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DESCRIPCION
Método para producir L-lisina usando microorganismos que tienen capacidad de producir L-lisina
Antecedentes
1. Campo

La presente divulgacion se refiere a un polinucleétido modificado, en que un codén de inicio esté sustituido con ATG,
un vector que comprende el mismo, un microorganismo que comprende el polinucleétido y un método para producir
L-lisina usando el mismo.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Las cepas del género Corynebacterium, especificamente Corynebacterium glutamicum, son microorganismos
grampositivos que se usan ampliamente para producir L-lisina. La L-lisina se usa para piensos para animales,
medicinas y cosméticos para seres humanos, y se produce mediante fermentacién de la cepa de Corynebacterium.

Convencionalmente, se conoce una cepa del género Corynebacterium que tiene genes de biosintesis de lisina
potenciados y un método de produccion de L-lisina usando la misma. Por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°
6.746.855 divulga un método para producir L-lisina cultivando Corynebacterium que tiene una expresion potenciada
del gen lysE (gen del transportador de exportacion de lisina) y adicionalmente genes introducidos seleccionados del
grupo que consiste en un gen dapA, un gen lysC, un gen pycy un gen dapB.

Otro método es amplificar genes en la ruta de biosintesis de lisina o modificar un promotor. Por ejemplo, las solicitudes
de patente coreana abiertas a inspeccion publica n.? 2009-0082702 y 2009-0084099 divulgan un método para producir
L-lisina introduciendo promotores mejorados del operén ddh y lysC-asd en Corynebacterium. La solicitud de patente
coreana abierta a inspeccién publica n.? 2008-0025355 divulga un método para mejorar la productividad de lisina
amplificando el nimero de copias de los genes en la ruta de biosintesis de lisina, que son aspB, lysC, asd, dapA,
dapB, lysAy pyc, en el cromosoma.

Paralelamente, el coddn de inicio que reconoce los ribosomas para iniciar la traduccién en el cromosoma es
habitualmente ATG. La traduccién puede controlarse de acuerdo con el coddn de inicio del gen, y la secuencia del
codon de inicio es importante en la regulacién de la actividad de la proteina. Sin embargo, aunque ATG es el coddn
de inicio comun entre los genes de biosintesis de lisina derivados de Corynebacterium glutamicum, el codén de inicio
de los genes lysCy pyces GTG, y TTG es para el gen tkt en la ruta de fosfato pentosa que contiene el codén de inicio
de TTG (referencia: J. Biotechnol., 104: 5-).

BECKER JUDITH et al., ENGINEERING IN LIFE SCIENCES, vol. 10, n.2 5, octubre de 2010, paginas 430-438,
divulgan el remplazo de codones de inicio naturales de diferentes enzimas en el metabolismo del carbono de
Corynebacterium glutamicum para influir en su actividad hacia la producciéon mejorada del aminoacido lisina aportado.
El remplazo del codon ATG natural por GTG reducia la actividad enzimatica especifica de la piruvato deshidrogenasa
(PDH) vy la fosfoglucoisomerasa en 60 y un 40 %, respectivamente. Viceversa, la actividad de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa se aumentaba en un 40 % por la sustitucién GTG en ATG.

El documento WO2011/158975 divulga un método que utiliza un microorganismo recombinante para la produccién de
aminoacidos derivados de aspartato y precursores de los mismos, en particular para la produccién de L-lisina.

El n.® de acceso a EBI EM STD:AM747626, el n.° de acceso a la base de datos AM747626, divulga el gen lysC
Corynebacterium glutamicum para la aspartocinasa, cepa HN2650 11.

El documento WO2006/069610 divulga un gen relacionado con la produccion de valina, SEQ: 53931, para su uso en
un proceso para la produccién de un agente quimico fino en un microorganismo.

El n.® de acceso a EBI GSN:AZN08069, n.% de acceso a la base de datos AZN08069 divulga "la secuencia del gen trc-
pyc C. glutamicum, SEQ ID 27".

El documento US2009/0325244 divulga un método de aumento de la cantidad de al menos un polipéptido en una
célula hospedadora expresando una secuencia de nucleétidos modificada que codifica un polipéptido en una célula
hospedadora con dicha secuencia de nucle6tidos modificada que se obtiene de una secuencia de nucleétidos no
modificada diferente que codifica un polipéptido de secuencia de aminoacidos idéntica de modo que el uso de codones
de la secuencia de nucleétidos modificada se ajuste al uso de codones de las proteinas abundantes en la célula
hospedadora.

El documento WO2009/133114 divulga un método que utiliza un microorganismo con actividad isocitrato
deshidrogenasa reducida para la produccion de agentes quimicos finos.
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BECKER JUDITH et al., METABOLIC ENGINEERING, vol. 13, n.% 2, marzo de 2011, paginas 159-168, divulgan una
cepa genéticamente definida de Corynebacterium glutamicum hiperproductora de L-lisina mediante ingenieria
metabdlica de sistemas del tipo silvestre.

JAKOBSEN OYVIND M et al., APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, vol. 75, n.? 3, 1 de febrero de
2009, paginas 652-661, divulgan la clonacion de cuatro genes (asd, que codifica la aspartato semialdehido
deshidrogenasa; dapA, que codifica la dihidrodipicolinato sintasa; dapG, que codifica AKI; e ycIM, que codifica AKIII)
de la ruta de aspartato en Bacillus methanolicus MGA3. Junto con el gen conocido de AKII lysC, dapG e ycIM forman
un conjunto de tres genes AK en este organismo. La sobreexpresion de dapG, lysC e ycIM aumentaba la produccion
de L-lisina en la cepa de B. methanolicus de tipo silvestre MGAS3 2, 10 y 60 veces (correspondiente a 11 g/litro),
respectivamente, sin afectar de forma negativa a la tasa de crecimiento especifica.

El n.? de acceso a EBI GSN:AWW23169, n.2 de acceso a la base de datos AWW23169, divulga "la secuencia de ADN
de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, SEQ ID: 9684".

El n.? de acceso a EBI GSN: AEE27731, n.2 de acceso a la base de datos AEE27731, divulga "ADN gendmico de C.
glutamicum, SEQ ID NO 46".

El nimero de acceso a GenBank X57226.1 Gl:40509, divulga los genes lysC-alfa, lysC-beta y asd de C. glutamicum.

Los autores de la presente invencion han realizado muchos esfuerzos por hallar un método para mejorar la
productividad de lisina, y como resultado, descubrieron que el coddn de inicio de los genes lysC, tkt y pyc de tipo
silvestre pueden sustituirse con ATG para potenciar las actividades de aspartato cinasa, transcetolasa y piruvato
carboxilasa sobre sus actividades endégenas, completando de ese modo la presente divulgacion.

Sumario

Un objetivo de la presente divulgacién es proporcionar un polinucleétido modificado que codifica la aspartato cinasa
(EC:2.7.2.4; a partir de ahora en este documento, mencionada como LysC), transcetolasa (EC:2.2.1.1; a partir de
ahora en este documento, mencionada como Tkt) o piruvato carboxilasa (EC:6.4.1.1; a partir de ahora en este
documento, mencionada como Pyc), en el que el coddn de inicio del polinucleotido esta sustituido con ATG.

Otro objetivo de la presente divulgacion es proporcionar un vector que comprende uno o mas polinucleétidos
modificados que codifican aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa, en que el codon de inicio del
polinucleétido esta sustituido con ATG.

Otro objetivo mas de la presente divulgacion es proporcionar un microorganismo, en que una o mas de las enzimas
tienen actividad potenciada en comparacién con su actividad endégena.

Otro objetivo mas de la presente divulgacion es proporcionar un método para producir L-lisina, que comprende las
etapas de cultivar el microorganismo y recuperar L-lisina del microorganismo cultivado o del caldo de cultivo.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un polinucleétido modificado que codifica aspartato cinasa
(EC:2.7.2.4; a partir de ahora en este documento, mencionada como LysC), transcetolasa (EC:2.2.1.1; a partir de
ahora en este documento, mencionada como Tkt) o piruvato carboxilasa (EC:6.4.1.1; a partir de ahora en este
documento, mencionada como Pyc), en que el coddn de inicio del polinucledtido esta sustituido con ATG.

Cada polinucleétido que codifica aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa puede incluir también una
sustitucion, eliminacion, insercion o adicién parcial en el polinucleétido, siempre que cada una de ellas tenga la
actividad enzimatica, y puede tener un 70 % o mas de homologia, especificamente un 80 % o mas de homologia, mas
especificamente un 90 % o mas de homologia, y mucho mas especificamente un 95 % o mas de homologia, y mucho
mas especificamente un 100 % o mas de homologia basandose en el polinucleétido conocido.

Como se usa en este documento, el término "homologia (homologo)" significa el grado de similitud entre secuencias
de nucleoétidos del gen lysC, del gen tkt o del gen pyc de las secuencias de tipo silvestre y de nucleétidos de los genes
modificados correspondientes de las mismas, es decir, el gen lysC, el gen tkt o el gen pyc modificado, en que una
parte de los polinucledtidos esté sustituida, eliminada, insertada o afadida.

Como se usa en este documento, la expresion "codon de inicio" significa 3 nucleétidos correspondientes a un punto
de inicio de la traduccién cuando una secuencia codificante de ARNm (ARN mensajero) se traduce en una proteina.
En general, los codones de inicio encontrados en el cromosoma de microorganismos son ATG (AUG en ARNm), GTG
(GUG en ARNm) y TTG (UUG en ARNm) y existen en una relacion de un 62,5 %~66,5 %, 23,1 %~24,3 % y
10,3 %~13,2 % de acuerdo con el resultado del analisis de la secuencia del genoma completo de Corynebacterium
glutamicum (referencia: Handbook of Corynebacterium glutamicum, 40p, Lothar Eggeling & Michael Bott, 2005).
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Entre los genes de biosintesis de lisina derivados de Corynebacterium presentados hasta ahora, lysCy pyc tienen el
codoén de inicio de GTG, y tkt tiene el coddn de inicio de TTG. El coddn de inicio de estos genes no es ATG, que se
considera una caracteristica Unica de Corynebacterium.

