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DESCRIPCIÓN

Método de generación de L-lisina por medio de bacterias fermentadoras que poseen un gen de aconitasa y/o un
elemento regulador modificado

Campo técnico

La presente invención se refiere al campo de la fermentación de aminoácidos y, específicamente, se refiere a un 5
método para producir L-lisina mediante fermentación y a métodos y usos derivados del método, así como a bacterias 
empleadas en estos métodos y usos.

Técnica anterior

La producción de L-lisina mediante fermentación con bacterias productoras de L-lisina (por ejemplo, E. coli del 
género Escherichia y bacterias del género Corynebacterium) se ha utilizado mucho en la industria. Estas bacterias 10
pueden aislarse a partir del entorno natural y/o pueden obtenerse mediante mutagénesis o modificación genética. La 
técnica anterior se centra en modificaciones genéticas de genes, tales como pnt, dap, ppc y similares, y no ha 
tomado en cuenta los elementos reguladores de los genes que codifican una aconitasa (por ejemplo, aconitasa A de
Escherichia coli, una aconitasa de Corynebacterium glutamicum o Corynebacterium pekinense) para la producción 
de L-lisina. Por ejemplo, Mitsuhashi et al., 2006, analizan la alteración de la malato:quinona oxidorreductasa, el 15
documento US5766925 analiza la modificación del gen que codifica la aspartoquinasa, y el documento US 
2002/0072099 analiza los genes que codifican sucC y sucD para aumentar la producción de L-lisina. Además, la 
técnica anterior analiza el aumento de la actividad de la acetohidroxiácido sintasa para aumentar la producción de la 
biosíntesis de valina en Corynebacterium glutamicum (Ruklisha et al., 2007).

La aconitasa es una enzima del ciclo de los ácidos tricarboxílicos que cataliza reacciones químicas en dos etapas: la 20
transformación del ácido cítrico en ácido aconítico, y la transformación del ácido aconítico en ácido isocítrico. En la 
conocida bacteria Escherichia, el gen acnA, cuya secuencia de nucleótidos se muestra en SEQ ID NO:1, codifica la 
aconitasa A. Sin embargo, quizá debido a que su metabolito está muy lejano del producto final de L-lisina, así como 
por sus muchas y complejas ramificaciones del metabolismo de los intermedios, no se ha sugerido su papel en la 
fermentación de la L-lisina. No existen informes acerca de los efectos de una aconitasa procedente de otras 25
bacterias productoras de L-lisina, tales como Corynebacterium glutamicum y similares, sobre la fermentación de la L-
lisina. Las aconitasas descritas en documentos, tales como las patentes chinas CN1289368A y CN101631871A, se 
refieren a la fermentación del ácido L-glutámico y no indican ningún efecto sobre la fermentación de la L-lisina.

Después de largas investigaciones y prácticas, y en especial debido a la suerte, los inventores han descubierto, de 
modo fortuito, que una modificación de un gen de aconitasa y un elemento regulador de este conduce a un aumento 30
en el rendimiento de la L-lisina.

Además, en la técnica anterior, la cantidad de expresión y/o la actividad enzimática aumentan por medio del 
aumento en el número de copias y la introducción de una mutación dirigida a sitio de un gen de enzima útil, o una 
actividad enzimática y/o una cantidad de expresión se eliminan por medio de la inactivación de un gen de una 
enzima perjudicial. Sin embargo, los inventores han descubierto que un gen de aconitasa y un elemento regulador 35
de este son diferentes de los que aparecen en la técnica anterior y no pueden ser simplemente aumentados o 
inactivados. En especial, la eliminación de la expresión del gen acnA por la inactivación provoca un crecimiento lento 
de las bacterias y dificulta su uso práctico, de modo que se inventó un nuevo método para modificar un gen de 
aconitasa y/o un elemento regulador de este para aumentar el rendimiento de la L-lisina.

Además, el método no interfiere con los sitios de modificación en los cromosomas de una gran cantidad de bacterias 40
productoras de L-lisina modificadas según la técnica anterior, para aumentar aún más el efecto y ser útil para 
producir, de modo práctico, L-lisina empleando una gran diversidad de bacterias.

Descripción de la invención

El problema que resuelve la invención es proporcionar un nuevo método para producir L-lisina mediante 
fermentación y métodos relacionados, que incluyen un método para aumentar el rendimiento de fermentación de la 45
L-lisina comparado con una bacteria no modificada, el uso de una bacteria modificada para producir L-lisina 
mediante fermentación, el uso de una bacteria modificada para aumentar el rendimiento de fermentación de la L-
lisina comparado con una bacteria no modificada y/o un método para modificar una bacteria. Además, la descripción 
también proporciona un polinucleótido, un vector y/o una bacteria empleados en los métodos mencionados 
anteriormente.50

De modo específico, en un primer aspecto, la invención proporciona un método para producir L-lisina mediante 
fermentación, que comprende las etapas de:

(1) modificar un gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una bacteria, de modo 
que la actividad y/o la cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria se reduce, pero no se elimina; y
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(2) producir L-lisina mediante fermentación con la bacteria obtenida mediante la modificación de la etapa (1),

en el que la modificación del gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este incluye:

(i) una sustitución de GTG en el codón de inicio de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1 del gen de 
aconitasa en el cromosoma de una Escherichia coli productora de L-lisina por GTG;

(ii) una sustitución de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:4 de un promotor del gen de aconitasa en el 5
cromosoma de una Escherichia coli productora de L-lisina por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3;

(iii) una sustitución de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:6 de un promotor del gen de aconitasa en el 
cromosoma de una Corynebacterium glutamicum o Corynebacterium pekinense productora de L-lisina por la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:5;

(iv) una deleción de 90 nucleótidos antes del codón de fin en la secuencia de nucleótidos del gen de aconitasa de 10
SEQ ID NO:1 en el cromosoma de una Escherichia coli productora de L-lisina; o

(v) una adición en la secuencia de nucleótidos de un represor de la transcripción (SEQ ID NO:7) del gen de 
aconitasa, preferiblemente una adición de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:8 y 7 en tándem.

