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DESCRIPCION

Variante de acetohidroxiacido sintasa resistente a retroalimentacion y método para producir L-valina usando la
misma

[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a una variante de la acetohidroxiacido sintasa en que la inhibicién por
retroalimentacion de L-valina esta eliminada, un polinucleétido que codifica la variante de acetohidroxiacido sintasa,
un vector de expresion que incluye el polinucleétido, un microorganismo que produce L-valina que incluye la variante
de acetohidroxiacido sintasa y un método para producir L-valina usando el microorganismo.

[Antecedentes técnicos]

La L-valina es un aminoacido esencial y se usa de forma eficaz como material para componentes de pienso y
alimentos.

Como los aminoacidos de cadena ramificada (por ejemplo, L-valina, L-isoleucina y L-leucina) se biosintetizan usando
la misma enzima, se sabe que es dificil preparar un Unico tipo de aminoacido ramificado a una escala industrial
grande mediante fermentacion. Adicionalmente, la biosintesis también tiene un problema de que se produce
inhibicion por retroalimentacion en las enzimas principales por el producto final (es decir, L-valina) o un derivado del
mismo Yy, por tanto, hay una limitacién con respecto a la fermentacion.

[Divulgacion]
[Problema técnico]

En tales condiciones, los autores de la presente invencién han hecho esfuerzos por desarrollar un método eficaz
para producir L-valina. Como resultado, han verificado una variante de acetohidroxiacido sintasa novedosa en que la
inhibicién por retroalimentacion por L-valina esta eliminada, y confirmaron que un microorganismo que produce L-
valina, que incluye la variante, tiene una capacidad excelente de producir L-valina en comparacion con la cepa
precursora que no contiene la variante, completando de ese modo la presente divulgacion.

[Solucién técnica]

Un objetivo de la presente divulgacion es proporcionar una variante de acetohidroxiacido sintasa en que la inhibicion
por retroalimentacion de L-valina esta eliminada.

Otro objetivo de la presente divulgacion es proporcionar un polinucleétido que codifica la variante de
acetohidroxiacido sintasa y un vector de expresion que contiene el polinucledtido.

Un objetivo adicional de la presente divulgacion es proporcionar un microorganismo que produce L-valina, que
incluye la variante de acetohidroxiacido sintasa.

Un objetivo adicional mas de la presente divulgacion es proporcionar un método para producir L-valina usando el
microrganismo que produce L-valina.

[Efectos ventajosos de la invencion]

La variante de acetohidroxiacido sintasa de acuerdo con la presente divulgacion estd en un estado donde la
inhibicién por retroalimentacion de L-valina esta eliminada. Por lo tanto, un microorganismo para producir L-valina,
que incluye la variante, puede producir L-valina en alto rendimiento en comparacion con la cepa precursora.

[Mejor modo]

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona una variante de acetohidroxiacido sintasa en que el 137°
aminoacido desde el extremo N de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, leucina (L), esta sustituido
con un aminoacido diferente de leucina y, por tanto, la inhibicién por retroalimentacion de L-valina esta eliminada.

Como se usa en este documento, el término "L-valina" se refiere a un L-aminoacido que tiene una férmula quimica
de (CH3).CHCH(NH2)COOH, que es uno de los aminoacidos esenciales y pertenece estructuralmente a los
aminoacidos de cadena ramificada, junto con L-leucina y L-isoleucina.

Como se usa en este documento, la expresion "acetohidroxiacido sintasa" se refiere a la primera enzima en la
biosintesis de L-valina y también se llama acetolactato sintasa. La acetohidroxiacido sintasa cataliza la
descarboxilacion de piruvato y una reaccion de condensacion con otra molécula de piruvato para producir
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acetolactato, que es un precursor de valina, o cataliza la descarboxilacion de piruvato y una reaccion de
condensacién con 2-cetobutirato para producir acetohidroxibutirato, que es un precursor de isoleucina.

La acetohidroxiacido sintasa esta codificada por dos genes, es decir, ilvB e ilvN. El gen ilvB codifica la subunidad
grande de la acetohidroxiacido sintasa y el gen ilvN codifica la subunidad pequefia de la acetohidroxiacido sintasa,
respectivamente. Entre ellos, la subunidad pequefia codificada por el gen ilvN se cree que esta implicado de forma
importante en la inhibicién por retroalimentacion.

La acetohidroxiacido sintasa codificada por el gen ilvN puede tener una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
3, pero no esta particularmente limitada a ella.