El polinucleétido modificado de acuerdo con la presente divulgacion se caracteriza porque el codén de inicio del gen
lysC, tkt o pyc esta sustituido con ATG, y estos polinucle6tidos modificados que tienen dicho coddn de inicio sustituido
se han modificado por primera vez por los autores de la presente invencion. Con mas detalle, el codén de inicio GTG
del polinucledtido que codifica aspartato cinasa (LysC) o piruvato carboxilasa (Pyc) esta sustituido con ATG, y el coddn
de inicio TTG del polinucle6tido que codifica transcetolasa (Tkt) esta sustituido con ATG en la presente divulgacion.
Mas especificamente, las secuencias de los genes lysC, tkt, y pyc son las SEQ ID NO. 13, 14 y 15, respectivamente,
las secuencias de los genes que tienen el codén de inicio sustituido como ATG estan representadas por las SEQ ID
NO. 16, 17 y 18, respectivamente.

Las sustituciones de base de los codones de inicio pueden realizarse por cualquier método conocido en la técnica, por
ejemplo, mutagénesis especifica de sitio, recombinacién homdloga, pero no se limitada a ellas.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un vector que comprende uno o mas polinucleétidos modificados
de los polinucleétidos modificados que codifican aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa, en que el
codoén de inicio del polinucleétido esté sustituido con ATG.

Los polinucleétidos modificados que tienen el codén de inicio sustituido como ATG y que codifican aspartato cinasa,
transcetolasa o piruvato carboxilasa, que esta comprendido en el vector de la presente divulgacion, puede incluir
aquellos en que una parte de los polinucleotidos esta sustituida, eliminada, insertada o afiadida, siempre que tenga
actividad enzimatica, y puede tener un 70 % o mas de homologia, especificamente un 80 % o mas de homologia, mas
especificamente un 90 % o mas de homologia, mucho mas especificamente un 95 % o mas de homologia, y mucho
mas especificamente un 100 % de homologia.

Ademas, los polinucleétidos modificados que tienen el coddn de inicio sustituido como ATG y que codifican aspartato
cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa, que estd comprendido en el vector de la presente divulgacion, también
puede incluir Unicamente una parte del gen que codifica aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa,
siempre que tenga el codoén de inicio sustituido como ATG.

Como se usa en este documento, el término "vector" se refiere a una construccion de ADN que contiene una secuencia
de bases que esta unida de forma funcional a una secuencia de control adecuada, para expresar un gen diana en una
hospedador adecuado. Las secuencias de control pueden incluir un promotor para iniciar la transcripcion, una
determinada secuencia operadora para controlar dicha transcripcién, una secuencia que codifica un sitio de unién al
ribosoma adecuado en el ARNm, y una secuencia para controlar la terminacion de la transcripcion y la traduccion. El
vector usado en la presente divulgacién no esta particularmente limitado, y puede ser cualquier vector conocido en la
técnica, siempre que sea replicable en el hospedador. Por ejemplo, el vector puede ser un plasmido, una particula
fagica o un inserto genémico potencial, y es especificamente pDZ (patente coreana n.® 10-0924065), pero no se limita
al mismo. Una vez transformado en un hospedador adecuado, el vector puede replicarse o funcionar
independientemente del genoma del hospedador, o puede integrarse en el propio genoma.

Especificamente, se adquirid una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO. 13, 14 o 15) que comprende el codon de
inicio del gen lysC, tkt o pyc, y basandose en esta secuencia, se sintetizaron cebadores que tienen el codén de inicio
sustituido como ATG. Se realizé6 PCR usando los cebadores y un ADN cromosémico de una cepa productora de L-
lisina como molde, para obtener ADN del que se sustituye un extremo con ATG. Este fragmento de ADN asi obtenido
se clond en un vector para obtener un vector recombinante final. Mas especificamente, en la presente divulgacion, se
construyeron los vectores pDZ-lysC(ATG), pDZ-tkt(ATG) y pDZ-pyc(ATG), respectivamente.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un microorganismo que incluye uno o mas polinucleé6tidos
modificados que tienen el codén de inicio sustituido como ATG y que codifican una enzima seleccionada del grupo
que consiste en aspartato cinasa, transcetolasa y piruvato carboxilasa, y después se mejoraron los niveles de
traduccion de los ARNm transcritos a partir de los polinucleétidos en proteinas, provocando actividades potenciadas
de una o mas de las enzimas en comparacién con las actividades endégenas de las mismas. El microorganismo de la
presente divulgacion puede tener actividades potenciadas de aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa
usando los polinucleétidos modificados en combinaciones de uno, dos o tres de los mismos, en que los polinucleétidos
modificados codifican las enzimas correspondientes y estan sustituidos con ATG en el coddn de inicio.

Para sustituir ATG para los codones de inicio de los genes diana en el cromosoma del microorganismo, pueden usarse
diversos métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias del codén de inicio de los genes lysC, tkty pyc
enddgenos en el microorganismo pueden sustituirse en el cromosoma. Como alternativa, los genes correspondientes
que tienen las secuencias del codén de inicio sustituidas pueden introducirse en el microorganismo en forma de un
plasmido.
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El microorganismo puede ser cualquier cepa, siempre que tenga productividad de L-lisina. Especificamente, puede
ser un microorganismo de Corynebacterium sp. o Brevibacterium sp. Los ejemplos de los microorganismos de
Corynebacterium sp. o Brevibacterium sp. incluyen Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium
thermoaminogenes FERM BP-1539, Brevibacterium flavum ATCC 14067, Brevibacterium lactofermentum ATCC
13869. Ademas, pueden incluirse variantes productoras de L-lisina o cepas derivadas de las mismas, por ejemplo,
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P (este microorganismo se divulgd como KFCC10881, y se volvid a
depositar en una autoridad de depésito internacional segun el tratado de Budapest con el n.? de acceso KCCM11016P,
patente coreana n.? 10-0159812, patente coreana n.? 10-0397322) y Corynebacterium glutamicum KFCC 11001.
Ademas, puede ser Corynebacterium glutamicum con el n.2 de acceso KCCM11016P.

Especificamente, Corynebacterium glutamicum con el n.? de acceso KCCM11016P se transform6 con un vector que
comprende el polinucleétido que codifica aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa, en la que el codén de
inicio esta sustituido con ATG, para obtener Corynebacterium glutamicum recombinante. Mas especificamente, se
introdujo el vector pDZ-lysC(ATG), pDZ-tkt(ATG) o pDZ-pyc(ATG) en Corynebacterium glutamicum con el n.? de
acceso KCCM11016P, respectivamente para obtener cada Corynebacterium glutamicum recombinante.

Ademas, el microorganismo puede transformarse con un vector que comprende dos o mas polinucleétidos de los
polinucleétidos que codifican aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa y que tienen el codén de inicio
sustituido como ATG. Especificamente, el vector pDZ-tkt(ATG) que comprende el gen del que se ha sustituido el codén
de inicio con ATG y que codifica transcetolasa se transforma en Corynebacterium glutamicum KCCM11016P-lysC, en
que el codén de inicio GTG de lysC estéa sustituido con ATG y mediante un segundo cruce, los codones de inicio de
lysC'y tkt en el cromosoma se sustituyen con ATG para obtener Corynebacterium glutamicum KCCM11016P-lysC-tkt.
Ademas, el vector pDZ-pyc(ATG) que comprende el polinucleétido del que se ha sustituido el codén de inicio con ATG
y que codifica piruvato carboxilasa se transforma en KCCM11016P-lysC, en que el codén de inicio GTG de lysC esta
sustituido con ATG y mediante un segundo cruce, los codones de inicio de lysCy pyc en el cromosoma se sustituyen
con ATG para obtener KCCM11016P-lysC-pyc. Ademas, el vector pDZ-tkt(ATG) se transforma en KCCM11016P-lysC-
pyc preparado como anteriormente, en que el codoén de inicio GTG de lysCy pyc se sustituye con ATG y mediante un
segundo cruce, los codones de inicio de lysC, pyc y tkt en el cromosoma se sustituyen con ATG para obtener
KCCM11016P-lysC-pyc-tkt. Se confirmé que los codones de inicio de lysC, pyc y tkt también pueden sustituirse con
ATG en otras cepas productoras de lisina que pertenecen a Corynebacterium glutamicum, KFCC10750 (este
microorganismo se divulgé como KFCC10750 y se volvid a depositar en una autoridad de depdsito internacional segin
el tratado de Budapest con el n.? de acceso KCCM11347P, patente coreana n.? 10-0073610), KCCM10770P (patente
coreana n.? 10-0924065), CJ3P (Genome Biology 2012, 13:R40) de la misma manera. Estos resultados sugieren que
los polinucleé6tidos modificados de la presente divulgaciéon pueden introducirse de forma estable en diversas cepas
que pertenecen a Corynebacterium sp., aumentando de ese modo la productividad de L-lisina.

Especificamente, el transformante KCCM11016P-lysC-pyc-tkt, que se obtuvo introduciendo los vectores pDZ-
lysC(ATG), pDZ-tkt(ATG) y pDZ-pyc(ATG) que incluye los polinucleétidos que codifican aspartato cinasa,
transcetolasa y piruvato carboxilasa en Corynebacterium glutamicum KCCM11016P, se denomin6é Corynebacterium
glutamicum CA01-2059 y se depositd el 2 de mayo de 2011 en el Centro de Cultivo Coreano de Microorganismos (a
partir de ahora en este documento, abreviado como "KCCM"), que es una autoridad de depdsito internacional segun
el tratado de Budapest, con el n.® de acceso KCCM11188P. Se deposita mediante una autoridad de depdsito
internacional segun el tratado de Budapest.

El microorganismo de acuerdo con la presente divulgacién se caracteriza por en que los codones de inicio de los
genes de tipo silvestre que codifican las enzimas anteriores estan sustituidos con ATG vy, por lo tanto, el
microorganismo tiene actividades potenciadas de aspartato cinasa, transcetolasa y piruvato carboxilasa en
comparacién con actividades enddgenas de las mismas, que se producen por la notable mejora en los niveles de
traduccion de los ARNm transcritos a partir de los genes lysC, tkty pyc en las proteinas.

Como se usa en este documento, la expresion "actividad enddgena” significa la actividad de una enzima en un
microorganismo natural y, por ejemplo, la actividad de aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato carboxilasa en un
microorganismo natural que pertenece a Corynebacterium sp. La expresién "actividad endégena potenciada” significa
que la actividad se mejora adicionalmente en comparacion con la de la enzima natural.

Especificamente, cuando la actividad aspartato cinasa de la cepa en que se sustituyé el codén de inicio del gen lysC
con ATG se comparaba con la de la cepa precursora KCCM11016P, se observaba un aumento de 2,73 veces en la
actividad aspartato cinasa (tabla 4). Ademas, cuando la actividad transcetolasa de la cepa en que se sustituy6 el codén
de inicio del gen tkt con ATG se comparaba con la de la cepa precursora KCCM11016P, se observaba un aumento
de 3,5 veces en la actividad transcetolasa (tabla 5). Ademas, cuando la actividad piruvato carboxilasa de la cepa en
que se sustituyé el codon de inicio del gen pyc con ATG se comparaba con la de la cepa precursora KCCM11016P,
se observaba un aumento de 1,89 veces en la actividad piruvato carboxilasa (tabla 6).