El término "modificación" empleado en la presente significa un cambio de un objeto que debe modificarse y que 
produce cierto efecto. Las técnicas de modificación de un gen o de un elemento regulador en un cromosoma 15
incluyen, pero no se limitan a mutagénesis, mutación dirigida a sitio y/o recombinación homóloga, preferiblemente 
las dos últimas. La modificación de un gen o un elemento regulador en un cromosoma es una adición, una deleción 
o una sustitución de uno o más nucleótidos en la secuencia de nucleótidos del gen o del elemento regulador. Estas 
técnicas se describen a fondo en documentos de la biología molecular y de la microbiología, y muchas están 
disponibles en el mercado. En las realizaciones de la descripción, la modificación puede realizarse según el principio 20
de la recombinación homóloga empleando el plásmido pKOV disponible en el mercado en Addgene o empleando el 
plásmido pK18mobsacB, de modo que un gen de aconitasa no modificado y/o un elemento regulador de este en un 
cromosoma bacteriano se modifica para convertirse en un nuevo gen de aconitasa y/o un elemento regulador de 
este, y la cantidad de expresión y/o la actividad enzimática de la aconitasa en la bacteria modificada se reduce, pero 
no se elimina. Por tanto, preferiblemente la modificación empleada en la presente es una modificación mediante 25
recombinación homóloga.

Después de largas investigaciones, los inventores han descubierto que, en Escherichia coli, en bacterias del género 
Corynebacterium y similares, la eliminación de la expresión de una aconitasa empleando técnicas tales como la 
inactivación de un gen, provoca el crecimiento lento de las bacterias e incluso no se producen aminoácidos. Por 
tanto, la modificación de la invención reduce, pero no elimina la cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria 30
obtenida mediante la modificación, comparado con la bacteria sin la modificación. Preferiblemente, la cantidad de 
expresión de la aconitasa A de la bacteria obtenida mediante la modificación se reduce en 20%-95%, más 
preferiblemente en 50%-90%, por ejemplo, en 65%, 70% o 80%.

Por consiguiente, la descripción también proporciona otros usos o métodos. Por ejemplo, en un segundo aspecto, la 
invención proporciona un método para aumentar el rendimiento de fermentación de la L-lisina, que comprende las 35
etapas de:

(1) modificar un gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una bacteria, de modo 
que la actividad y/o la cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria se reduce, pero no se elimina; y

(2) producir L-lisina mediante fermentación con la bacteria obtenida mediante la modificación de la etapa (1).

La L-lisina es un metabolito importante de las bacterias, y la mayoría de las bacterias pueden generar una cantidad 40
mayor o menor de L-lisina. Aunque las bacterias productoras de L-lisina con un bajo rendimiento no son adecuadas 
para producir L-lisina de modo eficaz y barato, los métodos de la invención pueden provocar un aumento en la L-
lisina y pueden emplearse en un área que no se vea afectada por el coste. Sin duda, una bacteria preferida 
empleada en la presente es una bacteria productora de L-lisina con alto rendimiento, y su rendimiento puede 
aumentar aún más empleando los métodos de la invención. Además, en los métodos o usos de la invención, 45
excepto por la modificación en el gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una 
bacteria, no se realizan más modificaciones. Por ejemplo, un gen de aconitasa en un cromosoma bacteriano puede 
no modificarse, mientras que un elemento regulador del gen de aconitasa sí se modifica, y viceversa. Por ejemplo, 
puede modificarse solo uno de un gen de aconitasa y un elemento regulador de este en un cromosoma de una 
bacteria, en especial una bacteria productora de L-lisina con alto rendimiento.50

Por ejemplo, en un tercer aspecto, la descripción proporciona el uso de una bacteria obtenida mediante una 
modificación para producir L-lisina mediante fermentación, en el que la modificación consiste en modificar un gen de 
aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una bacteria, y la actividad enzimática y/o la 
cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria obtenida mediante la modificación se reduce, pero no se 
elimina.55
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La bacteria obtenida mediante la modificación puede emplearse sola, con otras bacterias productoras de L-lisina, o 
con otros medios para producir L-lisina mediante fermentación. A menos que se indique lo contrario (por ejemplo, sin 
que aparezca la definición de "obtenida mediante la modificación"), el término "bacteria" empleado en la presente 
significa una bacteria no modificada o una bacteria sin la modificación, un gen de aconitasa y un elemento regulador 
localizado alrededor del locus del gen en un cromosoma, que son un gen de aconitasa y un elemento regulador que 5
no presentan la disminución de la actividad enzimática y/o la cantidad de expresión de la aconitasa, por ejemplo, un 
gen de aconitasa y un elemento regulador de una bacteria de tipo salvaje.

Por ejemplo, en un cuarto aspecto, la descripción proporciona el uso de una bacteria obtenida mediante una 
modificación para aumentar el rendimiento de fermentación de la L-lisina, en el que la modificación consiste en 
modificar un gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una bacteria, y la actividad 10
enzimática y/o la cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria obtenida mediante la modificación se reduce, 
pero no se elimina.

Tal como se emplea en la presente, la bacteria puede ser una bacteria productora de L-lisina, por ejemplo, una 
bacteria del género Escherichia o Corynebacterium. En un aspecto preferible, la bacteria puede ser una bacteria del 
género Escherichia, más preferiblemente Escherichia coli, por ejemplo, cepas filiales de Escherichia coli K-12, que 15
incluyen cepas derivadas de la cepa W3110. En otro aspecto preferible, la bacteria puede ser una bacteria del 
género Corynebacterium, más preferiblemente Corynebacterium glutamicum o Corynebacterium pekinense. Debido
a que pocos documentos de la técnica anterior sugieren un papel de un gen de aconitasa y/o un elemento regulador 
de este procedente de una bacteria en la producción/fermentación de la L-lisina y se centran en loci tales como 
pnt, dap, ppc y similares, para modificar los genes en los cromosomas, no existen informes acerca de una 20
modificación de un gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en bacterias productoras de L-lisina (en 
especial, bacterias del género Escherichia o Corynebacterium, por ejemplo, E. coli, Corynebacterium 
glutamicum o Corynebacterium pekinense) en la técnica anterior y, por tanto, las bacterias productoras de L-lisina 
sustancialmente poseen genes de aconitasa y sus elementos reguladores de tipo salvaje.. Por tanto, pueden ser 
modificadas empleando los métodos de la invención para aumentar el rendimiento de fermentación de la L-lisina. En 25
las realizaciones de la invención, todas las bacterias productoras de L-lisina con alto o bajo rendimiento pueden 
modificarse empleando los métodos de la invención para aumentar el rendimiento de fermentación de la L-lisina.

Sustancialmente, en un quinto aspecto, la descripción proporciona un método para modificar una bacteria, que 
comprende la etapa de modificar un gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una 
bacteria, de modo que la actividad y/o la cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria obtenida mediante la 30
modificación se reduce, pero no se elimina.

