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DESCRIPCIÓN

Microorganismo que produce L-lisina y método para producir L-lisina usando el mismo

[Campo técnico]5

La presente divulgación se refiere a un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una productividad de L-
lisina aumentada en comparación con un microorganismo sin modificar, que se modifica de manera tal que la actividad 
de una proteína que participa en la hidrólisis de la pared celular se inactiva en comparación con la actividad endógena 
de esta y un método para producir L-lisina mediante el uso del mismo.10

[Antecedentes de la técnica]

Los L-aminoácidos, 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 fermentación mediante el uso de una 15
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 tecnología de fermentación de estas. Sin embargo, la 
investigación sobre el control de la lisis celular, que puede causar una disminución de la productividad en las etapas 
tardías de la fermentación, es aún insuficiente.

20
Mientras tanto, las hidrolasas de la pared celular se conocen como enzimas que degradan las paredes celulares 
bacterianas, y están presentes en todos los microorganismos que tienen peptidoglicano (Rice KC y Bayles KW. 
Microbiol Mol Biol Rev.2008. 72:85-109). Aunque la investigación sobre tales hidrolasas de la pared celular se llevó a 
cabo en varias bacterias, su mecanismo de control preciso aún se desconoce.

25
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). Específicamente, 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 descomposición de la pared celular. Cuando las células se 
disuelven por la acción continua de tal hidrolasa de la pared celular, la hidrolasa de la pared celular presente en el 30
citoplasma se expone al exterior de las células. Se informó 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, aún se desconoce una correlación entre la lisis celular generada durante el proceso de cultivo 
por fermentación y la producción de aminoácidos.

35
Tsuge y otros (J. Bacteriology 2008, 190: 8204-8214) divulgan mutantes de supuestas hidrolasas de la pared celular que 
causan un defecto en la separación celular, un proceso que se inicia por la hidrólisis del peptidoglicano por las 
hidrolasas de la pared celular.

Xu J y otros (Amino Acids 2014, 46:2165-2175) describen que la producción de L-lisina puede mejorarse en 40
Corynebacterium glutamicum al aumentar el flujo en la vía biosintética de la L-lisina.

El documento núm. WO2012/008810 divulga un aumento en la producción de L-lisina en Corynebacterium glutamicum
al debilitar la actividad de la gluconato quinasa (GntK).

45
[Divulgación]

[Problema técnico]

Los presentes inventores realizaron esfuerzos para buscar continuamente una característica eficaz capaz de aumentar 50
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 aumentó cuando 
un gen que codifica una proteína que participa en la hidrólisis de la pared celular estaba deficiente, y que el aumento en 
la productividad de lisina se afectó cuando un gen adicional que codifica una proteína que tiene una función similar 
estaba deficiente, lo que completa de esta manera la presente divulgación.55

[Solución técnica]

Un objeto de la presente divulgación es proporcionar un microorganismo del género Corynebacterium que tenga una 
productividad de L-lisina aumentada.60

Otro objeto de la presente divulgación 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 divulgación es un microorganismo del género Corynebacterium, que se 
modifica de manera tal que la actividad de una proteína que participa en la hidrólisis de la pared celular se reduce o 
inactiva en comparación con la actividad endógena de esta. Es decir, el microorganismo de acuerdo con la presente 5
divulgación es una nueva cepa que conduce a un aumento de la productividad en una etapa tardía de la fermentación, y 
así 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, etc.10

[Mejor modo]

Para lograr los propósitos anteriores, un aspecto de la presente divulgación proporciona un microorganismo del género 
Corynebacterium que tiene una productividad de L-lisina aumentada en comparación con un microorganismo sin 15
modificar, que se modifica de manera tal que la actividad de una proteína que participa en la hidrólisis de la pared 
celular se inactiva en comparación con la actividad endógena de esta.

Como se usa en la presente descripción, el término “proteína que participa en la hidrólisis de la pared celular” se refiere 
a una proteína relevante capaz de hidrolizar una pared celular en un microorganismo del género Corynebacterium. La 20
proteína que participa en la hidrólisis 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 describió anteriormente, siempre que una proteína tenga una actividad de una proteína relevante capaz de 
hidrolizar una pared celular en el microorganismo, las secuencias del gen y la proteína pueden obtenerse de una base 25
de datos conocida. En adición, Genbank de NCBI, etc. 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 proteína codificada por el gen NCgl1480, una proteína codificada 
por el gen NCgl2107, o una proteína codificada por el gen NCgl2108 derivada de un microorganismo del género 30
Corynebacterium, específicamente de Corynebacterium glutamicum, pero no se limita a estas. Como ejemplo específico, 
la hidrolasa asociada a la pared celular puede tener los aminoácidos de las SEQ ID NO: 1, 2, o 3, pero puede incluir la 
secuencia de proteína que tiene la actividad anterior sin limitación. En adición, cualquier secuencia de nucleótidos 
puede incluirse en estas sin limitación siempre que sea una secuencia de nucleótidos que codifique una proteína que 
tenga la actividad de la hidrolasa asociada a la pared celular. Como ejemplo específico, esta puede ser una proteína 35
codificada por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5, 6, o 7, pero no se limita a estas.