Se descubrié que la productividad de L-lisina del microorganismo puede aumentarse mejorando la actividad de
aspartato cinasa, transcetolasa, piruvato carboxilasa o una combinacién de las mismas.
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En la presente divulgacion, se midieron las cantidades de L-lisina producida en las cepas productoras de L-lisina,
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P-lysC, KCCM11016P-tkt, KCCM11016P-pyc, KCCM11016P-lysC-tkt,
KCCM11016P-lysC-pyc y KCCM11016P-lysC-pyc-tkt y, como resultado, mostraron una mejora notable en la
produccion de L-lisina en comparacién con la cepa precursora KCCM 11016P (tabla 7). Ademas, otras cepas
productoras de lisina que pertenecen a Corynebacterium glutamicum, KFCC10750 (patente coreana n.% 10-0073610),
KCCM10770P (patente coreana n. 10-0924065) y CJ3P (Genome Biology 2012, 13:R40), en que se sustituyeron los
codones de inicio de lysC, pyc y tkt con ATG, mostraron una mejora notable en la produccion de L-lisina en
comparacioén con la cepa precursora (tablas 8~10). Estos resultados sugieren que los microorganismos que tienen un
tipo de polinucledtidos modificados que codifican LysC, Tkt o Pyc, o que tienen dos tipos de los polinucleétidos
modificados que codifican las enzimas, o que tienen estos tipos de polinucleétidos modificados que codifican las
enzimas y que tienen el codon de inicio sustituido como ATG en el cromosoma, también mostraron productividad
notablemente mejorada de L-lisina en comparacién con el microorganismo de tipo silvestre que tiene el codon de inicio
GTGo TTG.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un método para producir L-lisina, que comprende las etapas
de cultivar el microorganismo como se describe anteriormente; y recuperar L-lisina del microorganismo cultivado o el
caldo de cultivo.

Para el cultivo, pueden usarse diversos métodos de produccién de L-lisina usando un microorganismo que es
ampliamente conocido en la técnica. El cultivo puede realizarse de acuerdo con el método ampliamente conocido, y
las condiciones para el cultivo, incluyendo temperatura, tiempo, pH del medio, etc. pueden controlarse
apropiadamente. Se proporciona una descripcion detallada del cultivo en el siguiente documento [Chmiel;
Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991), y Storhas;
Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig / Wiesbaden, 1994)]. Ademas, el cultivo
puede incluir cultivo discontinuo, cultivo continuo y cultivo semicontinuo. Especificamente, puede hacerse funcionar
un proceso discontinuo, semicontinuo o semicontinuo repetido de una manera continua, pero la presente divulgacion
no se limita a los mismos.

Para su uso en el cultivo, un medio debe satisfacer los requisitos de una cepa particular empleada. Los medios de
cultivo para microorganismos que pertenecen a Corynebacterium sp. son bien conocidos (por ejemplo, Manual of
Methods for General Bacteriology. American Society for Bacteriology. Washington D.C., EE. UU., 1981). Las fuentes
de carbono a usar pueden incluir sacéridos y carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa,
almiddn y celulosa; aceites y lipidos tales como aceite de soja, aceite de semillas de girasol, aceite de ricino y aceite
de coco; acidos grasos tales como &cido palmitico, acido estearico, acido linoleico; alcoholes tales como glicerol y
etanol; y acidos organicos tales como acido acético. Estos materiales pueden usarse por separado o en combinacion.
Las fuentes de nitrdgeno a usar pueden incluir peptona, extracto de levadura, caldo de carne, extracto de malta,
destilado del macerado del maiz, harina de soja y urea, o0 compuestos inorganicos tales como sulfato de amonio,
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrogeno pueden
usarse por separado o en combinacién. Las fuentes de fosforo a usar pueden incluir hidrogenofosfato de dipotasio,
dihidrogenofosfato de potasio y sales de sodio correspondientes. Ademas, los medios de cultivo pueden contener
sales metélicas tales como sulfato de magnesio o sulfato de hierro esenciales para el crecimiento. Finalmente, pueden
usarse nutrientes esenciales tales como aminodcidos y vitaminas ademas de las sustancias anteriores. Ademas,
pueden anadirse precursores apropiados al medio de cultivo. Estos materiales pueden anadirse apropiadamente en
el cultivo durante los cultivos en un modo discontinuo o continuo.

El pH del medio de cultivo puede ajustarse con un compuesto basico tal como hidréxido de sodio, hidréxido de potasio
0 amoniaco, o un compuesto acido tal como &cido fosférico o acido sulfdrico. La generacién de espuma puede
restringirse usando un agente desespumante tal como éster de poliglicol de acido graso. El medio de cultivo puede
mantenerse en condiciones aerdbicas introduciendo oxigeno o un gas que contenga oxigeno (por ejemplo, aire) en el
mismo. La temperatura de cultivo es tipicamente entre 20 y 45 °C y especificamente entre 25 y 40 °C. El cultivo se
continda hasta que se produce una cantidad maxima de L-lisina. A este respecto, puede conseguirse en 10 a 160
horas. Después de producirse, la L-lisina puede exportarse al medio de cultivo o puede permanecer dentro de las
células.

Ademas, el método para producir L-lisina de la presente divulgacion comprende la etapa de recuperar L-lisina del
microorganismo cultivado o el caldo de cultivo. El método de recuperacion de L-lisina del microorganismo o el caldo
de cultivo es ampliamente conocido en la técnica. Los ejemplos del método de recuperacion de L-lisina pueden incluir
filtracion, cromatografia de intercambio aniénico, cristalizacion y HPLC, pero no se limita a los mismos.

Ejemplos
A partir de ahora en este documento, la presente divulgacion se describira en mas detalle con referencia a los

ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son con fines ilustrativos Gnicamente, y no se pretende que la divulgacion esté
limitada por estos ejemplos.
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En los ejemplos, se construyeron vectores recombinantes para sustituir el coddn de inicio GTG o TTG por ATG del
gen lysC que codifica aspartato cinasa, el gen tkt que codifica transcetolasa y el gen pyc piruvato carboxilasa derivados
de la cepa productora de lisina, Corynebacterium glutamicum KCCM11016P. El vector se transformé en la cepa
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P para obtener una cepa que tuviera el codon de inicio sustituido en el
cromosoma, preparando de ese modo una cepa que tiene productividad mejorada de lisina.

La cepa Corynebacterium glutamicum KCCM11016P usada en la presente divulgacion es una cepa que es resistente
a S-(2-aminoetil) cisteina (a partir de ahora en este documento mencionada como AEC) y permeable a homoserina,
preparada por mutacion artificial usando Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre (ATCC 13032) como cepa
precursora (divulgada como KFCC10881. Véase la patente coreana n.® 10-0159812 y la patente coreana n.? 10-
0397322). Ademas, la cepa KFCC10750 es una cepa de Corynebacterium glutamicum productora de L-lisina que es
auxétrofa para homoserina y resistente a un analogo de L-leucina, 4-azaleucina y un antibiotico, rifampicina, preparada
por mutacioén artificial (patente coreana n.? 10-0073610), la cepa KCCM10770P es una cepa productora de L-lisina
derivada de KCCM11016P, que retiene dos copias de 6 tipos de los genes que constituyen la ruta de biosintesis de
lisina en el cromosoma (patente coreana n.% 10-0924065) y la cepa CJ3P es una cepa de Corynebacterium glutamicum
que tiene productividad de L-lisina mediante la introduccion de cada una de las mutaciones P458S, V59A y T311l en
tres tipos de genes pyc, homy lysC del tipo silvestre, basandose en la descripcion de Binder et al., (Genome Biology
2012, 13:R40).

Ejemplo 1: Construccion del vector recombinante (pDZ-lysC(ATG)) gue tiene el codon de inicio ATG sustituido
en lysC, derivado de Corynebacterium glutamicum y preparacion de la cepa gque tiene el codon de inicio
sustituido

Se us6 pDZ (véase la patente coreana n.® 10-0924065) como vector basico para el vector recombinante, que se
construy6 de la siguiente manera.

(1) Construccion del vector recombinante pDZ-lysC(ATG)

Para adquirir el gen lysC derivado de Corynebacterium glutamicum, se us6 el ADN cromosémico de una cepa
productora de lisina (Corynebacterium glutamicum KCCM11016P) preparada por mutacion artificial, como molde.
Basandose en la genoteca del National Institutes of Health de Estados Unidos (NIH GenBank), se adquirid6 una
secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO. 13) que contiene la regién del codén de inicio del gen lysC (n.% de acceso al
NCBI NC_003450, Ncgl0247) y, basadndose en esta secuencia, se sintetizaron dos pares de cebadores (tabla 1, SEQ
ID NO. 1 ~ 4) para sustituir el codon de inicio GTG con ATG.

Se realiz6 PCR usando ADN cromosomico de KCCM11016P como molde y los cebadores de la siguiente tabla 1. Se
uso6 la ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa, y se realizd la PCR con 30 ciclos
de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos; hibridacion a 55 °C durante 30 segundos; y polimerizacién a 72 °C
durante 30 segundos. Se clonaron dos fragmentos de ADN asi obtenidos en el vector pDZ tratado con la enzima de
restriccion Xbal usando un kit de clonacion de PCR In-Fusion (Clontech) y, finalmente, se construy6 un vector
recombinante pDZ-lysC(ATG).

(2) Preparacion de cepa

El vector pDZ-lysC(ATG) asi construido se transformé en KCCM11016P mediante un método de impulso eléctrico
(mediante el uso del método de transformacion de acuerdo con Appl. Microbiol.Biotechnol. (1999) 52:541-545), y
después las cepas en que se insertd el gen en el cromosoma mediante recombinacion homéloga, se seleccionaron
en un medio de seleccion que contenia 25 mg/l de canamicina. La insercion cromosémica satisfactoria del vector se
confirmé mediante el color azul de las colonias en un medio sélido que contiene X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-(3-D-
galactésido). La cepa con la primera insercién cromosomica se cultivd con agitacién (30 °C, 8 horas) en un medio
nutritivo. Después, la cepa cultivada se diluyd en serie de 10 a 10-'°, y el cultivo diluido se sembrd en placa en un
medio s6lido que contenia X-gal. La mayoria de las colonias mostraban color azul, mientras que las colonias blancas
también existian a un nivel bajo. Seleccionando las colonias blancas, se seleccionaron las cepas en que la secuencia
de nucledtidos en la region del coddn de inicio de lysC estaba sustituido mediante un segundo cruce. La sustitucion
de nucleétidos del codén de inicio en la cepa seleccionada se confirmo finalmente por PCR usando los cebadores de
la SEQ ID NO. 1y 4 y después analizando la secuencia de nucleétidos del sitio diana.

