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DESCRIPCION
Microorganismo que produce L-lisina y método para producir L-lisina usando el mismo
[Campo técnico]

La presente divulgacion se refiere a un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una productividad de L-
lisina aumentada en comparacién con un microorganismo sin modificar, que se modifica de manera tal que la actividad
de una proteina que participa en la hidrdlisis de la pared celular se inactiva en comparacion con la actividad endogena
de esta y un método para producir L-lisina mediante el uso del mismo.

[Antecedentes de la técnica]

Los L-aminoacidos, en particular la L-lisina, que se usan en alimentos para animales, agentes terapéuticos para seres
humanos, o en la industria cosmética se producen principalmente a través de la fermentacion mediante el uso de una
cepa del género Corynebacterium o una cepa del género Escherichia. En consecuencia, se realizan varios estudios para
desarrollar cepas que produzcan L-lisina con alto rendimiento y tecnologia de fermentacion de estas. Sin embargo, la
investigacion sobre el control de la lisis celular, que puede causar una disminucion de la productividad en las etapas
tardias de la fermentacion, es aun insuficiente.

Mientras tanto, las hidrolasas de la pared celular se conocen como enzimas que degradan las paredes celulares
bacterianas, y estan presentes en todos los microorganismos que tienen peptidoglicano (Rice KC y Bayles KW.
Microbiol Mol Biol Rev.2008. 72:85-109). Aunque la investigacion sobre tales hidrolasas de la pared celular se llevo a
cabo en varias bacterias, su mecanismo de control preciso aun se desconoce.

Recientemente se propuso un modelo para el mecanismo de lisis celular que ocurre durante el cultivo de
microorganismos en neumococo (Mellroth P y otros J Biol Chem. 2012. 287:11 018-29). Especificamente, cuando las
células se exponen a varios tipos de tensiones, aumenta la actividad de hidrolasa de la pared celular presente en la
pared externa de las células, e inicia de esta manera la descomposicion de la pared celular. Cuando las células se
disuelven por la accién continua de tal hidrolasa de la pared celular, la hidrolasa de la pared celular presente en el
citoplasma se expone al exterior de las células. Se informé que las células circundantes se disuelven cuando ocurre una
serie de procesos continuamente de manera que la cantidad de hidrolasa de la pared celular excede un umbral fuera de
las células. Sin embargo, aun se desconoce una correlacion entre la lisis celular generada durante el proceso de cultivo
por fermentacion y la produccion de aminoacidos.

Tsuge y otros (J. Bacteriology 2008, 190: 8204-8214) divulgan mutantes de supuestas hidrolasas de la pared celular que
causan un defecto en la separacion celular, un proceso que se inicia por la hidrolisis del peptidoglicano por las
hidrolasas de la pared celular.

Xu J y otros (Amino Acids 2014, 46:2165-2175) describen que la producciéon de L-lisina puede mejorarse en
Corynebacterium glutamicum al aumentar el flujo en la via biosintética de la L-lisina.

El documento nim. W0O2012/008810 divulga un aumento en la produccion de L-lisina en Corynebacterium glutamicum
al debilitar la actividad de la gluconato quinasa (GniK).

[Divulgacion]
[Problema técnico]

Los presentes inventores realizaron esfuerzos para buscar continuamente una caracteristica eficaz capaz de aumentar
la productividad de L-lisina en un microorganismo del género Corynebacterium, que es una cepa productora de L-lisina
representativa. Como resultado, los presentes inventores confirmaron que la productividad de L-lisina aumenté cuando
un gen que codifica una proteina que participa en la hidrdlisis de la pared celular estaba deficiente, y que el aumento en
la productividad de lisina se afecté cuando un gen adicional que codifica una proteina que tiene una funcién similar
estaba deficiente, lo que completa de esta manera la presente divulgacion.

[Solucién técnica]

Un objeto de la presente divulgacion es proporcionar un microorganismo del género Corynebacterium que tenga una
productividad de L-lisina aumentada.

Otro objeto de la presente divulgacion es proporcionar un método para preparar L-lisina mediante el uso del
microorganismo del género Corynebacterium, que tiene una productividad de L-lisina aumentada.
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[Efectos ventajosos]

El microorganismo de acuerdo con la presente divulgacion es un microorganismo del género Corynebacterium, que se
modifica de manera tal que la actividad de una proteina que participa en la hidrélisis de la pared celular se reduce o
inactiva en comparacion con la actividad endogena de esta. Es decir, el microorganismo de acuerdo con la presente
divulgacién es una nueva cepa que conduce a un aumento de la productividad en una etapa tardia de la fermentacion, y
asi se aplica como un nuevo paradigma del microorganismo del género Corynebacterium, que produce L-lisina, y
proporciona de esta manera un microorganismo capaz de producir L-lisina con alto rendimiento. En consecuencia, la L-
lisina preparada puede aplicarse no solo a alimentos para animales o aditivos para alimentos para animales sino
también a diversos productos tales como medicinas, aditivos para alimentos, alimentos para seres humanos, efc.

[Mejor modo]

Para lograr los propésitos anteriores, un aspecto de la presente divulgacion proporciona un microorganismo del género
Corynebacterium que tiene una productividad de L-lisina aumentada en comparacion con un microorganismo sin
modificar, que se modifica de manera tal que la actividad de una proteina que participa en la hidrdlisis de la pared
celular se inactiva en comparacion con la actividad endégena de esta.

Como se usa en la presente descripcion, el término “proteina que participa en la hidrdlisis de la pared celular” se refiere
a una proteina relevante capaz de hidrolizar una pared celular en un microorganismo del género Corynebacterium. La
proteina que participa en la hidrdlisis de la pared celular puede ser una hidrolasa asociada a la pared celular o una N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa, pero no se limita a estas.

Como se describié anteriormente, siempre que una proteina tenga una actividad de una proteina relevante capaz de
hidrolizar una pared celular en el microorganismo, las secuencias del gen y la proteina pueden obtenerse de una base
de datos conocida. En adicion, Genbank de NCBI, efc. pueden usarse como ejemplos de la base de datos conocida,
pero no se limitan a estos.

La hidrolasa asociada a la pared celular puede ser una proteina codificada por el gen NCgl1480, una proteina codificada
por el gen NCgl2107, o una proteina codificada por el gen NCgl2108 derivada de un microorganismo del género
Corynebacterium, especificamente de Corynebacterium glutamicum, pero no se limita a estas. Como ejemplo especifico,
la hidrolasa asociada a la pared celular puede tener los aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, o 3, pero puede incluir la
secuencia de proteina que tiene la actividad anterior sin limitacion. En adicion, cualquier secuencia de nucleétidos
puede incluirse en estas sin limitacion siempre que sea una secuencia de nucleétidos que codifique una proteina que
tenga la actividad de la hidrolasa asociada a la pared celular. Como ejemplo especifico, esta puede ser una proteina
codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5, 6, o 7, pero no se limita a estas.

La N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa puede ser una proteina codificada por el gen NCgI2986 derivada de un
microorganismo del género Corynebacterium, especificamente de Corynebacterium glutamicum. Especificamente, la N-
acetil-muramoil-L-alanina amidasa puede tener la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, pero cualquier
secuencia de aminoacidos de la proteina que tenga la actividad anterior puede incluirse sin limitacién. En adicion,
cualquier secuencia de nucleétidos puede incluirse sin limitacion siempre que la secuencia de nucledétidos codifique una
proteina que tenga la actividad de la N-acetil-muramoil-L-alanina amidasa. Por ejemplo, puede ser una proteina
codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8, pero no se limita a esta.