La bacteria obtenida mediante el método del quinto aspecto de la descripción puede emplearse para producir o 
generar L-lisina mediante fermentación. Por tanto, en un sexto aspecto, la descripción proporciona una bacteria 
obtenida mediante el método del quinto aspecto de la descripción.

Según los experimentos de los inventores, muchas secuencias de nucleótidos de genes de aconitasa (acnA) 35
procedentes de bacterias del género Escherichia (por ejemplo, E. coli) se muestran en SEQ ID NO:1, mientras que 
muchas secuencias de nucleótidos de genes de aconitasa procedentes de bacterias del 
género Corynebacterium (por ejemplo, Corynebacterium glutamicum o Corynebacterium pekinense) se muestran en 
SEQ ID NO:2. La modificación de estos genes de aconitasa para reducir, pero no eliminar, la actividad enzimática 
y/o la expresión de las aconitasas en las bacterias modificadas puede aumentar el rendimiento de fermentación de la 40
L-lisina. Por tanto, en la invención, la secuencia de nucleótidos del gen de aconitasa se muestra en SEQ ID NO:1 o 
2. Para otras bacterias, pueden obtenerse las secuencias de nucleótidos de genes de aconitasa de las bacterias 
mediante técnicas tales como secuenciación y comparando identidades de secuencias para la modificación de los 
métodos de la invención.

En la descripción, la etapa preferible de modificar un gen de aconitasa en un cromosoma de una bacteria es una 45
adición, una deleción o una sustitución de uno o más nucleótidos en la secuencia de nucleótidos del gen de 
aconitasa, con la condición de que la actividad enzimática y/o la cantidad de expresión de la aconitasa procedente 
de la bacteria modifica se reduzca, pero no se elimine.

Según la experiencia de los inventores, aunque habitualmente es difícil aumentar la actividad y/o la cantidad de 
expresión de una enzima bacteriana porque la bacteria ha ido evolucionando a lo largo de mucho tiempo y los sitios 50
de modificación para el aumento deben investigarse cada uno en concreto, la investigación para la disminución de la 
actividad y/o de la cantidad de expresión de la enzima es mucho más fácil. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos 
extraída de los dominios de una enzima puede mutarse. En la descripción, la etapa preferible de modificar un gen de 
aconitasa en un cromosoma de una bacteria puede ser la sustitución de uno o más nucleótidos en la secuencia de 
nucleótidos del gen de aconitasa. Para la invención, la sustitución es en el codón de inicio del gen de aconitasa y es 55
una sustitución de GTG. Puede realizarse en Escherichia coli. Además, en la descripción, la etapa preferible de 
modificar un gen de aconitasa en un cromosoma de una bacteria puede ser la deleción de uno o más nucleótidos en 
la secuencia de nucleótidos del gen de aconitasa. Para la invención, la deleción es una deleción de 90 nucleótidos 
antes del codón de fin en la secuencia de nucleótidos del gen de aconitasa. Puede realizarse en Escherichia coli.
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Tal como se emplea en la presente, un elemento regulador significa un polinucleótido localizado cadena arriba o 
cadena abajo de un gen (por ejemplo, un gen de aconitasa) que regula la transcripción y/o la expresión del gen para 
producir un efecto en la cantidad de expresión del gen. Puede incluir secuencias codificadoras y no codificadoras. 
Un elemento regulador puede ser un promotor, un potenciador, un represor u otro polinucleótido relacionado con el 
control de la transcripción y/o de la expresión. Un elemento regulador preferido puede ser un promotor. En la 5
invención, la secuencia de nucleótidos del promotor se muestra en SEQ ID NO:4 o 6. Un elemento regulador 
preferido también puede ser un represor, por ejemplo, un represor de la transcripción. En la invención, la secuencia 
de nucleótidos del represor de la transcripción se muestra en SEQ ID NO:7. Mediante la modificación de un 
promotor y/o un represor, se reduce, pero no se elimina, una actividad enzimática y/o una cantidad de expresión de 
una aconitasa en una bacteria modificada.10

En la descripción, la etapa preferible de modificar un elemento regulador de un gen de aconitasa en un cromosoma 
de una bacteria es una adición, una deleción o una sustitución de uno o más nucleótidos en la secuencia de 
nucleótidos del elemento regulador del gen de aconitasa, con la condición de que la actividad enzimática y/o la 
cantidad de expresión de la aconitasa procedente de la bacteria modifica se reduzca, pero no se elimine.

Según la experiencia de los inventores, aunque habitualmente es difícil aumentar la actividad de transcripción de un 15
promotor o potenciador de una bacteria porque la bacteria ha ido evolucionando a lo largo de mucho tiempo y los 
sitios de modificación para el aumento deben investigarse cada uno en concreto, la investigación para la disminución 
de la actividad de transcripción del promotor o potenciador es mucho más fácil. Por ejemplo, pueden añadirse una o 
varias secuencias de nucleótidos para aumentar la distancia entre un promotor y el codón de inicio de un gen, o el 
promotor original puede sustituirse por un promotor con una actividad de transcripción débil. En la descripción, la 20
etapa preferible de modificar un elemento regulador de un gen de aconitasa en un cromosoma de una bacteria 
puede ser la sustitución de uno o más nucleótidos en un promotor del gen de aconitasa. Para la invención, la 
sustitución por un promotor con una actividad de transcripción débil es una sustitución con la secuencia de 
nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:3 o 5.

Además, en la descripción, la etapa preferible de modificar un elemento regulador de un gen de aconitasa en un 25
cromosoma de una bacteria puede ser la adición de la secuencia de nucleótidos de un represor de la transcripción 
para el gen de aconitasa, por ejemplo, la adición de la secuencia de nucleótidos de un nuevo represor de la 
transcripción o el aumento del número de copias de la secuencia de nucleótidos de un represor de la transcripción 
original. Un represor de la transcripción puede añadirse detrás de un promotor (en especial un promotor con una 
fuerte actividad de transcripción) para aumentar su cantidad de expresión e inhibir la transcripción de un gen de 30
aconitasa con mayor eficacia. En la invención, se añade la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:8 y 7 
en tándem.

