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DESCRIPCION

Microorganismos de Corynebacterium con productividad mejorada de acido 5-inosinico, y procedimiento de
produccién de acidos nucleicos usando los mismos

Antecedentes de lainvencién

1. Campo de lainvencién

El presente documento describe un microorganismo perteneciente al género Corynebacterium y que produce acido
5’-inosinico, en el cual la expresion de genes codificadores de enzimas relacionadas con la biosintesis de purina se
incrementa mas que la expresioén intrinseca, y un procedimiento para producir acido 5-inosinico, que comprende
cultivar el microorganismo del género Corynebacterium con productividad mejorada de acido 5’-inosinico.

2. Descripcién de la técnica relacionada

Uno de los compuestos de nucleétidos, el acido 5’-inosinico es un material intermedio del sistema metabdlico de la
biosintesis de nucledtidos, el cual se usa en una diversidad de campos tales como alimentos, medicinas y otras
diversas areas médicas y sirve para jugar un importante papel en la fisiologia animal y vegetal. En particular, el acido
5-inosoénico es un condimento de nucleétido, el cual ha despertado mucha atencién como condimento sabroso,
debido a que tiene efectos sinérgicos cuando se usa con glutamato monosaédico (GMS).

Por ahora, los procesos bien conocidos para producir acido 5’-inosénico incluyen un proceso de descomposicion de
manera enzimatica de acido ribonucleico extraido de células de levadura (Solicitud de Patente Examinada Publicada
Japonesa N° 1614/1957, etc.), un proceso de fosforilacion de manera quimica de inosina producido por fermentacion
(Agric. Biol. Chem., 36, 1.511(1972), etc.) y un proceso de cultivo de un microorganismo capaz de producir acido 5’-
inosonico y recuperacion de monofosfato de inosina (MFI) acumulado en el medio. Actualmente, los procesos de
produccién del &acido 5-inosénico usando microorganismos son los mas usados. Las cepas del género
Corynebacterium se usan mucho como microorganismos para la produccion del acido 5’-inosénico y, por ejemplo, se
ha descrito un procedimiento para producir acido 5-inosonico cultivando Corynebacterium ammoniagenes
(Publicacion de Patente Coreana N° 2003-0042972).

Para mejorar el rendimiento de produccion del acido 5'-inosinico por un microorganismo, se han realizado estudios
para desarrollar cepas incrementando o disminuyendo la actividad o la expresion de las enzimas implicadas en la
ruta biosintética o degradativa del acido 5’-inosinico. La Patente Coreana N° 785248 describe un microorganismo en
el que un gen purC codificador de fosforibosilaminoimidazol succinocarboxamida sintetasa se sobreexpresa en la
ruta biosintética de purina y un procedimiento para producir acido 5-inosinico usando el mismo. Ademas, el
documento de la Patente Coreana N° 857379 describe una cepa de Corynebacterium ammoniagenes en la que la
fosforibosilaminoimidazol carboxilasa codificada por purKE se sobreexpresa y un procedimiento para producir alta
concentracion de MFI en un alto rendimiento usando la mismo.

Sin embargo, todavia hay una necesidad de desarrollar una cepa capaz de producir acido 5’-inosinico en un
rendimiento mayor y un procedimiento para producir acido 5’-inosinico usando la misma.

Por lo tanto, los presentes inventores han dirigido estudios para desarrollar una cepa capaz de producir &cido 5’-
inosinico con alta productividad. Como resultado, encontraron que la productividad del acido 5’-inosinico se puede
mejorar incrementando simultineamente las actividades de las enzimas fundamentales implicadas en la ruta de la
biosintesis de purina méas que la actividad intrinseca.

Compendio de lainvencién

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un microorganismo Corynebacterium ammoniagenes
transformado que produce &cido 5’-inosinico y depositado en el “Korean Culture Center of Microorganisms” el 19 de
febrero de 2009 bajo el nimero de depésito KCCM 10992P.

Otro objeto de la presente invencién es un procedimiento para producir acido 5’-inosinico que comprende cultivar
dicho Corynebacterium ammoniagenes transformado, y recuperar el acido 5’-inosinico del medio de cultivo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un vector pDZ para la insercion cromosdmica en el microorganismo del género
Corynebacterium.
La Figura 2 muestra un vector pDZ-2purFM para la insercion cromosémica en el microorganismo del género
Corynebacterium.
La Figura 3 muestra un vector pDZ-2purNH para la insercion cromosémica en el microorganismo del género
Corynebacterium.
La Figura 4 muestra un vector pDZ-2purSL para la insercién cromosomica en el microorganismo del género
Corynebacterium.
La Figura 5 muestra un vector pDZ-2purKE para la insercién cromosomica en el microorganismo del género
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Corynebacterium.
La Figura 6 muestra un vector pDZ-2purC para la insercion cromosomica en el microorganismo del género
Corynebacterium.
La Figura 7 muestra un vector pDZ-2prs para la insercion cromosémica en el microorganismo del género
Corynebacterium.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En el presente documento se describe un microorganismo perteneciente al género Corynebacterium y que produce
acido 5’-inosinico, en el cual la expresion de los genes codificadores de enzimas relacionadas con la biosintesis de
purina se incrementa mas que la expresion intrinseca.

El microorganismo del género Corynebacterium descrito en el presente documento ha mejorado la productividad del
acido 5’-inosinico en comparacion con la cepa parental, debido a que la expresion de los genes codificadores de
enzimas relacionadas con la biosintesis de purina se incrementa mas que la expresion intrinseca.

Como se usa en el presente documento, el término “enzima relacionada con la biosintesis de purina” significa una
enzima que cataliza la reaccion implicada en la ruta de la biosintesis de purina que produce una base de purina
como producto final, e incluye fosforibosilpirofosfato amidotransferasa, fosforibosilglicinamida farmiltransferasa,
fosforibosilformilglicinamidina  sintetasa, fosforibosilformilglicinamidina sintetasa Il, fosforibosilaminoimidazol
sintetasa, fosforibosilaminoimidazol carboxilasa, fosforibosil aminoimidazol succinocarboxamida sintetasa, acido
inosinico ciclohidrolasa, ribosafosfato pirofosfoquinasa o similares.

Las enzimas relacionadas con la biosintesis de purina pueden ser una combinacion de una o méas enzimas
seleccionadas del grupo que consiste en fosforibosilpirofosfato amidotransferasa, fosforibosilglicinamida
formiltransferasa, fosforibosilformilglicinamidina sintetasa, fosforibosilformilglicinamidina sintetasa 11,
fosforibosilaminoimidazol  sintetasa,  fosforibosilaminoimidazol carboxilasa, fosforibosil ~ aminoimidazol
succinocarboxamida sintetasa y acido inosinico ciclohidrolasa, y ribosafosfato pirofosfoquinasa.

Los genes codificadores de enzimas relacionadas con la biosintesis de purina, cuya expresion se incrementa mas
gue la expresion intrinseca, pueden ser una combinacién de un gen purN de SEQ ID NO. 36, el cual codifica
fosforibosilglicinamida  formiltransferasa, un gen purS de SEQ ID NO. 37, el cual codifica
fosforibosilformilglicinamidina  sintetasa, un gen purL de SEQ ID NO. 38, el cual -codifica
fosforibosilformilglicinamidina sintetasa Il, un gen purkKE de SEQ ID NO. 40, el cual codifica fosforibosilaminoimidazol
carboxilasa, un gen purC de SEQ ID NO. 41, el cual codifica fosforibosil aminoimidazol succinocarboxamida
sintetasa, un gen purH de SEQ ID NO. 42, el cual codifica acido inosinico ciclohidrolasa, y un gen prs de SEQ ID
NO. 43, el cual codifica ribosafosfato pirofosfoquinasa.