Cada una de las proteinas descritas anteriormente puede incluir sin limitacion, en adicién a las secuencias de
aminoacidos representadas por las SEQ ID NO, cualquier secuencia de aminoacidos que tenga una homologia con las
secuencias de aminoacidos enumeradas anteriormente de 80 % o mas, preferentemente, 90 % o mas, con mayor
preferencia 95 % o mas, e incluso con mayor preferencia 97 % o mas, siempre que las secuencias de aminoacidos
codifiquen proteinas que tengan un efecto sustancialmente igual o correspondiente a cada una de las proteinas.
Adicionalmente, es obvio que cualquier proteina modificada que tenga la homologia descrita anteriormente puede
pertenecer al alcance de la presente divulgacion, aunque la proteina puede tener una secuencia de aminoacidos con
una modificacion, sustitucién, adicién, o delecion parcial en esta.

Adicionalmente, los genes que codifican cada una de las proteinas de la presente divulgacion también pueden incluir sin
limitacién, en adicién a las secuencias de nucleétidos descritas por las SEQ ID NO, cualquier secuencia de genes que
codifique las proteinas que tenga homologia con cada una de las secuencias de nucleétidos enumeradas anteriormente
de 80 % o mas, preferentemente, 90 % o mas, con mayor preferencia 95 % o mas, incluso con mayor preferencia 98 %
0 mas, y con la maxima preferencia 99 % o mas, siempre que las secuencias de genes codifiquen una proteina que
tenga un efecto sustancialmente igual o correspondiente a cada una de las proteinas. Adicionalmente, es obvio que
cualquier secuencia de nucledtidos que tenga las homologias anteriores puede pertenecer al alcance de la presente
divulgacion, aunque la secuencia puede tener una modificacion, sustitucion, adicion, o delecion parcial en esta.

Como se usa en la presente descripcion, “homologia” se refiere a la similitud en secuencias de nucleétidos o secuencias

de aminoacidos de genes que codifican una proteina. Cuando la homologia es suficientemente alta, los productos del
gen correspondiente pueden ser iguales o tener una actividad similar. Es decir, se refiere a un porcentaje de identidad
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entre dos restos polinucleotidicos o polipeptidicos. La correspondencia de secuencia de un resto con respecto a otro
puede determinarse mediante una técnica conocida en la técnica. Por ejemplo, la homologia puede determinarse
mediante el alineamiento de la informacién de secuencia de dos moléculas de polinucleétidos o dos moléculas de
polipéptidos directamente mediante el uso de un programa de ordenador que esté facilmente disponible y que sea
capaz de alinear la informaciéon de secuencia. El programa de ordenador puede ser BLAST (NCBI), CLC Main
Workbench (CLC bio), MegAlignTM (DNASTAR Inc), efc. En adicién, la homologia puede determinarse mediante la
hibridacién de los polinucleétidos bajo la condicion de formar una doble cadena estable en las regiones homologas y
después hidrolizar enzimaticamente la cadena hibridada por una nucleasa especifica de cadena simple para determinar
el tamafio de un fragmento hidrolizado enzimaticamente.

Como se usa en la presente descripcion, el término “actividad endégena” se refiere a una actividad proteica en el estado
anterior a una modificacion de un microorganismo o en su estado nativo.

Como se usa en la presente descripcion, el término “actividad de una enzima modificada para inactivarse en
comparacion con su actividad enddégena” se refiere a una actividad donde un gen que codifica una enzima no se
expresa en absoluto en comparacién con una cepa de tipo salvaje o una cepa antes de una modificacion, o se refiere a
una reduccion o eliminacion de una actividad incluso cuando se expresa el gen.

La “inactivacion de una actividad en comparacion con su actividad endégena” se refiere a una reduccion o eliminacion
de la actividad cuando se compara con la que posee en su estado natural o el estado antes de una modificacién. La
reduccién es un concepto que se refiere a un caso en el que la actividad de una enzima se reduce en comparacién con
la que originalmente poseia el microorganismo debido a una modificacion en el gen que codifica la enzima, un caso en
el que el nivel de expresion global de la enzima es inferior al de la cepa de tipo natural del microorganismo o la cepa
antes de una modificacion, o una combinacion de estas.

La “eliminacion de una actividad” se refiere a un caso cuando un gen que codifica una enzima no se expresa en
absoluto en comparacion con el de la cepa de tipo natural o la cepa antes de una modificacion, y/o se refiere a un caso
cuando el gen se expresa pero no exhibe actividad.

El método de modificacidon para inactivar la actividad enzimatica puede lograrse mediante la aplicacion de varios
métodos que se conocen bien en la técnica. Los ejemplos de los métodos pueden incluir un método para reemplazar el
gen que codifica la enzima en el cromosoma con un gen mutado de manera que la actividad enzimatica pueda reducirse,
lo que incluye el caso en que se elimina la actividad enzimatica; un método para introducir una modificacion en la
secuencia reguladora de la expresion del gen que codifica la enzima en el cromosoma; un método para reemplazar la
secuencia reguladora de la expresion del gen que codifica la enzima con una secuencia que tiene una actividad débil o
ninguna actividad; un método para eliminar una parte o el gen completo que codifica la enzima en el cromosoma; un
método para introducir un oligonucleétido antisentido (por ejemplo, ARN antisentido), que inhibe la traduccién del ARNm
a una enzima a través de una union complementaria al transcripto del gen en el cromosoma; un método para hacer
imposible la unién del ribosoma mediante la formaciéon de una estructura secundaria mediante la adicion artificialmente
de una secuencia de Shine-Dalgarno (SD) y su secuencia complementaria en el extremo frontal de la secuencia SD del
gen que codifica la enzima; un método de ingenieria de transcripcion inversa (RTE), que adiciona un promotor de
manera que se transcriba inversamente en el término 3' del marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia
correspondiente, efc., e incluye también una combinacién de estos, pero no se limita a estos.

Especificamente, el método para eliminar una parte o el gen completo que codifica una enzima puede realizarse
mediante el reemplazamiento del polinucleétido, que codifica la proteina objetivo endégena dentro del cromosoma
mediante un vector para insertar al cromosoma en un microorganismo, un polinucleétido o un marcador donde se
elimina parte de la secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, puede usarse un método de delecidon de genes mediante
recombinacion homaloga.

Como se usa en la presente descripcion, el término “parte”, aunque puede variar en dependencia de los tipos de
polinucleédtidos, puede referirse especificamente a de 1 nucleétido a 300 nucledtidos, mas especificamente de 1
nucledtido a 100 nucledtidos, e incluso mas especificamente de 1 nucleétido a 50 nucleétidos, pero se limita a estos.

Como se usa en la presente descripcion, el término “recombinacion homologa” se refiere a la recombinacion genética
que se produce mediante entrecruzamiento en un locus de una cadena de un gen que tiene una homologia mutua.

De acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente divulgacion, las proteinas se inactivaron mediante
recombinacion homaloga.

Especificamente, el método de modificacion de una secuencia reguladora de la expresion puede llevarse a cabo
mediante la induccién de una modificacion en la secuencia reguladora de la expresion mediante delecioén, insercion,
sustitucién no conservadora o conservadora de una secuencia de acido nucleico de la secuencia reguladora de la
expresion, o una combinacion de estas; o puede llevarse a cabo mediante el reemplazamiento de la secuencia con un
promotor mas débil. La secuencia reguladora de la expresion incluye un promotor, una secuencia de operador, una
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secuencia que codifica un sitio de unién a ribosomas, y una secuencia para regular la terminacion de la transcripcion y
la traduccion.

Adicionalmente, el método de modificacion de una secuencia génica en el cromosoma puede llevarse a cabo mediante
la induccion de una modificacion en la secuencia mediante delecion, insercion, sustitucion no conservadora o
conservadora de la secuencia génica, o una combinacién de estas para reducir aun mas la actividad enzimatica; o
mediante el reemplazamiento de la secuencia con una secuencia génica mejorada para tener una actividad mas débil
adicional o con una secuencia génica mejorada para no tener actividad.