Además, la descripción también proporciona productos intermedios, tales como un polinucleótido y/o vector 
empleado en los métodos mencionados anteriormente. Por ejemplo, en un séptimo aspecto, la descripción 
proporciona un polinucleótido, cuya secuencia de nucleótidos se selecciona de:35

(a) la secuencia de nucleótidos obtenida mediante una sustitución (preferiblemente de GTG) en el codón de inicio de 
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:1;

(b) la secuencia de nucleótidos obtenida mediante una deleción (preferiblemente de 1-120 nucleótidos, más 
preferiblemente de 1-90 nucleótidos, lo más preferiblemente de 90 nucleótidos) en la secuencia de nucleótidos 
mostrada en SEQ ID NO:1 o 2, por ejemplo, una deleción de 90 nucleótidos antes del codón de fin en la secuencia 40
de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:1 o 2; y

(c) la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:8 y 7 en tándem.

En un octavo aspecto, la descripción proporciona un vector que comprende el polinucleótido del séptimo aspecto de 
la descripción.

En un noveno aspecto, la descripción proporciona un uso del polinucleótido del séptimo aspecto de la descripción 45
y/o el vector del octavo aspecto de la descripción en el método o el uso del primer, segundo, tercer y/o cuarto 
aspecto de la descripción. Es decir, en los métodos o usos del primer, segundo, tercer y/o cuarto aspecto de la 
descripción, se emplea el polinucleótido del séptimo aspecto de la descripción y/o el vector del octavo aspecto de la 
descripción.

En un décimo aspecto, la descripción proporciona un uso del polinucleótido del séptimo aspecto de la descripción 50
y/o el vector del octavo aspecto de la descripción en la preparación de la bacteria del quinto aspecto de la 
descripción. Es decir, en el proceso de preparación de la bacteria del quinto aspecto de la descripción, se emplea el 
polinucleótido del séptimo aspecto de la descripción y/o el vector del octavo aspecto de la descripción.

Los efectos beneficiosos de la descripción incluyen las nuevas técnicas que se han inventado y probado para 
aumentar el rendimiento de fermentación de la L-lisina cuando se emplean bacterias productoras de L-lisina con alto 55
y bajo rendimiento, y no se interfiere en los sitios de modificación en los cromosomas de una gran cantidad de 
bacterias productoras de L-lisina con alto rendimiento modificadas según la técnica anterior, para aumentar aún más 
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el rendimiento, ser útiles para producir de modo práctico L-lisina mediante la fermentación de las bacterias, y ser 
fáciles de popularizar.

Para entender mejor la invención, esta se describirá a continuación con mayor detalle haciendo referencia a 
ejemplos específicos. Debe advertirse que los ejemplos solo ejemplifican la invención. Según la descripción de la 
invención, diversas modificaciones y alteraciones de la invención son obvias para los expertos en la técnica.5

Ejemplos

Las realizaciones de la invención se ejemplifican mediante los siguientes ejemplos. A menos que se indique lo 
contrario, las técnicas empleadas en los ejemplos son muy conocidas por los expertos en la técnica y emplean 
dispositivos y reactivos disponibles en el mercado (véase Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), 
Science Press, Microbiology Experiments (4ª edición), Higher Education Press, y las instrucciones de los fabricantes 10
de los dispositivos y reactivos).

Ejemplo 1: Sustitución del codón de inicio ATG de la aconitasa por GTG

El cromosoma genómico de la cepa de tipo salvaje de Escherichia coli, E. coli K12 W3110 (disponible en el mercado 
en Biological Resource Center, National Institute of Technology and Evaluation (NITE Biological Resource Center, 
NBRC)), se extrajo como molde para la amplificación por PCR empleando los cebadores P1/P2 y P3/P4, 15
respectivamente. Se obtuvieron dos fragmentos de ADN de 510 pb y 620 pb y se denominaron los fragmentos Up1 y 
Down1, respectivamente. El proceso de la amplificación por PCR se muestra como sigue: desnaturalización durante 
30 s (segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 °C, extensión durante 30 s (segundos) a 72 °C, 
y realización de 30 ciclos. Las secuencias de los cebadores se muestran como sigue:

P1: 5'-CGCGGATCCGGAGTCGTCACCATTATGCC-3'20

P2: 5'-TCTCGTAGGGTTGACGACACAGCTCCTCCTTAATGACAGG-3'

P3: 5'-CCTGTCATTAAGGAGGAGCTGTGTCGTCAACCCTACGAGA-3'

P4: 5'-ATTGCGGCCGCTCCATTCACCGTCCTGCAAT-3'

Los dos fragmentos de ADN se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se mezclaron como moldes 
para la amplificación por PCR de solapamiento empleando los cebadores P1/P4. Se obtuvo un fragmento de25
aproximadamente 1200 pb y se denominó el fragmento Up-Down1. El proceso de la amplificación por PCR se 
muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s (segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 
°C, extensión durante 60 s (segundos) a 72 °C, y realización de 30 ciclos.

El fragmento Up-Down1 purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y el plásmido pKOV (disponible en el 
mercado en Addgene) se digirieron respectivamente con Bam HI/Not I. Los productos de la digestión se purificaron 30
mediante electroforesis en gel de agarosa y se acoplaron para producir un vector pKOV-Up-Down1 para la posterior 
transformación. Se determinó que el vector pKOV-Up-Down1, mediante la secuenciación del vector en una empresa 
de secuenciación, poseía la mutación puntual correcta (A-G) en el fragmento génico de acnA, y se conservó para su 
uso posterior.

El plásmido construido pKOV-Up-Down1 se transformó mediante electroporación en la cepa productora de L-lisina 35
con bajo rendimiento E. coli NRRL B-12185 (disponible en el mercado en Agricultural Research Service Culture 
Collection (NRRL); véase también el documento US4346170A para su método de construcción), y la cepa 
productora de L-lisina con alto rendimiento E. coli K12 W3110 Δ3 (disponible en el mercado en Microbiology, 
Chinese Academy of Sciences; la cepa es una cepa modificada productora de L-lisina mutagenizada y mutada a 
partir de E. coli K12 W3110), respectivamente. Se determinó mediante secuenciación que las dos cepas contenían 40
en sus cromosomas el gen de tipo salvaje de acnA (concretamente, los sitios 1333855 a 1336530 del n.º de registro 
de GenBank U00096.2) y sus elementos cadena arriba y cadena abajo. Según las instrucciones del fabricante del 
plásmido pKOV de Addgene, los clones positivos a la recombinación homóloga se seleccionaron después de un 
cultivo de recuperación en medio LB bajo las condiciones de 30 °C y 100 rpm durante 2 h, y se determinó mediante 
secuenciación que contenían en sus cromosomas la mutación del codón de inicio ATG a GTG en el gen de tipo 45
salvaje de acnA. Por último, se obtuvieron ambas cepas productoras de lisina E. coli con bajo y alto rendimiento que 
portan la mutación del codón de inicio de acnA y se denominaron YP-13633 e YP-13664, respectivamente. La 
cantidad de expresión de las aconitasas en las dos cepas modificadas se midió y resultó reducida en 
aproximadamente 75-85% (valores diferentes en medios diferentes).