Los genes codificadores de enzimas relacionadas con la biosintesis de purina, cuya expresion se incrementa mas
qgue la expresion intrinseca, pueden ser una combinacion de un gen purF de SEQ ID NO. 35, el cual codifica
fosforibosilpirofosfato amidotransferasa, un gen purN de SEQ ID NO. 36, el cual codifica fosforibosilglicinamida
formiltransferasa, un gen purS de SEQ ID NO. 37, el cual codifica fosforibosilformilglicinamidina sintetasa, un gen
purL de SEQ ID NO. 38, el cual codifica fosforibosilformilglicinamidina sintetasa Il, un gen purM de SEQ ID NO. 39,
el cual codifica fosforibosilaminoimidazol sintetasa, un gen purKE de SEQ ID NO. 40, el cual codifica
fosforibosilaminoimidazol carboxilasa, un gen purC de SEQ ID NO. 41, el cual codifica fosforibosil aminoimidazol
succinocarboxamida sintetasa, un gen purH de SEQ ID NO. 42, el cual codifica acido inosinico ciclohidrolasa, y un
gen prs de SEQ ID NO. 43, el cual codifica ribosafosfato pirofosfoquinasa.

Como se usa en el presente documento, el término “incrementada mas que la expresion intrinseca” significa que el
nivel de expresion del gen es mayor que el expresado de manera natural en un microorganismo o mayor que el
expresado en una cepa parental, e incluye un incremento en el nimero (nimero de copia) de los genes
codificadores de la correspondiente enzima y de ese modo el nivel de expresion incrementado o un incremento en el
nivel de expresion mediante mutacién o un incremento en el nivel de expresion por ambos.

Un incremento en el nivel de expresién de un gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina
incluye, pero no se limita a, un incremento en el nimero de copia del gen introduciendo ademas el correspondiente
gen ajeno en una cepa o amplificando el gen intrinseco, 0 un incremento en la eficacia de trascripcion o la eficacia
de traduccion mediante mutacién en la secuencia reguladora de la trascripcion o traduccion. La amplificacion del gen
intrinseco se puede realizar facilmente mediante un procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, mediante
cultivo bajo una presion de seleccion adecuada.

El nivel de expresion del gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina se puede incrementar
introduciendo ademds el gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina en una célula o
amplificando el gen intrinseco codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina.

El gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina, cuyo nivel de expresion se incrementa mas
que la expresién intrinseca, puede existir como dos o mas copias en un microorganismo del género
Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5’-inosinico al introducir una 0 mas copias en una
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célula, ademas del correspondiente gen intrinseco.

El gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina se introduce en un microorganismo del
género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5-inosinico mediante transformaciéon usando un
vector recombinante que contiene dos copias del correspondiente gen que se colocan consecutivamente.

El vector recombinante usado para la preparacién de un microorganismo del género Corynebacterium que tiene
productividad mejorada de &acido 5-inosinico se puede seleccionar del grupo que consiste en los vectores
recombinantes pDZ-2purFM, pDZ-2purNH, pDZ-2purSL, pDZ-2purKE, pDZ-2purC, y pDZ-2prs, que tienen los mapas
de escision de las Figuras 2 a 7 respectivamente, dependiendo de los genes introducidos.

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5’-inosinico puede ser
derivado de los microorganismos Corynebacterium capaces de producir acido 5-inosinico. Por ejemplo, se puede
derivar un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5'-inosinico a
partir de Corynebacterium ammoniagenes ATCC6872, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Brevibacterium flavum ATCC14067, Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869, y cepas preparadas a partir de los mismos.

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5’-inosinico puede
incluir dos o més copias del gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina.

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5’-inosinico puede ser
Corynebacterium ammoniagenes, y mas preferiblemente un Corynebacterium ammoniagenes transformado, en el
cual la actividad de una combinacion del gen prs y uno o méas genes seleccionados del grupo que consiste en purF,
purN, purS, purL, purM, purKE, purC, y purH se incrementa para producir alta concentracion de acido 5'-inosinico.

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5-inosinico puede ser
una cepa, en la cual la cepa de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 (KCCM-10610) productora de acido 5'-
inosinico es sometida a introduccion de cada uno de los vectores recombinantes pDZ-2purFM, pDZ-2purNH, pDzZ-
2purSL, pDZ-2purKE, pDZ-2purC, y pDZ-2prs que tienen los mapas de escision de las Figuras 2, 3,4, 5,6y 7 en
orden o en combinacion, y una de dos copias de los genes purF, purN, purS, purL, purM, purKE, purC, purH y prs
introducidos se sustituyen por los correspondientes genes intrinsecos por recombinacion homologa y, por tanto,
cada dos copias de los genes purF, purN, purS, purL, purM, purKE, purC, purH, y prs se insertan en la cepa.

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5-inosinico puede ser
Corynebacterium ammoniagenes que contiene dos copias de los genes codificadores de las enzimas relacionadas
con la biosintesis de purina que son una combinacion del gen purN de SEQ ID NO. 36, el cual codifica
fosforibosilglicinamida  formiltransferasa, el gen purS de SEQ ID NO. 37, el cual codifica
fosforibosilformilglicinamidina sintetasa, el gen purL de SEQ ID NO. 38, el cual codifica fosforibosilformilglicinamidina
sintetasa Il, el gen purKE de SEQ ID NO. 40, el cual codifica fosforibosilaminoimidazol carboxilasa, el purC de SEQ
ID NO. 41, el cual codifica fosforibosil aminoimidazol succinocarboxamida sintetasa, el gen purH de SEQ ID NO. 42,
el cual codifica &cido inosinico ciclohidrolasa, y el gen prs de SEQ ID NO. 43, el cual codifica ribosafosfato
pirofosfoquinasa, y preferiblemente Corynebacterium ammoniagenes CN01-0120.

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5-inosinico puede ser
Corynebacterium ammoniagenes que contiene dos copias de los genes codificadores de las enzimas relacionadas
con la biosintesis de purina que son una combinacion del purF de SEQ ID NO. 35, el cual codifica
fosfofosilpirofosfato amidotransferasa, el gen purN de SEQ ID NO. 36, el cual codifica fosforibosilglicinamida
formiltransferasa, el gen purS de SEQ ID NO. 37, el cual codifica fosforibosilformilglicinamidin sintetasa, el gen purL
de SEQ ID NO. 38, el cual codifica fosforibosilformilglicinamidina sintetasa I, el purM de SEQ ID NO. 39, el cual
codifica fosforibosilaminoimidazol sintetasa, el gen purKE de SEQ ID NO. 40, el cual codifica
fosforibosilaminoimidazol carboxilasa, el purC de SEQ ID NO. 41, el cual codifica fosforibosil aminoimidazol
succinocarboxamida sintetasa, el gen purH de SEQ ID NO. 42, el cual codifica acido inosinico ciclohidrolasa, y el
gen prs de SEQ ID NO. 43, el cual codifica ribosafosfato pirofosfoquinasa. La presente invencién proporciona dicho
microorganismo que es Corynebacterium ammoniagenes CN01-0316 (KCCM 10992P).

El presente documento también describe un procedimiento para producir acido 5-inosinico, que comprende las
etapas de cultivar un microorganismo perteneciente al género Corynebacterium y que produce acido 5-inosinico, en
el cual la expresién de un gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina se incrementa mas
gue la expresion intrinseca, y recuperar el acido 5’-inosinico del medio de cultivo.

En el procedimiento para producir acido 5’-inosinico, el medio y otras condiciones de cultivo usadas para el cultivo
del microorganismo del género Corynebacterium que produce acido 5-inosinico pueden ser los mismos que los
usados normalmente en el cultivo de un microorganismo del género Corynebacterium, y facilmente seleccionados y
ajustados por los expertos en la técnica. Ademas, el cultivo se puede realizar usando cualquier procedimiento de
cultivo conocido por los expertos en la técnica, por ejemplo, cultivo en lote, continuo y semicontinuo, pero no se
limita a los mismos.
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El microorganismo perteneciente al género Corynebacterium que produce &cido 5-inosinico puede ser
Corynebacterium ammoniagenes.

El microorganismo perteneciente al género Corynebacterium y que produce &acido 5'-inosinico puede ser
Corynebacterium ammoniagenes CN01-0120 o Corynebacterium ammoniagenes CN01-0316 (KCCM 10992P). En el
procedimiento para producir acido 5’-inosinico segun la presente invencién, el microorganismo es Corynebacterium
ammoniagenes CN01-0316 (KCCM 10992P).