Como se usa en este documento, la expresion "inhibicién por retroalimentaciéon” se refiere a la inhibicién de una
reaccion en la fase temprana de un sistema enzimatico por un producto final en un sistema enzimatico. Para el
proposito de la presente divulgacion, la inhibicion por retroalimentacion se refiere a la inhibicion de la actividad de la
acetohidroxiacido sintasa, que media la primera etapa de la biosintesis de L-valina, por L-valina, pero no se limita a
ello. Por consiguiente, en un caso cuando se elimina la inhibicidon por retroalimentacion de la acetohidroxiacido
sintasa, puede mejorar la productividad de L-valina. En la presente divulgacion, se confirmé que cuando el 1377
aminoacido desde el extremo N de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, leucina, se sustituye con un
aminoacido diferente, especificamente fenilalanina, Phe, F), se elimina la inhibicion por retroalimentacion de L-
valina.

La acetohidroxiacido sintasa, en que la inhibiciéon por retroalimentaciéon de L-valina esta eliminada, puede tener
especificamente una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

Adicionalmente, la variante de acetohidroxiacido sintasa en que la inhibicién por retroalimentacién de L-valina esta
eliminada incluye, sin limitacion, no solamente la variante que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
4, sino también las variantes que tienen una homologia de un 80 % o mayor, especificamente un 90 % o mayor, mas
especificamente un 95 % o mayor, incluso mas especificamente un 99 %, con la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 4, en la que inhibicidn por retroalimentacion de L-valina esta realimente eliminada en comparacién con
la de la acetohidroxiacido sintasa de tipo silvestre. Es obvio que cualquier secuencia de aminoacidos que tenga una
actividad bioldgica sustancialmente igual o correspondiente a la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 4 también debe pertenecer al alcance de la presente divulgacién, aunque la secuencia de
aminoacidos pueda tener eliminacién, modificacién, sustitucion o adicion en parte de la secuencia.

Como se usa en este documento, el término "homologia" se refiere a un porcentaje de identidad entre dos
polinucledtidos o restos polipeptidicos. La homologia entre secuencias de un resto con otro resto puede
determinarse por la tecnologia conocida en la técnica. Por ejemplo, la homologia puede determinarse organizando
directamente la informacion de secuencia de dos moléculas polinucleotidicas o dos moléculas polipeptidicas usando
un programa informatico muy accesible. Los ejemplos del programa informatico pueden incluir BLAST (NCBI), CLC
Main Workbench (CLC bio), MegAlignTM (DNASTAR Inc.), etc. Adicionalmente, la homologia entre polinucleétidos
puede determinarse hibridando polinucleétidos en condiciones de formacién de una doble hélice estable entre las
regiones homologas, desensamblaje con una nucleasa especifica de una sola hebra, seguido de determinacion del
tamafio de los fragmentos desensamblados.

Como se usa en este documento, el término "homadlogo" se refiere a una correlacion entre proteinas donde todas las
formas gramaticales y variaciones ortograficas incluyen proteinas derivadas de la superfamilia y otras proteinas
homdlogas derivadas de la especie que tienen un "origen evolutivo comun". Dichas proteinas (y genes codificantes
de las mismas) tienen una homologia de secuencia reflejada por un alto grado de similitud de secuencia. Sin
embargo, en el uso general y en la presente divulgacion, cuando el término "homologia" esta modificado por un
adjetivo tal como "muy alta", se refiere a una similitud de secuencia, pero no a un origen evolutivo comun.

De acuerdo con una realizacion especifica de la presente divulgacion, la variante de acetohidroxiacido sintasa en
que la inhibicion por retroalimentacion esta eliminada, puede ser una generada por una mutaciéon de un
microorganismo productor de L-valina. La mutacion del microorganismo puede realizarse por diversos métodos bien
conocidos en la técnica, y puede usarse una cualquiera de mutagénesis fisica o quimica. Por ejemplo, el factor
mutagénico quimico adecuado para la presente divulgacion puede incluir N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG),
diepoxibutano, sulfonato de etilmetano, compuestos de mostaza, hidrazina y acido nitroso, pero se limita a ellos.
Ademas, los ejemplos del factor mutagénico quimico pueden incluir N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG),
diepoxibutano, sulfonato de etilmetano, compuestos de mostaza, hidrazina y acido nitroso, pero no se limitan a estos
compuestos. Adicionalmente, los ejemplos del factor mutagénico fisico pueden incluir radiacion ultravioleta y
gamma, pero no se limitan a ellos.

