosa. Para resolver este problema, existe un informa en el que se
modifica el Corynebacterium glutamicum para que sea capaz de utilizar la xilosa introduciendo xilosa isomerasa
(XylA) y xilulocinasa (XyIB) derivadas de Escherichia coli (Kawaguchi y col., AEM 72:3418-3428, 2006).

El documento W02009/12073 desvela cepas de Zymomonas modificadas por la introduccién de un gen de xilosa
isomerasa que contiene un promotor mutante del gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis. El
promotor dirige un aumento de expresion de xilosa isomerasa, y cuando la cepa se modifica ademas para la
expresion de xilulocinasa, transaldolasa y transcetolasa, se obtenia una mejora en la utilizacion de la xilosa.

Los presentes autores han hecho extensos esfuerzos para producir un L-aminoacido de manera mas econémica, y
como resultados, descubrieron que cuando los genes que codifican XylA y XyIB derivados de Erwinia carotovora se
introducian en Corynebacterium glutamicum, la variante era capaz de utilizar la xilosa para producir L-lisina y
también demuestran una capacidad de utilizar la xilosa mejorada que la conocida previamente para el
microorganismo Corineforme en que se habia introducido una XylA y XylB derivadas de Escherichia coli,
completando de esta manera la presente divulgacion.

Sumario

Un objetivo de la presente divulgacion es la provision de un microorganismo de Corynebacterium sp. modificado que
es capaz de producir L-lisina utilizando xilosa.

Otro objetivo de la presente divulgacion es la provision de un procedimiento para producir L-lisina utilizando el
microorganismo de Corynebacterium sp. modificado.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un mapa de escisidon de un vector de expresion pECCG122-pcj7-xylAB(Er) de la presente
divulgacion;

La FIG. 2 muestra un grafico que presenta las caracteristicas de cultivo de una cepa parental y un transformante
al que se ha introducido el vector de expresion de acuerdo con una fuente de carbono contenida en un medio; y
La FIG. 3 muestra un grafico que presenta las caracteristicas de cultivo de una cepa parental y un transformante
en el que se ha insertado pcj7-xylAB(Er) en el cromosoma de acuerdo con una fuente de carbono contenido en
un medio.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un microorganismo de Corynebacterium sp. capaz de producir L-
lisina utilizando xilosa, que se caracteriza porque se han introducido en el mismo las actividades de xilosa isomerasa
y xilulocinasa derivadas de Erwinia carotovora.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “xilosa isomerasa (XylA)” significa una enzima que cataliza
una reaccion de isomerizacion de xilosa a xilulosa, que esta implicada en la ruta metabdlica de la xilosa, y con
respecto al objetivo de la presente divulgacion, puede ser una enzima derivada de Erwinia carotovora.

La XylA es una xilosa isomerasa derivada de Erwinia carofovora y puede incluir una secuencia capaz de
proporcionar la capacidad de utilizar la xilosa introduciendo su actividad junto con la actividad de la xilulocinasa
derivad de Erwinia carotovora en el microorganismo de Corynebacterium sp. que no tiene actividad xilosa
isomerasa, sin limitacion. Ademas, es evidente que cualquier secuencia que tenga una actividad equivalente a la de
la secuencia anterior, aunque no se derive de Erwinia carotovora, esta incluida en la presente divulgacion.

Por ejemplo, se puede incluir una secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 1, o una secuencia de aminoacidos que
contiene una secuencia conservada de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una sustitucion,
eliminacion, insercion, adicion o inversion de un aminoacido o varios aminoacidos (que puede variar dependiendo de
las posiciones y tipos de restos de aminoacidos en la estructura tridimensional de la proteina, especificamente 2 a
20, especificamente 2 a 10, mas especificamente 2 a 5 aminoacidos)( en una o mas posiciones. Se puede incluir a
condicién de que sea capaz de mantener o aumentar la actividad de XylA, una secuencia de aminoacidos que tenga
un 95 % o mas, mucho mas especificamente un 97 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1, y la sustitucion, eliminacion, insercion, adicion o inversion del aminoacido también incluye una
secuencia mutada de origen natural en el microorganismo que tenga actividad XylA o una secuencia modificada
artificialmente.

Como se utiliza en el presente documento, el término “homologia” se refiere a la identidad entre dos secuencias de
aminoacidos o dos secuencias de nucleotidos diferentes, y se puede determinar por un procedimiento bien conocido
por los expertos en la técnica, por ejemplo, BLAST 2.0, que calcula los parametros tales como la valoracion,
identidad y similitud, pero no se limita particularmente al mismo.

Como se utiliza en el presente documento, el término “xilulocinasa” significa una enzima que cataliza la reaccion de
produccion de xilulosa a xilulosa 5-fosfato, que esta implicada en la ruta metabdlica de la xilosa, y con respecto al
objetivo de la presente divulgacion, puede ser una enzima derivada de Erwinia carotovora.

La XyIB es la xilulocinasa derivada de Erwinia carofovora y puede incluir una secuencia capaz de proporcionar la
capacidad de utilizar la xilosa por la introduccion de su actividad junto con la actividad de la xilosa isomerasa
derivada de Erwinia carotovora en el microorganismo de Corynebacterium sp. que no tiene actividad xilulocinasa, sin
limitacion. Ademas, es evidente que cualquier secuencia que tenga una actividad equivalente a la secuencia
anterior, aunque no se derive de Erwinia carotovora, esta incluida en el ambito de la presente divulgacion.

Por ejemplo, se puede incluir una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o una secuencia de aminoacidos que
contienen una secuencia conservada de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2 y una sustitucion, eliminacion,
insercion, adicion o inversion de un aminoacido o varios aminoacidos ( que pueden variar dependiendo de las
posiciones y tipos de restos de aminoacidos en la estructura tridimensional de la proteina, especificamente de 2 a
20, especificamente de 2 a 10, mas especificamente de 2 a 5 aminoacidos) en una o mas posiciones. Se puede
incluir a condicion de que sea capaz de mantener o aumentar la actividad de XylIB, una secuencia de aminoacidos
que tenga un 95% o mas, mucho mas especificamente un 97 % o mas de homologia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y la sustitucién, eliminacion, insercién, adicion o inversion del aminoacido también
incluye una secuencia mutada de origen natural en el microorganismo que tenga actividad XylB o una secuencia
modificada artificialmente.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “gen que codifica la xilosa isomerasa (XylA) (de aqui en
adelante (xylA)” significa un polinucleétido que codifica la XylA descrita anteriormente.

El gen puede incluir una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3, una secuencia de nucleétidos que se pueda
hibridar con una sonda derivada de la secuencia de nucledétidos de SEQ ID NO: 3 en “condiciones rigurosas”, o una
secuencia de nucleétidos en los que uno o varios nucleétidos esta/estan sustituidos, eliminados, insertados, o
afiadidos en una o mas posiciones de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3. A condicién de que sea capaz
de mantener o aumentar la actividad de XylA, el gen puede incluir una secuencia de nucleétidos que tenga un 80 %
0 mas, especificamente un 90 % o mas, mas especificamente un 95 % o mas, mucho mas especificamente un 97 %
o0 mas de homologia con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3, una secuencia de nucleétidos sustituida con
codones favorecidos por las células huésped, una secuencia de nucleétidos en la que se ha extendido o eliminado el
extremo N o el extremo C, o una secuencia de nucleétidos en la que el coddon de inicio se ha modificado para
modificar el nivel de expresion, y de esta manera el gen no esta particularmente limitado a los mismos.
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Como se utiliza en el presente documento, la expresion “gen que codifica la xilulocinasa (XyIB) (de aqui en adelante
(xyIB)” significa un polinucleétido que codifica la XyIB descrita anteriormente.

El gen puede incluir una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4, una secuencia de nucleétidos que se pueda
hibridar con una sonda derivada de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 3 en “condiciones rigurosas”, o una
secuencia de nucleétidos en los que uno o varios nucleétidos esta/estan sustituidos, eliminados, insertados, o
afiadidos en una o mas posiciones de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4. A condicién de que sea capaz
de mantener o aumentar la actividad de XyIB, el gen puede incluir una secuencia de nucleétidos que tenga un 80 %
0 mas, especificamente un 90 % o mas, mas especificamente un 95 % o mas, mucho mas especificamente un 97 %
o mas de homologia con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4, una secuencia de nucleétidos sustituida con
codones favorecidos por las células huésped, una secuencia de nucleétidos en la que se ha extendido o eliminado el
extremo N o el extremo C, o una secuencia de nucleétidos en la que el coddon de inicio se ha modificado para
modificar el nivel de expresion, y de esta manera el gen no esta particularmente limitado a los mismos.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “condiciones rigurosas” significa las condiciones que
permiten una hibridacién especifica entre polinucleétidos, por ejemplo, la hibridacion en un tampdn de hibridacion a
65 (1C (3,53 SSC (0,15 M de NaCl/0,15 M de citrato sddico, pH 7,0), un 0,02 % de Ficoll, un 0,02 % de
polivinilpirrolidona, un 0,02 % de seroalbumina bovina, un 0,5 % de SDS, 2 mM de EDTA, 2,5 mM de NaH,;POg4, pH
7), y se desvela una descripcion detallada en la técnica relacionada (Molecular Cloning (A Laboratory Manual, J.
Sambrook y col., Editores, 22 Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, New York, 1989) o
Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel y col., Editores, John Wiley & Sons, Inc., New York).

Como se ha descrito anteriormente la introduccion de las actividades de XylA y XylB en un microorganismo de
Corynebacterium sp. se puede llevar a cabo por distintos procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
hay un procedimiento de insercion de un polinucleétido que incluye las secuencia de nucleétidos que codifican XylA
y XyIB en un cromosoma, un procedimiento de introduccion de un sistema de vector que incluye el polinucleétido en
el microorganismo, un procedimiento de introduccion de un potente promotor corriente arriba de las secuencias de
nucledtido que codifican XylA y XylIB, un procedimiento de introduccion de xyl/A y xylIB con un promotor modificado,
o un procedimiento de introduccién de secuencias de nucledtidos modificadas que codifican XylA y XyIB, o similares.
Mas especificamente, si se introducen secuencias de nucledtidos que codifican XylA y XyIB, se puede utilizar el
promotor pcj7 derivado de Corynebacterium ammoniagenes (Patente Coreana N° 10-0620092) como promotor para
controlar la expresion de las mismas. En una realizacién de la presente divulgacion, la adquisicion de la capacidad
de utilizar la xilosa se confirmé como la actividad del gen ajeno ausente en la cepa parental observada por la
introduccion de un vector de expresion o la inserciéon cromosémica.

Como se utiliza en el presente documento, el término “vector” se refiere a un producto de ADN que tiene una
secuencia de nucleétidos de un polinucleétido que codifica la proteina diana, que esta unida operativamente a una
secuencia reguladora adecuada para expresar la proteina diana en una célula huésped. La secuencia reguladora
incluye un promotor capaz de iniciar la transcripcion, una secuencia operadora arbitraria para regular la
transcripcion, una secuencia que codifica un sitio de unidon del ARNm al ribosoma, y secuencias para regular la
terminacion de la transcripcion y la traducciéon. Una vez transformado en el huésped adecuado, el vector se puede
replicar o funcionar independientemente del genoma huésped, o se puede integrar en el propio genoma.