La N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa puede ser una proteína codificada por el gen NCgl2986 derivada de un 
microorganismo del género Corynebacterium, específicamente de Corynebacterium glutamicum. Específicamente, la N-
acetil-muramoil-L-alanina amidasa puede tener la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4, pero cualquier 40
secuencia de aminoácidos de la proteína que tenga la actividad anterior puede incluirse sin limitación. En adición, 
cualquier secuencia de nucleótidos puede incluirse sin limitación siempre que la secuencia de nucleótidos codifique una 
proteína que tenga la actividad de la N-acetil-muramoil-L-alanina amidasa. Por ejemplo, puede ser una proteína 
codificada por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 8, pero no se limita a esta.

45
Cada una de las proteínas descritas anteriormente puede incluir sin limitación, en adición a las secuencias de 
aminoácidos representadas por las SEQ ID NO, cualquier secuencia de aminoácidos que tenga una homología con las 
secuencias de aminoácidos enumeradas anteriormente de 80 % o más, preferentemente, 90 % o más, con mayor 
preferencia 95 % o más, e incluso con mayor preferencia 97 % o más, siempre que las secuencias de aminoácidos 
codifiquen proteínas que tengan un efecto sustancialmente igual o correspondiente a cada una de las proteínas. 50
Adicionalmente, es obvio que cualquier proteína modificada que tenga la homología descrita anteriormente puede 
pertenecer al alcance de la presente divulgación, aunque la proteína puede tener una secuencia de aminoácidos con 
una modificación, sustitución, adición, o deleción parcial en esta.

Adicionalmente, los genes que codifican cada una de las proteínas de la presente divulgación también pueden incluir sin 55
limitación, en adición a las secuencias de nucleótidos descritas por las SEQ ID NO, cualquier secuencia de genes que 
codifique las proteínas que tenga homología con cada una de las secuencias de nucleótidos enumeradas anteriormente 
de 80 % o más, preferentemente, 90 % o más, con mayor preferencia 95 % o más, incluso con mayor preferencia 98 % 
o más, y con la máxima preferencia 99 % o más, siempre que las secuencias de genes codifiquen una proteína que 
tenga un efecto sustancialmente igual o correspondiente a cada una de las proteínas. Adicionalmente, es obvio que 60
cualquier secuencia de nucleótidos que tenga las homologías anteriores puede pertenecer al alcance de la presente 
divulgación, aunque la secuencia puede tener una modificación, sustitución, adición, o deleción parcial en esta.

Como se usa en la presente descripción, “homología” se refiere a la similitud en secuencias de nucleótidos o secuencias 
de aminoácidos de genes que codifican una proteína. Cuando la homología es suficientemente alta, los productos del 65
gen correspondiente pueden ser iguales o tener una actividad similar. Es decir, se refiere a un porcentaje de identidad 

E16821565
05-05-2020ES 2 790 382 T3

 



4

entre dos restos polinucleotídicos o polipeptídicos. La correspondencia de secuencia de un resto con respecto a otro 
puede determinarse mediante una técnica conocida en la técnica. Por ejemplo, la homología puede determinarse 
mediante el alineamiento de la información de secuencia de dos moléculas de polinucleótidos o dos moléculas de 
polipéptidos directamente mediante el uso de un programa de ordenador que esté fácilmente disponible y que sea 
capaz de alinear la información de secuencia. El programa de ordenador puede ser BLAST (NCBI), CLC Main 5
Workbench (CLC bio), MegAlignTM (DNASTAR Inc), etc. En adición, la homología puede determinarse mediante la 
hibridación de los polinucleótidos bajo la condición de formar una doble cadena estable en las regiones homólogas y 
después hidrolizar enzimáticamente la cadena hibridada por una nucleasa específica de cadena simple para determinar 
el tamaño de un fragmento hidrolizado enzimáticamente.

10
Como se usa en la presente descripción, el término “actividad endógena” se refiere a una actividad proteica en el estado 
anterior a una modificación de un microorganismo o en su estado nativo.

Como se usa en la presente descripción, el término “actividad de una enzima modificada para inactivarse en 
comparación con su actividad endógena” se refiere a una actividad donde un gen que codifica una enzima no se 15
expresa en absoluto en comparación con una cepa de tipo salvaje o una cepa antes de una modificación, o se refiere a 
una reducción o eliminación de una actividad incluso cuando se expresa el gen.

La “inactivación de una actividad en comparación con su actividad endógena” se refiere a una reducción o eliminación 
de la actividad cuando se compara con la que posee en su estado natural o el estado antes de una modificación. La 20
reducción es un concepto que se refiere a un caso en el que la actividad de una enzima se reduce en comparación con 
la que originalmente poseía el microorganismo debido a una modificación en el gen que codifica la enzima, un caso en 
el que el nivel de expresión global de la enzima es inferior al de la cepa de tipo natural del microorganismo o la cepa 
antes de una modificación, o una combinación de estas.

25
La “eliminación de una actividad” se refiere a un caso cuando un gen que codifica una enzima no se expresa en 
absoluto en comparación con el de la cepa de tipo natural o la cepa antes de una modificación, y/o se refiere a un caso 
cuando el gen se expresa pero no exhibe actividad.