[Tabla 1]

Cebador Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO.
lysC/ATG/FX CCGGGGATCCTCTAGActtagggagccatctitigg 1
lysC/ATG/R CCAGGGCCATCTTTGTGC 2
lysC/ATG/F GCACAAAGATGGCCCTGG 3
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Cebador Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO.
lysC/ATG/RX GCAGGTCGACTCTAGAAGTGACATCAACAATGCGTG 4

Ejemplo 2: Construccion del vector recombinante (pDZ-tkt(ATG)) que tiene el coddn de inicio ATG sustituido
en_tkt derivado de Corynebacterium glutamicum y preparacion _de la cepa que tiene el codon de inicio
sustituido

Hay dos codones que se espera que sean coddn de inicio en la secuencia del gen tkt. Basandose en la distancia
desde el RBS (sitio de unidn al ribosoma) y la protedmica, se determiné el codén en direccién 3' como el codén de
inicio en la presente divulgacion.

(1) Construccion del vector recombinante pDZ-tkt(ATG)

Para adquirir el gen tkt derivado de Corynebacterium glutamicum, se usé el ADN cromosdmico de KCCM11016P como
molde. Basandose en la genoteca del National Institutes of Health de Estados Unidos (NIH GenBank), se adquirio una
secuencia de nucleédtidos (SEQ ID NO. 14) que contiene la regién del coddn de inicio del gen tkt (n.® de acceso al
NCBI NC_003450, Ncgl 1512) y, basédndose en esta secuencia, se sintetizaron dos pares de cebadores (tabla 2, SEQ
ID NO. 5 ~ 8) para sustituir el codén de inicio TTG con ATG.

Se realizé PCR usando el ADN cromosomico de KCCM11016P como molde y los cebadores de la siguiente tabla 2
en las condiciones del ejemplo 1-1. Se clonaron dos fragmentos de ADN asi obtenidos en el vector pDZ tratado con
la enzima de restriccién Xbal usando un kit de clonacién de PCR In-Fusion (Clontech) y, finalmente, se construyé un
vector recombinante pDZ-tkt(ATG).

(2) Preparacion de cepa

El vector pDZ-tkt(ATG) asi construido se transformé en la cepa productora de lisina KCCM11016P de la misma manera
que en el ejemplo 1-2, y se obtuvo KCCM11016P-tkt, en que el codén de inicio de tkt en el cromosoma estaba sustituido
con ATG mediante un segundo cruce. La sustitucion de nucleétidos del codén de inicio en la cepa seleccionada se
confirm¢ finalmente por PCR usando los cebadores de las SEQ ID NO. 5 y 8 y después analizando la secuencia de
nucledtidos del sitio diana.

[Tabla 2]

Cebador Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO.
tkt/ATG/FX | CCGGGGATCCTCTAGAGAAATAGATGGGTGTAGACG 5
tkt/ATG/R4 GTGACAGCGTCATGGTGGTCAAT 6
tkt/ATG/F4 ATTGACCACCATGACGCTGTCAC 7
tkt/ATG/RX GCAGGTCGACTCTAGACGCAGAGCCTTICAGGTCATC 8

Ejemplo 3: Construccion del vector recombinante (pDZ-pyc(ATG)) que tiene el codon de inicio ATG sustituido

en pyc derivado de Corynebacterium glutamicum y preparacion de la cepa que tiene el codon de inicio
sustituido

(1) Construccion del vector recombinante pDZ-pyc(ATG)

Para adquirir el gen pyc derivado de Corynebacterium glutamicum, se usé el ADN cromosémico de KCCM11016P
como molde. Basandose en la genoteca del National Institutes of Health de Estados Unidos (NIH GenBank), se
adquirié una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO. 15) que contiene la regién del coddn de inicio del gen pyc (n.? de
acceso al NCBI NC_003450, Ncgl0659) y, basandose en esta secuencia, se sintetizaron dos pares de cebadores
(tabla 3, SEQ ID NO. 9 ~ 12) para sustituir el codon de inicio GTG con ATG.

Se realizé PCR usando el ADN cromos6mico de KCCM11016P como molde y los cebadores de la siguiente tabla 3
en las condiciones del ejemplo 1-1. Se clonaron dos fragmentos de ADN asi obtenidos en el vector pDZ tratado con
la enzima de restriccién Xbal usando un kit de clonacién de PCR In-Fusion (Clontech) y, finalmente, se construyé un
vector recombinante pDZ-pyc(ATG).

(2) Preparacion de cepa
El vector pDZ-pyc(ATG) asi construido se transformé en la cepa productora de lisina KCCM11016P de la misma

manera que en el ejemplo 1-2, y se obtuvo KCCM11016P-pyc, en que el coddn de inicio de pyc en el cromosoma
estaba sustituido con ATG mediante un segundo cruce. La sustitucion de nucleétidos del coddn de inicio en la cepa
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seleccionada se confirmé finalmente por PCR usando los cebadores de las SEQ ID NO. 9y 12 y después analizando
la secuencia de nucleétidos del sitio diana.

[Tabla 3]
Cebador Secuencia de nucleétidos SEQ ID NO.
pyc/ATG/FX | CCGGGGATCCTCTAGATTTTGGGGAAAA GTGCAAAG 9
pyc/ATG/R GAGTCGACAITAGAGTAAT 10
pyc/ATG/F ATTACTCTAATGTCGACTC 11
pyc/ATG/RX | GCAGGTCGACTCTAGAGGGCATTTTCAGACAGGAAG 12

Ejemplo 4: Medicion de la actividad enzimatica de aspartato cinasa en la cepa que tiene el codon de inicio ATG
sustituido en el gen lysC

Las células en la fase exponencial se recogieron por centrifugacion (5000 rpm, 15 minutos) y se lavaron tres veces
con tampén Tris.HCI al 0,1 % (pH 8,0), y después se suspendieron en el mismo tampo6n para una turbidez a 610 nm
de 160. Las células se disgregaron durante 6 minutos usando una batidora de microesferas después de anadir
microesferas de vidrio a 1,25 g/1,5 ml de la suspension. El sobrenadante se recogié por centrifugacion (15 000 rpm,
20 minutos), y se midié cuantitativamente para el contenido de proteina mediante un método de Bradford (Bradford,
M.M 1976. Anal. Biochem. 72:248-254) y se us6 como solucién de proteina en bruto para medir la actividad enzimatica
de aspartato cinasa (LysC). Para cuantificar la actividad enzimatica de LysC, se afiadieron aproximadamente 0,05 ml
de la solucién de proteina en bruto a una solucion de reaccién que contenia Tris.HCI 0,1 M (pH 8,0), cloruro de
magnesio (MgClz) 0,01 M, hidroxilamina.HCI 0,6 M (pH 7,0), ATP 4 mM y aspartato 0,2 M para iniciar la reaccién. Se
permitid que la mezcla reaccionara a 30 °C durante 30 minutos, y se afiadié una solucion de parada (FeClz al 10 %,
TCA al 3,3 %, HCI 0,7 N) para terminar la reaccion. El sobrenadante se recogié por centrifugacion y se midi6 la
absorbancia a 540 nm. La unidad (U) de la actividad enzimatica de LysC se defini6 como nanomoles de hidroxamato
aspartato producidos por 1 mg de proteina durante 1 minuto.

Se observé que la cepa KCCM11016P-lysC tiene actividad LysC 2,73 veces mayor que la de la cepa precursora
KCCM11016P (tabla 4).

[Tabla 4]
Actividad enzimatica de LysC
Cepa Actividad enzimatica (Factor)
LysC
KCCM11016P 1,00
KCCM11016P-lysC 2,73

Ejemplo 5: Medicion de actividad enzimatica de transcetolasa en la cepa que tiene el codon de inicio ATG
sustituido en el gen tkt

Las células en la fase exponencial se recogieron por centrifugacion (5000 rpm, 15 minutos) y se lavaron tres veces
con tampén Tris.HCI al 0,1 % (pH 7,5), y después se suspendieron en el mismo tamp6n para una turbidez a 610 nm
de 160. Las células se disgregaron durante 6 minutos usando una batidora de microesferas después de anadir
microesferas de vidrio a 1,25 g/1,5 ml de la suspension. El sobrenadante se recogié por centrifugacion (15 000 rpm,
20 minutos), y se midi6 cuantitativamente para el contenido de proteina mediante un método de Bradford y se usé
como solucién de proteina en bruto para medir la actividad enzimatica de transcetolasa (Tkt). Para cuantificar la
actividad enzimdtica de Tkt, la solucién de proteina en bruto se anadié a una soluciéon de reaccién que contenia
Tris.HCI 0,1 M (pH 7,5), D-R5P 10 mM, D-Xu5P 2 mM, ThDP 10 pM, MgClz 1,2 mM, NADH 100 uM, 1 unidad de
triosafosfato isomerasa, 1 unidad de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa por 1 ml para iniciar la reaccion. Se permitié
que la mezcla reaccionara a 30 °C durante 20~30 minutos, y se midié la absorbancia a 340 nm. La unidad (U) de la
actividad enzimatica de Tkt se defini6 como la cantidad (mg) de la enzima que cataliza la produccién de 1 umol de
gliceraldehido 3-fosfato durante 1 minuto, y la actividad especifica se defini6 como unidades/mg (Biochem.J.
(2004)382, 759-767).