El vector que se utiliza en la presente divulgacion no esta limitado especificamente y puede ser cualquier vector
conocido en la técnica a condiciéon de que pueda replicarse en el huésped. Ejemplos del vector que se utiliza
normalmente pueden ser un plasmido, césmido, virus y bacteriéfago naturales o recombinantes. Por ejemplo, se
pueden utilizar como el vector fago o el vector cosmido, pWE15, M13, XMBL3, XMBL4, XIXIl, XASHII, XAPII, M10,
M11, Charon4A, Charon21A o similares. Como vector plasmidico ser pueden utilizar, tipo pBR, tipo pUC, tipo
pBluescriptll, tipo pGEM, tipo pTZ, tipo pCL, tipo pET o similares.

El vector util en la presente divulgacion no esta limitado particularmente, y se puede utilizar el vector de expresion
conocido. Especificamente un vector pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118,
pCC1BAC o similares.

Ademas, el vector que se utiliza en la presente divulgacién puede ser un vector capaz de transformar células
huésped, para insertar el polinucleétido que codifica la proteina diana en el cromosoma de la célula huésped.
Ejemplos especificos del vector incluye, pero no se limita a, el vector lanzadera pECCG112 que puede auto-
replicarse en ambas direcciones en E. coli /o bacterias de tipo Corineformes. (Patente coreana N° 10-0057684).

Como se utiliza en el presente documento, el término “transformacién” significa una serie de operaciones para la
introduccion de un vector que incluye un polinucleétido que codifica la proteina diana en una célula huésped de
manera que exprese la proteina codificada por el polinucleétido en la célula huésped. El polinucleétido que se va a
introducir en la célula huésped puede tener cualquier formar, a condicién de que se introduzca en la célula huésped
y se exprese en ella. Por ejemplo, el polinucleétido se puede introducir en una célula huésped en forma de casete de
expresion que es una estructura que incluye todos los elementos (un promotor unido operativamente al
polinucleétido, una sefal de terminacion, un sitio de unién al ribosoma, una sefial de terminacion de la sefal, etc.)
necesarios para la auto-expresion. El casete de expresion puede estar en forma de un vector de expresion auto-
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replicable. Ademas, el propio polinucleétido se pude introducir en una célula huésped para unirse operativamente a
una secuencia necesaria para la expresion en la célula huésped.

La célula huésped puede ser uno cualquiera de microorganismos procariotas, a condicion de que sea capaz de
producir L-lisina. Ejemplos de la célula huésped puede incluir microorganismos de Providencia sp., Corynebacterium
sp. y Brevibacterium sp., especificamente, un microorganismo de Corynebacterium sp., y mas especificamente
Corynebacterium glutamicum. En una realizacion de la presente divulgacion, cuando microorganismos de
Corynebacterium sp. como KCCM11016P, KCCM10770P, KFCC10750, y CJ3P no tienen la capacidad de utilizar la
xilosa se les introduce XylA y XyIB derivadas de Erwinia carotovora, se les provee de la capacidad de utilizar la
xilosa, y como resultado, pueden producir L-aminoacidos como la L-lisina utilizando la xilosas como fuente de
carbono (Tablas 1 a 6).

Un microorganismo de Corynebacterium sp. que tiene la capacidad de producir L-lisina puede ser una variante
resistente a un analogo de la L-lisina. El analogo de L-lisina inhibe el crecimiento de microorganismos Corineformes,
pero esta inhibicion se desensibiliza total o parcialmente cuando coexiste L-lisina en un medio. Ejemplos de
analogos de L-lisina incluyen, pero no se limita oxa-L-lisina, hidroxamato de L-lisina, S-(2-aminoetil)-L-cisteina
(AEC), y-metil L-lisina, a-clorocaprolactamo o similares. La variante que tiene resistencia a estos analogos de L-
lisina se puede obtener por tratamiento de mutagénesis artificial convencional del microorganismo de Corineforme.
Ademas, cuando se lleva a cabo la manipulacién genética para inducir un microorganismo productor de L-lisina, se
puede conseguir mejorando la expresion de uno o mas genes que codifican enzimas implicadas en el sistema
biosintético de L-lisina. Ejemplos de estos genes pueden incluir el gen de la dihidrodipicolinato sintasa (dapA), gen
de aspatocinasa (lysC), gen de la dihidrodipicolinato reductasa (dapB), gen de diaminopimelato descarboxilasa
(lysA), gen de la diaminopimelato deshidrogenasa (ddh), gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), gen de la
aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd) y gen de aspartasa (aspa), pero no se limita a los mismos.

Como se utiliza en el presente documento, el término “L-lisina” es uno de los a-aminoacidos basicos, es un
aminoacido esencial que no se sintetiza en el cuerpo, es uno de los L-aminoacidos, y tiene la férmula quimica de
NH(CH.)4CH(NH2)COOH. La L-lisina se sintetiza a partir del oxaloacetato mediante la ruta biosintética de L-lisina, y
una reductasa dependiente de NADPH cataliza un proceso intermedio para la biosintesis de L-lisina. Durante el
proceso biosintético de 1 molécula de L-lisina se consumen directamente 3 moléculas de NADPH por las
correspondientes enzimas, y se utiliza indirectamente una molécula de NADPH.

Como se utiliza en el presente documento, la expresiéon “un microorganismo de Corynebacterium sp. capaz de
producir L-lisina” significa un microorganismo de Corynebacterium sp. modificado para producir L-lisina a partir de
xilosa, que se prepara introduciendo genes que codifican las enzimas implicadas en el metabolismo de xilosa y no
se encuentran en el microorganismo de Corynebacterium sp. El microorganismo de Corynebacterium sp. puede ser
pero no se limita particularmente a, Corynebacterium glutamicum, y las enzimas implicadas en el metabolismo de
xilosa pueden ser, pero no se limitan particularmente a, XylA y XyIB.

A este respecto, la linea celular puede ser de microorganismos de Corynebacterium sp., en que la expresion de uno
o mas de los genes que codifican las enzimas implicadas en el sistema biosintético de L-lisina estan mejorados, y
los genes que codifican las enzimas implicadas en el sistema biosintético de L-lisina puede ser, pero no se limita al
gen de la dihidrodipicolinato sintasa (dapA), gen de aspatocinasa (lysC), gen de la dihidrodipicolinato reductasa
(dapB), gen de diaminopimelato descarboxilasa (LysA), gen de la diaminopimelato deshidrogenasa (ddh), gen de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), gen de la aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd) y gen de aspartasa
(aspa) o similares.

Ademas, la célula huésped puede ser una cepa mutante resistente a un analogo de L-lisina. La cepa mutante puede
obtenerse por mutacién del microorganismo de Corynebacterium sp. El analogo de L-lisina inhibe el crecimiento del
microorganismo Corineforme, pero esta inhibicién esta desensibilizada total o parcialmente cuando coexiste la L-
lisina en un medio. Ejemplos de analogos de L-lisina pueden ser, pero no se limitan particularmente a,
preferentemente oxa-L-lisina, hidroxamato de L-lisina, S-(2-aminoetil)-L-cisteina (AEC), y-metil L-lisina, a-
clorocaprolactamo o similares.

Entre tanto, en la presente divulgacién, se pueden controlar adicionalmente las actividades de enzimas conocidas
implicadas en la biosintesis de L-lisina con el fin de mejorar la produccion de L-lisina. Especificamente, en la
presente invencion, los genes asd, dapB, y ddh, que codifican cada uno las enzimas aspartato semialdehido
deshidrogenasa, dihidrodipicolinato reductasa y diaminopimelato deshidrogenasa, se sobre-expresan para controlar
adicionalmente las actividades de las enzimas, mejorando de esta manera la produccién de L-lisina.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, los presentes autores seleccionaron el ECA0097(xylA)
(SEQ ID NO: 1) y el ECA0096(xy/IB) (SEQ ID NO: 2) derivados de Erwinia carotovora (SCRI1043) como genes
adecuados que codifican XylA y XyIB para introducirlos en el microorganismo de Corynebacterium sp. (Ejemplo 1), y
clonaron los genes seleccionados que codifican XylA y XyIB de manera que se construye un vector de expresion
pECCG122-pcj7-xylA-xyIB (de aqui en adelante, pECCG122-pcj7-xylAB(Er)) que expresa xylA y xylB (de aqui en
adelante, xylAB(Er)) al mismo tiempo. El vector de expresion se introdujo en el Corynebacterium glutamicum
KCCM11016P (este microorganismo se desvela como KFCC10881, y se re-depositd en una Autoridad depositaria
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bajo el tratado de Budapest con el N° de acceso KCCM11016P, Patentes Coreanas N° 10-0159812 y 10-0397322)
para preparar un transformante que sobre-exprese xylAB(Er). Se confirmé que el transformante preparado crecia
utilizando xilosa como fuente de carbono (FIG. 2), y que producia L-lisina utilizando tanto glucosa como xilosa, o
utilizando glucosa y xilosa al mismo tiempo (Tabla 1). Ademas, con el fin de expresar xylAB(Er) en el cromosoma, se
construydé un vector recombinante para la insercion cromosémica, pDZTn-pcj7-xylAB(Er), y se transformaron en
KCCM11016P, y mediante un segundo cruzamiento, un transformante KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) que tiene el
xylAB(Er) unido operativamente al promotor pcj7 en el transposén en el cromosoma. También se confirmé que el
transformante crece utilizando xilosa como una fuente de carbono (FIG. 3), y produce L-lisina utilizando glucosa o
xilosa, o utilizando glucosa y xilosa al mismo tiempo (Tabla 1). Ademas, con el fin de expresar xylAB (de aqui en
adelante, xylAB(Ec)) y la introduccion del xylAB(Er) derivado de Erwinia carofovora de la presente divulgacion, se
preparé una cepa (KCCM11016P-pcj7-xylAB(Ec)) introduciendo xy/AB(Ec) en KCCM11016P, y su caracteristica de
capacidad de utilizar xilosa y de produccion de L-lisina se compararon con la de KGCM11016P-pcj7-xylAB(Er).
Como resultado, se descubrié que la tasa de consumo de xilosa de KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) aumento
sorprendentemente en comparacion con el de KCCM11016P-pcj7-xylAB(Ec)), indicando una mejora de la
produccion fermentadora de L-lisina (Tabla 3). Ademas con el fin de confirmar si distintos microorganismos de
Corynebacterium sp. muestran los mismos resultados, se introdujo el pDZTn-pcj7-xy/AB(Er) en una cepa productora
de L-lisina KCCM10770P para preparar un transformante KCCM10770P-pcj7-xylAB(Er), y se confirmé que el
transformante era capaz de producir L-lisina utilizando glucosa o xilosa y utilizando glucosa y xilosa al mismo tiempo
(Tabla 4). También se introdujo pDZTn-pcj7-xylAB(Er) en otra cepa productora de L-lisina KFCC10750 (este
microorganismo fue desvelado como KFCC10750 y se re-deposité en una Autoridad Depositaria Internacional bajo
el Tratado de Budapest con el N° de acceso KCGM11347P, Patente Coreana N° 10-0073610) para preparar un
transformante KFCC10750-pcj7-xylAB(Er). También se confirmé que este transformante es capaz de producir L-
lisina utilizando glucosa o xilosa, o utilizando glucosa y xilosa al mismo tiempo (Tabla 5). Ademas, también se
introdujo el pDZTn-pcj7-xylAB(Er) en la otra cepa productora de L-lisina CJ3P para preparar un transformante CJ3P-
pcj7-xylAB(Er). También se confirmd que este transformate era capaz de producir L-lisina utilizando glucosa o xilosa,
o utilizando glucosa y xilosa al mismo tiempo.