El método de modificación para inactivar la actividad enzimática puede lograrse mediante la aplicación de varios 30
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 enzimática pueda reducirse, 
lo que incluye el caso en que se elimina la actividad enzimática; un método para introducir una modificación en la 
secuencia reguladora de la expresión del gen que codifica la enzima en el cromosoma; un método para reemplazar la 
secuencia reguladora de la expresión del gen que codifica la enzima con una secuencia que tiene una actividad débil o 35
ninguna actividad; un método para eliminar una parte o el gen completo que codifica la enzima en el cromosoma; un 
método para introducir un oligonucleótido antisentido (por ejemplo, ARN antisentido), que inhibe la traducción del ARNm 
a una enzima a través de una unión complementaria al transcripto del gen en el cromosoma; un método para hacer 
imposible la unión del ribosoma mediante la formación de una estructura secundaria mediante la adición artificialmente 
de una secuencia de Shine-Dalgarno (SD) y su secuencia complementaria en el extremo frontal de la secuencia SD del 40
gen que codifica la enzima; un método de ingeniería de transcripción 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, etc., e incluye también una combinación de estos, pero no se limita a estos.

Específicamente, el método para eliminar una parte o el gen completo que codifica una enzima puede realizarse 45
mediante el reemplazamiento del polinucleótido, que codifica la proteína objetivo endógena dentro del cromosoma 
mediante un vector para insertar al cromosoma en un microorganismo, un polinucleótido o un marcador donde se 
elimina parte de la secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo, puede usarse un método de deleción de genes mediante 
recombinación homóloga.

50
Como se usa en la presente descripción, el término “parte”, aunque puede variar en dependencia de los tipos de 
polinucleótidos, puede referirse específicamente a de 1 nucleótido a 300 nucleótidos, más específicamente de 1 
nucleótido a 100 nucleótidos, e incluso más específicamente de 1 nucleótido a 50 nucleótidos, pero se limita a estos.

Como se usa en la presente descripción, el término “recombinación homóloga” se refiere a la recombinación genética 55
que se produce mediante entrecruzamiento en un locus de una cadena de un gen que tiene una homología mutua.

De acuerdo con una modalidad ejemplar de la presente divulgación, las proteínas se inactivaron mediante 
recombinación homóloga.

60
Específicamente, el método de modificación de una secuencia reguladora de la expresión puede llevarse a cabo 
mediante la inducción de una modificación en la secuencia reguladora de la expresión mediante deleción, inserción, 
sustitución no conservadora o conservadora de una secuencia de ácido nucleico de la secuencia reguladora de la 
expresión, o una combinación de estas; o puede llevarse a cabo mediante el reemplazamiento de la secuencia con un 
promotor más débil. La secuencia reguladora de la expresión incluye un promotor, una secuencia de operador, una 65
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secuencia que codifica un sitio de unión a ribosomas, y una secuencia para regular la terminación de la transcripción y 
la traducción.
Adicionalmente, el método de modificación de una secuencia génica en el cromosoma puede llevarse a cabo mediante 
la inducción de una modificación en la secuencia mediante deleción, inserción, sustitución no conservadora o 
conservadora de la secuencia génica, o una combinación de estas para reducir aún más la actividad enzimática; o 5
mediante el reemplazamiento de la secuencia con una secuencia génica mejorada para tener una actividad más débil 
adicional o con una secuencia génica mejorada para no tener actividad.

Como se usa en la presente descripción, el término “microorganismo que produce L-lisina” se refiere a una cepa de 
microorganismo capaz de producir L-lisina mediante fermentación. Por ejemplo, incluye una cepa capaz de aumentar la 10
productividad de L-lisina mediante la modificación de la secuencia mediante la manipulación de la presente divulgación 
tal que una actividad de una proteína que participa en la hidrólisis de la pared celular se inactiva en comparación con su 
actividad endógena; y mediante la regulación de la lisis celular para la producción de lisina, que ocurre durante la 
fermentación, pero no se limita a estas.

15
En la presente divulgación, 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 proteína que participa en la 
hidrólisis de la pared celular se inactiva en comparación con su actividad endógena. 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 20
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 comparación con un 
microorganismo que no se modifica de manera tal que una actividad de una proteína que participa en la hidrólisis de la 
pared celular se inactiva en comparación con su actividad endógena.

25
Otro aspecto de la presente divulgación 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 proteína que 
participa en la hidrólisis de la pared celular se inactiva en comparación con su actividad endógena; y (ii) recuperar la L-
lisina del medio de cultivo o del microorganismo.

30
El microorganismo del género Corynebacterium, en el que aumenta la productividad de L-lisina, es como se describió 
anteriormente.