Adicionalmente, en una realizacion especifica de la presente divulgacion, se usé Corynebacterium glutamicum
KCCM11201P (patente coreana n.° 10-1117022) como cepa precursora para obtener una cepa modificada de un
organismo con capacidad mejorada de produccion de L-valina. La cepa es una cepa modificada que tiene
resistencia a acido a-aminobutirico (ABA), a-hidroxivalina (AHV), tiazol alanina (TA) y norvalina (NV). En la presente
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divulgacion, la Corynebacterium glutamicum KCCM11201P se traté con NTG, y entre las cepas, se obtuvo la cepa
que mostraba resistencia a acido a-aminobutirico (ABA) y se llamoé "NA100-311". La cepa "NA100-311" mostré un
aumento de aproximadamente un 20,3 % en la cantidad de produccion de L-valina en comparacion con la producida
por una cantidad igual de células de la cepa precursora. Adicionalmente, tras el analisis de la secuencia de
nucledtidos, se confirmoé que se producia una mutacién en la secuencia de aminoacidos de la cepa modificada de la
acetohidroxiacido sintasa y, especificamente, el 137° aminoacido en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
3, es decir, leucina, estaba sustituido con fenilalanina (ejemplo 2).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un polinucleétido que codifica la variante de acetohidroxiacido
sintasa y un vector de expresion que incluye el polinucleétido.

La acetohidroxiacido sintasa y la variante son iguales a como se explica anteriormente.

Como se usa en este documento, el término "polinucleétido” se refiere a un polimero de nucleétidos que se
extienden por toda la longitud de la cadena mediante un enlace covalente de unidades nucleotidicas, y en general
una hebra de ADN o ARN con una determinada longitud. En la presente divulgacion, se refiere a un polinucleétido
que codifica una variante de acetohidroxiacido sintasa.

Por ejemplo, el polinucleétido que codifica la variante de acetohidroxiacido sintasa puede tener una secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO: 5, que es una secuencia polinucleotidica que codifica la acetohidroxiacido sintasa de
la SEQ ID NO: 3, donde le 409.° nucleétido, es decir, C, estaba sustituido con T, pero no se limita a ello.

Como se usa en este documento, el término "vector" se refiere a cualquier soporte para clonar y/o transferir
nucleétidos a una célula hospedadora. Un vector puede ser un replicon para permitir la replicaciéon de uno o mas
fragmentos combinados con otro u otros fragmentos de ADN. "Replicon" se refiere a cualquier unidad genética que
actua como unidad autorreplicante para la replicacion del ADN in vivo, es decir, replicable por autorregulacion (por
ejemplo, plasmido, fago, césmido, cromosoma y virus). En la presente divulgacion, el vector no esta particularmente
limitado, sino que puede usarse cualquier vector conocido en la técnica siempre que pueda replicarse en el
hospedador. El vector usado en la preparacion del vector recombinante puede ser plasmidos, cosmidos, virus y
bacteriéfagos en un estado natural o en un estado recombinante. Por ejemplo, como vector fagico o vector césmido,
puede usarse pWE15, M13, AEMBL3, AEMBL4, AXFIXII, ADASHII, AZAPII, Agt10, Agt11, Charon4A, Charon21A, etc.,
y como vector plasmidico, pueden usarse los basados en el vector pDZ, pBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL,
PET, etc. Los vectores que pueden usarse en la presente divulgacion no estan particularmente limitados, sino que
puede usarse cualquier vector de expresion conocido. Especificamente, puede usarse pDZ (publicacion de solicitud
de patente coreana n.° 2008-0025355 que se incorpora en su totalidad como referencia en la presente divulgacion),
pero no se limita a ello.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un microorganismo que produce L-valina, que incluye la
variante de acetohidroxiacido sintasa.

La L-valina, la acetohidroxiacido sintasa y la variante son iguales a como se explica anteriormente.

Como se usa en este documento, la expresion "un microorganismo que produce L-valina" se refiere a una cepa de
microorganismo procariota o eucariota que puede producir L-valina dentro de un bioorganismo. Para el propésito de
la presente divulgacion, puede ser posible tanto una célula procariota como una célula eucariota, siempre que el
microorganismo pueda producir L-valina, por ejemplo, puede incluirse una cepa de microorganismo del género
Corynebacterium (por ejemplo, Corynebacterium glutamicum).

El microorganismo que produce L-valina que incluye la variante de acetohidroxiacido sintasa puede incluir tanto un
microorganismo, que incluye la secuencia de una variante de acetohidroxiacido sintasa debido a la mutacién de un
gen que codifica la acetohidroxiacido sintasa en el cromosoma, y/o un microorganismo, que incluye la variante de
acetohidroxiacido sintasa debido a la introduccion de un vector que incluye un polinucleétido que codifica la variante
de acetohidroxiacido sintasa, pero no se limita a ello.

Adicionalmente, el microorganismo que produce L-valina que incluye la variante de acetohidroxiacido sintasa puede
ser un microorganismo en que la actividad de la variante de acetohidroxiacido sintasa esta potenciada en
comparacion con la de la cepa precursora.