Como se usa en la presente descripcion, el término “microorganismo que produce L-lisina” se refiere a una cepa de
microorganismo capaz de producir L-lisina mediante fermentacion. Por ejemplo, incluye una cepa capaz de aumentar la
productividad de L-lisina mediante la modificacion de la secuencia mediante la manipulacion de la presente divulgacion
tal que una actividad de una proteina que participa en la hidrélisis de la pared celular se inactiva en comparacién con su
actividad enddgena; y mediante la regulacion de la lisis celular para la produccion de lisina, que ocurre durante la
fermentacion, pero no se limita a estas.

En la presente divulgacion, el microorganismo que produce L-lisina puede incluir todos los microorganismos del género
Corynebacterium, que es capaz de modificarse de manera tal que la actividad de una proteina que participa en la
hidrélisis de la pared celular se inactiva en comparacion con su actividad endégena. Por ejemplo, pueden usarse
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium
flavum, o Brevibacterium fermentum, pero el microorganismo no se limita a estos. Por ejemplo, Corynebacterium
glutamicum puede usarse para el microorganismo del género Corynebacterium. El microorganismo modificado del
género Corynebacterium se caracteriza porque la productividad de L-lisina se mejora en comparacién con un
microorganismo que no se modifica de manera tal que una actividad de una proteina que participa en la hidrdlisis de la
pared celular se inactiva en comparacion con su actividad endogena.

Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para preparar L-lisina, que incluye: (i) cultivar el
microorganismo del género Corynebacterium, que se modifica de manera tal que la actividad de una proteina que
participa en la hidrdlisis de la pared celular se inactiva en comparacién con su actividad endogena; vy (ii) recuperar la L-
lisina del medio de cultivo o del microorganismo.

El microorganismo del género Corynebacterium, en el que aumenta la productividad de L-lisina, es como se describid
anteriormente.

Como se usa en la presente descripcion, el término “cultivo” se refiere al cultivo de un microorganismo en condiciones
ambientales controladas artificialmente. En la presente divulgacion, el método de cultivar L-lisina mediante el uso del
microorganismo del género Corynebacterium puede realizarse mediante el uso de un método ampliamente conocido en
la técnica. Especificamente, los ejemplos del cultivo incluyen un proceso por lotes y un proceso por lotes alimentado o
un proceso por lotes alimentado repetido de manera continua, pero no se limitan a estos.

El medio usado para el cultivo debe satisfacer los requisitos para una cepa especifica de una manera apropiada (por
ejemplo, Manual of Methods for General Bacteriology. American Society for Bacteriology. Washington DC, EE. UU.,
1981). Las fuentes de carbono que pueden usarse en la presente divulgacion pueden incluir azicares y carbohidratos
tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidon, y celulosa; aceites y grasas tales como aceite de soja,
aceite de girasol, aceite de ricino, y aceite de coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico, y acido
linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y acidos organicos tales como acido glucénico, acido acético, y acido
piravico, pero estas no se limitan a estas. Estas sustancias pueden usarse solas o en una mezcla. Las fuentes de
nitrégeno que pueden usarse en la presente divulgacion pueden incluir peptona, extracto de levadura, extracto de carne,
extracto de malta, licor macerado de maiz, torta de soja desgrasada, y urea o compuestos inorganicos, tales como
sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio, y nitrato de amonio, pero estas no se
limitan a estas. Estas fuentes de nitrdgeno también pueden usarse solas o en una mezcla. Las fuentes de fésforo que
pueden usarse en la presente divulgacion pueden incluir dihidrégeno fosfato de potasio o hidrégeno fosfato de dipotasio,
o las sales correspondientes que contienen sodio, pero no se limitan a estas. En adicién, el medio de cultivo puede
contener una sal metdlica tal como sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que se requiere para el crecimiento. Por
Ultimo, en adicién a las sustancias descritas anteriormente, pueden usarse factores de crecimiento esenciales tales
como aminoacidos y vitaminas. Adicionalmente, pueden usarse precursores adecuados en el medio de cultivo. Estas
sustancias pueden adicionarse al medio durante el cultivo de manera por lotes o continua. Tal variedad de métodos de
cultivo se divulga, por ejemplo, en la literatura (“Biochemical Engineering” por James M. Lee, Prentice-Hall International
Editions, pag. 138-176).

Los compuestos basicos tales como el hidréxido de sodio, el hidréxido de potasio, o el amoniaco, o los compuestos
acidicos tales como el acido fosférico o el acido sulfdrico pueden adicionarse al medio de cultivo de manera adecuada
para ajustar el pH del medio de cultivo. En adicion, puede usarse un agente antiespumante tal como el éster poliglicélico
de acidos grasos para suprimir la formacion de burbujas. Para mantener el medio de cultivo en un estado aerdbico,
puede inyectarse oxigeno o gas que contenga oxigeno (por ejemplo, aire) en el medio de cultivo. La temperatura del
medio de cultivo puede ser usualmente de 20 °C a 45 °C, preferentemente, de 25 °C a 40 °C, pero puede modificarse
en dependencia de las condiciones. El cultivo puede continuar hasta que se produzca la cantidad maxima de un L-
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aminoacido deseado, y esto generalmente puede lograrse dentro de 10 horas a 160 horas. La L-lisina puede liberarse
en el medio de cultivo o estar contenida en las células.

El método de la presente divulgacion para producir L-lisina puede incluir una etapa de recuperacion de lisina del
microorganismo o del medio. Pueden usarse métodos conocidos en la técnica, tales como centrifugacion, filtracion,
cromatografia de intercambio anidnico, cristalizacion, HPLC, efc., para el método de recuperacion de L-lisina del
microorganismo o el cultivo, pero el método no se limita a estos.

La etapa de recuperacion puede incluir un proceso de purificacion.

[Modo para la invencion]

A continuacioén, la presente divulgacion se describira en detalle con modalidades ejemplares acompafantes. Sin
embargo, las modalidades ejemplares divulgadas en la presente descripcion son solo para fines ilustrativos y no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la presente divulgacion.

Ejemplo 1: preparacion de una biblioteca mutante aleatoria mediante el uso de transposones

Para obtener genes que aumenten la productividad de lisina, se preparé una biblioteca de vectores mediante el
siguiente método. El plasmido obtenido mediante el uso del kit EZ-Tn5™<R6Kyori/lKAN-2>Tnp Transposome™
(Epicentre) se transformé mediante el uso de la cepa KCCM11016P (el microorganismo se designé como KFCC10881 y
se volvio a depositar en la institucion depositaria internacional en virtud del Tratado de Budapest, y después se designo
el numero de acceso al depdsito de KCCM11016P; patente coreana ndm. 10-0159812) como una cepa original, y
después se extendi6 en una placa de medio complejo que contenia kanamicina (25 mg/L) para obtener
aproximadamente 20 000 colonias.

<Placa de medio complejo (pH 7,0)>

10 g de glucosa, 10 g de peptona, 5 g de extracto de carne de res, 5 g de extracto de levadura, 18,5 g de infusion
cerebro corazon, 2,5 g de NaCl, 2 g de urea, 91 g de sorbitol, 20 g de agar (basado en 1 L de agua destilada)

Ejemplo 2: Cribado de una biblioteca mutante aleatoria mediante el uso de transposones

Cada una de aproximadamente 20 000 colonias obtenidas en el Ejemplo 1 se inoculé en un medio de seleccion (300 pL),
y se cultivd en placas de 96 pocillos profundos a 32 °C a 1000 rpm durante aproximadamente 24 horas. Se us6 un
método de ninhidrina para analizar la cantidad de L-lisina producida en el medio de cultivo (Moore, S., Stein, WH,
Photometric ninhydrin method for use in the chromatography of amino acids. J. Biol. Chem 1948, 176, 367-388). Al
finalizar el cultivo, el sobrenadante del cultivo (10 ul) y la solucién de reaccion de ninhidrina (190 pl) se hicieron
reaccionar a 65 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm
mediante el uso de un espectrofotometro, y se seleccionaron aproximadamente 60 tipos de colonias como cepas
modificadas que mostraban una alta absorbancia en comparacién con el control, KCCM11016P. Otras colonias
mostraron una absorbancia similar o disminuida en comparacioén con la del control, la cepa KCCM11016P.