Como se usa en la presente descripción, el término “cultivo” se refiere al cultivo de un microorganismo en condiciones 
ambientales controladas artificialmente. En la presente divulgación, el método de cultivar L-lisina mediante el uso del 35
microorganismo del género Corynebacterium puede realizarse mediante el uso de un método ampliamente conocido en 
la técnica. Específicamente, 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 específica de una manera apropiada (por 40
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 divulgación pueden incluir azúcares y carbohidratos 
tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidón, y celulosa; aceites y grasas tales como aceite de soja, 
aceite de girasol, aceite de ricino, y aceite de coco; ácidos grasos tales como ácido palmítico, ácido esteárico, y ácido 
linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y ácidos orgánicos tales como ácido glucónico, ácido acético, y ácido 45
pirúvico, pero estas no se limitan a estas. Estas sustancias pueden usarse solas o en una mezcla. Las fuentes de 
nitrógeno que pueden usarse en la presente divulgación pueden incluir peptona, extracto de levadura, extracto de carne, 
extracto de malta, licor macerado de maíz, torta de soja desgrasada, y urea o compuestos inorgánicos, 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 nitrógeno también pueden usarse solas o en una mezcla. Las fuentes de fósforo que 50
pueden usarse en la presente divulgación pueden incluir dihidrógeno fosfato de potasio o hidrógeno fosfato de dipotasio, 
o las sales correspondientes que contienen sodio, pero no se limitan a estas. En adición, el medio de cultivo puede 
contener una sal metálica tal como sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que se requiere para el crecimiento. Por 
último, en adición a las sustancias descritas anteriormente, pueden usarse factores de crecimiento esenciales tales 
como aminoácidos y vitaminas. Adicionalmente, pueden usarse precursores adecuados en el medio de cultivo. Estas 55
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, pág. 138-176).

Los compuestos básicos tales como el hidróxido de sodio, el hidróxido de potasio, o el amoníaco, o los compuestos 60
acídicos tales como el ácido fosfórico o el ácido sulfúrico pueden adicionarse al medio de cultivo de manera adecuada 
para ajustar el pH del medio de cultivo. En adición, puede usarse un agente antiespumante tal como el éster poliglicólico 
de ácidos grasos para suprimir la formación de burbujas. Para mantener el medio de cultivo en un estado aeróbico, 
puede inyectarse oxígeno o gas que contenga oxígeno (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 65
en dependencia de las condiciones. El cultivo puede continuar hasta que se produzca la cantidad máxima de un L-
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aminoácido 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 divulgación para producir L-lisina puede incluir una etapa de recuperación de lisina del 
microorganismo o del medio. Pueden usarse métodos conocidos en la técnica, tales como centrifugación, filtración, 5
cromatografía de intercambio aniónico, cristalización, HPLC, etc., para el método de recuperación de L-lisina del 
microorganismo o el cultivo, pero el método no se limita a estos.

La etapa de recuperación puede incluir un proceso de purificación.
10

[Modo para la invención]

A continuación, la presente divulgación se describirá en detalle con modalidades ejemplares acompañantes. Sin 
embargo, las modalidades ejemplares divulgadas en la presente descripción son solo para fines ilustrativos y no deben 
interpretarse como limitantes del alcance de la presente divulgación.15

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

Para obtener genes que aumenten la productividad de lisina, se preparó una biblioteca de vectores mediante el 
siguiente método. El plásmido obtenido mediante el uso del kit EZ-Tn5™<R6Kγori/KAN-2>Tnp Transposome™ 20
(Epicentre) se transformó mediante el uso de la cepa KCCM11016P (el microorganismo se designó como KFCC10881 y 
se volvió a depositar en la institución depositaria internacional en virtud del Tratado de Budapest, y después se designó 
el número de acceso al depósito de KCCM11016P; patente coreana núm. 10-0159812) como una cepa original, y 
después se extendió en una placa de medio complejo que contenía kanamicina (25 mg/L) para obtener 
aproximadamente 20 000 colonias.25

<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 infusión 
cerebro corazón, 2,5 g de NaCl, 2 g de urea, 91 g de sorbitol, 20 g de agar (basado en 1 L de agua destilada)30

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 inoculó en un medio de selección (300 μL), 
y se cultivó en placas de 96 pocillos profundos a 32 °C a 1000 rpm durante aproximadamente 24 horas. Se usó un 35
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 μl) y la solución de reacción de ninhidrina (190 μl) se hicieron 
reaccionar a 65 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se midió la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm 
mediante el uso de un espectrofotómetro, y se seleccionaron aproximadamente 60 tipos de colonias como cepas 40
modificadas que mostraban una alta absorbancia en comparación con el control, KCCM11016P. Otras colonias 
mostraron una absorbancia similar o disminuida en comparación con la del control, la cepa KCCM11016P.

Se cultivaron 60 tipos de las cepas seleccionadas de la misma manera que antes, y la reacción de ninhidrina se realizó 
repetidamente. Como resultado, se seleccionaron las 10 mejores cepas que tenían una productividad mejorada de L-45
lisina en comparación con la cepa KCCM11016P.

<Medio de selección (pH 8,0)>

10 g de glucosa, 5,5 g de sulfato de amonio, 1,2 g de MgSO4 7H2O, 0,8 g de KH2PO4, 16,4 g de K2HPO4, 100 μg de 50
biotina, 1000 μg de tiamina HCl, 2000 μg de pantotenato de calcio, 2000 μg de nicotinamida (basado en 1 L de agua 
destilada)

Ejemplo 3: Análisis de la productividad de L-lisina de cepas mutantes aleatorias seleccionadas
55

Para seleccionar finalmente las cepas que tienen una mayor productividad de L-lisina, se llevó a cabo una prueba de 
reproducibilidad en un matraz mediante el uso del medio de a continuación 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 contenía el 
medio de siembra de a continuación (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 producción tienen las siguientes composiciones. Al finalizar el cultivo, las 60
concentraciones de L-lisina en la solución 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 continuación.