Ejemplo 2: Mutación de la secuencia del gen de aconitasa para la disminución de la actividad de la 50
aconitasa

(1) Construcción de las cepas de E. coli

Se delecionaron 90 nucleótidos antes del codón de terminación en el gen acnA de E. coli para disminuir la actividad 
aconitasa. De modo específico, el cromosoma genómico de la cepa de tipo salvaje de Escherichia coli, E. coli K12 
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W3110, se extrajo como molde para la amplificación por PCR empleando los cebadores P5/P6 y P7/P8, 
respectivamente. Se obtuvieron dos fragmentos de ADN de 752 pb y 657 pb y se denominaron los fragmentos Up2 y 
Down2, respectivamente. El proceso de la amplificación por PCR se muestra como sigue: desnaturalización durante 
30 s (segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 °C, extensión durante 30 s (segundos) a 72 °C, 
y realización de 30 ciclos. Las secuencias de los cebadores se muestran como sigue:5

P5: 5'-CGCGGATCCCGTCACACGATCCGATACCT-3'

P6: 5'-CGGCAAGCAAATAGTTGTTATACGACTTCCTGGCTACCAT -3'

P7: 5'-ATGGTAGCCAGGAAGTCGTATAACAACTATTTGCTTGCCG-3'

P8: 5'-ATTGCGGCCGC CATGGGGCGATTTCCTGATG-3'

Los dos fragmentos de ADN se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se mezclaron como moldes 10
para la amplificación por PCR de solapamiento empleando los cebadores P5/P8. Se obtuvo un fragmento de 
aproximadamente 1400 pb y se denominó el fragmento Up-Down2. El proceso de la amplificación por PCR se 
muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s (segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 
°C, extensión durante 60 s (segundos) a 72 °C, y realización de 30 ciclos.

El fragmento Up-Down2 purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y el plásmido pKOV (disponible en el 15
mercado en Addgene) se digirieron respectivamente con Bam HI/Not I. Los productos de la digestión se purificaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa y se acoplaron para producir un vector pKOV-Up-Down2 para la posterior 
transformación. Se determinó que el vector pKOV-Up-Down2, mediante la secuenciación del vector en una empresa 
de secuenciación, poseía la deleción de 90 pb antes del codón de fin en el fragmento génico de acnA, y se conservó 
para su uso posterior.20

Según las instrucciones del fabricante del plásmido pKOV de Addgene, el plásmido construido pKOV-Up-Down2 se 
transformó mediante electroporación en la cepa productora de L-lisina con bajo rendimiento E. coli NRRL B-12185 
(véase también el documento US4346170A para su método de construcción), y la cepa productora de L-lisina con 
alto rendimiento E. coli K12 W3110 Δ3, respectivamente. Se determinó mediante secuenciación que las dos cepas 
contenían en sus cromosomas el gen de tipo salvaje de acnA y sus elementos cadena arriba y cadena abajo. Se 25
seleccionaron los clones positivos a la secuenciación homóloga y se determinó, mediante secuenciación, que 
poseían la deleción de 90 pb antes del codón de fin en el gen de acnA en sus cromosomas. Por último, se 
obtuvieron ambas cepas productoras de lisina E. coli con bajo y alto rendimiento, en las que las actividades 
enzimáticas de acnA están reducidas, y se denominaron YP-13675 e YP-13699, respectivamente. Las actividades 
de aconitasa en las dos cepas modificadas se midieron y resultaron reducidas en aproximadamente 60-80% (valores 30
diferentes en medios diferentes).

(2) Construcción de cepas de Corynebacterium

Se delecionaron 90 nucleótidos antes del codón de terminación en el gen acn de Corynebacterium para disminuir la 
actividad aconitasa. El proceso de construcción fue sustancialmente el mismo que el de la etapa (1) mencionada 
anteriormente, excepto que se empleó el genoma de Corynebacterium pekinense AS1.299 (que es similar 35
a Corynebacterium glutamicum y a veces se considera, de forma errónea, que es Corynebacterium glutamicum; 
disponible en el mercado en China General Microbiological Culture Collection Center (CGMCC)) como molde para 
una amplificación empleando los cebadores P9-P12 como sigue (que se corresponden con los cebadores P4-P8 
mencionados anteriormente, respectivamente), y se obtuvo un fragmento de 542 pb (Up2), un fragmento de 527 pb 
(Down2), y un fragmento de aproximadamente 1069 pb (Up-Down). Las secuencias de los cebadores se muestran 40
como sigue:

P9: 5'-CGGGATCCTGCAGCTCAGTACTTGGAT-3'

P10: 5'-AAAGTCTTCTAATTAC TTACTGCGTCGAACTCGACG-3'

P11: 5'-GTTCGACGCAGTAAGTAATTAGAAGACTTTTGAT-3'

P12: 5'-TCCCCCGGGGAATACCGGGTCGGTGCG-3'45

Después el fragmento Up-Down2 purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y el plásmido 
pK18mobsacB (disponible en el mercado en American Type Culture Collection (ATCC)) se digirieron 
respectivamente con Bam HI/Sma I. Los productos de la digestión se purificaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa y se acoplaron para producir un vector recombinante pK18mobsacB-Up-P-Down que tiene una deleción de 
90 pb antes del codón de fin en el gen acn. El plásmido construido pK18mobsacB-Up-Down2 se verificó mediante 50
secuenciación y se transformó, respectivamente, mediante electroporación en la cepa productora de L-lisina con 
bajo rendimiento Corynebacterium pekinense AS1.299, la cepa productora de L-lisina con bajo rendimiento 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (disponible en el mercado en ATCC), y la cepa productora de L-lisina con 
alto rendimiento Corynebacterium pekinense AS1.563 (disponible en el mercado en China General Microbiological 
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Culture Collection Center). Se determinó mediante secuenciación que las dos últimas cepas contienen en sus 
cromosomas el gen acn de Corynebacterium pekinense AS1.299, cuya secuencia de nucleótidos se muestra en 
SEQ ID NO:2. Se seleccionaron los clones positivos a la recombinación homóloga después de un cultivo de 
recuperación en medio BHIS bajo las condiciones de 30 °C y 120 rpm durante 2 h, y se verificaron mediante 
secuenciación. Por último, se obtuvieron tres cepas productoras de L-lisina de Corynebacterium con rendimiento 5
bajo, bajo y alto, respectivamente, que portan la mutación del gen acn y se denominaron YP-14808, YP-14852 e YP-
14837.