El cultivo del microorganismo del género Corynebacterium se realiza cultivando la cepa en un medio convencional
que contiene adecuadas fuentes de carbono, fuentes de nitrdgeno, aminoacidos, vitaminas o similares bajo
condiciones aerébicas ajustando la temperatura, el pH o similares.

Como fuentes de carbono, se pueden usar carbohidratos tales como glucosa y fructosa. Como fuente de nitrégeno,
se pueden usar diversas fuentes de nitrégeno inorganico tales como amoniaco, cloruro de amonio y sulfato de
amonio, y se pueden usar fuentes de nitrégeno organico tales como peptona, NZ-amina, extracto de carne de vaca,
extracto de levadura, agua de macerado de maiz, hidrolisato de caseina, pescado o harina de pescado, y torta de
soja desgrasada o harina. Ejemplos de los compuestos inorgénicos incluyen monohidrégeno fosfato de potasio,
dihidrogeno fosfato de potasio, sulfato de magnesio, sulfato ferroso, sulfato de manganeso y carbonato de calcio.
Cuando se necesita, se pueden usar vitaminas y bases auxétrofas.

El cultivo se realiza bajo condiciones aerébicas, por ejemplo, sacudiendo el cultivo o agitando el cultivo,
preferiblemente a una temperatura de 28 a 36 °C. Durante el cultivo, el pH preferiblemente se mantiene dentro del
intervalo de pH 6 a 8. El cultivo se puede realizar durante 4 a 6 dias.

A continuacion, la presente invencion se describird a méas detalles en referencia a los Ejemplos. Sin embargo, estos
Ejemplos son solamente con propdsitos ilustrativos, y la invencién no pretende estar limitada por estos Ejemplos.

Ejemplo 1. Insercion de genes codificadores de las enzimas relacionadas con la biosintesis de purina
usando el vector (pDZ) para la insercion cromosémicay de ese modo desarrollo de la cepa que produce alto
rendimiento de acido 5’-inosinico

Para insertar un gen ajeno en el cromosoma de la cepa de Corynebacterium ammoniagenes, se us6 un vector
recombinante basado en pDZ que contenia dos copias consecutivas del gen correspondiente. El vector pDZ es un
vector para la insercion cromosémica en el microorganismo del género Corynebacterium, y se preparé por el
procedimiento descrito en la Publicacién de Patente Coreana N° 2008-0025355. La Figura 1 es un diagrama
esquematico que muestra la estructura del vector pDZ.

Como se describe en las siguientes secciones (1) a (6), se prepararon vectores recombinantes, en los que los
vectores recombinantes sirven para insertar el gen codificador de la enzima relacionada con la biosintesis de purina
en el cromosoma del microorganismo del género Corynebacterium para obtener dos copias de cada gen. La
transformacion por cada vector recombinante y la seleccion de los transformantes se realizé como sigue.

La cepa productora de acido 5’-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 (KCCM-10610), se transformo
con el vector recombinante pDZ que contenia el gen deseado codificador de la enzima relacionada con la biosintesis
de purina por electroporacién y, a continuacion, se seleccionaron las cepas, en las cuales el gen portado por el
vector esta insertado en su cromosoma por recombinacion homoéloga, en un medio de seleccién que contenia 25
mg/l de kanamicina. La insercién cromosdmica con éxito del vector se confirmé por el color de las colonias en un
medio soélido (extracto de carne de vaca al 1 %, extracto de levadura al 1 %, peptona al 1 %, cloruro de sodio al 0,25
%, adenina al 1 %, guanina al 1 %, agarosa al 1, 5%) que contenia X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosido).
Es decir, se seleccionaron las colonias azules como un transformante, en el cual el vector estaba insertado en el
cromosoma, La cepa, en la cual se insertd el vector en su cromosoma por un primer cruce, se cultivd con agitacion
(30 °C, 8 horas) en un medio nutriente (glucosa al 1 %, extracto de carne de vaca al 1 %, extracto de levadura al 1
%, peptona al 1 %, cloruro de sodio al 0,25 %, adenina al 1 %, guanina al 1 %). A continuacion, la cepa cultivada se
diluy6 en serie desde 10*a10™° y el cultivo diluido se sembr6 en placas con un medio sélido que contenia x-gal. La
mayoria de las colonias presentaron color azul, pero las colonias blancas también existieron a un nivel bajo.
Seleccionando las colonias blancas, se seleccionaron las cepas en las que la secuencia del vector se separ6 del
cromosoma por un segundo cruce. La cepa seleccionada se identific6 como una cepa final por un ensayo de
susceptibilidad para kanamicina y un andlisis de secuencia de gen por PCR.

(1) Clonacién del gen purFM y construccién del vector recombinante (pDZ-2purFM)

Los genes purF y purM estan localizados cerca uno de otro en el cromosoma del microorganismo del género
Corynebacterium y, por tanto, se construyé un vector purFM que contenia ambos genes y la regiéon promotora para
expresar ambos genes al mismo tiempo.

El cromosoma se aislé de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 que produce acido 5'-inosinico, y se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando el cromosoma como molde para obtener purFM, concretamente,
un fragmento que contenia purF y purM consecutivamente colocados. Se usé ADN Polimerasa de alta fidelidad
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PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa, y se realizd la reaccion en cadena de la polimerasa con 30 ciclos de
desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s, emparejamiento a 53 °C durante 30 s, y polimerizaciéon a 72 °C durante 2
min. Como resultado, se obtuvieron dos genes purFM que contenian la region promotora (purFM-A, purFM-B). El
purFM-A se amplifico usando los cebadores de SEQ ID NO. 1y 2, y el purFM-B se amplificé usando los cebadores
de SEQ ID NO 3y 4. Los productos de amplificaciéon se clonaron en un vector de E. coli pCR2.1 usando un kit de
clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener los vectores pCR-purFM-A y pCR-purFM-B, respectivamente. Los
vectores pCR se trataron con enzimas de restriccion contenidas en cada extremo del purFM-A y purFM-B (purFM-A:
EcoRI+Xbal, purFM-B: Xbal+HindlIl), y cada gen purFM se separ6 de los vectores pCR. Después de eso, el vector
pDZ tratado con enzimas de restriccién, EcoRI y Hindlll se cloné por ligacion de 3 trozos para construir un vector
recombinante pDZ-2purFM en el que los dos genes purFM se clonan consecutivamente. La Figura 2 muestra un
vector pDZ-2purFM para la insercién cromosémica en Corynebacterium.

La cepa productora de acido 5’-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 se transform6 con el vector
pDZ-2purFM por electroporacion, y un gen purFM se insert6 ademas cerca del gen purFM intrinseco en el
cromosoma por un segundo cruce, para obtener una cepa que tenia total dos copias. Los genes purFM
consecutivamente insertados se identificaron por PCR usando los cebadores de SEQ ID NO 5y 6 que son capaces
de amplificar las regiones de conexiéon de dos genes purFM.

(2) Clonacion del gen purNH y construccion del vector recombinante (pDZ-2purNH), preparacion de la cepa
insertada con purNH

Los genes purN y purH estan localizados cerca uno de otro en el cromosoma del microorganismo del género
Corynebacterium y, por tanto, se construyo un vector purNH que contenia la region promotora para expresar ambos
genes al mismo tiempo.

El cromosoma se aislé de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 que produce acido 5’-inosinico, y se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando el cromosoma como molde para obtener purNH, concretamente,
un fragmento que contenia purN y purH consecutivamente colocados. Se us6 ADN Polimerasa de alta fidelidad
PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa, y se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa con 30 ciclos de
desnaturalizaciéon a 96 °C durante 30 s, emparejamiento a 53 °C durante 30 s, y polimerizacion a 72 °C durante 2
min. Como resultado, se obtuvieron dos genes purNH que contenian la region promotora (purNH-A, purNH-B). El
purNH-A se amplificé usando los cebadores de SEQ ID NO. 7 y 8, y el purNH-B se amplific6 usando los cebadores
de SEQ ID NO 8 y 9. Los productos de amplificacion se clonaron en un vector de E. coli pCR2.1 usando un kit de
clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener los vectores pCR-purNH-A y pCR-purNH-B, respectivamente. Los
vectores pCR se trataron con enzimas de restriccién contenidas en cada extremo del purNH-A y purNH-B (purNH-A:
BamHI+Sall, purNH-B: Sall), y cada gen purNH se separ6 de los vectores pCR. Después de eso, el vector pDZ
tratado con enzimas de restriccion, BamHI y Sall se clond por ligacion de 3 trozos para construir un vector
recombinante pDZ-2purNH en el que los genes purNH se clonan consecutivamente. La Figura 3 muestra un vector
pDZ-2purNH para la insercién cromosémica en Corynebacterium.