<Medio de siembra (pH 7,0)>
65

E16821565
05-05-2020ES 2 790 382 T3

 



7

20 g de glucosa, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH2PO4, 8 g de K2HPO4, 0,5 g de 
MgSO4∙7H2O, 100 μg de biotina, 1000 μg de tiamina HCl, 2000 μg de pantotenato de calcio, 2000 μg de nicotinamida 
(en base a 1 L de agua destilada)

<Medio de producción (pH 7,0)>5

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2SO4, 2,5 g de proteína de soya, 5 g de sólido macerado de maíz, 3 g de urea, 1 g de 
KH2PO4, 0,5 g de MgSO4∙7H2O, 100 μg de biotina, 1000 μg de tiamina HCl, 2000 μg de pantotenato de calcio, 3000 μg 
de nicotinamida, 30 g de CaCO3 (basado en 1 L de agua destilada)

10

15

20

25

30

35

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

Ejemplo 4: Confirmación de genes que participan en la productividad de L-lisina en las cepas finalmente 40
seleccionadas y selección de genes candidatos adicionales

En este ejemplo, se intentó la identificación de genes que son deficientes debido a la inserción aleatoria de un 
transposón a partir de las cepas finalmente seleccionadas en el Ejemplo 3. Los ADN genómicos de KCCM11016P/mt-1 
y KCCM11016P/mt-8 se extrajeron y después se hidrolizaron enzimáticamente. Posteriormente, los resultantes se 45
ligaron, se transformaron en E. coli DH5a, y después se sembraron en placas en un medio LB sólido que contenía 
kanamicina (25 mg/L). Después de seleccionar 20 tipos de colonias transformadas, se obtuvieron plásmidos que 
contenían partes de los genes desconocidos, y las secuencias de nucleótidos se analizaron mediante el uso de las 
secuencias de SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 en el kit EZ-Tn5™ <R6Kγori/KAN- Kit 2> Tnp Transposome™ (Tabla 2). 
Como resultado, se confirmó que cada uno de los genes NCgl2108 y NCgl2986 se inactivó en las cepas mutantes.50

55

Los genes NCgl2108 y NCgl2986 identificados como deficientes en las cepas mutantes seleccionadas en el Ejemplo 3 60
estaban presentes endógenamente en Corynebacterium, y por lo tanto identificados como proteínas que participan en la 
hidrólisis de la pared celular.

En base a los resultados de la selección de 2 tipos de proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular en 
cepas mutantes aleatorias mediante el uso de transposones, se consideró que la deficiencia en los genes que participan 65
en la hidrólisis de la pared celular sería efectiva para aumentar la productividad de L-lisina. En consecuencia, se realizó 

[Tabla 1] Concentración 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 45,3 45,1

5 KCCM11016P/mt-5 44,3 44,1 44,0 44,1

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 47,1 47,1

9 KCCM11016P/mt-9 44,1 44,4 44,2 44,2

10 KCCM11016P/mt-10 43,1 43,7 43,2 43,3

[Tabla 2]

Secuencia SEQ ID NO

Cebador del kit ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC 9

Cebador del kit CTACCCTGTGGAACACCTACATCT 10
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una búsqueda en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) de genes que participan en la hidrólisis de la 
pared celular que no sean los genes NCgl2108 y NCgl2986.

Como resultado de la búsqueda, los genes NCgl1480 y NCgl2107, que están presentes endógenamente en 
Corynebacterium, se seleccionaron adicionalmente como proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular. 5
Por consiguiente, para confirmar si la eliminación de los genes NCgl1480 y NCgl2107 afecta la productividad de L-lisina, 
estos genes se seleccionaron como genes candidatos a deleción adicionales.

Ejemplo 5: Producción de plásmidos recombinantes para la inactivación de los genes NCgl1480, NCgl2107, 
NCgl2108, y NCgl298610

En este ejemplo, para confirmar si la inactivación de los genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 afectaría la 
producción de L-lisina, se produjeron los plásmidos recombinantes para la deleción 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.15

Basado en las secuencias de nucleótidos informadas en el U.S. National Institutes of Health GenBank (NIH Genbank), 
se obtuvieron las secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, y 4 de NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y 
NCgl2986, así como de las secuencias de nucleótidos 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 20
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 continuación.

25
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[Tabla 3]

Cebador Secuencia SEQ ID NO

Cebador para 
NCgl1480

11

Cebador para 
NCgl1480

12

Cebador para 
NCgl1480

13

Cebador para 
NCgl1480

14

Cebador para 
NCgl2107

15

Cebador para 
NCgl2107

16

Cebador para 
NCgl2107

17

Cebador para 
NCgl2107

18
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La PCR se realizó mediante el uso del ADN genómico de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 como molde junto 
con pares de secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 11 y 12, 13 y 14, 15 y 16, 17 y 18, 19 y 20, 21 y 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 realizó en las siguientes condiciones: 30 ciclos, cada uno consistente en desnaturalización a 40
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 45
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 
plásmido pDZ (patente coreana núm. 10-0924065) mediante el uso de un kit Infusion Cloning (Invitrogen), se 50
transformaron en E. coli DH5α, y después se sembraron en un medio LB sólido que contenía kanamicina (25 mg/L). 
Después de seleccionar colonias transformadas con los plásmidos en los que se insertan los genes deseados a través 
de la PCR, los plásmidos se obtuvieron mediante el uso de un método de extracción de plásmidos conocido 
convencionalmente en la técnica. Los plásmidos que se obtuvieron así se designaron como pDZ-ΔNCgl1480, pDZ-
ΔNCgl2107, pDZ-ΔNCgl2108, y pDZ-ΔNCgl2986, respectivamente. En pDZ-ΔNCgl1480, se eliminó un fragmento génico 55
de 1672 pb del gen NCgl1480; en pDZ-ΔNCgl2107, se eliminó un fragmento génico de 1026 pb del gen NCgl2107; en 
pDZ-ΔNCgl2108, se eliminó un fragmento génico de 576 pb del gen NCgl2108; y en pDZ-ΔNCgl2986, se eliminó un 
fragmento génico de 1092 pb del gen NCgl2986.