Los ejemplos de los métodos para potenciar la actividad de la variante de acetohidroxiacido sintasa pueden incluir
un método de aumento del nimero de copias intracelular de un gen que codifica la variante, un método de
introduccion de una modificacién en la secuencia de control de un gen que codifica la variante en el cromosoma, un
método de sustitucion de la secuencia de control de un gen que codifica la variante en el cromosoma con una
secuencia que tiene fuerte actividad como un método de sustitucion del gen que codifica la variante en el
cromosoma con un gen mutado para aumentar la actividad de la variante y un método de introduccion de una
modificacion en el gen que codifica la proteina variante en el cromosoma para potenciar la actividad de la variante,
pero no se limita a ello.
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Como se usa en este documento, el término "introduccién" se refiere a un método para suministrar un polinucleétido
que codifica la variante de acetohidroxiacido sintasa o un vector que incluye el polinucleétido en una célula
hospedadora. La introduccion puede realizarse facilmente de acuerdo con un método convencional en la técnica. En
general, un método de precipitacion con CaCl,, un método de Hanahan con eficacia mejorada usando dimetil
sulféxido (DMSO) como agente reductor en el método de precipitacion con CaCl,, electroporacion, un método de
precipitacion con CaPO4, un método de fusion de protoplastos, un método de agitacion usando fibra de carburo de
silicio, una transformacion usando PEG, transformaciones con sulfato de dextrano, lipofectamina y mediadas por
secado/supresion, etc. EI método para transformar el vector puede no estar limitado a estos métodos, sino que
puede usarse cualquier método para la transformacion o transfeccién habitualmente usado en la técnica sin
limitacion. Adicionalmente, el polinucleétido suministrado puede insertarse en el cromosoma de una célula
hospedadora y ubicarse en el mismo o fuera del cromosoma, siempre que el polinucleétido puede expresarse en la
célula hospedadora. Adicionalmente, el polinucleétido puede introducirse en cualquier forma, siempre que el
polinucleétido pueda introducirse en una célula hospedadora y expresarse en ella. Por ejemplo, el polinucleétido
puede introducirse en una célula hospedadora en forma de un casete de expresién, que es una construccion
polinucleotidica que incluye todos los elementos esenciales requeridos para la autoexpresion, pero no se limita a
ello. El casete de expresion puede incluir convencionalmente un promotor conectado de forma funcional al marco
abierto de lectura (a partir de ahora en este documento, "ORF") del gen, una sefial de terminacion de la
transcripcion, un dominio de unién al ribosoma y una sefial de terminacién de la traduccion. El casete de expresion
puede estar en forma de un vector de expresion con capacidad de autorreplicacion. Adicionalmente, el polinucleétido
puede introducirse en una célula hospedadora tal cual y conectado de forma funcional a una secuencia necesaria
para su expresion en una célula hospedadora, pero no se limita particularmente a ello.

En una realizaciéon especifica de la presente divulgacion, la cepa precursora de Corynebacterium glutamicum
KCCM11201P se transformd con un vector que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una variante de
acetohidroxiacido sintasa y se analizé la capacidad de producir L-valina y, como resultado, se demostro que la cepa
transformada tenia una capacidad aumentada de producir L-valina en comparacion con la de la cepa precursora.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un método para proporcionar L-valina usando un
microorganismo del género Corynebacterium que produce L-valina.

La L-valina, la acetohidroxiacido sintasa, la variante y el microorganismo son iguales a como se explica
anteriormente.

En la presente divulgacion, el método para cultivar la cepa que produce L-valina para la produccion de L-valina
puede realizarse usando un método para cultivar un microorganismo del género Corynebacterium que es bien
conocido en la técnica. Especificamente, los ejemplos de los métodos de cultivo pueden incluir cultivo discontinuo,
cultivo continuo y cultivo semicontinuo, pero no se limita a ello. Estos diversos métodos se divulgan en, por ejemplo,
"Biochemical Engineering" (James M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pag. 138 - 176, 1991), etc.

El medio usado para el cultivo debe cumplir los requisitos para el cultivo de una cepa especifica. El medio de cultivo
para un microorganismo del género Corynebacterium esta divulgado (por ejemplo, Manual of Methods for General
Bacteriology. American Society for Bacteriology. Washington D.C., EE. UU., 1981). Los ejemplos de las fuentes de
carbono a usar en el medio pueden incluir azlicares y carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
maltosa, almidén y celulosa; aceites y grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y grasa de
coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico y acido lindlico; alcoholes tales como glicerol y
etanol; y acidos organicos tales como acido acético. Estas fuentes de carbono pueden usarse en solitario o en
combinacién, pero no se limita a ello. Los ejemplos de las fuentes de nitrdgeno a usar en el medio pueden incluir
peptona, extracto de levadura, jugo de carne, extracto de malta, licor de macerado del maiz y harina de soja; y
fuentes de nitrégeno inorganico tales como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato
de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrdgeno también pueden usarse en solitario o en combinacion,
pero no se limitan a ello. Los ejemplos de las fuentes de fosforo a usar en el medio pueden incluir dihidrogenofosfato
de potasio o hidrogenofosfato de dipotasio o las correspondientes sales que contienen sodio. Adicionalmente, el
medio de cultivo debe incluir sales metalicas tales como sulfato de magnesio y sulfato de hierro que son necesarias
para el crecimiento. Ademas de las sustancias anteriores, también pueden incluirse materiales esenciales para el
crecimiento, tales como aminoacidos y vitaminas.