La cepa productora de acido 5’-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 se transformé con el vector
pDZ-2purNH por electroporacion, y un gen purNH se insert6 ademas cerca del gen purNH intrinseco en el
cromosoma por un segundo cruce, para obtener una cepa que tiene total dos copias. Los genes purNH
consecutivamente insertados se identificaron por PCR usando los cebadores de SEQ ID NO 10 y 11 que son
capaces de amplificar las regiones de conexion de dos genes purNH.

(3) Clonacion del gen purSL y construccion del vector recombinante (pDZ-2purSL), preparacion de la cepa insertada
con purSL

Los genes purS y purL estan localizados cerca uno de otro en el cromosoma del microorganismo del género
Corynebacterium y, por tanto, se construy6 un vector purSL que contenia la region promotora para expresar ambos
genes al mismo tiempo.

El cromosoma se aislé de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 que produce acido 5’-inosinico, y se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando el cromosoma como modelo para obtener purSL,
concretamente, un fragmento que contenia purS y purL consecutivamente colocados. Se us6 ADN Polimerasa de
alta fidelidad PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa, y se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa con 30
ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s, emparejamiento a 53 °C durante 30 s, y polimerizacién a 72 °C
durante 2 min. Como resultado, se obtuvieron dos genes purSL que contenian la region promotora (purSL-A, purSL-
B). El purSL-A se amplificé usando los cebadores de SEQ ID NO. 12 y 13, y el purSL-B se amplific6 usando los
cebadores de SEQ ID NO 14 y 15. Los productos de amplificacion se clonaron en un vector de E. coli pCR2.1
usando un kit de clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener los vectores pCR-purSL-A y pCR-purSL-B,
respectivamente. Los vectores pCR se trataron con enzimas de restriccion contenidas en cada extremo del purSL-A
y purSL-B (purSL-A: BamHI+Sall, purSL-B: Sall+BamHlI), y cada gen purSL se separd de los vectores pCR.
Después de eso, el vector pDZ tratado con enzima de restriccién, BamHI se clond por ligaciéon de 3 trozos para
construir un vector recombinante pDZ-2purSL en el que los genes purSL se clonan consecutivamente. La Figura 4
muestra un vector pDZ-2purSL para la insercion cromosémica en Corynebacterium.
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La cepa productora de acido 5-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 se transform6 con el vector
pDZ-2purSL por electroporacion, y un gen purSL se inserté ademas cerca del gen purSL intrinseco en el cromosoma
por un segundo cruce, para obtener una cepa que tiene total dos copias. Los genes purSL consecutivamente
insertados se identificaron por PCR usando los cebadores de SEQ ID NO 16 y 17 que son capaces de amplificar las
regiones de conexion de dos genes purSL.

(4) Clonacién del gen purKE y construccion del vector recombinante (pDZ-2purKE), preparacion de la cepa insertada
con purKE

Los genes purK y purE estan localizados cerca uno de otro en el cromosoma del microorganismo del género
Corynebacterium y, por tanto, se construyé un vector purKE que contenia la regién promotora para expresar ambos
genes al mismo tiempo.

El cromosoma se aislé de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 que produce acido 5’-inosinico, y se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando el cromosoma como molde para obtener purKE, concretamente,
un fragmento que contenia purK y purE consecutivamente colocados. Se usé ADN Polimerasa PfuUltra™ de alta
fidelidad (Stratagene) como polimerasa, y se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa con 30 ciclos de
desnaturalizacién a 96 °C durante 30 s, emparejamiento a 53 °C durante 30 s, y polimerizacion a 72 °C durante 2
min. Como resultado, se obtuvieron dos genes purKE que contenian la region promotora (purKE-A, purKE-B). El
purKE-A se amplifico usando los cebadores de SEQ ID NO. 18 y 19, y el purKE-B se amplific6 usando los cebadores
de SEQ ID NO 20 y 21. Los productos de amplificacion se clonaron en un vector de E. coli pCR2.1 usando un kit de
clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener los vectores pCR-purKE-A y pCR-purKE-B, respectivamente. Los vectores
pCR se trataron con enzimas de restriccion contenidas en cada extremo del purKE-A y purKE-B (purKE-A:
BamHI+Kpnl, purKE-B: Kpnl+Xbal), y cada gen purKE se separ6 de los vectores pCR. Después de eso, el vector
pDZ tratado con enzimas de restriccion, BamHI y Xbal se clon6 por ligacion de 3 trozos para construir un vector
recombinante pDZ-2purKE en el que los genes purKE se clonan consecutivamente. La Figura 5 muestra un vector
pDZ-2purKE para la insercion cromosomica en Corynebacterium.

La cepa productora de acido 5-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 se transformé con el vector
pDZ-2purKE por electroporaciéon, y un gen purKE se insertdé ademas cerca del gen purKE intrinseco en el
cromosoma por un segundo cruce, para obtener una cepa que tiene total dos copias. Los genes purKE
consecutivamente insertados se identificaron por PCR usando los cebadores de SEQ ID NO 22 y 23 que son
capaces de amplificar las regiones de conexion de dos genes purKE.

(5) Clonacién del gen purC y construccion del vector recombinante (pDZ-2purC), preparacion de la cepa insertada
con purC

El cromosoma se aislé de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401, y se realiz6 la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) usando el cromosoma como molde para obtener purC. Se us6 ADN Polimerasa de alta fidelidad
PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa, y se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa con 30 ciclos de
desnaturalizacién a 96 °C durante 30 s, emparejamiento a 53 °C durante 30 s, y polimerizacion a 72 °C durante 2
min. Como resultado, se obtuvieron dos genes purC que contenian la region promotora (purC-A, purC-B). El purC-A
se amplificé usando los cebadores de SEQ ID NO. 24 y 25, y el purC-B se amplificd usando los cebadores de SEQ
ID NO 25 y 26. Los productos de amplificacién se clonaron en un vector de E. coli pCR2.1 usando un kit de
clonacion TOPO (Invitrogen) para obtener los vectores pCR-purC-A y pCR-purC-B, respectivamente. Los vectores
pCR se trataron con enzimas de restriccién contenidas en cada extremo del purC-A y purC-B (purC-A: BamHI+Sall,
purC-B: Sall), y cada gen purC se separ6 de los vectores pCR. Después de eso, el vector pDZ tratado con enzimas
de restriccion, BamHI y Sall se cloné por ligacion de 3 trozos para construir un vector recombinante pDZ-2purC en el
gue los genes purC se clonan consecutivamente. La Figura 6 muestra un vector pDZ-2purC para la insercién
cromosomica en Corynebacterium.

La cepa productora de acido 5’-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 se transformé con el vector
pDZ-2purC por electroporacién, y un gen purC se insert6 ademas cerca del gen purC intrinseco en el cromosoma
por un segundo cruce, para obtener una cepa que tiene total dos copias. Los genes purC consecutivamente
insertados se identificaron por PCR usando los cebadores de las SEQ ID NO 27 y 28 que son capaces de amplificar
las regiones de conexion de dos genes purC.