Ejemplo 6: Producción y evaluación de la cepa con el gen inactivado de la proteína asociada a la hidrólisis de la 60
pared celular derivada de la cepa productora de lisina KCCM11016P

Basado en KCCM11016P, la cepa productora de L-lisina representativa del género Corynebacterium, se preparó la cepa 
con el gen inactivado de la proteína asociada a la hidrólisis de la pared celular seleccionada de lo anterior y se intentó 
evaluar su productividad de lisina.65

Cebador para 
NCgl2108

19

Cebador para 
NCgl2108

20

Cebador para 
NCgl2108

21

Cebador para 
NCgl2108

22

Cebador para 
NCgl2986

23

Cebador para 
NCgl2986

24

Cebador para 
NCgl2986

25

Cebador para 
NCgl2986

26
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Cada uno de los 4 plásmidos recombinantes (pDZ-ΔNCgl1480, pDZ-ΔNCgl2107, pDZ-ΔNCgl2108, y pDZ-ΔNCgl2986) 
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 inactivó el gen objetivo mediante recombinación homóloga se 
prepararon mediante un método de PCR. Las cepas inactivadas preparadas se denominaron 
KCCM11016P::ΔNCgl1480, KCCM11016P::ΔNCgl2107, KCCM11016P::ΔNCgl2108, y KCCM11016P::ΔNCgl2986, 5
respectivamente.

Se inoculó cada una de las 4 cepas y una cepa de control en un matraz con deflector de esquina (25 mL) que contenía 
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 inoculó en un matraz con deflector de esquina (1 mL) que contenía 24 10
mL del siguiente medio de producción, y se cultivó mientras se agitaba a 37 °C y 200 rpm durante 96 horas. La 
composición de cada uno de los medios de siembra y el medio de producción es la siguiente.

<Medio de siembra (pH 7,0)>
15

20 g de glucosa, 10 g de (NH4)2SO4, 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH2PO4, 8 g 
de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4∙H2O, 100 μg de biotina, 1000 μg de tiamina HCl, 2000 μg de pantotenato de calcio, 2000 
μg de nicotinamida (basado en 1 L de agua destilada)

<Medio de producción (pH 7,0)>20

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2SO4, 2,5 g de proteína de soja, 5 g de sólido de maíz, 3 g de urea, 1 g de KH2PO4, 0,5 
g de MgSO4∙H2O, 100 μg de biotina, 1000 μg de tiamina HCl, 2000 μg de pantotenato de calcio, 3000 μg de 
nicotinamida, 30 g de CaCO3 (basado en 1 L de agua destilada)

25
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 continuación. Los resultados en la Tabla 4 son los resultados de tres experimentos repetidos, y 
la productividad se evaluó basada en el valor promedio.

30

35

40

45

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 inactivó aumentó a 3,2 %, 5,4 %, 13 %, y 15 %, 
respectivamente, en comparación a la de la cepa parental KCCM11016P.

50
Estos resultados sugieren que la productividad de L-lisina puede mejorarse mediante la inactivación de las proteínas 
que participan en la hidrólisis de la pared celular, lo que puede causar la fusión celular en un microorganismo del género 
Corynebacterium.

En consecuencia, los experimentos se realizaron como se indica a continuación para determinar si pueden exhibirse o 55
no efectos similares en un caso donde las proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular se inactivan en 
varios microorganismos del género Corynebacterium.

Ejemplo 7: Producción y evaluación de cepas con proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular 
inactivadas derivadas de la cepa KCCM10770P productora de L-lisina60

Para examinar si los efectos de la inactivación de las proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular en la cepa 
productora de L-lisina Corynebacterium glutamicum KCCM10770P (patente coreana núm. 10-0924065) que tiene una 
vía biosintética de lisina mejorada son similares a los resultados experimentales del Ejemplo 6, las cepas en las que 
cada una de las 4 proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular se inactivó se prepararon de la misma 65
manera que se describe en el Ejemplo 6. Las cepas preparadas se denominaron KCCM10770P::ΔNCgl1480, 

[Tabla 4]

Lisina (g/L)

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio

KCCM11016P 42,7 42,6 43,0 42,8

KCCM11016P-ΔNCgl1480 44,3 44,1 44,0 44,1

KCCM11016P-ΔNCgl2107 45,1 44,9 45,2 45,1

KCCM11016P-ΔNCgl2108 48,1 48,3 48,0 48,1

KCCM11016P-ΔNCgl2986 49,3 49,1 49,2 49,2
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KCM10770P::ΔNCgl2107, KCCM10770P::ΔNCgl2108, y KCM10770P::ΔNCgl2986. La productividad de L-lisina se 
comparó 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 5
HPLC se muestran en la Tabla 5 a continuación. Los resultados en la Tabla 5 son los resultados de tres experimentos 
repetidos, y la productividad se evaluó basada en el valor promedio.