Se observo que la cepa KCCM11016P-tkt tiene actividad Tkt 3,5 veces mayor que la de la cepa precursora
KCCM11016P (tabla 5).
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[Tabla 5]
Actividad enzimatica de Tkt
Cepa Actividad enzimatica (Factor)
Tkt
KCCM11016P 1,00
KCCM11016P-tkt 3,5

Ejemplo 6: Medicidn de la actividad enzimatica de piruvato carboxilasa en la cepa que tiene el codon de inicio
ATG sustituido en el gen pyc

Las células en la fase exponencial se recogieron por centrifugacién (5000 rpm, 15 minutos) y se lavaron dos veces
con tampoén Tris.HCI 50 mM (pH 6,3) que contenia cloruro de sodio (NaCl) 50 mM, y después se suspendieron en
tampén HEPES 100 mM (pH 7,5) que contenia glicerol al 20 %. Se anadié CTAB a la suspension hasta una
concentracion de un 0,3 %, y se dejé en hielo durante 1 minuto. Las células se recogieron por centrifugacion (5000 rpm,
10 minutos) y después se suspendieron tampoén Tris.HClI 100 mM (pH 7,3). El contenido de proteina se midio
cuantitativamente mediante un método de Bradford y se usé como una solucién de proteina en bruto para medir la
actividad enzimatica de piruvato carboxilasa (Pyc). Para cuantificar la actividad enzimatica de Pyc, la solucion de
proteina en bruto se afiadié a una solucién de reaccion que contenia NaHCO3 25 mM, MgClz 5 mM, piruvato 3 mMy
ATP 4 mM para iniciar la reaccién. Se permitié que la mezcla reaccionara a 30 °C durante 1,5 minutos, y se afadieron
80 ul de una solucién de parada (acido o-fosférico al 30 %) para terminar la reaccién. El sobrenadante se recogié por
centrifugacién (12 000 rpm, 15 min, 4 °C). Se anadieron 50 ul del sobrenadante, Tris.HCI 150 mM (pH 7,8), NADH
150 uM y 2,5 U de lactato deshidrogenasa por 1 ml y se midi6 la absorbancia a 340 a 37 °C. La unidad (U) de la
actividad enzimatica de Pyc se defini6 como nanomoles del lactato producidos por 1 mg de proteina durante 1 minuto.

Se observ6 que la cepa KCCM11016P-pyc tenia actividad Pyc 1,89 veces mayor que la de la cepa precursora
KCCM11016P (tabla 6).

[Tabla 6]
Actividad enzimatica de Pyc
Cepa Actividad enzimatica (Factor)
Pyc
KCCM11016P 1,00
KCCM11016P-pyc 1,89

Ejemplo 7: Desarrollo de cepas derivadas de KCCM11016P que tienen codones de inicio ATG sustituidos en
dos o0 mas genes entre los genes lysC, tkt y pyc

Como vectores recombinantes, se usaron pDZ-lysC(ATG) pDZ-tkt(ATG) pDZ-pyc(ATG) preparados en los ejemplos
1,2y 3,y el proceso de preparacion es el siguiente.

El vector pDZ-tkt(ATG) se transform6 en KCCM11016P-lysC del ejemplo 1, en que el codén de inicio GTG de lysC
estaba sustituido con ATG, y mediante un segundo cruce, se sustituyeron los codones de inicio de lysC y tkt en el
cromosoma con ATG para obtener KCCM11016P-lysC-tkt. La sustitucién de nucleétidos del codon de inicio en la cepa
seleccionada se confirmo finalmente por PCR usando los cebadores de las SEQ ID NO. 5y 8 y después analizando
la secuencia de nucleotidos del sitio diana.

De la misma manera que en el ejemplo 1, el vector pDZ-pyc (ATG) se transformé en KCCM11016P-lysC del ejemplo
1, en que el codon de inicio GTG de lysC estaba sustituido con ATG, y mediante un segundo cruce, los codones de
inicio de lysC y pyc en el cromosoma se sustituyeron con ATG para obtener KCCM11016P-lysC-pyc. La sustitucion
de nucledtidos del coddn de inicio en la cepa seleccionada se confirmo finalmente por PCR usando los cebadores de
las SEQ ID NO. 9y 12 y después analizando la secuencia de nucleédtidos del sitio diana.

El vector pDZ-tkt(ATG) se transformé en KCCM11016P-lysC-pyc del presente ejemplo, en que el codén de inicio GTG
de lysCy pyc esté sustituido con ATG, y mediante un segundo cruce, se sustituyeron los codones de inicio de lysC,
pycy tkten el cromosoma con ATG para obtener KCCM11016P-lysC-pyc-tkt. La sustitucion de nucleétidos del codon
de inicio en la cepa seleccionada se confirm6 finalmente por PCR usando los cebadores de las SEQ ID NO. 5y 8y
después analizando la secuencia de nucledtidos del sitio diana.

Las combinaciones anteriores de los genes son con fines ilustrativos Unicamente.
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Ejemplo 8: Produccidn de lisina en la cepa que tiene el codon de inicio ATG sustituido

Se cultivaron KCCM11016P-lysC, KCCM11016P-tkt, KCCM11016P-pyc, KCCM11016P-lysC-tkt, KCCM11016P-lysC-
pyc, KCCM11016P-lysC-pyc-tkt preparados finalmente en los ejemplos 1, 2, 3 y 7 para la produccién de L-lisina
mediante el siguiente método.

Las cepas precursoras KCCM11016P y KCCM11016P-lysC, KCCM11016P-tkt, KCCM11016P-pyc, KCCM11016P-
lysC-tkt, KCCM11016P-lysC-pyc, KCCM11016P-lysC-pyc-tkt se inocularon en los respectivos matraces con
deflectores en dngulo de 250 ml que contenian 25 ml del medio de siembra descrito a continuacion, y el resultante se
cultivé a 30 °C con agitacién a 200 rpm durante 20 horas. Se inoculé 1 ml del caldo de cultivo de siembra resultante
en un matraz con deflectores en angulo de 250 ml que contenia 24 ml del medio de produccion descrito a continuacién,
y se cultivaron a 30 °C con agitacion (200 rpm) durante 120 horas.

Después de completarse el cultivo, se midié la cantidad de L-lisina producida por HPLC. Los resultados de medir la L-
lisina en los caldos de cultvo de KCCM11016P y KCCM11016P-lysC, KCCM11016P-tkt, KCCM11016P-pyc,
KCCM11016P-lysC-tkt, KCCM11016P-lysC-pyc, KCCM11016P-lysC-pyc-tkt se muestran en la siguiente tabla 7.

[Tabla 7]
Cepa Lisina (g/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM11016P 45,2 447 45,6
KCCM11016P-lysC 47,5 46,2 47,9
KCCM11016P-tkt 47,4 48,5 47,0
KCCM11016P-pyc 47,9 46,3 47,8
KCCM11016P-lysC-tkt 49,7 49,3 49,2
KCCM11016P-lysC-pyc 50,1 48,9 49,6
KCCM11016P-lysC-pyc-tkt 50,7 50,2 51,1

Medio de siembra (pH 7,0)

20 g de azucar sin procesar, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH2PO4, 8 g de
K2HPOs, 0,5 g de MgSO4 7H20, 100 pg de biotina, 1000 g de tiamina-HCI, 2000 pg de pantotenato de calcio, 2000 pg
de nicotinamida (en 1 litro de agua destilada)

Medio de produccion (pH 7,0)

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2S04, 2,5 g de proteina de soja, 5 g de sélidos de macerado del maiz, 3gdeurea, 1 g
de KH2POs4, 0,5 g de MgSO4 7H20, 100 pg de biotina, 1000 pg de tiamina-HCI, 2000 pug de pantotenato de calcio,
3000 pg de nicotinamida, 30 g de CaCOs (en 1 litro de agua destilada)

Como se muestra en la tabla 7, Corynebacterium glutamicum KCCM11016P-lysC, KCCM11016P-tkt, KCCM11016P-
pyc, KCCM11016P-lysC-tkt y KCCM11016P-lysC-pyc que tienen el coddn de inicio ATG sustituido mostraban un
aumento de un 4~9 % en la productividad de L-lisina, en comparacion con la cepa precursora KCCM11016P. En
particular, se descubrié que KCCM11016P-lysC-pyc-tkt en la que se han introducido los tres genes mostraba un
aumento en la productividad de L-lisina tan elevada como de un 12 %, en comparacién con la cepa precursora
KCCM11016P.

Ejemplo 9: Desarrollo de cepa derivada de KFCC10750 que tiene codones de inicio ATG sustituidos en los
genes lysC, tkt, y pyc y comparacion de la productividad de lisina

Para examinar si la sustitucion de los codones de inicio con ATG en los genes lysC, pyc y tkt también afecta a la
productividad de lisina en otras cepas productoras de lisina que pertenecen a Corynebacterium glutamicum, se
introdujeron los tres genes en la cepa productora de L-lisina Corynebacterium glutamicum KFCC10750 (patente
coreana n.2 10-0073610), que mostré el mejor efecto de todos de aumento de la productividad de lisina en el ejemplo
8 para preparar una cepa recombinante, que se llam6 KFCC10750-lysC-pyc-tkt. La cepa se cultivé de la misma manera
que en el ejemplo 8 y se analizé la concentracién de L-lisina (tabla 8).
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[Tabla 8]
Cepa Lisina (g/1)
Lote 1 Lote 2 Lote 3
KFCC10750 38,3 38 38,5
KFCC10750-lysC-pyc-tkt 441 43,8 445

Como se muestra en la tabla 8, Corynebacterium glutamicum KFCC10750-lysC-pyc-tkt con los tres genes introducidos
mostré un aumento de un 15 % en la productividad de lisina, en comparacion con la cepa precursora KFCC10750.

Ejemplo 10: Desarrollo de cepa derivada de KCCM10770P que tiene codones de inicio ATG sustituidos en los
genes lysC, tkt, pyc y comparacion de la productividad de lisina

Se introdujeron los tres genes en otra cepa productora de L-lisina Corynebacterium glutamicum KCCM10770P (patente
coreana n.2 10-0924065), que mostré el mejor efecto de todos de aumento de la productividad de lisina en el ejemplo
8 para preparar una cepa recombinante, que se llamé KCCM10770P-lysC-pyc-tkt. La cepa se cultivd de la misma
manera que en el ejemplo 8 y se analiz6 la concentracién de L-lisina (tabla 9).

[Tabla 9]
Cepa Lisina (g/1)

Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM10770P 47,8 47,2 47,5
KCCM 10770P-lysC-pyc-tkt 52,8 52,8 52,4

Como se muestra en la tabla 9, Corynebacterium glutamicum KCCM10770P-lysC-pyc-tkt con los tres genes
introducidos mostré un aumento de un 11 % en la productividad de lisina, en comparacién con la cepa precursora
KCCM10770P.

Ejemplo 11: Desarrollo de cepa derivada de CJ3P que tiene codones de inicio ATG sustituidos en los genes
lysC, tkt, pyc y comparacion de la productividad de lisina

Se introdujeron los tres genes en otra cepa productora de L-lisina mas Corynebacterium glutamicum CJ3P (Binder et
al., Genome Biology 2012, 13:R40) que mostr6 el mejor efecto de todos de aumento de la productividad de lisina en
el ejemplo 8 para preparar una cepa recombinante, que se llamé CJ3P-lysC-pyc-tkt. La cepa se cultivd de la misma
manera que en el ejemplo 8 y se analiz6 la concentracién de L-lisina (tabla 10).