(6) Clonacion del gen prs y construccion del vector recombinante (pDZ-2prs), preparacion de la cepa insertada con
prs

El cromosoma se aislé de Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401, y se realizd la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) usando el cromosoma como molde para obtener prs. Se usé6 ADN Polimerasa de alta fidelidad
PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa, y se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa con 30 ciclos de
desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s, emparejamiento a 53 °C durante 30 s, y polimerizaciéon a 72 °C durante 2
min. Como resultado, se obtuvieron dos genes prs que contenian la regién promotora (prs-A, prs-B). El prs-A se
amplifico usando los cebadores de SEQ ID NO. 29 y 30, y el prs-B se amplificé usando los cebadores de SEQ ID NO
31 y 32. Los productos de amplificacion se clonaron en un vector de E. coli pCR2.1 usando un kit de clonacién
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TOPO para obtener los vectores pCR-prs-A y pCR-prs-B, respectivamente. Los vectores pCR se trataron con
enzimas de restriccion contenidas en cada extremo del prs-A y prs-B (prs-A: BamHI+Spel, prs-B: Spel+Pstl), y cada
gen prs se separo de los vectores pCR. Después de eso, el vector pDZ tratado con enzimas de restriccion, BamHI y
Pstl se clon6 por ligacion de 3 trozos para construir un vector recombinante pDZ-2prs en el que los genes prs se
clonan consecutivamente. La Figura 7 muestra un vector pDZ-2prs para la insercion cromosémica en
Corynebacterium.

La cepa productora de acido 5-inosinico, Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 se transformd con el vector
pDZ-2prs por electroporacién, y un gen prs se inserté ademas cerca del gen prs intrinseco en el cromosoma por un
segundo cruce, para obtener una cepa que tiene total dos copias. Los genes prs consecutivamente insertados se
identificaron por PCR usando los cebadores de SEQ ID NO 33 y 34 que son capaces de amplificar las regiones de
conexion de dos genes prs.

(7) Desarrollo de la cepa productora de alto rendimiento de acido 5’-ionisico por aumento de la biosintesis de purina

Se introdujeron combinaciones de los vectores pDZ-2purFM, pDZ-2purNH, pDZ-2purSL, pDZ-2purKE, pDZ-2purC, y
pDZ-2prs construidos en (1) a (6) en el Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 que produce acido 5’-inosinico.
El orden de introduccién de los vectores se seleccioné al azar, y los procedimientos de introduccion e identificacion
usados eran los mismos que los anteriores.

Se us6 el Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401 como cepa parental, y se transformé con una combinacion de
pDZ-2purNH, pDZ-2purSL, pDZ-2purKE, pDZ-2purC, y pDZ-2prs, y una combinacion de pDZ-2purNH, pDZ-2purSL,
pDZ-2purKE, pDZ-2purC, pDZ-2purFM y pDZ-2prs para obtener Corynebacterium ammoniagenes CN01-0120
(2purNH + 2purSL + 2purKE + 2purC + 2prs) y Corynebacterium ammoniagenes CN01-0316 (2purNH + 2purSL +
2purKE + 2purC + 2purFM + 2prs), que contenia dos copias de los genes codificadores de las enzimas
fundamentales implicadas en la ruta biosintética de purina.

Ejemplo 2. Titulacién de fermentacién de Corynebacterium ammoniagenes recombinante

Se distribuyeron alicuotas de 3 ml del medio de siembra con la siguiente composicion en tubos de ensayo que
tenian un diametro de 18 mm, y se esterilizaron bajo presion. A continuacion, se inocularon la cepa parental de
Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401, y el Corynebacterium ammoniagenes CN01-0120 y Corynebacterium
ammoniagenes CN01-0316 preparados en el Ejemplo 1, y se cultivaron con agitacién a 30 °C durante 24 horas para
usarse como cultivo de siembra. Alicuotas de 27 ml del medio de fermentacién con la siguiente composicion se
distribuyeron en matraces de agitacion Erlenmeyer de 500 ml y se esterilizaron bajo presién a 120 °C durante 10
minutos, y se inocularon alicuotas de 3 ml del cultivo de siembra en los mismos y se cultivaron con agitacion durante
5 a 6 dias. El cultivo se llevé a cabo bajo las condiciones de 200 rpm, 32 °C y pH 7,2.

El medio de siembra y el medio de fermentacion usados tienen las siguientes composiciones.

Medio de siembra: glucosa al 1 %, peptona al 1 %, extracto de carne de vaca al 1 %, extracto de levadura al 1 %,
cloruro de sodio al 0,25 %, 100 mg/lI de adenina, 100 mg/l de guanina, pH 7,2.

Medio de fermentacién en matraz: glutamato sédico al 0,1 %, cloruro de amonio al 1 %, sulfato de magnesio al 1,2
%, cloruro de calcio al 0,01 %, 200 mg/l de sulfato de hierro, 20 mg/l de sulfato de manganeso, 20 mg/l de sulfato de
zinc, 5 mg/l de sulfato de cobre, 23 mg/l de L-cisteina, 24 mg/l de alanina, 8 mg/l de &cido nicotinico, 45 pg/l de
biotina, 5 mg/l de hidrocloruro de tiamina, 30 mg/l de adenina, acido fosforico al 1,9 % (85 %), glucosa al 4,2 % y
azucar puro al 2,4 %.

Después del término del cultivo, se midié la productividad de acido 5-inosinico por HPLC, y la cantidad de
acumulacion de acido 5’-inosinico en el medio de cultivo se muestra en la siguiente Tabla.

Tabla 1
Nombre cepa DO celular (5 dias después del Productividad (g/I/h) (5 dias después del
cultivo) cultivo)
Grupo control (CJIP2401) 31,2 0,136
CNO01-0120 31,8 0,155
CNO01-0316 31,3 0,149

La cantidad de acumulacion de acido 5’-inosinico en el medio de cultivo se comparé con la de la cepa parental,
Corynebacterium ammoniagenes CJIP2401. Como resultado, en Corynebacterium ammoniagenes CN01-0120 y
Corynebacterium ammoniagenes CNO01-0316, su productividad de acido 5-inosinico por hora se encontré que se
increment6 a 10,9 a 11,4 % bajo las mismas condiciones, en comparacion con la cepa parental, Corynebacterium
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ammoniagenes CJIP2401.

El Corynebacterium ammoniagenes CN01-0316 que tenia productividad mejorada de acido 5’-inosinico mediante el
incremento de la actividad de las enzimas relacionadas con la biosintesis de purina se depositd en el “Korean
Culture Center of Microorganisms” (KCCM) localizado en Hongje 1-dong, Seodaemun-gu, Seul, N° de referencia
KCCM 10992P el 19 de febrero de 2009 bajo el tratado de Budapest.

Efecto de la invencién

El microorganismo perteneciente al género Corynebacterium que produce acido 5’-inosinico segin la presente
invencion, en el cual se incrementa la expresion del gen codificador de las enzimas relacionadas con la biosintesis
de purina mas que la expresion intrinseca, se puede usar para producir acido 5’-inosinico en una alta concentracion
y un alto rendimiento, reduciendo de ese modo los costes de produccion.

<110> CJ CheilJedang Coroporation

<120> Microorganismo perteneciente al género Corynebacterium que tiene productividad mejorada de acido 5’-
inosinico y método para producir acido 5’-inosinico usando el mismo
<160> 43

<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purFM

<400> 1
cgacgagaat tccccgacce geatgagatg 30

<210>2

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purFM

<400> 2
gtatcgtcta gagcggtagc ggtggcttcg 30

<210>3

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purFM

<400> 3
cgacgatcta gacccgaccc gcatgagatg 30

<210>4

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purFM

<400> 4
gtatcgaagc ttgcggtagc ggtggcttcg 30

<210>5
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purFM

<400> 5
gctatcgttt cccctgaa 18

<210>6

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purFM

<400> 6
tgattctact aagtttgc 18

<210>7

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purNH

<400> 7
cgggatcccg aggcgaagac gatattgagg acag

<210>8

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purNH

<400> 8
acgcgtcgac gtgggaaacg cagacgagaa ca

<210>9
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purNH

<400>9
acgcgtcgac gaggcgaaga cgatattgag gacag

<210> 10

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purNH

<400> 10
tcgatgcctg catcttgg 18

<210> 11
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purNH

<400> 11
ggcgataagg cttcgagt 18

<210> 12

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purSL

<400> 12
gctcggatce gegatactca gecccagcaa cagcagaaaa tgaage

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purSL

<400> 13
cagcgtcgac gcagecgtcg caggcaccat cgcageagt

<210> 14

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purSL

<400> 14
cagcgtcgac gcgatactca gccccagcaa cagcagaaaa tgaage

<210> 15

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purSL

<400> 15
gctcggatce geagecgteg caggcaccat cgcagcagt 39

<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purSL

<400> 16
acttgacctc cagcccta 18

<210> 17
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purSL

<400> 17
aagaacaacg tcggegtc

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purKE

<400> 18
acgtcaggat cccctatcgt getttgetgt

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purKE

<400> 19
ctctaaggta ccattggtac tagtagccge

<210> 20

<211> 30

<212> ADN
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<220>
<223> Cebador para purKE