En consecuencia, los presentes autores disefiaron el transformante como “CA01-2195”, que crece utilizando xilosa
en un medio y también produce L-lisina utilizando xilosa y glucosa en el medio, y que se deposité bajo el Tratado de
Budapest en el Centro de Cultivo Coreano de Microorganismos (KCCM, localizado en Hongjae 1-Dong, Seodaemun-
Gu, Seul, Corea) el 29 de diciembre de 2011 con el N° de acceso KCCM11242P. Es decir, este depdsito se
reconoce por una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de Budapest.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir L-lisina, que incluye las etapas
de (i) cultivar el microorganismo de Corynebacterium sp. modificado que es capaz de producir L-lisina utilizando
xilosa en un medio de cultivo que contiene xilosa como fuente de carbono, de manera que se obtiene un caldo de
cultivo; y (ii) recuperar la L-lisina del caldo de cultivo.

Como se utiliza en el presente documento, el término “cultivar” significa que un microorganismo se cultiva en
condiciones ambientales controladas artificialmente. En la presente divulgacion, el procedimiento para cultivar el
microorganismo de Corynebacterium sp. se puede llevar a cabo utilizan un procedimiento ampliamente conocido en
la técnica. Especificamente, los ejemplos de procedimiento de cultivo incluyen el procedimiento discontinuo, semi-
continuo o el proceso semi-continuo repetido de una manera continua, pero no se limita a los mismos.

El medio utilizado para el cultivo tiene que cumplir los requerimientos de un microorganismo especifico de una
manera apropiada mientras se controla la temperatura, pH, etc. en condiciones aerdbicas en un medio tipico que
contiene una fuente de carbono, fuente de nitrégeno, aminoacidos, vitaminas, etc. apropiadas. El medio de cultivo
para la cepa de Corynebacterium se desvela (por ejemplo, Manual of Methods for General Bacteriology, American
Society for Bacteriology, Washington D.C., USA, 1981). Las fuentes de carbono posibles pueden incluir azucares y
carbohidratos tales como la sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidén, y celulosa, ademas de una mezcla de
glucosa y xilosa como fuente de carbono principal, aceites y grasas tales como al aceite de soja, aceite de girasol,
aceite de ricino, y grasa de coco, acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico, y acido linoleico,
alcoholes tales como glicerol y etanol, y acidos organicos tales como el acido acético. Estas sustancias se pueden
utilizar individualmente o como mezclas. Las fuentes de nitrdgeno posibles pueden incluir fuentes de nitrégeno
inorganico tales como amonio, sulfato aménico, cloruro amoénico, acetato amonico, fosfato amoénico, carbonato
amonico, y nitrato amoénico; aminoacidos tales como acido glutamico, metionina, y glutamina; y fuentes de nitrégeno
organico tal como peptona, NZ-amina, extracto de carne, extracto de levadura, extracto de malta, agua de macerado
de maiz, hidrolizados de caseina, pescado o productos de descomposicion del mismo, y aglutinado de soja
desgrasada o productos de descomposicion del mismo. Estas fuentes de nitrdgeno se pueden utilizar
individualmente o en combinacion. El medio puede incluir fosfato dihidrégeno potasico, fosfato hidrégeno dipotasico
o las sales que contienen sodio correspondientes como fuentes de fésforo. Las fuentes de fésforo posibles pueden
incluir fosfato dihidrogeno potasico, fosfato hidrogeno dipotasico o las sales que contienen sodio correspondientes.
Ademas, se pueden utilizar compuestos inorganicos tales como cloruro sodico, cloruro calcico, cloruro de hierro,
sulfato magnésico, sulfato de hierro, sulfato de manganeso y carbonato calcico. Ademas de las sustancias
anteriores, se pueden incluir sustancias esenciales para el crecimiento, tales como aminoacidos y vitaminas.
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También se pueden afadir precursores apropiados al medio de cultivo. Las sustancias mencionadas anteriormente
se pueden afadir adecuadamente al medio de cultivo en modo discontinuo, semi-continuo o continuo durante el
cultivo, pero no se limita particularmente a estos. El pH del cultivo se puede ajustar afiadiendo adecuadamente
compuestos basicos tales como el hidréxido sddico, hidréxido potasico, y amoniaco, o compuestos acidos tales
como el acido fosforico y acido sulfurico.

Se puede utilizar un agente anti-espumante tal como ésteres poliglicolicos de acidos grasos para suprimir el
desarrollo de espuma. Con el fin de mantener las condiciones aerdbicas, se puede introducir oxigeno o gas que
contiene oxigeno (por ejemplo, aire) en el caldo de cultivo. La temperatura del caldo de cultivo normalmente es de
27 1C a 37 UC, especificamente de 30 C a 35 IC. El cultivo se puede continuar hasta que la produccion de L-
lisina alcance el nivel deseado. Este objetivo puede conseguirse normalmente en 10 a 100 horas. La L-lisina se
puede liberar en el medio de cultivo o incluirse en las células.

Ademas, la etapa de la recuperacién de L-lisina del caldo de cultivo se puede llevar a cabo por un procedimiento
conocido en la técnica. Especificamente, el procedimiento conocido para recuperar L-lisina es, pero no se limita
particularmente a, especificamente, centrifugacion, filtracion, extraccion, pulverizacion, secado, evaporacion,
precipitacion, cristalizacion, electroforesis, solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion en sulfato amoénico),
cromatografia (por ejemplo, intercambio i6nico, afinidad, hidréfoba, y exclusiéon por tamafio) o similares.

De aqui en adelante, las constituciones y efectos de la presente divulgacion se describiran con mas detalle en
referencia a los Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos son solamente con fines ilustrativos, y el ambito de la
divulgacion no tiene la intencion de limitarse por estos Ejemplos.

Ejemplo 1: Seleccion del gen ajeno

Se seleccionaron como genes ajenos los de Erwinia carotovora (ECA0097(xylA) derivada de SCRI1043)
(aminoacidos SEQ ID NO: 1, nucleétidos SEQ ID NO: 3) y ECA0096(xy/B) (aminoacidos: SEQ ID NO: 2, nucleétidos:
SEQ ID NO: 4) para preparar un microorganismo de Corynebacterium sp. provisto de capacidad de utilizar xilosa.

Ejemplo 2: Construccion de un vector que exprese xy/AB derivado de Erwinia carotovora

Los genes codificantes de XylA y XylB derivados de Erwinia carotovora seleccionados en el Ejemplo 1 se localizan
muy cera entre ellos. La informacion (N° de acceso BX950851 acerca de xylA y xylB(Er) y la secuencia de
nucledtidos circundante se obtuvo en US NIH GenBank, y basandose en la secuencia de nucleétidos obtenida, se
sintetizaron los cebadores para la amplificacion de xylAB(Er).

SEQ ID NO: 5: 5-ACACATATGCAAGCCTATTTTGAACAGATC-3’
SEQ ID NO: 6: 5-AGAACTAGTGCCTTTTGGTGGTGTTTAAGT-3’

Con el fin de obtener el fragmento xylAB(Er), se llevé a cabo una PCR utilizando el ADN cromosémico de la cepa
SCRI1043 de Erwinia carofovora como matriz y un par de cebadores (SEQ ID NO: 5 y 6). Se utilizé6 la ADN
polimerasa PfuUltra™ de alta fidelidad (Stratagene) como la polimerasa, y se llevd a cabo la PCR con una
desnaturalizacion a 94 [1C durante 5 minutos, seguido por repeticion del ciclo 30 veces que incluye
desnaturalizacion a 94 [1C durante 30 segundos, hibridacion a 56 [1C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 [1C
durante 3 minutos, y después la polimerizacién a 72 [1C durante 7 minutos. Como resultado, se obtuvo un fragmento
genético (SEQ ID NO: 18) de 3122 pb que contenia el xylAB(Er) (SEQ ID NO: 17) de 2844 pb. Con el fin de obtener
el promotor pcj7 derivado de Corynebacterium ammoniagenes (KR0620092), se llevo a cabo la PCR utilizando el
ADN gendmico de Corynebacterium ammoniagenes CJHB100 (KR0620092) como matriz y un par de cebadores
(SEQ ID NO: 15y 16). Se utilizé la ADN polimerasa PfuUltra™ de alta-fidelidad (Stratagene) como la polimerasa, y
se llevd a cabo la PCR con desnaturalizaciéon a 94 [/C durante 5 minutos, seguido por la repeticion del ciclo 30 veces
que incluye desnaturalizacion a 94 (IC durante 30 segundos, hibridacion a 56 [1C durante 30 segundos y
polimerizacién a 72 [1C durante 1 minuto, y después polimerizacion a 72 [1C durante 7 minutos. Como resultado, se
obtuvo un polinucleétido de 318 pb (SEQ ID NO: 14).

SEQ ID NO: 15: 5-AATCTAGAAACATCCCAGCGCTA-3'
SEQ ID NO: 16: 5-AAACTAGTC' ATATGTGTTTCCTTTCGTTG-3'

El pcj7 se clond en el vector lanzadera E. coli-Corynebacterium pECCG122 utilizando enzimas de restriccion, Xbal y
Spel, y después se clono el fragmento xylAB(Er) se cloné utilizando Ndel y Spel, obteniendo de esta manera el
vector pECCG122-pcj7-xylAB(Er) (FIG.1). La FIG. 1 es un mapa de escision del vector de expresion pECCG122-
pcj7-xylAB(Er) de la presente divulgacion.

Ejemplo 3: Desarrollo de la cepa productora de L-lisina a la que se ha introducido xylAB derivado de Erwinia
carotovora y examen de la capacidad para utilizar xilosa

Cada vector de expresion pECCG122-pcj7-xylAB(Er) que se obtiene en el Ejemplo 2 se introdujo en
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P (Patentes Coreanas N° 10-0159812 y 10-0397322) para preparar un
transformante que exprese xylAB(Er), el Corynebacterium glutamicum CA01-2195.
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Con el fin de comparar la capacidad de utilizar xilosa entre KCCM11016P y CA01-2195, se cultivaron las cepas en
medio de siembra que contenia glucosa o xilosa como fuente de carbono y se compararon sus caracteristicas de
crecimiento. También se cultivaron en un medio de produccién que contenia glucosa o xilosa como fuente de
carbono y se compararon sus caracteristicas de produccién de L-lisina.