Adicionalmente, pueden usarse precursores adecuados para un medio de cultivo. Estas fuentes pueden anadirse a
un cultivo de una manera apropiada durante el cultivo por cultivo discontinuo o cultivo continuo, pero los métodos no
se limitan a estos.

Adicionalmente, el pH de un cultivo puede ajustarse durante el cultivo afiadiendo un compuesto basico tal como
hidréxido de sodio, hidréxido de potasio y amoniaco, o un compuesto acido tal como acido fosférico y acido sulfurico
al cultivo de una manera apropiada. Durante el cultivo, puede afiadirse un agente desespumante, tal como éster de
poliglicol de acido graso para evitar la generacion de espuma. Adicionalmente, puede inyectarse oxigeno o un gas
que contiene oxigeno al cultivo para mantener un estado aerébico del cultivo. Generalmente, la temperatura del
cultivo puede estar en el intervalo de 20 °C a 45 °C, pero no se limita a ello. El cultivo puede continuarse hasta que
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la cantidad de produccion de L-valina alcanza el nivel maximo, y normalmente durante 10 horas a 160 horas, pero
no se limita a ello. La L-valina puede liberarse al medio de cultivo o puede incluirse en las células.

El método de preparacion de L-valina de la presente divulgacion puede incluir ademas recuperar la L-valina de un
microorganismo cultivado o el medio de cultivo. Los métodos para recuperar un L-aminoacido de un microorganismo
cultivado o un cultivo pueden incluir los bien conocidos en la técnica tales como centrifugacion, filtracion,
cromatografia de intercambio aniénico, cristalizacion, HPLC, etc., pero no se limita a ellos.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, un sobrenadante, obtenido por centrifugacion del cultivo
a baja velocidad seguido de retirada de la biomasa resultante, se separd por cromatografia de intercambio i6nico.

[Descripcion detallada de la invencion]

A partir de ahora en este documento, la presente divulgacion se describira en mayor detalle con referencia a los
siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son con fines ilustrativos Unicamente, y no se pretende que la
invencion esté limitada por estos ejemplos.

Ejemplo 1: seleccion de cepas mutantes por mutagénesis artificial

Para obtener una cepa de microorganismo mutante que tenga una capacidad potenciada de producir L-valina, se
indujo la mutacion de un microorganismo usando el siguiente método.

Especificamente, se inoculd6 una cepa precursora, Corynebacterium glutamicum productora de L-valina,
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P (patente coreana n.° 10-1117022), en un medio de siembra que
contenia los componentes descritos a continuacion, que se esterilizé a 121 °C durante 15 minutos, se cultivé durante
13 horas y se recuperaron 25 ml del medio de cultivo. El medio de cultivo recuperado se lavd con tampodn citrato
100 mM y se afadié N-metil-N"-nitro-N-nitro- soguanidina (NTG) al mismo a una concentracion final de 400 mg/ml,
se tratd durante 30 minutos y el medio de cultivo se lavd con tampon fosfato 100 mM. Las cepas tratadas con NTG
se extendieron en un medio minimo y se midio6 la tasa de muerte, y como resultado, se mostré que la tasa de muerte
era de un 99,6 %.

Para obtener una cepa mutante que tuviera resistencia a acido a-aminobutirico (ABA), las cepas tratadas con NTG
se extendieron en un medio minimo que contenia ABA a una concentracion final de 0 mM, 20 mM, 50 mM, 100 mM
y 200 mM, respectivamente. Después, las cepas se cultivaron a 30 °C durante 7 dias para obtener una cepa mutante
resistente a ABA. La cepa mutante asi obtenida se denomind Corynebacterium glutamicum NA100-311.