<400> 20
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<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purKE

<400> 21
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<210> 22

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purKE

<400> 22
ccagctgggg ttecggtt 18

<210> 23
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<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purKE

<400> 23
tttcgatgcg cttegttt 18

<210> 24

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purC

<400> 24
gctcggatcc cgeagtggct gttgcgcetga acatgeg

<210> 25

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purC

<400> 25

gcaggtcgac cacggacata tcggtttgct tcacgeggg

<210> 26

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para purC

<400> 26
gcaggtcgac cgcagtggct gttgcgetga acatgceg

<210> 27

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purC

<400> 27
gagcgcttgt ccggcaagcg tttc 24

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2purC

<400> 28
gotggttgcy gtaagaaccc ggec 24

<210> 29

13

37

39

37
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<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para prs

<400> 29
gctcggatee ggattcccaa gettgettce ggg

<210> 30

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para prs

<400> 30
cagcactagt ggcagctacc acctccgegg ctgetg

<210> 31

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para prs

<400> 31
cagcactagt ggattcccaa gcttgettce ggg

<210> 32

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para prs

<400> 32
caattctgca gggcagctac caccteecgeg getgctg

<210> 33

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2prs

<400> 33
cgtacgattc atgagatctt cga 23

<210> 34

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para 2prs

<400> 34
caaagtcacg ggcggtggta g 21

<210> 35

33

33

14

36

37



10

15

<211> 1500
<212> ADN

ES 2657837 T3

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1500)

<223> purF

<400> 35

gtggtgaaca
cgegaagagt
tactttggte
gatggagacae
tecattttaa
ggtggcaaag
ategetttgt
getetgggac
ttgctggege
ccaageatea
cgtgaccege
gettecgaaa
ggtgaactta
cgecaggget
cgeaacgtte
cecagaagetg
gecagggaat
accttcattc
ctgogegagg
aacacccaac
cgeattgett
ggtgaattga
tgcgaageta
acgcaccaac

cttoccgaceg

<210> 36
<211> 606
<212> ADN

ctactttece
geggtgtett
tgttcogecatt
gectegttgt
attcecteea
agtggtcgaa
gocacaacgg
tttacegaga
acggagtegg
aaggegettt
acggtgtacg
cectgtgeget
teoteotgteaa
gegtctttga
acgeogacgeg
acatggtcat
cgggectgac
ageccaceea
tecatcgaggg
gegegetggt
caccgecagt
ttgctaatat
tcggageaga
ctatcaatte

ctaaccccaa

cagcgacgtyg
tggegtetygg
gcagecatcegt
cttecaaagac
tggctecgtyg
tgtecagecg
caacttggtyg
gaatgaaaaa
ggaaggcaac
ttgcttgace
cececttggte
ggatatcgtg
tgaggcagga
atacgtectac
cgtggatatt
cecegtgeca
atttgcgeac
gaccttgege
caagtcacte
goegeatgety
caaatggeet
caagecttet
ctetttaggg
cttgtgtace

tgetgacget

<213> Corynebacterium ammoniagens

aatttagatg
getectggtyg
gggcaggaag
atgggcttgg
ggegtgggge
atgtttaata
aactaccaag
tecetgtegy
tetgtetttyg
tttaccgatg
attggeeget
ggcgcacagh
atccacageg
ttggcacgte
ggtegegeac
gaatccggaa
ggcttggtea
cagctgggta
gttgttgtag
cgtgaageag
tgtttectacy
gatgatccte
tttgtatcetg
gettgotttg

gtgegaactt

15

accaaggcga
aagatgttge
ctgcaggtat
tetegaatat
atacgegeta
ccacctcaaa
aactgogega
attccatgat
acgccogeotaa
geaagacctt
tggegeaagg
ttatecegtga
aaaaattege
cagacaccgt
ttgcgaaatc
acceggeage
aaaacgecta
ttegecteaa
atgactectat
gegetgetga
gcattgactt
aggtagtaac
tagatgagat
atggcaacta

tgeteoagoeca

gcaagaaccce
gacactgace
cggegtoggt
tttegatgag
ctegactgee
tggggtagac
tgaagecagta
catgacaget
geaactgetyg
gtacgeegeqg
ctgggttgtt
ggtagagcec
tgagcegaag
gatcaaagge
tecaccetgeg
tagttggetac
cagtgggtega
geteaaccee
tgtecgegge
agtgcacgtg
cgectegect
cgatgcagtyg
ggttgaggca
cgaactegga

aaagaactga

€0

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1500
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20

25

30

<220>
<221>gen

<222> (1)..(606)

<223> purN

<400> 36
gtgactgaat

gtatctggea
gttatcaagg
ateocgacaceyg
gcageggttg
gaattcottgg
tttecgggeg
actgtecatt
gagattgagg
gagcttateg

atttaa

<210> 37
<211> 243
<212> ADN

cgecttegea
ceggatettt
tagtcgegga
aagtogtget
gtaccgecega
ccagctttga
cgeatggagt
ttgtggacge
cagaagatga

tgcaggtett

ES 2657837 T3

agttttgaaa
gctgeaaaat
taageectge
tttaggetea
tgttgtggtg
aggcegeaca
acgggatgcg
gggagtcgat
tgaggcaage

acgcgcageg

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>
<221>gen

<222> (1)..(243)

<223> purS

<400> 37

atggeteogtyg ttgttgtcaa tgteatgece

getgttgtee gtgeacttgyg acgeetgggt

aagegetttg aaatcgaagt cgatgattca

gecaagettge tggeaaacac egteategag

taa

<210> 38
<211> 2277
<212> ADN

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>
<221>gen

<2225 (1)..(2277)

<223> purL

<400> 38

gcacaagacc
attatcgaca
ceggggatta
gaccgegege
tecgetggat
ataaatacge
ttggettatg
actggccgea
ttgcatgage

aatgttcaag

aaggetgaaa
gtaaacggag
gtecagegetyg

gactacgaag

16

cgcttcaagt
accaagatga
accgagceca
agtggaacaa
ttatgaaaat
atccegeact
gegtgaaagt
tcatcgcaca
gcatcaaaag

accagcagcet

tecteogacce
taagegatgt
aagatctaga

ttgtaggget

agtggtgctg
ctectategg
agatgecagge
agaccttgte
cetggggect
cetgeegtee
caceggetet
acgcgecagta
cgtcgaacgt

tattattgag

goagggacaa
cegteaggge
caaggtcgea

ggaggtcaag

60

120

180

240

300

360

4290

480

540

600

606

60

120

180

240

243



atgactgttt
tgggaagaac
cgeecaaceqg
aagtetteca
aagattcttyg
gtgaccttec
gegaceggtg
gtgatggate
ggcgttgttt
gagaccgtet
accttgcgeg
ctetttgget
tecttogaag
gaaaaagtee
caggacctty
ggeggcatgg
gaaatcctgg
gagaagttee
accgataaga
ccatcaacta
gatgagatee
gacatggtgt
tacgtgogeg
gaggaaactt
gacecaaaca
ggcgeacgac
gtgatgtage
atcccagtet
ccgaccocag
gacttgggeg
tteggcgget

gtggatetgg

ccaatgacac
teggottaaa
atgetgaget
agacccacct
ceggtategyg
gegtegaate
ttggeggeat
agctgegett
ccggeategg
ttgatgagte
tggaagacct
ceagcacggy
aaggcgaaga
tcatcgaatyg
gtageggtgy
tggtcaacct
cttocgaate
gogagatctyg
aagacaccta
tcgatgaagy
ageaggctac
cctecccage
gtaacacoqgt
ctegeggtgt
tgggtgeacg
catatgeggt
aattccgega
ceggoggtaa
ttgttggegt
geattgatga
ccatetggea