Se cultivaron 60 tipos de las cepas seleccionadas de la misma manera que antes, y la reaccion de ninhidrina se realizd
repetidamente. Como resultado, se seleccionaron las 10 mejores cepas que tenian una productividad mejorada de L-
lisina en comparacién con la cepa KCCM11016P.

<Medio de seleccién (pH 8,0)>

10 g de glucosa, 5,5 g de sulfato de amonio, 1,2 g de MgSO4 7H-0, 0,8 g de KH,POy4, 16,4 g de K:HPO4, 100 pg de
biotina, 1000 pg de tiamina HCI, 2000 ug de pantotenato de calcio, 2000 pg de nicotinamida (basado en 1 L de agua
destilada)

Ejemplo 3: Analisis de la productividad de L-lisina de cepas mutantes aleatorias seleccionadas

Para seleccionar finalmente las cepas que tienen una mayor productividad de L-lisina, se llevd a cabo una prueba de
reproducibilidad en un matraz mediante el uso del medio de a continuacién para 10 tipos de cepas seleccionadas en el
Ejemplo 2. Se inocularon 10 tipos de cepas y el control en un matraz con deflector de esquina (250 mL) que contenia el
medio de siembra de a continuacion (25 mL), y se cultivaron mientras se agitaban a 30 °C y 200 rpm durante 20 horas.
El medio de siembra y el medio de produccién tienen las siguientes composiciones. Al finalizar el cultivo, las
concentraciones de L-lisina en la solucién de cultivo se analizaron mediante el uso de HPLC, y las concentraciones de
L-lisina de cada una de las cepas mutantes se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

<Medio de siembra (pH 7,0)>
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20 g de glucosa, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH,PO4, 8 g de K:HPO., 0,5 g de
MgS0O4-7H,0, 100 pg de biotina, 1000 ug de tiamina HCI, 2000 ug de pantotenato de calcio, 2000 pg de nicotinamida
(en base a 1 L de agua destilada)

<Medio de produccioén (pH 7,0)>
100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2S04, 2,5 g de proteina de soya, 5 g de soélido macerado de maiz, 3 g de urea, 1 g de

KH2POy4, 0,5 g de MgSO4-7H,0, 100 ug de biotina, 1000 pg de tiamina HCI, 2000 ug de pantotenato de calcio, 3000 pg
de nicotinamida, 30 g de CaCOg; (basado en 1 L de agua destilada)

[Tabla 1] Concentracién de L-lisina de 10 cepas mutantes seleccionadas

Cepa L-Lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
Control KCCM11016P 42,5 42,8 42,7 42,7
1 KCCM11016P/mt-1 48,8 48,9 48,5 48,7
2 KCCM11016P/mt-2 43,0 43,1 43,4 43,2
3 KCCM11016P/mt-3 42,7 43,1 42,9 42,9
4 KCCM11016P/mt-4 44,9 45,1 453 45,1
5 KCCM11016P/mt-5 443 441 44.0 441
6 KCCM11016P/mt-6 42,4 42,9 42,8 42,7
7 KCCM11016P/mt-7 43,8 43,2 43,7 43,6
8 KCCM11016P/mt-8 47,2 46,9 471 471
9 KCCM11016P/mt-9 441 44 .4 442 442
10 KCCM11016P/mt-10 43,1 43,7 43,2 43,3

Entre los 10 mutantes seleccionados anteriormente, KCCM11016P/mt-1 y KCCM11016P/mt-8 finalmente se
seleccionaron como cepas que tenian una productividad de L-lisina significativamente mejorada.

Ejemplo 4: Confirmacion de genes que participan en la productividad de L-lisina en las cepas finalmente
seleccionadas y seleccion de genes candidatos adicionales

En este ejemplo, se intentd la identificacion de genes que son deficientes debido a la insercion aleatoria de un
transposon a partir de las cepas finalmente seleccionadas en el Ejemplo 3. Los ADN genémicos de KCCM11016P/mt-1
y KCCM11016P/mt-8 se extrajeron y después se hidrolizaron enzimaticamente. Posteriormente, los resultantes se
ligaron, se transformaron en E. coli DH5a, y después se sembraron en placas en un medio LB sdlido que contenia
kanamicina (25 mg/L). Después de seleccionar 20 tipos de colonias transformadas, se obtuvieron plasmidos que
contenian partes de los genes desconocidos, y las secuencias de nucleétidos se analizaron mediante el uso de las
secuencias de SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10 en el kit EZ-Tn5™ <R6Kyori/KAN- Kit 2> Tnp Transposome™ (Tabla 2).
Como resultado, se confirmé que cada uno de los genes NCgl2108 y NCgl2986 se inactivd en las cepas mutantes.

[Tabla 2]

Secuencia SEQ ID NO
Cebador del kit | ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC 9
Cebador del kit | CTACCCTGTGGAACACCTACATCT 10

Los genes NCgl2108 y NCgl2986 identificados como deficientes en las cepas mutantes seleccionadas en el Ejemplo 3
estaban presentes enddégenamente en Corynebacterium, y por lo tanto identificados como proteinas que participan en la
hidrélisis de la pared celular.

En base a los resultados de la seleccion de 2 tipos de proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular en

cepas mutantes aleatorias mediante el uso de transposones, se consider6 que la deficiencia en los genes que participan
en la hidrolisis de la pared celular seria efectiva para aumentar la productividad de L-lisina. En consecuencia, se realizd
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una busqueda en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) de genes que participan en la hidrdlisis de la
pared celular que no sean los genes NCgl2108 y NCgl2986.

Como resultado de la busqueda, los genes NCgl1480 y NCgl2107, que estan presentes enddégenamente en
Corynebacterium, se seleccionaron adicionalmente como proteinas que participan en la hidrolisis de la pared celular.
Por consiguiente, para confirmar si la eliminacion de los genes NCgl1480 y NCgl2107 afecta la productividad de L-lisina,
estos genes se seleccionaron como genes candidatos a delecion adicionales.

Ejemplo 5: Produccion de plasmidos recombinantes para la inactivacion de los genes NCgl1480, NCgl2107,
NCgl2108, y NCgl2986

En este ejemplo, para confirmar si la inactivacion de los genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 afectaria la
produccion de L-lisina, se produjeron los plasmidos recombinantes para la delecion de los genes NCgl1480, NCgl2107,
NCgl2108, y NCgl2986 seleccionados en el Ejemplo 4 en los cromosomas de las cepas productoras de L-lisina en
Corynebacterium.