<Medio de siembra>

Azucar sin procesar (20 g), peptona (10 g), extracto de levadura (5 g), urea (1,5 g), KH2PO4 (4 g), K:HPO4 (8 g),
MgS0,-7H20 (0,5 g), biotina (100 mg), tiamina HCI (1000 mg), calcio-acido pantoténico (2000 mg) y nicotinamida
(2000 mg) (basado en 1 | de agua destilada), pH 7,0

<Medio minimo>

Glucosa (100 g), (NH4)2SO4 (40 g), proteina de soja (2,5 g), sélidos de macerado del maiz (5 g), urea (3 g), KH2PO4
(1g), MgS047H,O (0,5 g), biotina (100 mg), tiamina HCI (1000 mg), calcio-acido pantoténico (2000 mg) y
nicotinamida (3000 mg) (basado en 1 | de agua destilada), pH 7,0

Ejemplo 2: confirmacion de la capacidad de produccion de L-valina de la cepa seleccionada y confirmacion
de la secuencia de nucleétidos de ilvN

Para confirmar la capacidad de produccién de L-valina de Corynebacterium glutamicum NA100-311, la cepa mutante
seleccionada en el ejemplo 1, la cepa se cultivd mediante el siguiente método.

La cepa precursora (es decir, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P) y la cepa mutante (es decir,
Corynebacterium glutamicum NA100-311) se inocularon en una cantidad de un asa de platino en matraces con
deflectores en angulo de 250 ml que contenian 25 ml del medio de produccion descrito a continuacion y se cultivaron
a 30 °C durante 72 horas con agitacion a 200 rpm para producir L-valina.

<Medio de produccion>

Glucosa (100 g), (NH4)2SO4 (40 g), proteina de soja (2,5 g), sélidos de macerado del maiz (5 g), urea (3 g), KH2P0O4
(1g), MgSO4-7H.0 (0,5g), biotina (100 mg), tiamina HCI (1000 mg), calcio-acido pantoténico (2000 mg) vy
nicotinamida (3000 mg) (basado en 1 | de agua destilada), pH 7,0

Tras completarse el cultivo, se midié la cantidad de produccion de L-valina por cromatografia de liquidos de alta
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velocidad. Las concentraciones de L-valina en el medio de cultivo de las cepas experimentales se muestran en la
tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1] Productividad de L-valina de cepas resistentes a ABA

Cepa Concentracion de L-valina (g/l)] Densidad éptica (DO)
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P 2,8 47,5
Corynebacterium glutamicum NA100-311 1,9 26,8

De acuerdo con los resultados anteriores, en el caso de la cepa precursora (es decir, Corynebacterium glutamicum
KCCM11201P), la densidad optica del cultivo era de 47,5 y se producia L-valina en una concentracion de 2,8 g/,
mientras que en el caso de la cepa mutante (es decir, Corynebacterium glutamicum NA100-311), se producia L-
valina en una concentracion de 1,9 g/l aunque la densidad 6ptica del cultivo era unicamente de 26,9. Tras calcular la
concentracion de L-valina (g/I/DO) producida por densidad o6ptica 1, se mostré que la concentracion de L-valina para
la cepa precursora (es decir, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P) era de 0,059 mientras que la cepa
mutante (es decir, Corynebacterium glutamicum NA100-311) mostré un valor aumentado de 0,071, lo que sugiere,
por tanto, que la cantidad de L-valina producida por la misma cantidad de células en la cepa mutante estaba
aumentada en un 20,3 % en comparacion con la de la cepa precursora.

Para confirmar la secuencia de nucleotidos del gen ilvN, que codifica la subunidad pequefia de la acetohidroxiacido
sintasa en la cepa mutante (es decir, Corynebacterium glutamicum NA100-311), se amplific6 el ADN cromosomico
de la cepa mutante por reaccion en cadena de la polimerasa (a partir de ahora en este documento, PCR).

Especificamente, en primer lugar, se amplific6 un fragmento de aproximadamente 1726 pb usando el ADN
cromosomico de la cepa mutante (es decir, Corynebacterium glutamicum NA100-311) como molde junto con los
cebadores de la SEQ ID NO: 1y 2, en las siguientes condiciones: 28 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1
min, hibridacion a 58 °C durante 30 s y polimerizacion a 72 °C durante 40 s usando la ADN polimerasa Taqg. Tras el
analisis de la secuencia de nucleétidos usando los cebadores, se confirmé que el 409.° nucleédtido, C, estaba
sustituido con T y esto sugiere que la mutacion era la sustitucion del 137.° aminoacido, leucina, con fenilalanina.

Ejemplo 3: preparacion de un vector que incluye una secuencia de nucleétidos sustituida de ilvN

Para preparar un vector que incluye la secuencia de nucleétidos mutada confirmada en el ejemplo 2, se amplificé un
fragmento de aproximadamente 1726 pb que tiene sitios de restriccion BamHI y Xbal usando el ADN cromosomico
de la cepa mutante como molde junto con los cebadores de la SEQ ID NO: 1y 2, en las siguientes condiciones: 25
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, hibridacion a 58 °C durante 30 s y polimerizacion a 72 °C durante
1 min usando la ADN polimerasa Pfu. El fragmento amplificado se traté con enzimas de restriccion, BamH! 'y Xbal, y
se ligdé en un pDZ, que se tratd con las mismas enzimas de restriccion, para preparar pDZ-ilvN(L137F).