Ejemplo 3: Sustitución del promotor del gen de aconitasa por un promotor con una actividad de 
transcripción débil

(1) Construcción de las cepas de E. coli10

Mediante el análisis de la secuencia cadena arriba de acnA en E. coli K12 W3110, los inventores proporcionan un 
promotor con actividad de transcripción débil (cuya secuencia se muestra en SEQ ID NO:3) para reemplazar la 
región del promotor de tipo salvaje (cuya secuencia se muestra en SEQ ID NO:4) cadena arriba del ORF del gen 
acnA para disminuir la expresión del gen acnA de tipo salvaje.

De modo específico, el cromosoma genómico de la cepa de tipo salvaje de Escherichia coli, E. coli K12 W3110, se 15
extrajo como molde para la amplificación por PCR empleando los cebadores P13/P14 y P15/P16, respectivamente. 
Se obtuvieron dos fragmentos de ADN de 580 pb y 618 pb y se denominaron los fragmentos Up3 y Down3, 
respectivamente. Se empleó un plásmido que comprende el promotor con actividad de transcripción débil 
mencionado anteriormente como molde para la amplificación por PCR empleando P17/P18, y se obtuvo un 
fragmento de promotor de 161 pb con actividad de transcripción débil y se denominó fragmento P. El proceso de la 20
amplificación por PCR se muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s (segundos) a 94 °C, reasociación 
durante 30 s (segundos) a 52 °C, extensión durante 30 s (segundos) a 72 °C, y realización de 30 ciclos.

Los tres fragmentos de ADN mencionados anteriormente se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa. 
Después, los fragmentos Up3 y P se mezclaron como moldes para la amplificación por PCR de solapamiento 
empleando los cebadores P13/P18. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 716 pb y se denominó el 25
fragmento Up-P. El proceso de la amplificación por PCR se muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s 
(segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 °C, extensión durante 60 s (segundos) a 72 °C, y 
realización de 30 ciclos.

Los fragmentos Up-P y Down3 purificados mediante electroforesis en gel de agarosa se mezclaron como moldes 
para la amplificación por PCR de solapamiento empleando los cebadores P13/P16. Se obtuvo un fragmento de 30
aproximadamente 1334 pb y se denominó el fragmento Up-P-down. El proceso de la amplificación por PCR se 
muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s (segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 
°C, extensión durante 60 s (segundos) a 72 °C, y realización de 30 ciclos.

Las secuencias de los cebadores mencionados anteriormente se muestran como sigue:

P13: 5'-CGCGGATCCGAAGAAATTGAGGTCATGTT -3'35

P14: 5'- GGTTTCTTAGACGTCGGATTCGTTTCGTTTCTGTTTCATT-3'

P15: 5'- ATCAGCAGGACGCACTGACCCATTAAGGAGGAGCTATGTCG -3'

P16: 5'- ATTGCGGCCGCTCCATTCACCGTCCTGCAATT -3'

P17: 5'- AATGAAACAGAAACGAAACGCAATCCGACGTCTAAGAAACC -3'

P18: 5'- CGACATAGCTCCTCCTTAATGGGTCAGTGCGTCCTGCTGAT -3'40

El fragmento Up-P-down purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y el plásmido pKOV (disponible en el 
mercado en Addgene) se digirieron respectivamente con Bam HI/Not I. Los productos de la digestión se purificaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa y se acoplaron para producir un vector pKOV-Up-P-Down para la posterior 
transformación. Se determinó que el vector pKOV-Up-P-Down, mediante la secuenciación del vector en una 
empresa de secuenciación, poseía la secuencia correcta del promotor con actividad de transcripción débil y se 45
conservó para su uso posterior.

El plásmido pKOV-Up-P-Down construido se transformó mediante electroporación en la cepa productora de L-lisina 
con bajo rendimiento E. coli NRRL B-12185, y la cepa productora de L-lisina con alto rendimiento E. coli K12 W3110 
Δ3, respectivamente. Se determinó mediante secuenciación que las dos cepas contenían en sus cromosomas el gen 
de tipo salvaje de acnA y sus elementos cadena arriba y cadena abajo, en las que el promotor cadena arriba 50
comprende los sitios desde 2102518 a 2102713 del n.º de registro de GenBank CP004009.1. Según las 
instrucciones del fabricante del plásmido pKOV de Addgene, los clones positivos a la recombinación homóloga se 
seleccionaron después de un cultivo de recuperación en medio LB bajo las condiciones de 30 °C y 100 rpm durante 
2 h, y se determinó mediante secuenciación que contenían en sus cromosomas la sustitución del promotor con 
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actividad de transcripción débil por el promotor de tipo salvaje cadena arriba del gen acnA. Por último, se obtuvieron 
ambas cepas productoras de lisina E. coli con bajo y alto rendimiento que portan la mutación promotor de acnA y se 
denominaron YP-13627 e YP-13682, respectivamente. La cantidad de expresión de las aconitasas en las dos cepas 
modificadas se midió y resultó reducida en aproximadamente 65-80% en diferentes medios.

(2) Construcción de cepas de Corynebacterium5

Mediante el análisis de la secuencia cadena arriba de acn en Corynebacterium, los inventores proporcionan un 
promotor con actividad de transcripción débil (cuya secuencia se muestra en SEQ ID NO:5) para reemplazar la 
región de 166 pb del promotor de tipo salvaje (cuya secuencia se muestra en SEQ ID NO:6) cadena arriba del ORF 
del gen acn de Corynebacterium. El proceso de construcción fue sustancialmente el mismo que el de la etapa (1) 
mencionada anteriormente, excepto que:10

se empleó el genoma de Corynebacterium pekinense AS1.299 (disponible en el mercado en China General 
Microbiological Culture Collection Center) como molde para una amplificación empleando los cebadores P19-P24 
como sigue (que se corresponden con los cebadores P13-P18 mencionados anteriormente, respectivamente), y se 
obtuvo un fragmento de 573 pb (Up3), un fragmento de 581 pb (Down3), un fragmento de 130 pb (P), y un fragmento 
de aproximadamente 1284 pb (Up-P-down). Las secuencias de los cebadores se muestran como sigue:15

P19: 5'-CGGGATCCGCCAAAGCAACCAACCCC -3'

P20: 5'-CTTTTTAGTTTTCAACGGTCGGATTTGCTCGAAAT-3'