[Tabla 10]
Cepa Lisina (g/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3
CJ3P 8,3 8 8,4
CJ3P-lysC-pyc-tkt 9,7 9,6 10,0

Como se muestra en la tabla 10, Corynebacterium glutamicum CJ3P-lysC-pyc-tkt con los tres genes introducidos
mostré un aumento de un 18 % en la productividad de lisina, en comparacion con la cepa precursora CJ3P.

Efecto
La presente divulgacion proporciona un microorganismo de Corynebacterium sp. que tiene productividad mejorada de
L-lisina, en que los codones de inicio de uno o mas genes que codifican aspartato cinasa, transcetolasa o piruvato
carboxilasa estan sustituidos para potenciar las actividades de las enzimas correspondientes, en comparacién con sus
actividades enddgenas en un microorganismo natural.

<110> CJ Cheildedang Corporation

<120> Método de produccion de L-lisina usando microorganismo que tienen capacidad de producir L-lisina

<130> OPA12190/PCT
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<150> KR10-2011-0139527
<151>21/12/2011

<160> 18
<170> Kopatentln 1.71

<210>1

<211> 36

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador lysC/ATG/FX

<400> 1
ccggggatcee tctagactta gggagccatc ttttgg

<210>2

<211> 18

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador lysC/ATG/R

<400> 2
ccagggccat ctttgtgc 18

<210> 3

<211> 18

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador lysC/ATG/F

<400> 3
gcacaaagat ggcectgg 18

<210> 4

<211> 36

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador lysC/ATG/RX

<400> 4
gcaggtcgac tctagaagtg acatcaacaa tgegtg

<210>5

<211> 36

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador tkt/ATG/FX

<400>5
ccggggatcec tctagagaaa tagatgggtg tagacg

<210>6

<211>23

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

36

36

36
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<220>
<223> cebador tkt/ATG/R4

<400> 6
gtgacagcgt catggtggtc aat 23

<210>7

<211>23

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador tkt/ATG/F4

<400>7
attgaccacc atgacgctgt cac 23

<210>8

<211> 36

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador tkt/ATG/RX

<400> 8
gcaggtcgac tctagacgca gagcecttcag gtcatc

<210>9

<211> 36

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador pyc/ATG/FX

<400>9
ccgggoatee tetagatttt ggggaaaagt gcaaag

<210> 10

<211>19

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador pyc/ATG/R

<400> 10
gagtcgacat tagagtaat 19

<210> 11

<211>19

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador pyc/ATG/F

<400> 11
attactctaa tgtcgactc 19

<210> 12

<211> 36

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2696 173 T3

36

36
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<220>
<223> cebador pyc/ATG/RX

<400> 12
gcaggtcgac tctagagggce attttcagac aggaag

<210> 13

<211> 1266
< 212> ADN
<213> lysC de Corynebacterium glutamicum

<400> 13

gtggecctag
aacgtcgetg
tecgecaatgg
ccegecagete
gtcgeeatgg
ggtgtgctca

gtgcgtgaag

aaagaaaccd
ttggcagetyg
acegetgace
atgctggaac
cgtgcattca
attgcecgget
gacaagtcog
aaggttttee
toettetgtag
cgcgegatgg
gacgaccagg
accgcagagt
tetgagatte
ttgcatgage

egetaa

<210> 14

<211> 2094
< 212> ADN
<213> tkt de Corynebacterium glutamicum

<400> 14

tcgtacagaa
aacggatcgt
gagacaccac
gtgaaatgga
ctattgagte
ccaccgagcy

cactcgatga

gegatgteac
etttgaacge
cgegeatogt
ttgectgetgte
atgtgceact
ctatggagga
aagcecaaagt
gtgegttgge
aagacggeac
agatcttgaa
tcggecaaagt
tcatggaagce
gtatttcegt

agttecaget
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atatggcggt
tgccaccaag
ggatgaactt
tatgcteetyg
cettggegea
ccacggaaac

gggcaagatc

cacgttgggt
tgatgtgtgt
tectaatgea
tggecteocaag
togegtacyge
tattcctgtg
aacagtteotyg
tgatgcagaa
caccgacate
gaagcttcag
ctcecteghg
tctgegegat
getgateogt

gggeggegaa

36

toctegottg
aaggctggaa
ctagaacttg
actgetggtyg
gaageccaat
gcacgcattyg

tgcattgttyg

cgtggtggtt
gagatttact
Ccagaagetgyg
attttggtgce
tcgtcttata
gaagaagcaqg
ggtatttecyg
atcaacatty
acctteacet
gttcagggca
ggtgctggea
gtcaacgtga
gaagatgate

gacgaageey

15

agagtgcgga
atgatgtcgt
cagcggeagt
agcgtattte
ctttcacggg
ttgatgtcac

ctggtttcca

ctgacaccac
cggacgttga
aaaagctcag
tgcgeagtgt
gtaatgatcc
tocttaccgg
ataagocagg
acatggttet
gecctogtte
actggaccaa
tgaagtctca
acatcgaatt
tggatgetge

tegtttatge

acgcattaga
ggttgtctge
gaatccegtt
taacgectete
cteteagget
tcoccaggtegt

gggtgttaat

tgcagttgeg
cggtgtgtat
cttegaagaa
tgaatacget
cggcactttyg
tgtcgcaacc
cgaggetgeyg
geagaacgte
cgacggaeage
tgtgctttac
cccaggtgtt
gatttccacc
tgcacgtgca

aggeacegga

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
00
€60
1020
1080
1140
1200
1260

12¢6



ttgacgetgt
gatgtggaca
tgtggcteeg
cagcegggtta
ctttettgtg
cttgagatgg
gagtaccgcc
tctgocagtiyg
gctgagggeg
caggaaggtg
ategtgttet
Jaggacgtty

gaggacgttyg

cacctgaact
ccaaggetgt
gocacceagg
tgaacgtaga
gecacteocte
atgacctgaa
acaccaaggg
gtatggccat
aatcoccatt
tecacctetga
gggatgacaa
ttgctcgtta

cagcaatcga
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tcaggogetce
agacactgtt
caccgcaatg
tcecacaggac
tttgaceccag
ggctotgege
cgttgagatc
ggctgctegt
cgacoaccac
ggcatceoctec
cogeateteoe
caaggcttac

agctgcagtyg

actgtacgea
cgtgtocteg
agcctggete
accaactggyg
tacatccage
acctgggatt
accactggcc
cgtgagegtyg
atctacgtea
ategetggea
atcgaagaca
ggctggcaga

gcoctgaggecta

16

attaccecte
ctgcagacge
cccttgeata
caggcegtga
tttacttggg
ccttgacece
ctcttggcca
gectattega
ttgettotga
coccageaget
acactgagat
ccattgaggt

agaadggacac

tgattggtce
tgtagaaaac
caccttgtac
cogettegtt
tggattegge
aggacaccet
gggtcttgca
cccaaccget
tggtgaccty
gggcaaccte
cgettteaac
tgaggetgygc

caagecgacet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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accttcatea
getgtgeacy
ttegateoctg
gcagagcegeg
gocaaccotg
tacgctgacyg
tecgaggetyg
gacctegoag
atcteocaceg
gagcacgcta
ggcggaacct
atggagaccg
cgaacceoace
ctgegtocty
gaaggceecta
gagaaggctg
accccagatg
aaggctctgg
tteocaggage
gtgtctgttg
getgtetoee

ggcatcaceca

gegttoegeac
gtgctgetet
aggeteoactt
ctgcacagaa
agaacaaggc
agctcocccaac
cacttcagge
gtteocaacaa
agacctggte
tgggatccat
tcctoatett
acgcttacta
agectgttga
cagatgegaa
agggtettge
ctgaaggcegt
tgatcctcat
aagctgaggg
aggacgcaga
aagetggeat
ttgageactt

ccgatgcagt
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catcategge
tggegcaget
cgegategac
gaaggctgca
tctgttcgat
atgggatgca
actgggcaag
caccgtgate
tgetgageet
cctcaacgge
ctccgactac
cgtotggace
aaccttgget
cgagacoged
actgacecoge
tcgocogeggt
gggctcegge
cgttgcaget
gtacatcgag
cgcaatgect
cggtgettet

cgtggcageg

<210> 15

<211> 3423

< 212> ADN

<213> pyc de Corynebacterium glutamicum

<400> 15

gtgtcgacte
ggcgaaateg
atttaccecce
attggtaceg
gctaaaaaaqg

cagcttgeoeo

acacatcttc
cggteegtge
gtgaagatcg
aaggetcace
ttaaagcaga

gogagtgtgc

aacgctteca
tttecgtgea
gggatcatte
agtcaaggeg
tgeccatttac

ggaaaacggc

tteccagete
gaggttgcag
gatgaggtta
tggcaggtca
cgcoctgaact
gatgagaagg
acccttectg
aagggetoce
tacggeegta
atttecectce
atgcgtecty
cacgactcca
goeactgogeyg
caggettggg
cagaacgtte
ggctacgtce
tecgaggtte
cgcgttgttt
tecgttetge
tggtaceget
geggattace

gccaaggact

gcattcaaaa
gcactcgaaa
cacegetett
tacctggaca
ccegggatacg

attactttta

17

caactatgat
caaccaagac
tegetcacac
agttcgatga
coccgtgaget
gogtcogcaac
agctgtgggg
cttecttagy
acctgeactt
acggtggcac
cagttogtct
teggtetgag
ccateccagy
ctgcageact
ctgttaetgga
tggttgaggg
agcttgcagt
cogttecttg
ctgcagetgt
tettgggoac
agaccctgtt

ccattaacgg

agatcttggt
ccggtgcage
ttgeottetga
tcegatgaaat
gcttecctgte

ttggecccaac

gaacacaggt
tgagcttgga
cegoetocete
gtgggcaget
tccagecggge
tcgtaagget
cggttecget
coectgagtee
cggtatecgt
ccgeccatac
tgcagctcte
cgaagatgge
tetgtoegte
tgagtacaag
aggcaccaag
ttccaaggaa
taacgctgog
catggattgyg
gaccgetegt
ccagggecgt
tgagaagttce