10

15

20

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 inactivó aumentó a 2,2 %, 4,3 %, 12,1 %, y 14,2 %, 25
respectivamente, en comparación a la de la cepa parental KCCM10770P.

En consecuencia, se encontró que en Corynebacterium glutamicum KCCM10770P (patente coreana núm. 10-0924065), 
la productividad de L-lisina también puede mejorarse mediante la inactivación de las proteínas que participan en la 
hidrólisis de la pared celular de la misma manera que en el Ejemplo 6.30

Ejemplo 8: Producción y evaluación de cepas con proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular 
inactivadas derivadas de la cepa productora de L-lisina KCCM11347P

Para examinar los efectos de la inactivación de las proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular en la cepa 35
productora de lisina Corynebacterium glutamicum KCCM11347P (el microorganismo se designó como KFCC10750 y se 
volvió a depositar en la institución depositaria internacional en virtud del Tratado de Budapest, y después se designó el 
número de acceso al depósito de KCCM11347P; patente coreana núm. 10-0073610) preparada por modificación 
artificial, las cepas en las que cada una de las 4 proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular se 
inactivaron se prepararon de la misma manera que se describe en el Ejemplo 6. Las cepas preparadas se denominaron 40
KCCM11347P::ΔNCgl1480, KCCM11347P:ΔNCgl2107, KCCM11347P::ΔNCgl2108, y KCCM11347P: ΔNCgl2986. La 
productividad de L-lisina se comparó 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 45
HPLC, y se muestran en la Tabla 6 a continuación. Los resultados en la Tabla 6 son los resultados de tres experimentos 
repetidos, y la productividad se evaluó basada en el valor promedio.

50

55

60

[Tabla 5]

Lisina (g/L)

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio

KCCM10770P 46,0 46,3 46,1 46,1

KCCM10770P-ΔNCgl1480 47,3 47,1 47,0 47,1

KCCM10770P-ΔNCgl2107 48,0 48,2 48,1 48,1

KCCM10770P-ΔNCgl2108 51,7 51,9 51,6 51,7

KCCM10770P-ΔNCgl2986 53,1 52,9 52,1 52,7

[Tabla 6]

Lisina (g/L)

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio

KCCM11347P 38,2 38,6 38,3 38,4

KCCM11347P-ΔNCgl1480 39,0 39,4 39,1 39,2

KCCM11347P-ΔNCgl2107 39,1 39,5 39,3 39,3

KCCM11347P-ΔNCgl2108 39,8 40,2 39,9 42,9

KCCM11347P-ΔNCgl2986 39,9 40,3 40,1 43,9
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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 inactivó aumentó a 2 %, 2,4 %, 11,7 %, y 14,4 %, 
respectivamente, en comparación a la de la cepa parental KCCM11347P.

Por consiguiente, se descubrió que en Corynebacterium glutamicum KCCM11347P (patente coreana núm. 10-0073610), 5
la productividad de L-lisina también puede mejorarse mediante la inactivación de las proteínas que participan en la 
hidrólisis de la pared celular de la misma manera que en los Ejemplos 6 y 7.

Ejemplo 9: Producción y evaluación de cepas con proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular 
inactivadas derivadas de la cepa productora de L-lisina CJ3P10

Para examinar si los efectos de la inactivación de las proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular en 
Corynebacterium glutamicum CJ3P (Binder y otros Genome Biology 2012, 13:R40), que produce L-lisina mediante la 
introducción de 3 tipos de modificaciones [pyc(P458S), hom(V59A), y lysC(T311l)] 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 15
cada una de las 4 proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular se prepararon de la misma manera que se 
describe en el Ejemplo 6. Las cepas preparadas se denominaron CJ3P::ΔNCgl1480, CJ3P::ΔNCgl2107, 
CJ3P::ΔNCgl2108, y CJ3P::ΔNCgl2986. La productividad de L-lisina se comparó entre las mismas.

Para comparar la productividad de lisina de las cepas anteriores, las cepas y una cepa de control se cultivaron de la 20
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 continuación. Los resultados en la Tabla 7 son los resultados de tres experimentos 
repetidos, y la productividad se evaluó basada en el valor promedio.

25

30

35

Como resultado, como se muestra en la Tabla 7 anterior, la productividad de lisina de la cepa en donde cada uno de los 40
genes NCgl1480, NCgl2107, NCgl2108, y NCgl2986 se inactivó aumentó a 3 %, 1,3 %, 12,7 %, y 16 %, respectivamente, 
en comparación a la de la cepa parental CJ3P.

En consecuencia, se descubrió que en Corynebacterium glutamicum CJ3P, la productividad de L-lisina también puede 
mejorarse mediante la inactivación de las proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular de la misma 45
manera que en los Ejemplos 6, 7, y 8.

Ejemplo 10: Producción y evaluación de la cepa con proteínas asociadas a la hidrólisis de la pared celular 
simultáneamente inactivadas derivada de la cepa productora de L-lisina KCCM11016P

50
Después de confirmar a partir de los ejemplos anteriores que la productividad de L-lisina se aumentó cuando cada una 
de las proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular se inactivó en la cepa de Corynebacterium productora 
de L-lisina, se intentó identificar si la productividad de L-lisina también aumentaría cuando las 2 proteínas relevantes se 
inactivaran simultáneamente.