Primero, con el fin de comparar las caracteristicas de crecimiento, se inocularon las cepas en 25 ml de medio de
siembra [fuente de carbono (glucosa o xilosa) 10 g/l, peptona 10 g/l, extracto de levadura 10 g/l, urea 5 g/l, KH.PO4 8
g/l, MgSO47H,0 0,5 g/l, biotina 100 mg/l, tiamina-HCI 1 mg/l, pH 7,0], respectivamente. SE midi6 la absorbancia
(DO600) del caldo de cultivo mientras se cultivaban las cepas a 30 [1C durante 32 horas, y se compararon entre
ellas (FIG. 2). La FIG. 2 es un grafico que muestra las caracteristicas de crecimiento de KCCM11016P y CA01-2195.
de acuerdo con la fuente de carbono contenida en el medio, en la que (¢) indica la KCCM11016P cultivada en el
medio que contenia glucosa, (m) indica la KCCM11016P cultivada en el medio que contenia xilosa, (A) indica la
CA01-2195 cultivada en el medio que contenia glucosa, y (X) indica la CA01-2195 cultivada en el medio que
contenia xilosa.

Como se muestra en la FIG. 2, no habia diferencia en las caracteristicas de crecimiento entre KCCM11016P y
CA01-2195 en el medio de siembra que contenia glucosa como fuente de carbono. Sin embargo en el medio que
contenia xilosa como fuente de carbono, la CA01-2195 crecia a cierto nivel mientras que la KCCM11016P apenas
crecia. Por lo tanto se puede ver que la CA01-2195 es capaz de crecer utilizando la xilosa contenida en el medio
como Unica fuente de carbono.

A continuacion, para comparar las caracteristicas de produccién de L-lisina entre KCCM11016P y CA01-2195, se
inoculd 1 ml de caldo de cultivo en 24 ml de medio de produccion [fuente de carbono, (NH4)2.SO4 40 g/l, proteina de
soja 2,5 g/l, solidos de macerado de maiz 5 g/l, urea 3 g/l, KH2PO4 1 g/l, MgSO47H20 0,5 g/l, biotina 100 mg/l,
tiamina-HCI 1 mg/l, CaCOs 30 g/I, pH 7,0], y se cultivaron a 35 [1C y 200 rpm durante 72 horas. En este momento, se
determinaron para utilizarse como fuentes de carbono 100 g/l de glucosa, 50 g/l de glucosa + 50 g/l de xilosa, y 70
g/l de glucosa + 30 g/l de xilosa. A continuacién, se midieron la concentracion de L-lisina, la concentracion residual
de xilosa y la concentracion de glucosa residual en cada caldo de cultivo y se compararon.

[Tabla 1]
Cepa Glucosa 100 g/l Glucosa 50 g/l + Xilosa 50 g/l Glucosa 70 g/l + Xilosa 30 g/l
L-lisina R.X R.G L-lisina R.X R.G L-lisina R.X R.G
KCCM11016P 42 - 0 21 50 0 29 30 0
CA01-2195 42 - 0 40 0 0 41 0 0
R.X: xilosa residual (concentracion de xilosa residual después de terminar la reaccién) (unidades: g/l) R.G: glucosa
residual (concentracion de glucosa residual después de terminar la reaccion)

Como se muestra en la Tabla 1, cuando se utilizaba el medio que no contenia xilosa (glucosa 100 g/l), la
concentracion de L-lisina producida en la cepa parental era equivalente a la de CA01-2195. Sin embargo, cuando se
utilizaba el medio que contenia xilosa (glucosa 50 g/l + xilosa 50 g/I, y glucosa 70 g/l + xilosa 30 g/l), la CA01-2195
producia L-lisina consumiendo tanto glucosa como xilosa, mientras que la cepa parental producia L-lisina no
consumiendo xilosa sino solo glucosa.

Este resultado indica que el microorganismo de Corynebacterium sp. que no tiene capacidad de utilizar la xilosa es
capaz de consumir xilosa introduciendo el xy/AB derivado de Erwinia carotovora.

Ejemplo 4: Construccion de un vector recombinante para la insercion cromosémica de xylAB derivado de
Erwinia carotovora (pDZTn-pcj7-xylAB(Er)) y el vector recombinante para la insercion cromosémica de xy/AB
derivado de E. coli (pDZTn-pcj7-xylAB(Ec))

Para expresar el xylAB(Er) en el cromosoma, se construyd un vector recombinante pDZTn-pcj7-xylAB(Er) para la
insercion cromosoémica. Para obtener el fragmento pcj7-xylAB(Er), se llevé a cabo una PCR utilizando el pECCG122-
pcj7-xylAB(Er) obtenido en el Ejemplo como matriz y un par de cebadores (SEQ ID NO: 7 y 8). Se utilizé la ADN
polimerasa PfuUltra™ de alta-fidelidad (Stratagene) como polimerasa, y se llevd a cabo la PCR con
desnaturalizacion a 94 [1C durante 5 minutos, seguido por la repeticion del ciclo 30 veces que incluia
desnaturalizacion a 94 [1C durante 30 segundos, hibridacion a 56 [1C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 [1C
durante 3 minutos, y después polimerizacién a 72 [1C durante 7 minutos. Como resultado, se obtuvo un fragmento
genético de 3440 pb (SEQ ID NO: 9). En consecuencia el pcj7-xylAB(Er) de 3440 pb se clon6 en el vector pDZTn
(Patente Coreana N° 10-1126041) tratado con la enzima de restriccion Spel utilizando un kit In-Fusion BD,
obteniendo de esta manera un vector recombinante pDZTn-pcj7-xylAB(Er).

SEQ ID NO: 7: 5-GAGTTCCTCGAGACTAGTAGAAACATCCCAGCGCTA-3’
SEQ ID NO: 8: 5-GATGTCGGGCCCACTAGGCCTTTTTGGTGGTGTTTA-3
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A continuacion, para expresar el xylAB derivado de E. coli en el cromosoma, se construyd un vector recombinante
pDZTn-pcj7-xylAB(Ec) para la insercion cromosémica. Para obtener el promotor pcj7, se llevé a cabo una PCR
utilizando el fragmento pcj7 obtenido en el Ejemplo 2 como matriz y un par de cebadores (SEQ ID NO: 7 y 10). Se
utilizé la ADN polimerasa PfuUltra™ de alta-fidelidad (Stratagene) como polimerasa, y se llevé a cabo la PCR con
desnaturalizacion a 94 [1C durante 5 minutos, seguido por la repeticion del ciclo 30 veces que incluia
desnaturalizacion a 94 [1C durante 30 segundos, hibridacion a 56 [1C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 [1C
durante 1 minuto, y después polimerizacién a 72 [1C durante 7 minutos. Como resultado, se obtuvo un fragmento
genético de 318 pb. Para obtener el fragmento xylAB(Ec), se llevé a cabo una PCR utilizando el ADN cromosomico
de E. coli K12 como matriz y un par de cebadores (SEQ ID NO: 11 y 12). Se utiliz6 la ADN polimerasa PfuUltra™ de
alta-fidelidad (Stratagene) como polimerasa, y se llevd a cabo la PCR con desnaturalizacion a 94 [1C durante 5
minutos, seguido por la repeticion del ciclo 30 veces que incluia desnaturalizacion a 94 [1C durante 30 segundos,
hibridaciéon a 56 [1C durante 30 segundos y polimerizacién a 72 [1C durante 3 minutos, y después polimerizacion a
72 [1C durante 7 minutos. Como resultado, se obtuvo el fragmento xy/AB(Ec) de 3145 pb (SEQ ID NO: 13). En
consecuencia se clonaron los productos de PCR de la region pcj7 de 318 pb y el xylAB(Ec) de 3145 pb en el vector
pDZTn tratado con la enzima de restricciéon Spel utilizando un kit In-Fusién BD, obteniendo de esta manera un vector
recombinante pDZTn-pcj7-xylAB(Ec) final.

SEQ ID NO: 10: 5-TCAAAATAGGCTTGCATGAGTGTTTCCTTTCGTTG-3’
SEQ ID NO: 11: 5-CAAC:GAAAGGAAACACATGC'AAGCCTATTTTGAC-3'
SEQ ID NO: 12: 5-GATGTCGGGGGCACTAGTGGTGTCATTAACACGCCA-3’

Ejemplo 5: Desarrollo de la cepa productora de L-lisina en la que se ha insertado el xylAB derivado de
Erwinia y examen de la capacidad de utilizar xilosa

El vector pDZTn-pcj7-xylAB(Er) preparado se transformé en KCCM11016P, y mediante un segundo cruzamiento, se
obtuvo una cepa KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) que tenia el xylAB(Er) con sustitucion de una copia del promotor pcj7
en el transposoén del cromosoma.

Para comparar la capacidad de utilizacion de xilosa entre KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) y KCCM11016P, se
cultivaron en un medio de siembra que contenia glucosa y xilosa como fuente de carbono, y se compararon sus
caracteristicas de crecimiento, y se cultivaron en un medio de produccién que contenia glucosa o xilosa como fuente
de carbono y se compararon sus caracteristicas de produccion de L-lisina, de la misma manera que en el Ejemplo 3.

La FIG. 3 es un grafico que muestra las caracteristicas de crecimiento del as cepas de acuerdo con la fuente de
carbono contenida en el medio, en el que (¢) indica la KCCM11016P cultivada en el medio que contenia glucosa, (m)
indica la KCCM11016P cultivada en el medio que contenia xilosa, (A) indica la KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er)
cultivada en el medio que contenia glucosa, y (X) indica la KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) cultivada en el medio que
contenia xilosa.

No habia diferencias en las caracteristicas de crecimiento entre la KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) y KCCM11016P en
el medio de siembra que contenia glucosa como fuente de carbono. Sin embargo, en el medio de siembra que
contenia xilosa como fuente de carbono, la KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) creia hasta un cierto nivel mientras que la
KCCM11016P apenas crecia. Por lo tanto, se puede ver que cuando se inserta el xylAB(Er) en el cromosoma, la
cepa es capaz de crecer utilizando la xilosa contenida en el medio.

A continuacidon se examinaron las caracteristicas de produccion de L-lisina de KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) y
KCCM11016P y se compararon entre ellas (Tabla 2).