ttaa

agcaaaccgc
cacggtagcect
agctgtoege
tateggtgea
tgaaaatgcc

cocagaggtt

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
15920
1980
2040

2094

60
120
180
240
300

360



cttgatcteca
gttttggegyg
cagacttacc
gttgcttcac
gocttteggeg
gtgcagatce
ctgcagegte
ctgcgtgate
gegggaaccyg
ccacgtatce
gogcagatge
atcaagaccce
ttccgoocag
ottgacggtyg
aaaatgacct
getgagttea
gaagaggact
cttcaggctc
accgtgaaca
cctaacatea
ccagceqgegt
ttecgegatg
gcggcagagg
gcgacctacyg
ctgegegagg
ggatacacce
ggcgtggaca
atcgacgcag
gatctctctg
gagatcgtca

ccagetgegyg

ccggtgataa
aatccaccec
ccatectttgt
ctgatgaget
atggegeggt
ttggcgatca
gtcaccaaaa
goatttgtge
tggaattctt
aggttgagca
gcttggetge
acggtgcage
ataccggaac
cagetoaget
gcogtggtte
cegtgtetgg
tcacttccaa
cacctgctga
agcctecatgg
aggatotgee
ttgctegtga
cacaccagte
ccgtogoaaa
atgtggegat
cgatgccgaa
cgtacccaga
tctteeogeat
tcocctggagac
atccaaatga
agtctggege

taaccaaget
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gtctegegeg
gagcaaaaac
gaaggcagtt
togcaaatta
atatgtocgaa
cactggagaa
agttgteocgaa
ggatgcagta
ggtogatgaa
caccgtgact
tggtgcaacc
actgcagtge
tatcacogeg
cggtggegaa
cgactttgaa
tgttgeaace
gcgeategec
tgatgagcag
tgtgegteca
actgeocacge
tectecgtgag
tttgettgeg
gctgacteet
gogtttectce
tgtaaacatt
ctcocgtcoctge
cttogacgey
caacaccgceyg
aaagctctac
tcacatettyg

ggtcaceogea

gtaacegecg
atcgatgaga
gecggtggtg
gcaacagaaqg
cgtgotgtga
gttgtacace
attgcgecag
aagttctgee
aagggoaacso
gaagaagtca
ttgaaggaat
cgeatcacca
taccgetcac
atcaccogeac
actgctgttg
aacattggtt
accggattca
ggacgcatcc
aaggatgttg
gagttcecgtyg
caggacgeac
accocgagtoe
gagcttttgt
tttoaggate
cagatgectge
cgcgegtttyg
cttaacgacy
gtagccgagy
accctggatt
gcecattaagg

ctgocgeegtyg

18

cgaagaaggce
tcgttaaaag
gcggacgoegyg
catctcgtga
ttaaccctea
tttatgaacyg
cacagcattt
goctocattgy
acgtctteat
ccgaggtgga
tgggtctgac
cggaagatec
caggcggage
actttgacte
ctcgtgeoaca
tettgegtge
ttgeccgatca
tggattactt
cagctceotat
accgectgaa
tggcagttac
gcteattege
ccgtggagge
cgtgggacag
ttcgeggecg
ttaaggaagc
tckteoeocagat
tggctatgge
actacctaaa
atatggetgg

aattcgatcet

tggtctgeca
cgctgaagygc
tatgogtttt
agctgaageg
gcatattgaa
tgactgctca
ggatccagaa
ttaccagggce
cgaaatgaac
cctggtgaag
ccaagataag
aaacaacqgygce
tggcgttogt
catgetggtyg
gogegegttg
gttgetgegg
cccgcaccte
ggcagatgtc
cgataagctg
goagettgge
tgataccace
actgaagect
etggggcgge
gctogacgag
caacaccgtg
tgccagectce
gegtocagea
ttattctggt
gatggcagag
tetgettege

goecagtgeac

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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gtgcacacee
ggtgcagatg
ctgtetgeca
getgtttetg
tctggaacce
tccaacctyge
gacaactacg
aaggttgttg
getgecgate
cttggtaace
tccgaaggea
gatgattcca
gagttocteg
ttetacggee
ctgettgtte
gocaacgtca
accgcaaccy
ggtgttgtca
atcategagg
cgegttgtygy

taa

acgacactge
ctgttgacgg
ttgttgectge
accktegagec
caggcccaac
gbgcacagge
cagecgttaa
gegacctege
cacaaaagta
ctccaggtgg
aggcacctet
aggaacgtcg
agcacegteg
tggtegaagg
geetggatge
acggccagat
cagaaaaggc
ccgktgactgt
ctatgaagat

ttectgetge
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gggtggecay
tgcttaegea
attegegeac
gtactgggaa
cggtcgegte
caccgeactg
tgagatgcetg
actcocaccte
cgacatcococa
ctggccagag
gacggaagtt
caatagcctce
cegettegge
caegegagact
gatatetgag
cogeccaatg
agattcctee
tgctgaaggt
ggaagcaaca

aacgaaggtyg

<210> 16

<211> 1266

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> lysC con el coddn de inicio sustituido

<400> 16

ctggeaacet
ceactgtetyg
accegtegeq
gcagtgogeg
taccgccacy
ggccttgegy
ggacgedcaa
gttggtgegg
gactcotgtea
ccactgcgca
cctgaggaaqg
aaccgccetgce
aacacctetg
ttgatecegee
ccagacgata
cgtgtgegty
aacaagggcoc
gatgaggtca
atcactgett

gaaggtggeyg

19

actttgetge
geaccaccte
ataceggttt
gactgtacct
aaatcccagy
atcgtttcga
ccaaggtcac
gtgtggatee
togegtteet
cccgegeact
agcaggcogea
tgttcccgaa
cgetggatga
tgecagatgt
agggtatgeg
accgctecegt
atgttgctge
aggctggaga
ctgttgacgg

acttgategt

ageteaaget
ccagecatee
gagectegag
gccatttgag
cggacagtty
actcatcgaa
cceateetee
agecagacttt
gegeggegag
ggaaggocge
cctegacget
gccaaccgaa
tegtgaatte
gogeaccoca
caatgttgtyg
tgagtctgtce
accattcget
tgcagtcegea
caaaatcgat

egtegtttee

2280
2340
2400
2460
2520
2380
2640
2700
2760
2820
2880
23840
3000
30860
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3423
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atggccetgg
aacgtegety
teegeaatgg
cegecagete

gtogocatgg

ggtgtgetca
gtgcgtgaag
aaagaaaccc
ttggcagetg
accogetgace
atgetggaac
cgtgcattca
attgcecgget
gacaagtccg
aaggttttee
tecttetgtag
cgagegatgy
gacgaccagg
accgcagagt
tctgagattce
ttgecatgage

cgetaa

tegtacagaa
aacggategt
gagacaccac
gtgaaatgga

ctattgagte

ccaccgagcg
cactcgatga
gogatgtcac
ctttgaacge
cgegoatagt
ttgetgetgt
atgtgeccact
ctatggagga
aagccaaagt
gtgegttgge
aagacggcac
agatcttgaa
tcggeaaagt

tcatggaagc

gtatttcegt

agtteccaget
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atatggeoggt
tgccaccaag
ggatgaactt
tatgetectyg

ccttggogea

ccacggaaac
gggcaagatc
cacgttgggt
tgatgtgtgt
tectaatgea
tggeteocaag
tcgegtacge
tattcctgty
aaccgttctyg
tgatgecagaa
caccgacate
gaagetteag
ctcecteogty
tctgegegat
gectgatccogt

gggeggegaa

<210> 17

<211> 2094

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> tkt con el coddn de inicio sustituido

<400> 17

tectecgettyg
aaggetggaa
ctagaacttyg

actgetggty

gaagcccaat

gcacgcattg
tgcattgttg
cgtggtggtt
gagatttact
cagaagetygy
attttggtge
tegtcttata
gaagaagcag
gqgtatttocy
atcaacattyg
accttecacet
gtteagggea
ggtgctggea
gtcaacgtga
gaagatgatc

gacgaagecy

20

agagtgcgga
atgatgtegt
cageggeagt
agegtattte

ctttcacggy

ttgatgtcac
ctggtttcca
ctgacaccac
cggacgttga
aaaageteag
tgegeagtgt
gtaatgatcc
tccttaccgg
ataagccagg
acatggttet
geectegtte
actggaccaa
tgaagtctca
acatcgaatt
tggatgctge

tegtttatge

acgcattaga
ggttgtetge
gaatccegtt
taacgetete

ctctcagget

tccaggtegt
gggtgttaat
tgcagttgeg
cggtgtgtat
cttogaagaa
tgaatacget
cggcactttg
tgtcgcaace
cgaggetgeg
geagaacgte
cgacggecge
tgtgetttac
cccaggtgtt
gatttccace
tgcacgtgea

aggcacegga

60
120
180
240

300

360
420
480
540
e00
660
720
780
240
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1266



atgacgetgt
gatgtggaca
tgtggcteeg
cagcgggtta
ctttettgtg
cttgagatgg
gagtaccgcc
tctgocagttyg

gctgagggeg

cacctgaact
ccaaggetgt
gccacccagyg
tgaacgtaga
gccacteocte
atgacctgaa
acaccaaggg
gtatggecat

aatcoccatt
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tcaggcgcte
agacactgtt
caccgcaatg
tcecacaggac
tttgacccag
ggctctgcge
cgttgagatc
ggctgctegt

cgaccaccac

actgtacgca
cgtgtceteg
agecetggete
accaactggg
tacatccage
acctgggatt
accactggec
cgtgagogty

atctacgtca

21

attaccecctc
ctgcagacgc
ccettgeata
caggecgtga
tttacttggg
ccttgaccecce
ctcttggcca
goctattcga

ttgettetga

tgattggtcc
tgtagaaaac
caccttgtac
cegettegtt
tggattecgge
aggacaccct
gggtcttgea
cccaaceget

tggtgacctg

60

120

130

240

300

340

420

4380

540



10

caggaaggtg
atcgtgttct
gaggacgttg
gaggacgttg
acctteatee
gctgtgeacyg
ttcgatecctg
gcagagcgcyg
gocaaccctg
tacgctgacyg
tecgaggetyg
gacctegeag
atctccaccg
gagcacgcta
ggcggaacct
atggagaccg
ccaacecace
ctgegtectyg
gaaggcococta
gagaaggcty
acoccagatyg
aaggctetgg
tteoecaggage
gtgtetgttyg
gctgtctecc

ggcatcacca

tcacctctga
gggatgacaa
ttgctecgtta
cagcaatecga
gegttegeac
gtgctgetet
aggctcactt
ctgcacagaa
agaacaaggc
agcteccaac
cacttecagge
gttcoccaacaa
agacctggte
tgggatccat
tccteatctt
acgottacta
agectgttga
cagatgcgaa
agggtettge
ctgaaggcgt
tgatcctcat
aagctgaggg
aggacgeaga
aagotggeat
ttgagcactt

cogatgeoagt

ES 2696 173 T3

ggcatcctoc
ccgeatctec
caaggcttac
agctgeagtg
catcatcgge
tggegeaget
cgcgatcgac
gaaggctgca
tctgttcogat
atgggatgca
actgggcaag
caccgtgate
tgctgagect
cctcaacggc
ctccgactac
cgtetggace
aacettgget
cgagacagee
actgacccge
tcogocogeggt
gggctcogge
cgttgeaget
gtacatcgag
cgcaatgect
cggtgcttet

cgtggcagey

atcgetggea
atcgaagaca
ggctggcaga
gctgaggeta
tteceagete
gaggttgcag
gatgaggtta
tggcaggtca
cgcctgaact
gatgagaagyg
acccttectyg
aagggctcec
tacggccgta
atttcccteco
atgogtoctyg
cacgactoca
geactgegeqg
caggcttggy
cagaacgtte
ggctacgtcc
toccgaggtte
cgegttgttt
teegttetge
tggtaceget
gecggattace

gocaaggact

<210> 18

<211> 3423

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pyc con el coddn de inicio sustituido