cgaatgagge

ES 2657837 T3

agtagataat
gcaagacgaa
gacggtttac
acgetacttt
tgagaacget
ccacaaccac
egtoogegac
cggeccaget
cggttacgge
ttatgecegge
gaagctgget
ccteogacgge
gegeaagett
ctgectggag
cetegratgt
ggataatgtt
cecaggagege
tgaaaagtgg
cctegtgtac
cectgtotac
ggaaattgca
tctgtecateg
Caaggogaag
cgcaatttet
tttggegetg
gaccaactge
ggeccgttcac
egtcteoctte
geteggtgte
gectgaaace
geaggtatae

aaagctggeyg

geaaaggeca
tacgacaaga
tecegtgatgt
ggegagacca
ggtgtegtty
ccatectteag
atcatggega
gatgeococogy
aactcecteg
aacccactgg
tttgcttecg
ateggeggcy
cctgecagtee
ctetacgetg
gegaceteotg
cecactgegtyg
atgtgtgctg
gacgtaacgt
cacaacggtg
gagegeccat
cgtecggaat
cgtgcattta
cagtetgact
gecgatgect
getgaggeat
ttgaactteg
ggtctggetg
tacaaccaga
attgatgatg
ctgattetge
ggeggeggec

gacttetteg

17

cteoecgaget
ttgtaggcat
ggtcggagea
ccactgagga
acatcggega
tegagectta
tgggtgcacg
atacogcacy
gectgecgaa
teaacgeact
gtactggcaa
tateegtttt
aggteggega
egggegtegt
agetggoage
cagagaacat
ttgtotcecee
gtgctgaaat
agctggtagt
acgeacgoce
cettggtaca
tcactgagca
ceggegttot
ceggbegeta
accgeaacgt
gttectecaga
acggttoctaa
ctggtgatga
ttoacaagge
ttggtgagac
tgeagggtat

teggeaacas

agaccageeg
cttgggocge
ctgctettac
aatggegteg
cggbgacgea
ccagggtgee
tocaatogea
tgttetgecy
catcggegge
gtgegtgggt
caaqggtgatg
gggttotget
cecattogeg
tgtoggtatt
agchggogac
gteoeogecgca
agataacgtg
cggtgaagtt
agacgctecg
teagtggcag
ggecattcaag
gtatgaccge
gegtatcaat
caccaagctyg
tgctgtgace
aaacaccygac
ggaactgaat
gocaattcotg
actggecacat
caaggaagaa
gecaccacag

cteocgttgea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1880
1740
1800
1860

1920



10

15

20

gectcocacy
aacaacgteg
tttagtgagt
ttgecagegtyg
ggcaacatca

goaaccttge

<210> 39
<211> 1056
<212> ADN

acctetetga
gegtegacct
cegeategeg
cttecgaget
ccttegetgy

caaacctgtt

ES 2657837 T3

gggeggtetg
tgatttgage
tgttctgatt
gggcattcea
tgaagaagtt

tggecacget

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>
<221> gen

<222> (1)..(1056)

<223> purM
<400> 39
atgtctgaaa
gagetttteg
ggcttegegg
gacggegtgg
attgacctgyg
ctcocaggact
ggtattgetyg
caccegggeg
gaagcagacqg
ggcteateeg
geaggattge
ctggagecega
getactttet
gaaggecettg
ategegtett
ggeatgateg
cgccacgtty
ggtgttgtca

<210> 40
<211> 1779
<212> ADN

atacttacgce
ctecactgge
gactgtttaa
gcaccaagcet
ttgcaatgtg
acatcgeagt
agggetgegt
taatgaatga
agcttetegg
gactgecacte
cgctegatgy
ccegeatcta
gcecacgtecac
tegeagaggt
teggcaaggt
ctategttte

atgcatggga

tgcaaggtga

cgcggeagge
taagegeget
geteggegaa
cgeegttgec
cgtegatgac
aggcaaggtt
geaggeoagge
aaaggactac
accagacaag
caatggttac
ctacatcgat
cgccaaggac
cggcggtgge
taacecgegea
cagectggaa
ceetgaagac
getgggetog

geactctaac

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>

getategegy
gttgtacacyg
tecacegegt
gctgtegtgg
gctacogety

gttggegeta

gtcaacattyg
accegtecag
tacaaagage
caggcaatgg
ttggtogtgt

gttcocoggaaa

tgtgcactte
gatgtttoceg
gttcgegacg
tecttggege
gaccttggec
tgectggoge
ttggcaggea
tegtggacce
gagatggaaa
cgtgacegeg
gttcegcacea

ttctaa

18

cgtttgagat
aggatgcact
ctgaccacct
taggaaccac
agctgegoga

atteocgtagt

aagaaggoga
aggtaatggg
caatecttge
ataagcacga
gtggtgctga
aggttgcgea
ttggtggega
ccacegetgt
gegatgtttt
geecacgtett
geacgettgy
tagtttctga
acctegagey
cagcagegat
agaccttcaa
ccttggegat

agaaggaaga

ggcgeaaaag
gaccgceactg
cgatggaatc
caatgattec

ggeatggtet

cgaataa

ccgogeegtt
tggacteggt
agctggctee
caceategge
gocactattt
gattgttgec
gaccgctgag
cggegttgte
gattgececatg
gttagagcag
tgaagagctce
gtgtgacgtt
cgtgetacet
ttteecgeace
catgggegtt
getaactgeg

cgacacegea

1980

2040

2100

2160

2220

2277

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1056



<221>gen

<222> (1)..(1779)

<223> purKE

<400> 40

atgaaacgeg
ggeatgeegy
gecattgage
caagtatgeg
gtegacggty
gogttgateg
gacaaattgg
cegattgaat
ctgaaggege
gagetgactg
aaggttgege
gctacttgge
ccageecegy
gecacegagt
tecggtgeayg
tggaccctag
gagcocactgg
goctgacgaag
cegegageca
gtgaacctca
tteetegtga
tatataagga
tggoccaaceg
ggegtggtet
actegeggea
gtggctgeag
ggtetggact

tctateggeg

teagaattag

aaagacgcca

<210> 41

tgagtgaaca
ttategeegt
teggecaate
cggatgtagt
ceaccegetgt
atgecaggeta
ttatgegega
ctgeecaaga
gceggagtgg
ctttggtete
tggtcegega
cgectgactga
gagttgaccc
tgggtgtaac
aagatatege
atggttctgt
gggatacate
acccaaagat
aagtccatet
ccggtgagga
acgeegegtyg
aagaaatgac
ttgaaccage
ctgegeaccey
tcaaggtgat
caactcettt
etttgetate

goegetaagaa

ttgaacgeat

atcttegege

ES 2657837 T3

agcaggaaac
tattggtgat
getgegectt
gottggtgat
cacttttgac
taacgtgcag
gegectegee
tgegtacgat
ctacgacgge
tgacecttteg
gecttteoegtyg
gtetgtgcag
geagetgeag
tggtgtgete
ggttaatgaa
gacctoccaa
cacgettgec
gocecaatggge
ctacggcaag
cgtagaggea
gtetgataac
tgeaccgeta
agetgaggtt
cacgecoggaa
tgttgettgt
gecagttatt
tategtgeaqg

tgetggettg

ggcegattac

caagcteatg

ccagacggaa
ggecagetag
cttgecggeg
tacaccaact
catgagcacy
ccacaacctyg
gagctgggeg
ttttggacet
aaaggegtgt
cgcegeggeg
ctggtegege
cgcaacggty
caacgegetg
geggtagage
ctggeaatge
tttgagecage
ccagtcaccy
gagegtgece
gggeategee
accegtegeg
tggtecgeta
gttgggctca
ctogoegaat
aagatgetgy
gecggtgggyg
ggtattecac
atgecagetg

ctogecatce

caagaaaata

ggggactag

19

accecteaage
ctegeatgat
cacgegatge
acgacgactt
tgectaatga
ctgogetgat
cacecgtgee
tgacgteegy
ggtttecgaa
tggocttgat
ggactcecte
tgtgegetga
agacactggg
tttttgeatt
gocageacaa
acectgegege
tgatggecaa
gagaagtgge
caggeegtaa
atgetegett
aatagcaaga
tcatgggete
teggtgttec
attacgecaa
cagegeacct
gqtgecttgaa
gggttccggt

gtacectggyg

tggecaagga

acatgttcec
gecaaacogee
ctetgeggea
getcaaagee
geacctcace
taacgeccaa
gegetttgeg
geaggtetgt
taatgaatct
ggctgaagag
gggcgaggtt
agotgtegeg
tgaaaagatt
tgcgaatgag
taccggecac
ggtgatggat
cgtettagge
gogecgette
gattggcecac
ggctgeggat
tgtatcaaga
tgattetgat
ttttgaggtg
geaageoccac
accaggcatyg
agatttggaa
tgegacegtyg

cgtgcagtac

agttgagcaa

60

1290

180

240

300

360

4290

4380

5490

600

660

720

780

840

900

9560

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

16240

1680

1749

1779



10

15

20

25

<211> 888
<212> ADN

ES 2657837 T3

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>
<221>gen

<222> (1)..(888)