Ejemplo 4: preparacion de una cepa donde una secuencia de nucleétidos de ilvN esta sustituida

Para preparar una cepa que incluye la secuencia de nucleétidos mutada de ilvN descubierta en la cepa mutante
anterior, se us6é Corynebacterium glutamicum KCCM11201P, que produce L-valina como cepa precursora.

La Corynebacterium glutamicum KCCM11201P se transformé con el vector pDZ-ilvN(L137F) preparado en el
ejemplo 3 por electroporacion. Una cepa que produce L-valina, en que el 137.° aminoacido, leucina, estaba
sustituido con fenilalanina, en una secuencia de aminoacidos codificada por el gen ilvN en el cromosoma de
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P, se obtuvo por segundo entrecruzamiento. La presencia de la
sustitucion de ilvN se confirmé analizando un fragmento de 1726 pb con el cebador de la SEQ ID NO: 2, después de
amplificar un fragmento de 1726 pb por PCR usando los cebadores de la SEQ ID NO: 1 y 2 en las siguientes
condiciones: 28 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, hibridacion a 58 °C durante 30 s y polimerizacion
a 72 °C durante 40 s usando la ADN polimerasa Taq.

La cepa transformada con el vector pDZ-ilvN(L137F) se llamé Corynebacterium glutamicum KCJ-644 y se depositd
en el centro de cultivo de microorganismos coreano (KCCM), que esta reconocido como autoridad de depdsito
internacional segun el tratado de Budapest, el 2 de noviembre de 2013, con el nimero de acceso KCCM11485P.

Ejemplo 5: produccion de L-valina en una cepa donde una secuencia de nucleétidos de ilvN esta sustituida

Para producir L-valina a partir de la cepa productora de L-valina Corynebacterium glutamicum KCJ-644 preparada
en el ejemplo 4, la cepa se cultivé por el siguiente método.

La cepa precursora (es decir, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P) y Corynebacterium glutamicum KCJ-644
preparada anteriormente se inocularon en una cantidad de un asa de platino en matraces con deflectores en angulo
de 250 ml que contenian 25 ml del medio de produccion y se cultivaron a 30 °C durante 72 horas con agitacion a
200 rpm para producir L-valina.

Tras completarse el cultivo, se midi6 la cantidad de produccion de L-valina por cromatografia de liquidos a alta
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velocidad. Las concentraciones de L-valina en el medio de cultivo de las cepas experimentales se muestran en la
tabla 2 a continuacion.

[Tabla 2] Productividad de L-valina de Corynebacterium glutamicum KCCM11201P y Corynebacterium glutamicum

KCJ-644
Cepa Concentracion de L-valina (g/l)
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P 2,8
Corynebacterium glutamicum KCJ-644 3,0

Como se muestra en la tabla 2, la Corynebacterium glutamicum KCJ-644, que es una cepa productora de L-valina
que tiene una mutacion L137F en el gen ilvN, mostré un aumento de un 7,1 % en la productividad de L-valina, en
comparacion con la cepa precursora, es decir, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.

Ejemplo 6: medicion de la actividad acetohidroxiacido sintasa en una cepa donde una secuencia de
nucleoétidos de ilvN esta sustituida

Para medir la actividad acetohidroxiacido sintasa en la Corynebacterium glutamicum KCJ-644, que es una cepa
productora de L-valina preparada en el ejemplo 4, se realizé un experimento por el siguiente método.

La cepa precursora (es decir, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P) y la Corynebacterium glutamicum KCJ-
644 preparada anteriormente se inocularon en una cantidad de un asa de platino en matraces con deflectores en
angulo de 250 ml que contenian 25 ml del medio de siembra y se cultivaron a 30 °C durante 16 horas con agitacion a
200 rpm. Tras completarse el cultivo, el medio de cultivo se centrifugd y el sobrenadante se descartd, y el sedimento
se lavo y se mezcld con un tampén de lisis y las células se pulverizaron con un homogeneizador de microesferas.
Las proteinas presentes en el lisado se cuantificaron de acuerdo con el ensayo de Bradford y la actividad de
acetohidroxiacido sintasa se midié midiendo la produccién de acetoina cuando se usaba el lisado que contiene
100 pg/ml de proteinas. Los resultados de la medicion de la actividad acetohidroxiacido sintasa en cada cepa se
muestran en la tabla 3 a continuacion.