Basado en las secuencias de nucleétidos informadas en el U.S. National Institutes of Health GenBank (NIH Genbank),
se obtuvieron las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, y 4 de NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y
NCgl2986, asi como de las secuencias de nucleotidos de SEQ ID NO: 5, 6, 7, y 8 que codifican lo mismo. Para producir
fragmentos de genes, en los que el marco de lectura abierto de cada uno de NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y
NCgl2986 se eliminan internamente, se produjeron los cebadores de las SEQ ID NO: 11 a 14 para NCgl1480, 15 a 18
para NCgl2107, 19 a 22 para NCgl2108, y 23 a 26 para NCgl2986 en base a las SEC ID NO: 5, 6, 7, y 8 anteriores. Las
secuencias de estos se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

[Tabla 3]
Cebador Secuencia SEQ ID NO
Noanang CCGGGGATCCTCTAGAACCTTGAAACTTC "
CACTC
ﬁg%?fjggara CTCCTGACGAACTATTTCAAATCCCCTAT 12
CAACCTC
Cebador para 13
NCgl1480 CACCGAGGTAAATTGCCATGCAAGCGCA
ATCAACGC
Cebador para 14
NCgl1480 GCAGGTCGACTCTAGAAACCACACATTAT
CGATC
Cebador para 15
NCgl2107 CCGGGGATCCTCTAGAGCACAGGGCACC
CCTGTTG
Cebador para 16
NCgl2107 CTCCTGACGAACTATTTCAAATCCCCTAT
CAACCTC
Cebador para 17
NCgl2107 GAGGTTGATAGGGGATTTGAAATAGTTCG
TCAGGAG
Cebador para 18
NCgl2107 GCAGGTCGACTCTAGAAACCACACATTAT
CGATC
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Cebador para 19
NCgl2108 CCGGGGATCCTCTAGAGAACCCTTAGTAG
TTGGG
Neumroa GTAATCCAAGGAGTGCTCACCCACTGATG 20
AAACTCC
Neumroa GGAGTTTCATCAGTGGGTGAGCACTCCTT 21
GGATTAC
Neumroa GCAGGTCGACTCTAGACGAGCCTCAATAT 22
CAATC
Cebador para 23
NCgl2986 CCGGGGATCCTCTAGATTAGGAGAAACCA
TGAGC
Cebador para 24
NCgl2986 ATCAGTCAGAACTGCCAGGACTGCAGTAA
GAATACC
Cebador para 25
NCgl2986 GGTATTCTTACTGCAGTCCTGGCAGTTCT
GACTGAT
Cebador para . ’ v 26
NCgl2986 GCAGGTCGACTCTAGAGTTGAGGCGTTTG
GATAC

La PCR se realizdé mediante el uso del ADN gendmico de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 como molde junto
con pares de secuencias de nucledtidos de las SEQ ID NO: 11y 12,13y 14,15y 16,17 y 18, 19y 20, 21y 22, 23 y 24,
y 25 y 26, como cebadores (Sambrook y otros, Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor
Laboratories). La PCR se realiz6 en las siguientes condiciones: 30 ciclos, cada uno consistente en desnaturalizacion a
95 °C durante 30 segundos, alineamiento a 50 °C durante 30 segundos, y alargamiento a 72 °C durante 1 minuto.

Como resultado, se obtuvieron dos pares de fragmentos de ADN de 319 pb y 410 pb (NCgl1480-A y NCg11480-B,
respectivamente) que contienen regiones corriente arriba y corriente abajo del gen NCg11480; dos pares de fragmentos
de ADN de 324 pb y 300 pb (NCgl2107-A y NCgl2107-B, respectivamente) que contienen regiones corriente arriba y
corriente abajo del gen NCgl2107; dos pares de fragmentos de ADN de 381 pb y 377 pb (NCgl2108-A y NCgl2108-B,
respectivamente) que contienen regiones corriente arriba y corriente abajo del gen NCgl2108; y dos pares de
fragmentos de ADN de 356 pb y 374 pb (NCgl2986-A y NCgl2986-B, respectivamente) que contienen regiones corriente
arriba y corriente abajo del gen NCgl2986. Los fragmentos de ADN amplificados por la PCR se conjugaron con el
plasmido pDZ (patente coreana num. 10-0924065) mediante el uso de un kit Infusion Cloning (Invitrogen), se
transformaron en E. coli DH5q, y después se sembraron en un medio LB sdlido que contenia kanamicina (25 mg/L).
Después de seleccionar colonias transformadas con los plasmidos en los que se insertan los genes deseados a través
de la PCR, los plasmidos se obtuvieron mediante el uso de un método de extraccién de plasmidos conocido
convencionalmente en la técnica. Los plasmidos que se obtuvieron asi se designaron como pDZ-ANCgl1480, pDZ-
ANCgI2107, pDZ-ANCgl2108, y pDZ-ANCgl2986, respectivamente. En pDZ-ANCgl1480, se eliminé un fragmento génico
de 1672 pb del gen NCgl1480; en pDZ-ANCgI2107, se eliminé un fragmento génico de 1026 pb del gen NCgl2107; en
pDZ-ANCgI2108, se eliminé un fragmento génico de 576 pb del gen NCgl2108; y en pDZ-ANCgl2986, se elimind un
fragmento génico de 1092 pb del gen NCgl2986.

Ejemplo 6: Produccion y evaluacion de la cepa con el gen inactivado de la proteina asociada a la hidrélisis de la
pared celular derivada de la cepa productora de lisina KCCM11016P

Basado en KCCM11016P, la cepa productora de L-lisina representativa del género Corynebacterium, se preparo la cepa
con el gen inactivado de la proteina asociada a la hidrdlisis de la pared celular seleccionada de lo anterior y se intentd
evaluar su productividad de lisina.
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Cada uno de los 4 plasmidos recombinantes (pDZ-ANCgl1480, pDZ-ANCgI2107, pDZ-ANCgI2108, y pDZ-ANCgI2986)
que se produjeron en el Ejemplo 5 se transformaron en Corynebacterium glutamicum KCCM11016P mediante un
método de pulso eléctrico, y las cepas en donde se inactivd el gen objetivo mediante recombinacion homaéloga se
prepararon mediante un método de PCR. Las cepas inactivadas preparadas se denominaron
KCCM11016P::ANCgl1480, KCCM11016P::ANCgl2107, KCCM11016P::ANCgI2108, y KCCM11016P::ANCgl2986,
respectivamente.

Se inoculd cada una de las 4 cepas y una cepa de control en un matraz con deflector de esquina (25 mL) que contenia
25 mL del siguiente medio de siembra, y se cultivaron mientras se agitaba a 30 °C y 200 rpm durante 20 horas.
Posteriormente, el cultivo de siembra (1 mL) se inoculé en un matraz con deflector de esquina (1 mL) que contenia 24
mL del siguiente medio de produccion, y se cultivd mientras se agitaba a 37 °C y 200 rpm durante 96 horas. La
composicion de cada uno de los medios de siembra y el medio de produccion es la siguiente.

<Medio de siembra (pH 7,0)>

20 g de glucosa, 10 g de (NH4)2S0O4, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH,PO4, 8 g
de KoHPO4, 0,5 g de MgS04-H,0, 100 pg de biotina, 1000 ug de tiamina HCI, 2000 ug de pantotenato de calcio, 2000
Mg de nicotinamida (basado en 1 L de agua destilada)

<Medio de produccion (pH 7,0)>

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2SO4, 2,5 g de proteina de soja, 5 g de solido de maiz, 3 g de urea, 1 g de KH2PO4, 0,5
g de MgSO4H;O, 100 pg de biotina, 1000 ug de tiamina HCI, 2000 pug de pantotenato de calcio, 3000 pg de
nicotinamida, 30 g de CaCO3; (basado en 1 L de agua destilada)

Al finalizar el cultivo, las concentraciones de L-lisina se analizaron mediante el uso de HPLC, y las concentraciones se
muestran en la Tabla 4 a continuacion. Los resultados en la Tabla 4 son los resultados de tres experimentos repetidos, y
la productividad se evalué basada en el valor promedio.

[Tabla 4]
Lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
KCCM11016P 42,7 42,6 43,0 42,8
KCCM11016P-ANCgl1480 44,3 441 44.0 441
KCCM11016P-ANCgl2107 45,1 44,9 45,2 45,1
KCCM11016P-ANCgl2108 48,1 48,3 48,0 48,1
KCCM11016P-ANCgl2986 49,3 49,1 49,2 49,2

Como un resultado, como se muestra en la Tabla 4 anterior, la productividad de lisina de la cepa en donde cada uno de
los genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 se inactivd aumentd a 3,2 %, 54 %, 13 %, y 15 %,
respectivamente, en comparacion a la de la cepa parental KCCM11016P.