[Tabla 2]
Cepa Glucosa 100 g/l Glucosa 50 3//: + Xilosa 50 | Glucosa 70 g;ll + Xilosa 30
L-lisina | RX | R.G L-lisina R.X R.G L-lisina R.X R.G
43.0 - 0 22,6 50 0 29,2 30 0
KCCM11016P
425 - 0 21,9 0 0 29,6 0 0
42.8 - 0 42,1 0 0 42,6 0 0
KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er)
43.1 - 0 42,0 0 0 42,2 0 0
R.X: xilosa residual (concentracion de xilosa residual después de terminar la reaccién) (unidades: g/l) R.G: glucosa
residual (concentracion de glucosa residual después de terminar la reaccion)

Como se muestra en la Tabla 2, cuando se utilizaba el medio que no contenia xilosa (glucosa 100 g/l), la
concentracion de L-lisina producida en KCCM11016P era equivalente a la de la KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er). Sin
embargo, cuando se utilizaba el medio que contenia xilosa (glucosa 50 g/l + xilosa 50 g/l, y glucosa 70 g/l + xilosa 30
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g/l), la cepa KCCM11016P producia L-lisina consumiendo solo glucosa, mientras que la KCCM11016P-pcj7-
xylAB(Er) producia L-lisina consumiendo tanto glucosa como xilosa.

Ejemplo 6: Preparacion de la cepa productora de L-lisina a la que se ha insertado el xy/AB derivado de E. coli
y comparacion de su capacidad para utilizar la xilosa con la cepa KCCM11016P-pcj7-xylAB(Ec)

Para comparar los efectos de mejora de la capacidad de utilizacion de xilosa entre la introduccion de xyl/AB derivado
de E. coliy la introduccion de xylAB derivado de Erwinia carotovora de la presente divulgacion, se prepar6 una cepa
por la introduccion de xylAB(Ec) en KCCM11016P, y se compararon las caracteristicas de capacidad de utilizacion
de xilosa y la produccion de L-lisina con las de la KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) preparada.

Para preparar una cepa con el xylAB(Ec) introducido, el vector pDZTn-pcj7-xylAB(Ec) preparado en el Ejemplo 4 se
transformé en la KCCM11016P, y mediante un segundo cruzamiento, se obtuvo una cepa KCCM11016P-pcj7-
xylAB(Ec) que tenia un xylAB(Ec) unido operativamente al promotor pcj7 en el transposén del cromosoma.

De la misma manera que en el Ejemplo 3, para comparar la capacidad de utilizacién de xilosa entre KCCM11016P-
pcj7-xylAB(Er) y KCCM11016P-pcj7-xylAB(Ec), se cultivaron en el medio de produccion que contenia 50 g/l de
glucosa + 50 g/l de xilosa como fuente de carbono, y se compararon las caracteristicas de produccion de L-lisina, y
para examinar la capacidad de utilizacién de xilosa, se midié la concentracién de xilosa residual en el caldo de
cultivo a las 15 horas (Tabla 3).

[Tabla 3]

R.X(g/l) Lisina

45h 72 h 72 h

i 8,0 0 42,8
KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) 7.2 0 422

. 11,2 0 42,7
KCCM11016P-pcj7-xylAB(Ec) 2.1 0 224

R.X: xilosa residual (concentracion de xilosa residual después de terminar la reaccion)

(unidades: g/l)

Como se muestra en la Tabla 3, las dos cepas demostraban una productividad de L-lisina similar. La tasa de
consumo de xilosa de KCCM11016P-pcj7-xylAB(Er) era mas rapida que la de KCCM11016P-pcj7-xylAB(Ec),
indicando una mejora en la productividad de la fermentacién. Es decir, este resultado indica que la introduccion de
xylAB(Er) derivado de Erwinia carotovora de la presente divulgacion muestra un efecto mas excelente de mejora de
la productividad de fermentacion de L-lisina que la introduccion del previo xylAB(Ec) derivado de E. coli.

Ejemplo 7: Desarrollo de la cepa derivada de KCCM10770P en la que se ha insertado xylAB derivado de
Erwinia carotovora y examen de la capacidad de utilizacién de xilosa.

Para examinar si la introduccion de xylAB(Er) presenta el mismo efecto en otras cepas productoras de L-lisina
distintas de KCCM11016P. se introdujo el pDZTn-pcj7-xylAB(Er) en una cepa KCCM 10770P productora de L-lisina
(Patente Coreana N° 10-0924065) que se deposité en una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de
Budapest. Después de la introduccion por un procedimiento de pulso eléctrico, se obtuvo una cepa que tenia el
xylAB(Er) con la sustitucion de una copia del promotor pcj7 dentro del transposén del cromosoma mediante un
segundo cruzamiento, y la cepa se llamé Corynebacterium glutamicum KCCM10770P-pcj7-xylAB(Er).

Se midieron la capacidad de utilizacion de la xilosa y la productividad de L-lisina del Corynebacterium glutamicum
KCCM 10770P y Corynebacterium glutamicum KCCM10770P-pcj7-xylAB(Er) de la presente invenciéon de la misma
manera que en el Ejemplo 3 (Tabla 4).

[Tabla 4]
Cepa R.G R.X L-lisina
0 50 23,8
KCCM10770P
0 50 24,4
0 0 47,6
KCCM10770P-pcj7-xylAB(Er)
0 0 47,5
R.X: xilosa residual (concentracion de xilosa residual después de terminar la reaccién) (unidades: g/l) R.G: glucosa
residual (concentracion de glucosa residual después de terminar la reaccion)

Como se muestra en la Tabla 4, cuando se introducia el xylAB(Er) en la cepa KCCM 10770P productora de L-lisina,
consumia completamente la xilosa, a pesar de que la cepa parental no pueda utilizar la xilosa, y su productividad de
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L-lisina también aumentaba.

Este resultado apoya que cuando el xylAB derivado de Erwinia carofovora se introduce en distintos microorganismos
de Corynebacterium sp. asi como en microorganismos de Corynebacterium sp. especificado por un cierto Numero
de Acceso, consumen completamente la xilosa como fuente de carbono, produciendo eficazmente de esta manera
aminoacidos tales como la L-lisina.

Ejemplo 8: Desarrollo de la cepa derivada de KFCC10750 en la que se inserta el xylAB derivado de Erwinia
carotovora y examen de la capacidad de utilizacion de xilosa

Para examinar si la introduccion de xylAB(Er) presenta el mismo efecto en otras cepas productoras de L-lisina
diferentes de KCCM11016P, se introdujo el pDZTn-pcj7-xylAB(Er) en una cepa KFCC10750 productora de L-lisina
(Patente Coreana N° 10-0073610). Después de la introduccion con un procedimiento de pulso eléctrico, se obtuvo
una cepa que tenia el xylAB(Er) con una sustitucion de una copia del promotor pcj7 dentro del transposon del
cromosoma mediante un segundo cruzamiento, y la cepa se denomind Corynebacterium glutamicum KFCC10750-
pcj7-xylAB(Er).

La capacidad de utilizacion de xilosa y productividad de L-lisina de Corynebacterium glutamicum KFCC10750 y
Corynebacterium glutamicum KFCC10750-pcj7-xylAB(Er) de la presente divulgacion se midieron de la misma
manera que en el Ejemplo 3 (Tabla 5).

[Tabla 5]
Cepa R.G R.X L-lisina
0 50 19,7
KFCC10750
0 50 18,8
0 0 38,3
KFCC 10750-pcj7-xylAB(Er)
0 0 38,6
R.X: xilosa residual (concentracion de xilosa residual después de terminar la reaccién) (unidades: g/l) R.G: glucosa
residual (concentracion de glucosa residual después de terminar la reaccion)

Como se muestra en la Tabla 5, cuando se introdujo el xylAB(Er) en la cepa KFCC10750 productora e L-lisina,
consumia completamente la xilosa, a diferencia de la cepa parental que no podia utilizar la xilosa, y su productividad
de L-lisina también estaba aumentada.

Este resultado apoya que cuando un xylAB derivado de Erwinia carofovora se introduce en distintos
microorganismos de Corynebacterium sp. asi como microorganismos de Corynebacterium sp. especificados por un
cierto Numero de Acceso, consumian completamente la xilosa como fuente de carbono, produciendo eficazmente de
esta manera aminoacidos tales como la L-lisina.

Ejemplo 9: Desarrollo de la cepa derivada de CJ3P en la que se ha insertado xylAB derivado de Erwinia
carotovora y examen de la capacidad de utilizacion de xilosa

Para examinar si la introduccién de xylAB(Er) presentaba el mismo efecto en otras cepas productoras de L-lisina
distintas de KCCM11016P, se introdujo el pDZTn-pcj7-xylAB(Er) en una cepa CJ3P productora de lisina. La cepa
CJ3P es una cepa de Corynebacterium glutamicum que tiene la capacidad para producir L-lisina por la introduccion
de las mutaciones P458S, V59A, y T311l en 3 tipos de genes pyc, hom, y lysC de la cepa de tipo silvestre,
basandose en la técnica expuesta por Binder y col. (Genome Biology 2102, 13:R40). Después de la introduccién por
un procedimiento de pulso eléctrico, se obtuvo una cepa que tenia xylAB(Er) con la sustitucion de una copia del
promotor pcj7 en el transposon sobre el cromosoma mediante un segundo cruzamiento, y la cepa se llamo
Corynebacterium glutamicum CJ3P-pcj7-xylAB(Er).

La capacidad de utilizacion de xilosa y productividad de L-lisina de Corynebacterium glutamicum CJ3P y
Corynebacterium glutamicum CJ3P-pcj7-xylAB(Er). de la presente divulgacion se midieron de la misma manera que
en el Ejemplo 3 (Tabla 6).

[Tabla 6]
Cepa R.G R.X L-lisina
CJ3P 0 50 4,0
0 50 4,5
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(continuacion)

Cepa R.G R.X L-lisina
CJ3P-pcj7-xylAB(Er) 0 0 8,5
0 0 9,0

R.X: xilosa residual (concentracion de xilosa residual después de terminar la reaccion) (unidades: g/l) R.G: glucosa
residual (concentracion de glucosa residual después de terminar la reaccion)

Como se muestra en la Tabla 6, cuando se introducia el xylAB(Er) en la cepa CJ3P productora de L-lisina, consumia
completamente la xilosa, a diferencia de la cepa parental que no podia utilizar la xilosa, y su produccion de L-lisina
también aumentaba.

Este resultado apoya que cuando el xylAB de Erwinia carotovora se introduce en distintos microorganismos de
Corynebacterium sp. asi como los microorganismos de Corynebacterium sp. especificados por un cierto Numero de
Acceso, consumen completa mente la xilosa como fuente de carbono, produciendo eficazmente de esta manera
aminoacidos tales como la L-lisina.

Por lo tanto, el microorganismo de Corynebacterium sp. que expresan xylAB(Er) es capaz de crecer utilizando xilosa
en un medio, y también es capaz de producir L-lisina utilizando xilosa y glucosa en un medio.

Efecto de la divulgacion

Cuando se utiliza el microorganismo de Corynebacterium sp. de la presente divulgaciéon que es capaz de producir L-
lisina utilizando xilosa, la L-lisina se puede producir utilizando xilosa como el segundo carbohidrato lignocelulésico
mas abundante en la naturaleza. Por lo tanto, el microorganismo se puede utilizar ampliamente para la produccion
eficaz y econémica de L-lisina.