[Tabla 3]
Cepa Actividad ilvN (mM/mg/min)
Corynebacterium glutamicum KCCM11201P 73,6
Corynebacterium glutamicum KCJ-644 84,1

Como se muestra en la tabla 3, la Corynebacterium glutamicum KCJ-644, que es una cepa que produce L-valina que
tiene una mutacion L137F en el gen ilvN, mostré un aumento de un 14,3 % en la productividad de L-valina, en
comparacion con la cepa precursora, es decir, Corynebacterium glutamicum KCCM11201P.

A partir de lo anterior, un experto en la materia a la que pertenece la presente divulgacion sera capaz de entender
que la presente divulgacion puede plasmarse en otras formas especificas y modificar los conceptos técnicos o
caracteristicas esenciales de la presente divulgacion. A este respecto, las realizaciones ejemplares divulgadas en
este documento son Unicamente con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la
presente divulgacion. Por el contrario, la presente divulgacion pretende cubrir no solamente las realizaciones
ejemplares, sino también diversas alternativas, modificaciones, equivalentes y otras realizaciones que pueden
incluirse dentro del espiritu y alcance de la presente divulgacion definida por las reivindicaciones adjuntas.
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE
MICROORGANISMOS A LOS FINES DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL

Destinatario: CJ CheildJedang Corporation
CJ CHEILJEDANG CENTER,

330, DONGHO-RO, RECIBO EN CASO DE UN ORIGINAL
JUNG-GU, SEUL 100-400, expedido de conformidad con la Norma 7.1 por la
REPUBLICA DE COREA AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

identificada al final de esta pagina.

. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacion facilitada por el Numero de acceso facilitado por la
DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
Corynebacterium glutamicum KCJ-644 KCCM11485P

[l. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en el punto | arriba iba acompafiado de:
[ una descripcion cientifica
[J una designacién taxondmica propuesta

(Marque con una cruz la opcién correspondiente)

lll. RECIBO Y APROBACION

Esta Autoridad Depositaria Internacional aprueba el microorganismo identificado en el punto | arriba, el cual

recibio el 22 de noviembre de 2013 (fecha del deposito original).

IV. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: Korean Culture Center of Microorganisms Firma(s) de la(s) persona(s) con facultad para
Direccion: Yurim B/D representar a la Autoridad Depositaria
45, Hongjenae-2ga-gil Internacional o del funcionario o funcionarios
Seodaemun-gu autorizado(s):
SEUL 120-861 [sello ilegible]
Republica de Corea Fecha: 22 de noviembre de 2013.

' Cuando se aplique la Norma 6.4(d), esta fecha es la fecha en la que se adquiri6 la condicion de autoridad
depositaria internacional; cuando un depdsito realizado fuera del ambito del Tratado de Budapest después de
la adquisicion de la condicion de autoridad depositaria internacional se convierta en un depdsito dentro del
ambito del Tratado de Budapest, dicha fecha es la fecha en la que la autoridad depositaria internacional
recibié el microorganismo.

Formulario BP/4 Pagina unica

<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> Variante de acetohidroxiacido sintasa resistente a retroalimentacion y método para producir L-valina usando

la misma
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LISTA DE SECUENCIAS

<130> OPA15220-PCT

<150> KR 10-2014-0100669
<151> 05-08-2014

<160> 5
<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
cgttggccag caccagatgt 20

<210> 2

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2
gatgtcgtca gctggcttga tc 22

<210>3

<211> 172

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(172)

<223> Acetohidroxiacido sintasa

<400> 3
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Leu
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<223> variante de acetohidroxiacido sintasa
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<223> variante de acetohidroxiacido sintasa

<400> 5

atggectaatt
atcatttccce
tctgtaaaga
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REIVINDICACIONES
1. Una variante de acetohidroxiacido sintasa, en la que el 137.° aminoacido desde el extremo N de una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, leucina (L), esta sustituido con un aminoacido diferente de leucina y, por tanto, la
inhibicién por retroalimentacion de L-valina esta eliminada.

2. La variante de acetohidroxiacido sintasa de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la variante tiene una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

3. Un polinucleétido que codifica la variante de acetohidroxiacido sintasa de la reivindicacion 1.
4. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 3.

5. Un microorganismo del género Corynebacterium que produce L-valina, que comprende la variante de
acetohidroxiacido sintasa de la reivindicacion 1.

6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la variante de acetohidroxiacido sintasa tiene una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el microorganismo del género Corynebacterium
es Corynebacterium glutamicum.

8. Un método para producir L-valina, que comprende:
(a) cultivar el microorganismo del género Corynebacterium que produce L-valina de cualquiera de las

reivindicaciones 5 a 7 en un medio y producir L-valina; y
(b) recuperar L-valina del microorganismo cultivado o del medio de cultivo.

13
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