Estos resultados sugieren que la productividad de L-lisina puede mejorarse mediante la inactivacion de las proteinas
que participan en la hidrdlisis de la pared celular, lo que puede causar la fusion celular en un microorganismo del género
Corynebacterium.

En consecuencia, los experimentos se realizaron como se indica a continuacién para determinar si pueden exhibirse o
no efectos similares en un caso donde las proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular se inactivan en
varios microorganismos del género Corynebacterium.

Ejemplo 7: Produccién y evaluacion de cepas con proteinas asociadas a la hidrdlisis de la pared celular
inactivadas derivadas de la cepa KCCM10770P productora de L-lisina

Para examinar si los efectos de la inactivacion de las proteinas asociadas a la hidrélisis de la pared celular en la cepa
productora de L-lisina Corynebacterium glutamicum KCCM10770P (patente coreana num. 10-0924065) que tiene una
via biosintética de lisina mejorada son similares a los resultados experimentales del Ejemplo 6, las cepas en las que
cada una de las 4 proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular se inactivé se prepararon de la misma
manera que se describe en el Ejemplo 6. Las cepas preparadas se denominaron KCCM10770P::ANCgl1480,
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KCM10770P::ANCgI2107, KCCM10770P::ANCgI2108, y KCM10770P::ANCgI2986. La productividad de L-lisina se
comparo entre las mismas.

Para comparar la productividad de lisina de las cepas anteriores, las cepas y una cepa de control se cultivaron de la
misma manera que en el Ejemplo 6. Al finalizar el cultivo, las concentraciones de L-lisina analizadas mediante uso de
HPLC se muestran en la Tabla 5 a continuacién. Los resultados en la Tabla 5 son los resultados de tres experimentos
repetidos, y la productividad se evalué basada en el valor promedio.

[Tabla 5]
Lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
KCCM10770P 46,0 46,3 46,1 46,1
KCCM10770P-ANCgl1480 47,3 471 47,0 471
KCCM10770P-ANCgl2107 48,0 48,2 48,1 48,1
KCCM10770P-ANCgl2108 51,7 51,9 51,6 51,7
KCCM10770P-ANCgl2986 53,1 52,9 52,1 52,7

Como resultado, como se muestra en la Tabla 5 anterior, la productividad de lisina de la cepa en donde cada uno de los
genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 se inactivd aumentd a 2,2 %, 4,3 %, 121 %, y 14,2 %,
respectivamente, en comparacion a la de la cepa parental KCCM10770P.

En consecuencia, se encontré que en Corynebacterium glutamicum KCCM10770P (patente coreana num. 10-0924065),
la productividad de L-lisina también puede mejorarse mediante la inactivacion de las proteinas que participan en la
hidrélisis de la pared celular de la misma manera que en el Ejemplo 6.

Ejemplo 8: Produccién y evaluacion de cepas con proteinas asociadas a la hidrdlisis de la pared celular
inactivadas derivadas de la cepa productora de L-lisina KCCM11347P

Para examinar los efectos de la inactivacion de las proteinas asociadas a la hidrdlisis de la pared celular en la cepa
productora de lisina Corynebacterium glutamicum KCCM11347P (el microorganismo se designé como KFCC10750 y se
volvid a depositar en la institucion depositaria internacional en virtud del Tratado de Budapest, y después se designo el
numero de acceso al depdsito de KCCM11347P; patente coreana num. 10-0073610) preparada por modificacion
artificial, las cepas en las que cada una de las 4 proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular se
inactivaron se prepararon de la misma manera que se describe en el Ejemplo 6. Las cepas preparadas se denominaron
KCCM11347P::ANCgl1480, KCCM11347P:ANCgl2107, KCCM11347P::ANCgI2108, y KCCM11347P: ANCgl2986. La
productividad de L-lisina se comparé entre las mismas.

Para comparar la productividad de lisina de las cepas anteriores, las cepas y una cepa de control se cultivaron de la
misma manera que en el Ejemplo 6. Al finalizar el cultivo, las concentraciones de L-lisina se analizaron mediante uso de
HPLC, y se muestran en la Tabla 6 a continuacion. Los resultados en la Tabla 6 son los resultados de tres experimentos
repetidos, y la productividad se evalué basada en el valor promedio.

[Tabla 6]
Lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 | Promedio
KCCM11347P 38,2 38,6 38,3 38,4
KCCM11347P-ANCgl1480 39,0 39,4 39,1 39,2
KCCM11347P-ANCgl2107 39,1 39,5 39,3 39,3
KCCM11347P-ANCgl2108 39,8 40,2 39,9 42,9
KCCM11347P-ANCgl2986 39,9 40,3 40,1 43,9

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2790382 T3

Como resultado, como se muestra en la Tabla 6 anterior, la productividad de lisina de la cepa en donde cada uno de los
genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 se inactivd aumenté a 2 %, 2,4 %, 11,7 %, y 14,4 %,
respectivamente, en comparacion a la de la cepa parental KCCM11347P.

Por consiguiente, se descubrié que en Corynebacterium glutamicum KCCM11347P (patente coreana num. 10-0073610),
la productividad de L-lisina también puede mejorarse mediante la inactivacion de las proteinas que participan en la
hidrolisis de la pared celular de la misma manera que en los Ejemplos 6y 7.

Ejemplo 9: Produccién y evaluacion de cepas con proteinas asociadas a la hidrdlisis de la pared celular
inactivadas derivadas de la cepa productora de L-lisina CJ3P

Para examinar si los efectos de la inactivaciéon de las proteinas asociadas a la hidrolisis de la pared celular en
Corynebacterium glutamicum CJ3P (Binder y otros Genome Biology 2012, 13:R40), que produce L-lisina mediante la
introduccion de 3 tipos de modificaciones [pyc(P458S), hom(V59A), y lysC(T3111)] en Corynebacterium glutamicum de
tipo salvaje, son similares a los resultados experimentales de los Ejemplos 6, 7, y 8, cepas en las que se inactivaron
cada una de las 4 proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular se prepararon de la misma manera que se
describe en el Ejemplo 6. Las cepas preparadas se denominaron CJ3P::ANCgl1480, CJ3P::ANCgl2107,
CJ3P::ANCgI2108, y CJ3P::ANCgI2986. La productividad de L-lisina se compard entre las mismas.

Para comparar la productividad de lisina de las cepas anteriores, las cepas y una cepa de control se cultivaron de la
misma manera que en el Ejemplo 6. Al finalizar el cultivo, las concentraciones de L-lisina analizadas mediante uso de
HPLC se muestran en la Tabla 7 a continuacién. Los resultados en la Tabla 7 son los resultados de tres experimentos
repetidos, y la productividad se evalué basada en el valor promedio.

[Tabla 7]
Lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
CJ3P 7,8 8,0 7,9 7,9
CJ3P-ANCgl1480 8,3 8,0 8,1 8,1
CJ3P-ANCgl2107 8,0 7,9 8,1 8,0
CJ3P-ANCgI2108 8,8 8,9 9,0 8,9
CJ3P-ANCgI2986 9,1 9,2 9,2 9,2

Como resultado, como se muestra en la Tabla 7 anterior, la productividad de lisina de la cepa en donde cada uno de los
genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 se inactivé aumenté a 3 %, 1,3 %, 12,7 %, y 16 %, respectivamente,
en comparacion a la de la cepa parental CJ3P.

En consecuencia, se descubrié que en Corynebacterium glutamicum CJ3P, la productividad de L-lisina también puede
mejorarse mediante la inactivacion de las proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular de la misma
manera que en los Ejemplos 6, 7, y 8.