P21: 5'- GCCGAAAC AAAGTAGCCGAAGCAGACGCCGTCG -3'

P22: 5'-CGGAATTCTGACCTGGTGGACGATAC-3'

P23: 5'-CGAGCAAATCCGACCGTTGAAAACTAAAAAGCTGG-3'20

P24: 5'-GCGTCTGCTTCGGCTACTTTGTTTCGGCCACCC-3'

Después, el fragmento Up-P-down purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y el plásmido 
pK18mobsacB se digirieron respectivamente con Bam HIlEco RI. Los productos de la digestión se purificaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa y se acoplaron para producir un vector recombinante pK18mobsacB-Up-
P-Down para la posterior sustitución del promotor. El plásmido construido pK18mobsacB-Up-P-Down se verificó 25
mediante secuenciación y se transformó, respectivamente, mediante electroporación en la cepa productora de L-
lisina con bajo rendimiento Corynebacterium pekinense AS1.299, la cepa productora de L-lisina con bajo rendimiento 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, y la cepa productora de L-lisina con alto rendimiento Corynebacterium 
pekinense AS1.563. Se determinó mediante secuenciación que las dos últimas cepas contenían en sus cromosomas 
el gen acn y sus elementos cadena arriba y cadena abajo de Corynebacterium pekinense AS1.299. Se 30
seleccionaron los clones positivos a la recombinación homóloga después de un cultivo de recuperación en medio 
BHIS bajo las condiciones de 30 °C y 120 rpm durante 2 h, y se verificaron mediante secuenciación. Por último, se 
obtuvieron tres cepas productoras de L-lisina de Corynebacterium con rendimiento bajo, bajo y alto, 
respectivamente, que portan la mutación del promotor de acn y se denominaron YP-14755, YP-14732 e YP-14780.

Ejemplo 4: Aumento del número de copias del gen acnR que codifica el represor de la transcripción del gen 35
de aconitasa

Se aumentó el número de copias del gen acnR que codifica el represor de la transcripción de acn para disminuir el 
nivel de transcripción del gen acn. De modo específico, se empleó el genoma de Corynebacterium 
pekinense AS1.299 como molde para la amplificación por PCR empleando los cebadores P25/P26 y P27/P28, 
respectivamente. Se obtuvieron dos fragmentos de ADN de 715 pb y 797 pb y se denominaron los fragmentos Up4 y 40
Down4. Se empleó el molde o una amplificación por PCR usando los cebadores P29/P30. Se obtuvo un fragmento 
de 567 pb de acnR y se denominó el fragmento R, cuya secuencia de nucleótidos se muestra en in SEQ ID NO:7. 
Además, se empleó el plásmido de expresión pXMJ19 (disponible en el mercado en Biovector Science Lab, Inc) 
como molde para la amplificación por PCR empleando los cebadores P31/P32. Se obtuvo un promotor de 164 pb 
Ptac con fuerte actividad de transcripción y se denominó el fragmento Ptac, cuya secuencia de nucleótidos se muestra 45
en in SEQ ID NO:8. El proceso de la amplificación por PCR se muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s 
(segundos) a 94 °C, reasociación durante 30 s (segundos) a 52 °C, extensión durante 30 s (segundos) a 72 °C, y 
realización de 30 ciclos.

Las secuencias de los cebadores mencionados anteriormente se muestran como sigue:

P25: 5'-CGGGATCCTTCGCAACCGATAGAGCA-3'50

P26: 5'-CACGAATTATGCAGAATAAGCCTTTAAGTAACAA-3'

P27: 5'-TAAACGCGACTAAGCGTGACCATTAAAAGGCT-3'
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P28: 5'-CGGAATTCAAAAGCCTATTAAGTGTC-3'

P29: 5'-TTCACACAGGAAAGTGTCCGTAGCGGCAGGCGA-3'

P30: 5'-TTTAATGGTCACGC TTAGTCGCGTTTACGGACAG-3'

P31: 5'-TTAAAGGCTTATTCTGCATAATTCGTGTCGCTC-3'

P32: 5'-GCCGCTACGGACACTTTCCTGTGTGAAATTGTTA-3'5

Los fragmentos R y Ptac se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se mezclaron como moldes para 
la amplificación por PCR de solapamiento empleando los cebadores P31/P30. Se obtuvo un fragmento de 
aproximadamente 731 pb y se denominó el fragmento Ptac-R. Los fragmentos Up4 y Ptac-R se purificaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa y se mezclaron como moldes para la amplificación por PCR de solapamiento 
empleando los cebadores P25/P30. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1446 pb y se denominó el 10
fragmento Up4-Ptac-R. Los fragmentos Up4-Ptac-R y Down4 se purificaron mediante electroforesis en gel de agarosa 
y se mezclaron como moldes para la amplificación por PCR de solapamiento empleando los cebadores P25/P28. Se 
obtuvo un fragmento de aproximadamente 2243 pb y se denominó el fragmento Up-Ptac-R-Down. El proceso de la 
amplificación por PCR se muestra como sigue: desnaturalización durante 30 s (segundos) a 94 °C, reasociación 
durante 30 s (segundos) a 52 °C, extensión durante 60 s (segundos) a 72 °C, y realización de 30 ciclos.15

Después, el fragmento Up-Ptac-R-Down purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y el plásmido 
pK18mobsacB se digirieron respectivamente con Bam HI/Eco RI. Los productos de la digestión se purificaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa y se acoplaron para producir un vector recombinante pK18mobsacB-Up-
Ptac-R-Down para la posterior inserción de copias adicionales de acnR en una región no codificadora de un 
cromosoma. Se determinó que el vector pK18mobsacB-Up-Ptac-R-Down, mediante la secuenciación del vector en 20
una empresa de secuenciación, poseía los fragmentos génicos Ptac-acnR y se conservó para su uso posterior.

El plásmido construido pK18mobsacB-Up-P tac -R-Down se transformó, respectivamente, mediante electroporación 
en la cepa productora de L-lisina con bajo rendimiento Corynebacterium pekinense AS1.299, la cepa productora de 
L-lisina con bajo rendimiento Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, y la cepa productora de L-lisina con alto 
rendimiento Corynebacterium pekinense AS1.563. Se seleccionaron los clones positivos a la recombinación 25
homóloga después de un cultivo de recuperación en medio BHIS bajo las condiciones de 30 °C y 100 rpm durante 2 
h, y se verificaron mediante secuenciación. Por último, se obtuvieron tres cepas productoras de L-lisina de 
Corynebacterium con rendimiento bajo, bajo y alto, respectivamente, en cuyas regiones no codificadoras de los 
cromosomas se insertaron copias adicionales del gen acnR y se denominaron YP-14857, YP-14896 e YP-14860.