<110> CJ Cheildedang Corporation

<120> Corynebacterium sp. que tiene disponibilidad de xilosa y un procedimiento para preparar L-lisina
empleando el mismo

<130> OPA12193/PCT

<150> KR 10-2012-0003133
<151> 10-01-2012

<160> 18

<170> Kopatentin 2.0
<210> 1

<211> 439

<212> PRT

<213> Erwinia carotovora
<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(439)

<223> XylA

<400> 1
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atgeaagect atttitgaaca gategaaaaa gttoegttatg aaggtageca aageagtaat 60
cccttegect tteogtcacta caatceocgat caggaaattc teggtaaacg tatggoggac 120
catttgegtt ttgeoogtcoge ttattggeoac acgbtctget ggaacggete ggatatgtte 180
ggcgtcggat cctttgcceg gecgtggeag cagtcgggeg atgogetgga actggogaag 240
cgcaaagegy atatogeatt cgaattettt caaaaactaa gogtgectta ctactgettt 300
catgacgteog atgtegogee ggaagggaac tegotgaaag aatatctgea taacattgeg 360
gtgatcacey atgtgetgge ggaaaageag caggatageg gogtgaaget getgtgggge 420
accgctaact gcecttecaccaa tcceccgetat ggegeaggey cggcecaccaa tcctgatcea 480
gatgtgtttg coctgggctge tacgecagghtg ttcacggcaa tgaacgcgac caaaacactg 540
ggcggtgaaa actatgtget gtggggeggg cgcgaagggt atgaaactct gectcaatacce 600
gacctgegte aggagegtga goaaattgge cgetttatge aaatggttgt egageataaa 660
cacaaaatcg gttttcaggyg cacactgote attgaaccga aaccgeagga accgactaaa 720
catcagtacy attacgatgt cgocactgtt tatggettee tgaaacagtt tgggctggaa 780
aaagagatta aagtcaacgt ggaagccaac cadgogacge ttgetgggea tteatteecac €40
catgagateoyg <eoacegotgt cgogetggge gtttteggat cggtegatge caategegge 800
gacectcage ttggctggga caccgatcag ttccocctaaca gogtggaaga aaacacgctg 860
atcatgtatg aaattctcaa ggraggegge ttcacgacag gtgggcetgaa ctttgatgec 1020
aaagttcgte geocagagecac cgatcgetat gaccttttec atgegeatat cggegegatg 1080
gatacaatgyg cactggoget caaggetget gecagaatga ttgaagatga taagetcaat 1140
caattggteg cecaagegeta tgegggetgg aacggtgaac taggtcagea aattetgeaa 1200
gygcaacgegt c¢gotggaate getggeteag tatgoeggaaa gecatcaact ggcaccacaqg 1260
caccagagcg gccagcagga actgetggaa aatctggtta accgecatct atttggetag 1320
1320

<210>4

<211> 1458

<212> ADN

<213> Erwinia carotovora

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1458)

<223> XyIB

<400> 4

17
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atgtatatcg gtattgatct gggracttec ggtgttaaag ccatcttact ggatgaaaca 60
ggagaggtga tcgccageca tagcocgecegeg ctgagcattt ctegtcecegea tecgeotttgg 120
tcggagcaag cgeoctgagga ctggtggcag geaacagace aagcgctaca agcattggea 180
gcaacacaca gccttcgege cgtgaaagceg ctggggttga ccgggcaaat gcacggggca 240
accttgctgg acgctcacca gaacattctg cgacctgega tcoctttggaa tgacggacgt 300
agcgoggege aatgecgaac getggaacag ttggtgecta cctogegoca gattacegge 360
aacctgatga tgcegggett tactgetcec aaactaaaat gggtgcagga aaacgaaage 420
gatatcttte gecaaatega caaggtectg ctgecaaaag actatcteoeg ctggeogtetg 480
acaggggaat ttgccagega tatgtcoegat geggetggaa ccoetetgget ggacgtegee 540
aaacgggatt ggagcgatgce tctgetggaa goctgctoge tgageocgtga acacatgece 600
acgetgtatg aaggcaacca gattaccggt tatctgecgac ctgacatcge cagtcgetgg 660
ggtatggate ccgteccecgt tattgcectgge ggtggggata acgcagcagg cgcgattgge 720
gtegggetgt atcaaacegg tcaggegatg ctgtetetcg gecacateccgg cgtttattte 780
goécegtcageg acggttttot cagtaatcet cageatgecqg tdcacagett ttgecatgeg 840
ctgocaaata cetggeaccet gatgteegtg atgttaageg cggegtectg cetagattag 900
gtegedeged tgacacacge cgagagegtg cdecgcactgt tgeaggaagt cgoctcaatg 960
ccagedgatg acacgataac gocagtgtgg tttttgeect atetttetgg cgagegtaca 1020
ccgeacaaca atcctgatge caaaggcogcea ttctggggge tcacccacca gcacggecgo 1080
gcagagctgg caaaageggt goctggaagge ghgggatttg cgottgocga tgggatggac 1140
gcactgcata tgactgggct aaaacccgat agcatcacge taattggogg tggogcacgt 1200
agegactatt ggoggeaaat gttggeagat atcagtggte aaactetgga ataccgcoacg 1260
ggeggegatg teggeccage goetgggtgece gecegtetgg cacaaatcge tatgeatece 1320
catacgecac tggeagaact cttgecgeoeg ctaccgatgg ageaggttea tecagecgaat 1380
acccagcgcec acgccgacta tgcocgagogt aggcgcacat ttaaaacget ctaccaacag 1440
cttagtccge tgatgtag 1458

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> xylAB(Er) cebador

<400> 5

acacatatgc aagcctattt tgaacagatc 30

<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

18
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<220>
<223> xylAB(Er) cebador

<400> 6
agaactagtg ccttttggtg gtgtttaagt 30

<210>7

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pcj7-xylAB(Er) cebador

<400>7
gagttcctcg agactagtag aaacatccca gegcta 36

<210> 8

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pcj7-xylAB(Er) cebador

<400> 8
gatgtcgggc ccactaggcc tttttggtgg tgttta 36

<210>9
<211> 3440

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pcj7-xylAB(Er)

<400> 9

19



agaaacatece
gagtgcctaa
catctteottt
cetttctght
agtatteggg
caacdgaaagyg
ggtagccaaa
ggtaaacgta
aacggctogg
gegetggaac
gtgecttact
tatetgeata
gtgaagetge
gccaccaatc
aacgcgacca
gaaactctge
atggttgteg
cegeaggaac
aaacagtttg

gctgggeatt

cagegetact
aaccgcatgc
agcaacaagt
tttaatcaac
cacaatateg
aaacacatat
geagtaatae
tggcggaceca
atatgttcgg
tggcgaageyg
actgetttea
acattgeggt
tgtggggeac
ctgatcecaga
aaacactggg
tcaataccga
agcataaaca
cgactaaaca
ggctggaaaa

cattccacca
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aatagggage
ggcttagget
tgaggggtag
atacaccacc
ttgecaaaat
geaagectat
cttegacttt
tttgogtttt
cgtcggatce
caaagcggat
tgacgtegat
gatcacegat
cgctaactge
tgtgtttgec
cggtgaaaac
cctgegtecag
caaaateggt
teagtacgat
agagattaaa

tgagatcgcec

gttgacette
ccaagatagg
gtgcaaataa
acctaaaaat
attgtttegy
tttgaacaga
cgteactaca
gcogtegett
tttgccegge
atcgcattcg
gtegegeegyg
gtgectggegg
tteaccaate
tgggctgcecta
tatgtgetgt
gagcgtgage
tttecagggea
tacgatgteg
gtcaacgtgg

accgetgteg

20

cttecacgga
ttctgcgcgg
gaacgacata
tccccgacca
aatatcatgg
tegaaaaagt
atccegatea
attggcacac
cgtggcagca
aattctttca
aagggaacte
aaaagcagea
coegetatygg
cgcaggtgtt
ggggogggcey
aaattggccyg
cactgeteat
ccactgttta
aagceaacca

cgctgggegt

ceggtaateg
ccgggtaatg
gaaatcgtct
gcaagttcac
gatacgtace
tegttatgaa
ggaaattete
gttctgetag
gtogggoegat
aaaactaagc
getgaaagaa
ggatagegge
cgcaggegeyg
cacggcaatg
cgaagggtat
ctttatgeaa
tgaaccgaaa
tggettectyg
cgegacgett

tttcggatcyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200



gtcgatgeca
gtggaagaaa
gggotgaact
gcgecatatcg
gaagatgata
ggtcagcaaa
catcaactgg
cgocatetat
agcataaggt
daagecatct
atttetegte
gaccaagcgc
ttgaccggge
gcgatcettt
cctacctege
aaatgggtgc
aaagactatc
ggaaccctct
tcgectgagee
cgacctgaca
gataacgcag
cteoggecacat
geccgtcocaca
agcgoggegt
ctgttgcagy
cectatettt
gggctcacce
tttgegettg
acgctaattyg
ggtcaaactc
ctggcacaaa

atggagcagyg

atcgcggcga
acacgetgat
ttgatgocaa
gcocgegatgga
agcetoaatea
tteotgeaagg
caccacagca
ttggotagtyg
tatcaggage
tactggatga
cgeatceget
tacaagcatt
aaatgcacgyg
dgaatgacgg
gccagattac
aggaaaacga
teegetggeg
ggctggacgt
gtgaacacat
tegecagteg
caggcgegat
ccggogttta
gcttttgeca
cctgectaga
aagtcgectc
ctggogageqg
accagcacgyg
cegatgggat
geggtggoge
tggaataccy
togetatgea

ttcatcagee
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ccctcagett
catgtatgaa
agttegtege
tacaatggca
attggteogee
caacgogtceg
ccagagoggco
cggtacgott
gactatgtat
aacaggagag
ttggtcggag
ggcagcaaca
ggcaacctig
acgtagecgceg
cggcaacctg
aagcgatatc
tctgacaggg
cgccaaacgg
goccacgehyg
ctggggtatg
tggcgteggg
tttecgecgtc
tgcgetgeca
ttgggtegec
aatgecagcec
tacaccgeac
cogogcagag
ggacgceacty
acgtagogac
cacgggogyc
tecccatacy

gaatacccag

ggctgggaca
atteotcaagyg
cagagcacoyg
ctggegetea
aagogetatyg
ctggaatoge
cagcaggaac
gootgotacg
atoggtattyg
gtgatecgeca
caagcgectyg
cacagecctte
ctggacgct.c
gcgcaatgee
atgatgeccgg
tttcgeccaaa
gaatttgcca
gattggagcg
tatgaaggca
gatccegtec
ctgtatcaaa
agcgacyggtt
aatacectgge
cgcctgacac
gatgacacga
aacaatcctg
ctggcaaaag
catatgactyg
tattggogge
gatgkcggee
ccactggeag

cgocacgoey

21

ccgatcagtt
caggoggett
atogetatga
aggctgeotge
cgggetggaa
tggotcagta
tgctggaaaa
graggttaaa
atctgggeac
gccatagege
aggactggtg
gcgecgtgaa
accagaacat
gaacgctgga
gctttactge
tcgacaaggt
gegatatgte
atgctectget
accagattac
ccgttattge
ccggtcagge
ttectcagtaa
acctgatgtc
acgccgagag
taacgccagt
atgccaaagg
cggtgctgga
ggctaaaacc
aaatgttgge
cagogclyggyg
aactettgece

actatgooga

ccctaacage
cacgacaggt
ccttttocat
cagaatgatt
cggtgaacta
tgeggaaage
tctggttaac
aaactgecgt
ttocggtgtt
cgocgotgage
gcaggcaaca
agcgotgggg
tctgeogacct
acagttggtyg
tcccaaacta
cctgetgeca
cgatgegget
ggaagcctgc
cggttatcty
tageggtggg
gatgctgtct
tcctecageat
cgtgatgtta
cgtgcoegea
gtagttttty
cgeattetgg
aggcgtggga
cgatagcate
agatatcagt
tgeegecogt
gocgetacag

gogtaggoge

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

24560

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3129
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acatttaaaa

ccggacgggt
cagcaggetg
cggcagcatc
cgccagogaa

cttaaacacc

cgctctacca
agtcaactca
gcegecageyg
acatcatgcg
tgacgcgaaa

accaaaaggce
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acagcttagt
cocagegecg
cgatggtgaa
tacgtagata

tggtggcaaa

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pcj7 cebador

<400> 10
tcaaaatagg cttgcatgag tgtttccttt cgttg 35

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> xylAB(Ec) cebador

<400> 11
caacgaaagg aaacacatgc aagcctattt tgac 34

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> xylAB(Ec) cebador

<400> 12
gatgtcgggc ccactagtgc tgtcattaac acgcca 6

<210> 13

<211> 3145

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> xylAB(Ec)