Ejemplo 10: Produccion y evaluacion de la cepa con proteinas asociadas a la hidrélisis de la pared celular
simultaneamente inactivadas derivada de la cepa productora de L-lisina KCCM11016P

Después de confirmar a partir de los ejemplos anteriores que la productividad de L-lisina se aument6 cuando cada una
de las proteinas que participan en la hidrdlisis de la pared celular se inactivo en la cepa de Corynebacterium productora
de L-lisina, se intentd identificar si la productividad de L-lisina también aumentaria cuando las 2 proteinas relevantes se
inactivaran simultaneamente.

Por lo tanto, se realizo el siguiente experimento para confirmar el efecto de la inactivacion simultanea de proteinas que
participan en la hidrdlisis de la pared celular en la cepa productora de L-lisina de Corynebacterium. La cepa en la que se
inactivaron simultdneamente dos tipos de genes de proteinas (NCgl2108 y NCgl2986) que participan en la hidrdlisis de
la pared celular, que son altamente efectivos para mejorar la productividad de L-lisina cuando cada una de las proteinas
esta deficiente, se prepararon de la misma manera que en Ejemplo 6. La cepa preparada se designdé como
KCCM11016P::ANCgI2108/ANCgI2986. Se compard la productividad de L-lisina.

Para comparar la productividad de L-lisina de la cepa anterior, la cepa y una cepa de control se cultivaron de la misma
manera que en el Ejemplo 6. Al finalizar el cultivo, las concentraciones de L-lisina analizadas mediante uso de HPLC se
muestran en la Tabla 8 a continuacion. Los resultados en la Tabla 8 son los resultados de tres experimentos repetidos, y
la productividad se evalué basada en el valor promedio.
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[Tabla 8]
Lisina (g/L)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 | Promedio
KCCM11016P 43,4 43,1 43,2 43,2
KCCM11016P-ANCg12108/ ANCgl2986 52,6 52,4 52,7 52,6

Como resultado, como se muestra en la Tabla 8, la productividad de lisina de la cepa en donde los genes NCgl2108 y
NCgl2986 se inactivaron simultaneamente se aumenté al 21,6 %, en comparacion con la cepa parental KCCM11016P.

Este resultado sugiere que la productividad de L-lisina puede mejorarse incluso cuando no solo una proteina sino
también dos o mas proteinas que participan en la hidrélisis de la pared celular se inactivaron simultaneamente en un
microorganismo del género Corynebacterium.

A este respecto, la cepa anterior, KCCM11016P-ANCgI2986, se denominé CA01-2292. CA01-2292 se deposit6é en el
Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM), una institucién depositaria internacional, en virtud del Tratado de
Budapest, y después se designo el numero de acceso al deposito de KCCM11627P.

Basado en estos resultados, se confirm6é que las cepas productoras de L-lisina tenian el efecto de mejorar la
productividad de L-lisina al regular la lisis celular durante la fermentacion en la que las proteinas que participan en la
hidrélisis de la pared celular se inactivaron en comparacion con su actividad endégena. Adicionalmente, también se
confirmo que la productividad de L-lisina puede mejorarse cuando no solo una, sino también dos o mas proteinas que
participan en la hidrdlisis de la pared celular se inactivaron simultdneamente, lo que proporciona de esta manera la
nueva cepa que produce L-lisina.

<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> Un microorganismo que tiene una productividad de L-lisina mejorada y un método para producir L-lisina mediante
el uso del mismo

<130> OPA16081-PCT

<150> KR 10-2015-0095528
<151>2015-07-03

<160> 26

<170> Kopatentin 2.0
<210> 1

<211> 604

<212> PRT

<213> Corynebacterium
<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(604)

<223> NCgll480

<400> 1
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Lys

Ile

Asp

Thr

255

Ala

Cys

Phe

Ala

Gly

335

Met

val

Val

Thr

160

Leu

Arg

Arg

val

Leu

240

Ile

Ser

Asp

Gly

Tyr

320

Ser

Val

Leu

Ala

Gly
400
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ttgaccaggg
gcggtggege
teggegggeg
attaaccgeg
gatttgeatg
aaggatcoteog
tcacgtgcag
ggaaattetg
caggcagety
ttgecgecagg
cagaccgagyg
agtaccttgg
gcggataatc
cgecatecagg
gctgetgeac
gaagcccaag
acccaagetg
cagcgtgctg
gcggccaacg
gotgeggetg
ccaactgatg
ggtacgggtg
gattccacag
atttcecggceg
ggtgtgeagt
ggtggcgtag
accttgtatg
cagcacggca
ccgggagegt
aattegggtt

gtacgecotca

<210> 6
<211> 1050
<212> ADN

cgttgattge
agccacagaa
atggggaagt
tegagetgga
atgegeagge
atgattctea
cgtatcgeca
aagatgcget
ttgaagaget
cccgcategt
ctgcaattgc
ttgeccageg
tgcaaggtca
cggaagcgga
aggcagccgce
ccgegeaage
cacaagcage
cagaggctca
atgcccaage
ctctaattge
aagacgcgga
agtctggaga
gotectgacte
ategttecege
acgeatgggg
cggactctta
cgtttgeggy
ccaaggtgtce
ctcagcacgt
ctgtegtgaa

tttag

<213> Corynebacterium

gcttgecagta
tccggatgac
cgccegectg
aatgggtgct
aategeegag
agcgecagatco
aaacggaacc
agatcgtcag
tgategecte
tgctgagcecag
cgcaaacagc
tgatggggct
gegtgcectgag
agctcagget
tgaagctcaa
agctgagaca
gcaagetecag
agcagcagcg
tcaggcactg
ggcgagecag
teocgacegat
ttcccagage
ttcagattca
tcagattgag
tggeggtaac
cggcgattac
tgtgggaatt
gecttetgag
ggcaatttac

gatttctect

ES 2790382 T3

agcggagcett
gcagccattg
gcaggatett
ctgegtgaag
caggeoocgeoc
gaagcageec
tccaagggge
acttacctge
cgtacggaaa
cgtgaggcgy
gagcagctca
gagcgecaact
tacgaggaat
gctgeggagyg
gaagctgccc
gcacaagecce
gcagaagega
gaacaggcgc
cgtgaacagg
tccagecatg
attgeggaca
aactccagcg
gattoctecg
actgtgattg
gctaatggee
aacaaggttg
tcactteecte
atgcaacgtg
ctcggtgatg

gttegetgga

20

tgettagtte
cacaggcaga
tgtccagecac
aagtgaacaa
aagatgcact
aagagoegeet
tttcaggcat
gaaccagtge
acgccaacaa
aagccgtcga
atgtcttgac
tggcecatcge
tccagcagge
agaagcgteg
agcaagctca
aagccgcogea
atgategtge
aacgtgaggc
cgctcacege
ccactactea
tecaaggeece
acaacgattc
gcaacgatte
cgegegecat
caactetggyg
gcttecgactg
actacacggy
gcgatctgat
gtcagatgat

geggaatgac

catgactceg
ggaaaatgtt
tgacgcggaa
gtcocectegtyg
tgcagecaag
tgatgagatt
ctcgggeaat
ggaaaagcag
ggaateggtg
aaagcaagtc
taacaatcgc
tcegtgegeag
agagcaggct
tgcegatgag
ggcggcggag
agctgeggaa
cgecgegeaa
tgacgctcag
agcctccatc
aaatccttac
aacgcagcca
cacaggcaac
ttcagaggtt
gagccagttg
tatcegtgac
ctctggactg
ctaccagtac
cttctatggt
tgaggctccg

cgagagegty

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1280

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1815
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<220>
<221>gen
<222> (1)..(1050)
<223> NCgl2107