Ejemplo 5: Experimentos de fermentación de L-lisina30

Para la fermentación de E. coli, se inocularon 25 ml del medio de siembra mostrado en la tabla 1 en cada una de las 
cepas de E. coli K12 W3110 Δ3, E. coli NRRL B-12185 y E. coli construidas mediante los ejemplos 1-3, 
respectivamente, y se cultivaron bajo las condiciones de 37 °C y 220 rpm durante 9 h. Después se inocularon 25 ml 
del medio de fermentación mostrado en la tabla 1 con 1 ml del producto del cultivo del medio de siembra, y se cultivó 
bajo las condiciones de 37 °C y 220 rpm durante 48 h. Se midió el rendimiento de la L-lisina mediante HPLC 35
después del proceso del cultivo. 

Tabla 1 - Medio de cultivo para E. coli

Medio de siembra Medio de fermentación

(Ingrediente) (g/l) (g/l)

glucosa 15 40

sulfato de amonio 4 10

dibifosfato de potasio 3 1,6

sulfato de magnesio heptahidrato 0,4 1

sulfato ferroso heptahidrato 0,01 0,03

sulfato de manganeso monohidrato 0,01 0,03

extracto de levadura 2,0 4,0

carbonato de calcio 25
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KOH pH 7,0 pH 7,0

L-tirosina 0,1

L-metionina 0,5

L-treonina 0,1

L-isoleucina 0,05

Para la fermentación de Corynebacterium, se inocularon 30 ml del medio de fermentación mostrado en la tabla 2 a 
cada una de las cepas de Corynebacterium AS1.299, ATCC13032, AS1.563 y las cepas de 
Corynebacterium construidas en los ejemplos 2-4, respectivamente, y se cultivaron bajo las condiciones de 30 °C y 
220 rpm durante 8 h. Después se inocularon 30 ml del medio de fermentación mostrado en la tabla 2 con 1 ml del 5
producto del cultivo del medio de siembra, y se cultivó bajo las condiciones de 30 °C y 220 rpm durante 48 h. Se 
midió el rendimiento de la L-lisina mediante HPLC después del proceso del cultivo. 

Tabla 2 - Medio de cultivo para Corynebacterium

Medio de siembra Medio de fermentación

(Ingrediente) (g/l) (g/l)

glucosa 20 40

sulfato de amonio 5 20

dibifosfato de potasio 1 1,6

sulfato de magnesio heptahidrato 0,7 0,8

sulfato ferroso heptahidrato 0,01 0,01

sulfato de manganeso monohidrato 0,01 0,01

extracto de levadura 5,0 4,0

carbonato de calcio 20

KOH pH 7,0 pH 7,0

Los resultados se muestran en la tabla 3. La mutación (por ejemplo, deleción o sustitución) de la estructura de la 10
aconitasa de las cepas de Escherichia coli y Corynebacterium para disminuir la actividad de la enzima, o la 
modificación (por ejemplo, sustitución e inserción) de los elementos reguladores de los genes de aconitasa de las 
cepas de Escherichia coli y Corynebacterium para disminuir la cantidad de expresión de la enzima, conduce al 
aumento del rendimiento de la L-lisina. 

Tabla 3 - Rendimiento de L-lisina según las cepas15

Cepa Rendimiento de L-lisina (g/l) Proporción de aumento de rendimiento (%)

E. coli NRRL B-12185 1,5 -

YP-13633 2,1 40

YP-13675 1,8 20

YP-13627 2,0 33

E. coli K12 W3110 Δ3 10,2 -

YP-13664 16,1 57,8

YP-13699 12,5 22,5
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YP-13682 14,1 38,2

Corynebacterium AS1.299 1,2 -

YP-14808 1,6 33

YP-14755 1,9 58

YP-14857 1,4 17

Corynebacterium ATCC 13032 1,1 -

YP-14852 1,5 36

YP-14732 2,0 82

YP-14896 1,3 18

Corynebacterium AS1.563 23,5 -

YP-14837 27,4 16,6

YP-14780 31,2 32,8

YP-14860 25,6 8,9

Listado de secuencias

<110> Ningxia EPPEN Biotech Co., Ltd

<120> Método para producir L-lisina modificando el gen de aconitasa y/o elementos reguladores del mismo

<130> P064607EP5

<140> EP14748825.8
<141> 2014-09-26

<150> CN 201310050196.0
<151> 2013-02-08

<150> CN 201310050144.310
<151> 2013-02-08

<160> 8

<170> SeqWin2010, versión 1.0

<210> 1
<211> 267615
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 1
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<210> 2
<211> 28325
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 2
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<210> 3
<211> 1615
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 3

<210> 410
<211> 454
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 4
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<210> 5
<211> 130
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum5

<400> 5

<210> 6
<211> 166
<212> ADN10
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 6

<210> 7
<211> 56715
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 7

20

<210> 8
<211> 164
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum25

<400> 8
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para producir L-lisina mediante fermentación o para aumentar el rendimiento de fermentación de la L-
lisina, que comprende las etapas de:

(1) modificar un gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este en un cromosoma de una bacteria productora 
de L-lisina, de modo que la actividad y/o la cantidad de expresión de la aconitasa de la bacteria se reduce, pero no 5
se elimina; y

(2) producir L-lisina mediante fermentación con la bacteria obtenida mediante la modificación de la etapa (1),

en el que la modificación del gen de aconitasa y/o un elemento regulador de este incluye:

(i) una sustitución del codón de inicio de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1 del gen de aconitasa en el 
cromosoma de una Escherichia coli productora de L-lisina por GTG;10

(ii) una sustitución de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:4 de un promotor del gen de aconitasa en el 
cromosoma de una Escherichia coli productora de L-lisina por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3;

(iii) una sustitución de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:6 de un promotor del gen de aconitasa en el 
cromosoma de una Corynebacterium glutamicum o Corynebacterium pekinense productora de L-lisina por la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:5;15

(iv) una deleción de 90 nucleótidos antes del codón de fin en la secuencia de nucleótidos del gen de aconitasa de 
SEQ ID NO:1 en el cromosoma de una Escherichia coli productora de L-lisina; o

(v) una adición en la secuencia de nucleótidos de un represor de la transcripción (SEQ ID NO:7) del gen de 
aconitasa, preferiblemente una adición de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO:8 y 7 en tándem.

20
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