<400> 18

22

cccageaget
acactgagat
ccattgaggt
agaaggacac
caactatgat
caaccaagac
tcgctcacac
agttcgatga
ccegtgaget
gegteogeaac
agctgtgggy
cttecttegg
acctgcactt
acggtggcac
cagttcgtct
teggtetggg
coatcecaqg
ctgeageact
ctgttctygga
tggttgaggy
agcttgeagt
cegttecttyg
ctgeagotgt
tettgggeac
agaccctgtt

ccattaacgg

gggcaaccte
cgctttcaac
tgaggctgge
caagcgacct
gaacaccggt
tgagettgga
ccgetecocte
gtgggcagct
teccagecggge
tegtaagget
cggtteoeget
coctgagtec
cggtatcogt
ccgceccatac
tgcagetcte
cgaagatgge
totgteegte
tgagtacaag
aggcaccaag
ttccaaggaa
taacgetgog
catggattgg
gaccgetogt
ccagggecgt
tgagaagttc

ttaa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1329

1380

144Q

1500

1560

1620

1680

174Q

18040

1860

1920

1980

2040

2094



atgtcgactc
ggcgaaateg
atttacccce
attggtaccg
goetaaaaaag
cagcttgeee
cttgatetea
gttttggegyg
cagacttacc
gttgctteac
getttogoog
gtgcagatcc
ctgcagogte
ctgcgtgate
gegggaaceyg
ccacgtatece
gcgecagatge
atcaagacce
ttccgeoeecag
cttgacggtg
aaaatgacct
gctgagttea
gaagaggact
ctteoaggete
accgtgaaca
cctaacateca
ccagcegegt
ttcocgegatg
gcggcagagg
gcgacctacg
ctgocgogagg

ggatacaccc

acacatcttc
cggteegtge
gtgaagatog
aaggctcacc
ttaaagcaga
gcgagtgtge
ceggtgataa
aatccaccoe
ceatetttgt
ctgatgaget
atggegoeggt
ttggcgatca
gtcaccaaaa
gcatttgtgce
tggaattett
aggttgagca
gcttggetge
acggtgcage
ataccggaac
cagctcagct
gocegtggtte
ccgtgtctgg
tcacttocaa
cacctgetga
agcctcatgg
aggatectgece
ttgctegtga
cacaccagtc
ccgtcgoaaa
atgtggocgat
cgatgcogaa

cgtacccaga
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aacgcttcca
tttecgtgea
gggatcatte
agtcaaggcg
tgocatttac
ggaaaacgge
gtctegegeg
gagcaaaaac
gaaggcagtt
togeaaatta
atatgtogaa
cactggagaa
agttgtcogaa
ggatgcagta
ggtegatgaa
caccgtgact
tggtgcaacc
actgecagtge
tatcacecgeg
cggtggcgaa
cgactttgaa
tgttgcaacc
goegeategen
tgatgagcag
tgtgocgtcca
actgoecacge
teteocogtgag
tttgcttgecy
gotgactcct
gogittecte
tgtaaacatt

ctecgtotge

gcattcaaaa
gcactcgaaa
caccgetokt
tacctggaca
cegggatacy
attactttta
gtaaccgecg
atogatgaga
gecggtggtyg
goaacagaag
agtgotagtga
gttgtacacc
attgogocadg
aagttctgcc
aagggcaace
gaagaagtca
ttgaaggaat
cgcatcacca
taccgecteac
atcaccgcac
actgetgttyg
aacattggtt
accggattoa
ggacgecatoco
aaggatgttg
ggttcoccogtyg
caggacgcac
accogagtee
gagcttttgt
tttgaggatc
cagatgetge

cgegoegtttg

23

agatcttggt
coggtgcage
ttgettetga
tocgatgaaat
goetteetgte
ttggoccaac
cgaagaagge
togttaaaag
goggacgegy
cateotegtga
ttaaccctea
tttatgaacg
cacagcattt
gcteccattgg
acgtettcat
ccgaggtgga
tgggtectgac
cggaagataoc
caggcggage
actttgactc
ctegtgeaca
tettgegtge
ttgeegatea
tggattactt
cagctectat
accgeoctgaa
tggeoagttac
gecteocattege
ccgtggagge
cgtgggacag
ttecgeggeeg

ttaaggaagc

agcaaaccgc
cacggtaget
agctgtooge
tatcggtgca
tgaaaatgoe
cocagaggtt
tggtetgeca
cgetgaagge
tatgogtttt
agctgaageg
gcatattgaa
tgactgctca
ggatccagaa
ttaccagggc
cgaaatgaac
cctggtgaag
ccaagataag
aaacaacgygc
tggcocgttegt
catgetggtg
gegegegtry
gttgetgegg
cocgeaccte
ggcagatgte
cgataagctg
gcagcttgge
tgataccace
actgaagcct
ctggggegge
gcoctogacgag
caacaccgtg

tgccagetce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



ggcgtggaca
atcgacgcag
gatctctetg
gagategtca
ccagctgeogyg
gtgecacacce
ggtgcagatg
ctgtctgececa
getgtttctg
tetggaaccee
tecaacctge
gacaactacg
aaggttgttg
gctgecgatc
cttggtaacc
tecgaaggea
gatgatteca
gagttecteg
ttctacggec
ctgcttgttc
gccaacgteca
accgcaaceg
ggtgttgtea
atcategagyg
cgcgttgtgy

taa

tcttocgeat
tecctggagac
atccaaatga
agtetggege
taaccaaget
acgacactge
ctgttgacgg
ttgttgoctge
acctcgagec
caggcoccaac
gtgcacagge
cagceegttaa
gcgacctege
cacaaaagta
ctccaggtgg
aggcacctet
aggaacgteg
agcaccgteg
tggtcgaagg
goctggatge
acggccagat
cagaaaaggce
cegtgactgt
ctatgaagat

ttcctgetyge
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cttcgacgeg
caacaccgcg
aaagctctac
tcacatecttg
ggtcacecgca
gggtggceag
tgcttecgea
attcgocgeac
gtactgggaa
cggtegegte
caccgeactg
tgagatgetyg
actccacctc
cgacatccca
ctggccagag
gacggaagtt
caatageccete
cegettegge
cocgogagact
gatctctgag
ccgcccaatyg
agattectee
tgetgaaggt
ggaagcaaca

aacgaaggtg

cttaacgacg
gtagcegagg
accctggatt
gccattaagg
ctgegecgtg
ctggcaacct
ccactgtctg
acceghogeg
gecagtgegeg
tacegecacy
ggocttgegy
ggacgoccaa
gttggtgegyg
gactctgtca
ccactgegeca
cctgaggaag
aaccgectge
aacacctctg
ttgatccgee
ccagacgata
cgtgtgegty
aacaagggcec
gatgaggtca
atcactgett

gaaggtggey

24

tecteccagat
tggctatgge
actacctaaa
atatggetgg
aattcgatct
actttgetge
gcaccaccte
ataccggttt
gactgtacct
aaatcccagyg
ategtttega
craaggteoac
gtgtggatcc
togogttoct
ccocegegeact
agcaggegea
tgttecegaa
cgetggatga
tgccagatgt
agggtatgeg
accgeteocgt
atgttgetge
aggetggaga
ctgttgacgyg

acttgatcgt

gogtoecagea
ttattctggt
gatggcagag
tctgettege
gcoagtgeac
agctcaaget
ccagecatee
gagcoctocgag
gecatttgag
oggacagttyg
actcatogaa
cccatcotee
agcagacttt
gcgeggcgay
ggaaggoecygc
cctegacget
gccaacegaa
tegtgaatte
gcgecacceca
caatgttgtyg
tgagtetgte
accatteget
tgeagtegea
caaaatcgat

cgtegtttee

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

24040

2460

2520

2580

2640

2790

2760

2820

28840

29440

3000

3040

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3423
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo productor de lisina que tiene actividad potenciada de aspartato cinasa (LysC) en comparacion
con la actividad endégena de la misma,

y actividades potenciadas de una o méas enzimas seleccionadas de transcetolasa (Tkt) y piruvato carboxilasa (Pyc) en
comparacion con las actividades endégenas de las mismas,

en el que el codén de inicio de una combinacién de polinucleétidos que codifican (i) LysC y (ii) Tkt y/o Pyc estan
sustituidos por ATG,

y en el que el microorganismo es Corynebacterium sp.

2. El microorganismo productor de lisina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo de
Corynebacterium sp. es Corynebacterium glutamicum.

3. Un método para producir L-lisina, que comprende las etapas de cultivar el microorganismo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2; y recuperar L-lisina del microorganismo cultivado o el caldo de cultivo.

4. El microorganismo productor de lisina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, antes de la sustitucién con ATG,
el codén de inicio del polinucledtido que codifica aspartato cinasa (LysC) o piruvato carboxilasa (Pyc) es GTG y el
codoén de inicio del polinucleétido que codifica transcetolasa (Tkt) es TTG.

5. El microorganismo productor de lisina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que los polinucleétidos que codifican

enzimas cuyo coddn de inicio esta sustituido con ATG estan representados por una secuencia de nucleétidos de la
SEQ ID NO: 16, 17 y 18, respectivamente.
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