<223> purC

<400> 41

atgegeccac
gaagtagatg
gecactagage
ttogacgeca
gaagaagtat
gttgecegeg
tgcggeateg
accceagceca
gtgeaggace
tecgeegecy
tteggecttyg
tececggtact
cagtacgtge
cageegoecaq
tatgageget
<210> 42

<211> 1551
<212> ADN

agetttetga
acaacacttt
cagceatcec
tegattteee
tgggecgage
gttacctcac
agetgecaga
ccaaggeaga
ttggecaaga
ccaagattge
attcegaagyg
ggccagcaga
gcaactggtt
tgettecega

tgtceggcaa

ttatcageac
geteatggtg
cgataaagge
gaaccatttyg
gatcategtt
caggtteegge
aggcttggtt
gcagggegac
gogegeagag
cgaagaaaaqg
caatctggte
cacctacgeg
gaccteggag
tgacategte

gegtttcate

<213> Corynebacterium ammoniagens

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1551)

<223> purH

<400> 42

gtatcctecyg
gtecacegaca
cgggttetta
gcaggaccea
aagaagetea
ttgaaggaat
gaggegtegae
cacgatgaaa
cagcttegeg
ggeatcatet
ttgggegaty
gaaggcattyg
gaatccgget
gocgecacea

gacttcattyg

geaaagteeg
geatateege
cogcaaccac
tegatgatge
acatgetgee
acaacqgctaa
gtetgecaga
acgtcagett
atgaaacect
tggetgatac
aagtacttac
tgcageacaqg
gggatgtgga
geatgegeta

geggttaa

cgatatctac
ctatgactte
catgttette
goggatteca
ctttgagtge
cggcacegty
gccaatttte
cgagegegtg
gogecatctac
gaagtttgaa
geetgattec
ctttgacaag
gteggaaace

categagget

atgagtgatg accgcaagca gatcaagegt geactaatta gegtttatga caagacaggy

ctogaagage togetogoac gettgacage geoaggogtag agattgtgte caccggetee

20

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

888

60

120



accgecgeoa
ttcccagagt
ttggctgata
ttceocagttgyg
ttegatggtt
aagaaccacc
getgtegete
aagcacacygg
gactctgttg
cageaggett
ggtaaggaaa
gatcatgaac
tctgatgagt
ttcggtggeg
gacatcttca
cagggcaaga
aaagaaatct
aaggcttcega
ctggaatteg
gaaggtgcaa
getgttgace
geatoggatyg
tecgeegtty
geagoeggta
<210> 43

<211> 1020
<212> ADN

agattgctga
gactegaagg
cccgeaagec
tegtggttaa
gogtegagea
categgtgge
agggeggatt
cagattatga
ccteotgetga
ccategtteg
tgagetacaa
gtccatgtgt
ccategeage
ttattgeggt
ccgaggtoat
agaatatteg
ctggtggcey
gttggacttt
cttggegege
cegttggegt
gcgogaatac
egttetteoee
tccageecgy

tcaccatgta

ES 2657837 T3

tettggtatt
cecgegttaag
ggatcacett
cectgtaceca
gattgatate
ggttgttgta
cgatetyggeyg
tgttgcagtt
gcttgaagge
tgaaggcacyg
caactaccag
agcaattatt
agcacacgca
caaccgcgaa
catcgeoaccy
cateccttgtt
tetgctgeag
ggctgeegge
agtacgeteg
gggtatgggce
tttggetgat
attegeocgat
cggectecate

cttecactgge

<213> Corynebacterium ammoniagens

<400> 43

aacgtcacte
accttgeace
aatcagetgg
tttaaagaga
ggeggteocat
gacecagage
cagegtegte
tctggetggt
gacgegetge
aceggtgttg
gacgeggatg
aagcacgcta
goggeacacyg
gtcaccaagg
tcoctacgaag
gotgageatyg
gaagcagacyg
gaagctgeat
gtaaagtcca
caggtcaace
tcogeoagage
ggcttgeagyg
cgegatgaag

accegecact

21

cggttgaate
cacgegtgea
aagagettga
ctgtagette
ceatggtecy
gttacggega
agotggecge
ttgcccagea
gttatggtga
ctaatgocgaa
cegeatggey
acccttgegg
cctagtgacce
aaatggcaac
atggagcegt
aagtaccage
tttaccagge
cogaggaaaa
acgececatett
gegttgatte
gtgctegegy
tgocttatega
aagttattge

tegegeacta

tetecaccgga
tgegggeatt
gattgagecca
tggcogcagac
tgetgotgece
categetgag
gactgegttt
gettgecgat
gaaccctcac
gcagetgcac
cgeggeottgg
tategetgtt
aatgtecget
ccaggttget
cgagattttg
agtagaggte
tgagggegat
getegeggag
gttggegeat
ggcgaagttg
tteocgteogea
tgecggegtt
tgecgectgaa

a

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1551



atgaccggea
ccagagttag
cgtgactttg
tgctttgttt

atgattgatg

ccatatgcte
gctgacetge
cagatccagg
gagtacatcc
cgegtcaagy
cacaagtcte
attgagggea
ggcgeggtec
ggegttttet
accaccgaca
gegeegetgt

ttegagtceg

agatttctga
gtgaggetgt
cgaatggega
tgeagtecca

cgctcaageyg

gocaggacaa
tggetacege
gtttettega
agtecaagta
ttgcagaaaa
gotocaacace
aggactgeat
gegtactgey
ctgaccoege
ccttgectea
tggecacgtac

cgtagaaaaa

ES 2657837 T3

tagcoegeaag
tgccaaggaa
aatctteatt
cacocageoyg

tggttceget

gaageaccte
aggtgctgac
cggecctgte
ctecategac
gtgggcegeat
tgaagogaat
cttgetegat
tgaagetgge
acgegagegt
gtceecaccgag
gattcatgag

tctgagagat

aatatgatge
ttgggcactg
cgettegaag
ttgaacaagt

aagegeatca

ggtegegage
cgcattgtgt
gatcacatge
aacattgttg
gagcettggeg
aaaacegtgt
gacatgattg
geacgttecy
ctgtetgagt
ggctgggaca
atcttegaaa

ttttctacag

22

tgttttecgg
acttggttec
agtecgtteg
ggctcatgga

cggccatett

ctatttecge
cggtggactt
acgecatgee
tggtctecce
atgeccecact
ccaaccgogt
ataccggcgyg
tegttatege
geggtgetga
acctcacegt

atggttcggt

gataagacca

gegegeccac
taccacegee
tggtgcagat
geageteate

gecgttcoctace

tegectagtyg
goacaccgac
gattttgace
agatgcagyge
ggeattegtt
ggteggtgat
caccatcget
atgtacccac
ggaagttate
getagtegate
aaccacaccte

aataggaccy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



ES 2657837 T3

REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo Corynebacterium ammoniagenes transformado que produce &cido 5’-inosinico y depositado
en el “Korean Culture Center of Microorganisms” el 19 de febrero de 2009 bajo el nimero de acceso de deposito
KCCM 10992P.

2. Un procedimiento de produccion de acido 5'-inosinico que comprende cultivar el microorganismo Corynebacterium
ammoniagenes segun la reivindicacion 1, y recuperar el acido 5’-inosinico del medio de cultivo.
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[FIG. 1]
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