<400> 13

ccgetgatgt
cacatcaatc
gacatagaag
gtgaatgatc

acceggtaag

22

agcaccgttc
ttctgtaaag
atategagaa
aacgcgtgga

atcecgectgge

gtccggtaca

ccatcgaaag
ccggatgate
aaccgtaaat

taaagtagta

3180

3240

3300

3360

3420

3440



atgeaagecct
ccgttageat
cacttgegtt
gagtgtggggy
cagtaaagcag
cacgatgtgg

caaatggttyg

acggccaact
gaagtcttca
ggcggtgaaa
gacttgegte
cataaaatcy
catcaatatg
aaagagatta
catgaaatag
gatgegeaac
gtgatgtatg
aaagtacgte
gatacgatgg
aaacgcatcyg
ggccaaatgt
catcagagtyg
taacggctaa
aaggaacgat
tgctcaacga
cgcatccact
tgaaagetct
agatgcacgg
ggaacgacgg
gggtgattac
ageggeatga

tgegtotgog

attttgacca
tccogtecacta
ttgccgectg
cgtttaatcy
atgtogeatt
atgtttccecc
atgtectgge
gctttacaaa
gctgggegge
actatgtcect
aggagcgtga
gtttecaggy
attacgatge
aactgaacat
ccaccgoccat
tgggctggga
aaattctcaa
gteocaaagtac
cactggoget
cgcagcgtta
cactggcaga
gtogocagga
ctgtgecagte
cgatatgtat
gecagggtgag
ctggteggaa
gggcgatcag
agcaaccttg
gegetgtgeg
cggcaacctyg
geecggagata

tatgacgggy
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gctegatoge
caatceccgac
ctactggcac
tecgtggcag
tgagttttte
tgagggcgeg
aggcaagcaa
ccctaegetac
aacgcaagtt
gtggggeggt
acaactggge
cacgttgett
cgegacggte
tgaagctaac
tgegettgge
caccgaccag
agcaggcggt
tgataaatat
gaaaattgca
ttceggetgy
tttagccaaa
acaactggaa
cgttggeoceyg
atcgggatag
gtggttgctyg
caagacccgyg
cattctetge
ctggatgctce
caagagtgca
atgatgcccyg
ttecogteaaa

gagtttgeoca

gttegttatyg
gaactggtgt
accttctgct
cagectggty
cacaagttac
tcgttaaaag
gaagagagcg
ggegegggtyg
gttacagecga
cgtgaaggtt
cgetttatge
atcgaaccga
tatggetteo
cacgcgacge
ctgtteggtt
ttceocgaaca
ttcaccaccy
gatoctgtttt
gogogcatga
aatagcgaat
tatgctcagg
aatctggtaa
gttateggta
atcttggeac
cgcaaacgga
aacagtggtyg
aggacgttaa
agcaacgggt
ctttgetgga
gatttactge
togacaaagt

gogatatgte

23

aaggctcaaa
tgggtaageg
ggaacggggc
aggcactgge
atgtgccatt
agtacatcaa
gogtgaaget
cggcgacgaa
tggaagcaac
acgaaacgct
agatggtggt
aaccgceaaga
tgaaacagtt
tggcaggtca
ctgtcgacge
gtgtggaaga
gtggtctgaa
acggtecatat
ttgaagatgg
tgggccagea
aacatecattt
accattatct
gogatacegg
ctcgggegta
aaagctgace
gcaggcaact
agcattgggt
gttacgcect
agcgegagtt
gcctaaattg
attattaccg

tgacgeaget

atcctcaaac
tatggaagag
ggatatgttt
gttggcgaag
ttattgeotte
taattttgcg
gctgtgggga
cccagatcet
ccataaattg
gttaaatacc
tgagecataaa
accgaccaaa
tggtoetggaa
ctcktttcecat
caaccgtgge
gaatgcgetg
cttcgatgee
cggcegegatyg
cgagctggat
aatcctgaaa
gtecteceggtg
gttcgacaaa
gocatttttete
aaagttattt
gtttecgegee
gatcgegeaa
attgeeggoe
gccattttgt
cegeaatege
ctatgggtte
aaagattact

ggcaccatgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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ggctggatgt cgcaaagogt gactggagtg acgtcatget gocaggettge gacttatcte 1980
gtgaccagat goccgeatta tacgaaggea gogaaattac tggtgeotttg ttacctgaag 2040
ttgcgaaage gtggggtatg gocgacggtge cagttgtoge aggocggtgge gacaatgeag 2100
ctggtgeagt tggtgtggga atggttgatg ctaatcagge aatgttateg ctggggacgt 2160
cgggggteta ttttgetgte agegaagggt tettaageaa gecagaaage gecgtacata 2220
gettttgeca tgegetaceyg caacgbtgge atttaatgte tgtgatgetg agtgeagegt 2280
cgtgtctgga ttgggocgeg aaattaacog goctgagceaa tgtcccaget ttaatcegetg 2340
cagctcaaca ggctgatgaa agtgocgage cagtttggtt tcotgecttat ctttcoceggeg 2400
agegtacgec acacaataat ccoccaggoga agggggtttt ctttggtttg actcatcaac 2460
atggoccecaa tgaactggey cgageagtage tggaaggegt gggttatgeg ctggeagatg 2520
geatggatgt cgtgeatgee tgeggtatta aaccgeaaag tgttacgttg attgggggeg 2580
gugegegtag tgagtactgy cgteagatge tggeggatat cageggtceag cagetegatt 2640
accgtacggg gggggatgtg gggoccagecac tgggogcage aaggcectggeg cagatcegoegg 2700
cgaatccaga gaaatcgecte attgaattgt tgococgcaact accgttagaa cagtcgoatc 2760
taccagatgc gecagcgbttat gcogottatc agcocacgacg agaaacgttc cgtogectct 2820
atcageaact tetgeocatta atggegtaaa cgttatecce tgectgaceyg ggtgagggat 2880
aattcacate tatatatcte agtaattaat taatatttag tatgaattta ttetgaaaat 2940
catttgttaa tggeattttt cagttttgte tttegttggt tactegtaat gtategetgg 3000
tagatatgga gatcgttatg aaaacctcaa agactgtgygce aaaactatta tttgttgtceg 3060
gggegotggt ttatctggbtt gggectatgga tcotcatgece attgttaagt ggaaaagget 3120
attttcttgg cgtgttaatg acage 3145
<210> 14
<211> 318
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pcj7 promotor
<400> 14
agaaacatoc cagcgcoctact aatagggagce gttgaccttc cttccacgga coggtaatcg 60
gagtgcctaa aaccgcatge ggcttaggcect ccaagatagg ttoctgcecgegg cocgggtaatg 120
catcttcocttt agcaacaagt tgaggggtag gtgcaaataa gaacgacata gaaatogtct 180
cetttetgtt tttaatcaac atacaccace acctaaaaat teocccgacca gcaagbtcac 240
agtattcggyg cacaatateg ttgocaaaat attgtttogg aatatcatgg gatacgtace 300

caacgaaagg aaacacat 318
<210> 15

<211> 23
<212> ADN

24



10

15

20

25

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pcj7 cebador

<400> 15

aatctagaaa catcccagcg cta 23

<210> 16
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pcj7 cebador

<400> 16

aaactagtca tatgtgtttc ctttcgttg 29

<210> 17
<211> 2844
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> xylAB(Er)

<400> 17
atgcaagect
coettogaet
catttgegtt
ggcgtaggat
cgcaaagogyg
catgacgtcg
gtgatcaccg
accgetaact
gatgtgtttg
ggeggtgaaa
gacctgegte

cacaaaatcg

attttgaaca
ttegteacta
ttgcegtege
coctttgeceg
atategeatt
atgtegegec
atgtgctgge
getteaccaa
cctgggetge
actatgtget
aggagcgtga

gttttcaggy
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gatcgaaaaa
caatccogat
ttattggcac
gcogtggeay
cgaattcttt
ggaagggaac

ggaaaagcag
toeccegetat
tacgcaggtyg
gtggggcagy
gcaaattgge

cacactgcte

gktegttatg
caggaaatte
acgttetget
cagtegggcy
caaaaactaa
tcgectgaaag
caggatagcg
ggcgeaggeqg
ttcacggeaa
egegaagggt
cgetttatge

attgaaccga

25

aaggtagcca
toeggtaaacyg
ggaacggcte
atgegetgga
gegtgectta
aatatctgca
gocgtgaaget
cggecaceaa
tgaacgegac
atgaaactet

aaatggttgt

aaccgcoagga

aagcagtaat
tatggeggac
ggatatgtte
actggegaag
ctactgettt
taacattgcg
gctgtgggge
tectgateoca
caaaacactg
geteaatace
cgagcataaa

accgactaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



catcagtacyg
aaagagatta
catgagateg
gaccctcage
atcatgtatg
aaagttegte
gatacaatgy
caattggtcg
ggeaacgegt
caccagagcg
tgeggtacge
gcgactatgt
gaaacaggag
ctttggtegg
ttggcagcaa
ggggcaacct
ggacgtagecy
accggcaacc
Jaaagcgata
cgtotgacag
gtcgecaaac
atgecccacge
cgctggggta
attggegteg
tatttegeeg
catgogetge
gattgggteg
tcaatgccag
cgtacaceoge
ggcegegeag