21

<400> 6
ttgaatgagg ttgatagggg atttttgaag atgtttggtc geccgttgggt gagegttgtg &0
gegtcatgtg ttatcgcaag cacgetgatt ctggtgectt cgecattccgg tgocggaggaa 120
gtcgatcaac tgattgctga tatcgagcecat gtctctcagg aaacgtctge ccagaatgag 180
gaagtcaaac agcttgagat tgatattgag getegtgagg tcacgatceaa ggaagtteag 240
gagcagtoegyg taagetaceg tgaggoggcet gatcaageat cggagaatgt cgaagettat 300
cgttoggaga tcaatcggat cgcetcaggceg aagtategtyg geacagtcac ggatcoctttg 360
agcattgegg tgteotgcaga agatccacaa aacgtgattg atcggatgag ctaccetttea 420
acgttgacta agtccactag tgatgtggtt gaatcccteca acgecggagac tgagaagtcc 480
gcagaagctyg tgtatcaage aaaccgtact aaggecggaag cggagttcca gttggggcag 540
ctgaaggtac gccaggegga gettgaatct gaaaaggaag cattggatgg tcgaaaateg €00
gagatccgag accgggtgga tgcoccetgacg ccacaggage gggaaatgtg ggttgetaag €60
aatggtccat tggacattga tctgactgat ttgettggte tttcecgetge gacttegggt 720
goggtggatg ctgecttgte taagttggga ageccttatg gttggggtgg cattggecca 780
aatgagtttg attgectcagg tttgatctat tgggegtate agecagatggg taagactttg 840
ccacgtacgt ctecaagctca gatggcectgge ggaacgececgg tgagcagaga tgagectgeag 800
cctggcgatg tcattggata ttacccaggt gctactcacg tgggactgta tattggggac 860
ggaaagattg tgcacgcctc agactacgga atccctgtge aggtggtatc tgttgattca 1020
gcaccgtttt atggtgegeg tegetactaa 1050

<210>7

<211> 630

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>

<221>gen

<222> (1)..(630)

<223> NCgI2108

<400> 7

gtgggtaagc accgtcgcaa caattcaaac gcaactcgca aggctgtage agcatctgca 60
gttgcgettyg gagcaaccge agctatcgec tccccagcac aggcagctga ggttgttgtt 120
cctggecaceg gaatcagegt tgacatcgeot ggcatcgaga ccactccagg tcttaacaac 180
gttccaggaa tcgatcagtg gatcccttce cttagcagecc aggcagctcc tactgcttac 240
gecageegtea ttgatgeace tgcagcacag geotgcaccetg cagcaagoac cggtcaggea 300
ategttgatyg cagegegeac caagattggt tccoccatacg gttggggtge taccggtect 360
aacgctttcg actgctccgg ccttacctca tgggcataca gccaggttgg caagtccatc 420
ccacgtacct cccaggctca ggctgcacag ggcacccctg ttgecttacte tgacctteag 480
gotggegaca tegttgegtt ctactocgge gotacccacyg ttggtatcta ctooggocac 540
ggcaccgtta tccacgcact gaacagcagce acccctetgt ctgagecacte cttggattac 600
atgccattee actcetgcagt tegtttetaa €30
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<210> 8

<211> 1245

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1245)
<223> NCgl2986

<400> 8

gtggatgaac
aaagtcctga
cgecteggtyg
ttccacgaag
caagctcgag
gaagcctoct
ggtgacgacg
gtggatggac
ggcatgcagg
ctgegeatea
ggcccacgte
ggtcagatcg
gccacccgee
cacatggatyg

ctcatgetga
ttctactteg

atccaaaaag
tgggatctge
aaccccegatg
ategttgteg

accttecaagt

tatatccatt
gagttggcga
tgattgaagg
aagagacgcect
gagtcgttec
acaccctggg
ttgtagaaat
attttggcga
tagacggcat
agggtggcte
ttgctggecaa
tgaaaggcce
tggaaggteg
atccoccageag

gcctgecactg
gttcggaaaa

agatcgttge
tgegecteac
acctggcagt
cegtcaageg

tctetgaget

<210>9

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador del kit

<400>9
acctacaaca aagctctcat caacc

gataattttg
tegecageceg
ctattcecagg
tttcgacgaa
ctecegggett
aacccgegtg
ccaatceccat
gctcacacac
ctgtggcecct
tgctcaaget
gegtgtggte
ctacggtgag
catgatcgca
cogtgatege

cgattcctac

cggcaccaac
ccgeacccca
gegeatgeec
tctgactgat
cotgtacete

gttgecaatca

25

ES 2790382 T3

aacatgaatg
cgegtggcag
gagatgtctg
gaactcagecc
attgacgacc
ctggectace
ctccaagagc
aaagctgtga
gacaccatcec
atcecgtgaac
attgatcctg
atctectgagg
acaggcatgg
gogtogateg

ccgaatgaaa

tceottgaceg
ctgaacaact
atggtggaag
ccacaaatge
cttgatgagg

gagcaggetg

22

atggaaggag
aagtgocgcac
caaagacaga
tcagecatcaa
ccaccctgeg
agcceoggeaa
tcggcttcta
tgaactacca
gtgcgectgte
gcgaacgcat
cgettggggg
aagaaatcct
aaacecattct
cgaatgeottt

aagctaacgg

gtgaaacgct
gtggcagcca
ttgtcacegg
gtgatcacat
aagcacagece

gctaa

cagggtgtct
tacgectcget
atcoccagaag
gtcattcocag
cgcaatcege
ccagettgtt
cgoccgacegt
actcaactac
ccgacttggt
gegeaatgea
cteoccaacaag
ctgggatttyg
gtecgegeeeg
cggegetgac

cgtggecage

cteeogegtac
tgcocegtace
ttacctcace
tgecgaagee

caagaccgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500
960

1020

1080

1140

1200

1245
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<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador del kit

<400> 10
ctaccctgtg gaacacctac atct 24

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl1480

<400> 11
ccggggatcce tctagaacct tgaaacttcc actc 34

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl1480

<400> 12
ctcctgacga actatttcaa atcccctatc aacctc 36

<210> 13

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl1480

<400> 13
caccgaggta aattgccatg caagcgcaat caacgc 36

<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl1480

<400> 14
gcaggtcgac tctagaaacc acacattatc gatc 34

<210> 15
<211>35

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 15
ccggggatcc tctagagcac agggcacccc tgttg 35

<210> 16

23
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<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 16
ctcctgacga actatttcaa atcccctatc aacctc

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 17
gaggttgata ggggatttga aatagttcgt caggag

<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 18
gcaggtcgac tctagaaacc acacattatc gatc

<210> 19

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2108

<400> 19
ccggggatcce tctagagaac ccttagtagt tggg

<210> 20

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2108

<400> 20
gtaatccaag gagtgctcac ccactgatga aactcc

<210> 21

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2108

<400> 21
ggagtttcat cagtgggtga gcactccttg gattac

<210> 22

ES 2790382 T3

36

36

34

34

36

36

24
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2108

<400> 22
gcaggtcgac tctagacgag cctcaatatc aatc

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2986

<400> 23
ccggggatcc tctagattag gagaaaccat gagc

<210> 24

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2986

<400> 24
atcagtcaga actgccagga ctgcagtaag aatacc

<210> 25

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2986

<400> 25
ggtattctta ctgcagtcct ggcagttctg actgat

<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2986

<400> 26
gcaggtcgac tctagagttg aggcegtttgg atac

ES 2790382 T3

34

34

36

34

36

25
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una mayor productividad de L-lisina en comparacion
con un microorganismo sin modificar, el cual se modifica de manera que la actividad de una proteina que
participa en la hidrdlisis de la pared celular se inactiva en comparacion con la actividad endégena de esta.

El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la proteina que participa en la hidrdlisis de la
pared celular es al menos una proteina seleccionada del grupo que consiste en proteinas que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a 4.

El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el microorganismo del género Corynebacterium
es Corynebacterium glutamicum.

Un método para preparar L-lisina, que comprende:
(i) cultivar el microorganismo del género Corynebacterium de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
en un medio; y
(ii) recuperar la L-lisina del medio de cultivo o del microorganismo.

26
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