atggacgeoac

attacgatgt
aagtcaacgt
ccaccegetgt
ttggctggga
aaattctcaa
gocagagcac
cactggcget
ccaagegcta
cgetggaate
gccagcagga
ttgeoctgeta
atatcggtat
aggtgatcge
agcaagecgcc
cacacagcct
tgctggacge
cggcgcaatyg
tgatgatgcc
tctttogeca
gggaatttge
gggattggag
tgtatgaagg
tggatceoegt
ggctgtatca
tcagcgacgg
caaatacctyg
cocgaectgac
ccgatgacac
acaacaatce
agctggeaaa

tgecatatgac
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cgccactgtt
ggaagccaac
cgegetggge
cacogatcoag
gygcagycgyco
cgataogetat
caaggctget
tgcgggctoy
getggeteag
actgectggaa
cggeaggtta
tgatctggge
cagccatage
tgaggactgg
tcgecgeegtg
tcaccagaac
ccgaacgetyg
gggctttact
aatcgacaagq
cagcgatatg
cgatgctctg
caaccagatt
cceegttatt
aaccggtcay
ttttctcagt
gecacctgaty
acacgeogag
gataacgcca
tgatgecaaa
ageggtgetg

tgggetaaaa

tatggcttee
cacgogacgce
gttttoggat
ttecectaaca
ttcacgacag
gaccttttee
gccagaatga
aacggtgaac
tatgoggaaa
aatctggtta
aaaaactgeo
actteccggtg
geegegetga
tggcaggcaa
aaagcgctgg
attectgeogac
gaacagttgyg
gctccoccaaac
gtcectgetge
tcegatgegg
ct.ggaagcct
accggttatc
gctggeggtg
gogatgetgt
aatcctcage
tcegtgatgt
agoegtgoceg
gtgtggtttt
ggcgecattet
gaaggegtgg

coccgatagea
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tgaaacagtt
ttgctgggea
cggtegatge
gcgtggaaga
gtgggctgaa
atgcgcatat
ttgaagatga
taggtcagca
gocatcaact
accgccatct
gtagcataag
ttaaagccat
geatttoteg
cagaccaagce
ggttgaccgg
ctgcgatect
tgectacete
taaaatgggt
caaaagacta
ctggaaccct
gctcgoctgag
tgogacectga
gggataacge
ctoctoggeac
atgccgtcca
taagcgoggce
cactgttgea
tgcocctatcet
gggggcteac
gatttgeget

toacgotaat

tgggctggaa
ttcatteccac
caategegge
aaacacgetyg
ctttgatgece
cggogogatyg
taagctcaat
aattctgcaa
ggcaccacag
atttggctag
gttatcagga
cttactggat
tcegeateeg
gctacaagea
gcaaatgcac
ttggaatgac
gogocagatt
gcaggaaaac
tcteocgetgg
ctggectggac
ccgtgaacac
catcgccagt
agcaggcgeyg
atcoggogtt
cagcttttge
gtcetgeoceta
ggaagtcgeo
ttectggcecgayg
ccaccageac
tgecgatggy

tggegytgyce

780

B40

900

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580
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gracgtageg actattggog

cgcacgggeyg gegatgtcgy

catocccata cgocactgge

ccgaatacee agegecacge

caacagetta gtecgetgat

<210> 18
<211> 3122
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> xylAB(Er) fragmento

<400> 18
atgcaagect
ccctteogect
catttgegtt
ggcgtaggat
cgeaaagagyg
catgacgtcg
gtgatcaccg
accgctaact
gatgtgtttg
ggcggtgaaa
gacctgegte
cacaaaatcg
catcagtacg
aaagagatta
catgagateg
gacccteage
atcatgtatg
aaagttcgte
gatacaatgg

caattggtcg

ggcaacgcegt

attttgaaca
ttcgtcacta
ttgecegtege
cctttgeceg
atategeatt
atgtcgegeco
atgtgctggce
gcttcaccaa
cctgggetge
actatgtget
aggagegtga
gttttcaggg
attacgatgt
aagtcaacgt
ccacegetgt
ttggctggga
aaattcetcaa
gccagagcac
cactggeoget
ccaagcgcta

cgoetggaate
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gcaaatgttyg
cccagegetg
agaactcttg
cgactatgec

gtag

gatcgaaaaa
caatcccgat
ttattggeac
geegtggcay
egaattottt
ggaagggaac

ggaaaagcag

tccecgetat
tacgeaggtg
gtgaggcggy
gcaaattgge
cacactgcte
cgccactgtt
ggaagocaac
cgegetggge
caccgatcag
ggcaggeggce
cgatcgctat
caaggctget
tgcgyggctyy

getggoetcag

gcagatatca
ggtgoccgeac
ccgeegetac

gagegtagge

gttcgttatg
caggaaattc
acgttetget
cagbegggeqg
caaaaactaa
tcgctgaaag
caggatagcg
ggcgcaggceyg
tteacggeaa
cgegaagygt
cgetttatge
attgaaccga
tatggcecttcc
cacgogacgc
gtttteggat
ttecctaaca
tteacgacag
gaccttttcc
gccagaatga
aacggtgaac

tatgeggaaa
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gtggtcaaac
gtctggcaca
cgatggagca

geacatttaa

aaggtagcca
tcggtaaacyg
ggaacggete
atgogetgga
gegtgectta
aatatctgca
gcgtgaagcet
cggccaccaa
tgaacgegac
atgaaactet
aaatggttgt
aaccgcagga
tgaaacagtt
ttgctgggea
cggtegatge
gegtggaaga
gtgggctgaa
atgcgcatat
ttgaagatga
taggtcagca

gecatcaact

tctggaatac
aatcgctatg
ggttcatcag

aacgctetac

aagcagtaat
tatggcggac
ggatatgtte
actggegaaqg
ctactgettt
taacattgcg
getgtggage
tcctgatcca
caaaacactyg
geteaatace
cgageataaa
accgactaaa
tagggctggaa
ttcatteccac
caategegge
aaacacgcetyg
ctttgatgee
cggecgegatg
taagctcaat
aattctgcaa

ggcaccacaq

2640
2700
2760
2820

2844

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260



caccagagcg
tgecggtacge
gegactatgt
gaaacaggag
ctttggtegg
ttggecagcaa
ggggcaacct
ggacgtagcg
accggcaace
gaaagcgata
cgtctgacag
gtcgecaaac
atgceoccacge
cgctggggta
attggegteg
tatttegeeg
catgcgetge
gattgggtcg
tcaatgeccag
cgtacaccgce
ggccgegeayg
atggacgcac
geacgtageg
cgcacgggcy
catccecata
ccgaatacee
caacagctta
cacccagcgc
cgcgatggtg
cgtacgtaga
aatggtggea

gc

gccagcagga
ttgcectgeta
atatcggtat
aggtgatcge
agcaagcgcc
cacacagcct
tgctggacge
cggegeaatg
tgatgatgec
tctttegeca
gggaatttge
gggattggag
tgtatgaagyg
tggatcecgt
ggctgtateca
tcagcgacgy
caaatacctg
cocgectgac
ccgatgacac
acaacaatcc
agctggcaaa
tgcatatgac
actattggeg
gegatgtogg
cgccactgge
agcgccacgco
gtcoccgetgat
cgcacatcaa
aagacataga
tagtgaatga

aaacccggta
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actgectggaa
cggcaggtta
tgatctggge
cagccatage
tgaggactgg
tegegoogtg
tcaccagaac
cocgaacgetg
gggcetttact
aatcgacaag
cagegatatg
cgatgctctg
caaccagatt
cccecgttatt
aaccggtcag
ttttectcagt
gcacctgatg
acacgocgag
gataacgcca
tgatgccaaa
ageggtgetg
tgggctaaaa
gcaaatgttg
ccecagegetg
agaactcttg
cgactatgee
gtagcaccgt
tettetgtaa
agatatcgag
tcaacgcgtg

agatccgety

aatctggtta
aaaaactgcc
actteceggtg
gcecgegcectga
tggecaggcaa
aaagegetgg
attectgcgac
gaacagttgg
gctoccaaac
gtcetgectge
tcogatgegg
ctggaagcct
accggttate
gcetggeggtg
gcgatgetgt
aatcctcage
tcegtgatgt
agegtgoocg
gtgtggtttt
ggcgecattct
gaaggcgtgg
cccgatagea
gcagatatca
ggtgocgooe
cocgoecgetac
gagegtagge
tegteceggta
agccatcgaa
aaccggatga

gaaaccgtaa

gctaaagtag
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accgccatet
gtagcataag
ttaaagccat
gcatttcteg
cagaccaagc
ggttgaccgy
ctgecgatcct
tgectaccte
taaaatgggt
caaaagacta
ctggaacccet
gctegetgag
tgecgacctga
gggataacgc
cteteggeac
atgcecgtceca
taagcgcggce
cactgttgea
tgeccctatct
gggggctcac
gatttgoget
tcacgctaat
gtggtcaaac
gtctggoaca
cgatggagca
gcacatttaa
caccggacgg
agcagcaggc
tececggcagea
atcgeccageg

tacttaaaca

atttggctag
gttatcagga
cttactggat
tecegeatceeg
gctacaagca
gcaaatgcac
ttggaatgac
gogecagatt
gcaggaaaac
tetecgetgg
ctggetggac
ccgtgaacac
catcgeccagt
agcaggcgcg
atceggegtt
cagcttttge
gteceoctgecta
ggaagtogece
ttectggecgag
ccaccagcac
tgcegatggg
tggcggtggce
tcetggaatac
aatcgctatg
ggttcatcag
aacgctctac
gtagtcaact
tggccgecay
tcacatcatg
aatgacgcga

ccaccaaaag

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120

3122
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo de Corynebacterium sp. modificado capaz de producir L-lisina utilizando xilosa, en el que el
microorganismo comprende la xilosa isomerasa (XylA) y xilulocinasa (XylB) derivadas de Erwinia carotovora,

en el que la XylA comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 o una secuencia de aminoacidos que tiene
un 95 % o mas de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y en el que XyIB comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de aminoacido que tiene un 90 % o mas de identidad
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que XylA es codificada por una secuencia de
polinucleétido de SEQ ID NO: 3, y XylB es codificada por una secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 4.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el microorganismo en Corynebacterium
glutamicum.

4. Un procedimiento de produccion del microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la introduccion
de las actividades de XylA y XyIB se lleva a cabo insertando un polinucledtido que incluye las secuencias de
nucledtidos que codifican XylA y XylB en un cromosoma, introduciendo un sistema de vector que incluye el
polinucledtido en el microorganismo, corriente arriba de las secuencias de nucleétido que codifican XylA y XylB,
introduciendo XylA y XyIB con un promotor modificado, o introduciendo las secuencias de nucleétido modificadas
que codifican XylA y XyIB.

5. Un procedimiento de produccion de L-lisina, que comprende las etapas de:

(i) cultivar un microorganismo de Corynebacterium sp. modificado capaz de producir L-lisina utilizando xilosa de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en un medio de cultivo que contiene como una fuente
de carbono para obtener un caldo de cultivo; y

(i) recuperar L-lisina del caldo de cultivo.
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[FIG. 1]
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[FIG. 3]
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