55
Por lo tanto, se realizó el siguiente experimento para confirmar el efecto de la inactivación simultánea de proteínas que 
participan en la hidrólisis de la pared celular en la cepa productora de L-lisina de Corynebacterium. La cepa en la que se 
inactivaron simultáneamente dos tipos de genes de proteínas (NCgl2108 y NCgl2986) que participan en la hidrólisis de 
la pared celular, que son altamente efectivos para mejorar la productividad de L-lisina cuando cada una de las proteínas 
está deficiente, se prepararon de la misma manera que en Ejemplo 6. La cepa preparada se designó como 60
KCCM11016P::ΔNCgl2108/ΔNCgl2986. Se comparó 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 continuación. Los resultados en la Tabla 8 son los resultados de tres experimentos repetidos, y 65
la productividad se evaluó 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-ΔNCgl1480 8,3 8,0 8,1 8,1

CJ3P-ΔNCgl2107 8,0 7,9 8,1 8,0

CJ3P-ΔNCgl2108 8,8 8,9 9,0 8,9

CJ3P-ΔNCgl2986 9,1 9,2 9,2 9,2

E16821565
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Como resultado, como se muestra en la Tabla 8, la productividad de lisina de la cepa en donde los genes NCgl2108 y 15
NCgl2986 se inactivaron simultáneamente se aumentó al 21,6 %, en comparación con la cepa parental KCCM11016P.

Este resultado sugiere que la productividad de L-lisina puede mejorarse incluso cuando no solo una proteína sino 
también dos o más proteínas que participan en la hidrólisis de la pared celular se inactivaron simultáneamente en un 
microorganismo del género Corynebacterium.20

A este respecto, la cepa anterior, KCCM11016P-ΔNCgl2986, se denominó CA01-2292. CA01-2292 se depositó en el 
Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM), una institución depositaria internacional, en virtud del Tratado de 
Budapest, y después se designó el número de acceso al depósito de KCCM11627P.

25
Basado en estos resultados, se confirmó que las cepas productoras de L-lisina tenían el efecto de mejorar la 

productividad de L-lisina al regular la lisis celular durante la fermentación en la que las proteínas que participan en la 

hidrólisis de la pared celular se inactivaron en comparación con su actividad endógena. Adicionalmente, también se 

confirmó que la productividad de L-lisina puede mejorarse cuando no solo una, sino también dos o más proteínas que 

participan en la hidrólisis de la pared celular se inactivaron simultáneamente, lo que proporciona de esta manera la 30

nueva cepa que produce L-lisina.

<110> CJ CheilJedang Corporation

<120> Un microorganismo que tiene una productividad de L-lisina mejorada y un método para producir L-lisina mediante 35
el uso del mismo

<130> OPA16081-PCT

<150> KR 10-2015-009552840
<151> 2015-07-03

<160> 26

<170> KopatentIn 2.045

<210> 1
<211> 604
<212> PRT
<213> Corynebacterium50

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1)..(604)
<223> NCgll48055

<400> 1

60

65

[Tabla 8]

Lisina (g/L)

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio

KCCM11016P 43,4 43,1 43,2 43,2

KCCM11016P-ΔNCg12108/ ΔNCgl2986 52,6 52,4 52,7 52,6
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<210> 2
<211> 349
<212> PRT20
<213> Corynebacterium

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1)..(349)25
<223> NCgl2107

<400> 2
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<210> 3
<211> 209
<212> PRT35
<213> Corynebacterium

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1)..(209)40
<223> NCgl2108

<400> 3
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<210> 4
<211> 41425
<212> PRT
<213> Corynebacterium

<220>
<221> PÉPTIDO30
<222> (1)..(414)
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<400> 4
35

40

45

50

55

60

65

E16821565
05-05-2020ES 2 790 382 T3

 



19

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 5
<211> 1815
<212> ADN
<213> Corynebacterium55

<220>
<221> gen
<222> (1)..(1815)
<223> NCgll48060

<400> 5
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<210> 6
<211> 1050
<212> ADN
<213> Corynebacterium65
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<220>
<221> gen
<222> (1)..(1050)
<223> NCgl2107
<400> 65

10

15

20

25

30

35

40
<210> 7
<211> 630
<212> ADN
<213> Corynebacterium

45
<220>
<221> gen
<222> (1)..(630)
<223> NCgl2108

50
<400> 7
gtgggtaagc accgtcgcaa caattcaaac gcaactcgca aggctgtagc agcatctgca 60
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5
<210> 8
<211> 1245
<212> ADN
<213> Corynebacterium

10
<220>
<221> gen
<222> (1)..(1245)
<223> NCgl2986

15
<400> 8

20

25

30

35

40

45

50

55
<210> 9
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> Cebador del kit

<400> 9
acctacaaca aagctctcat caacc 2565
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<210> 10
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>5
<223> Cebador del kit

<400> 10
ctaccctgtg gaacacctac atct 24

10
<210> 11
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Cebador para NCgl1480

<400> 11
ccggggatcc tctagaacct tgaaacttcc actc 3420

<210> 12
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador para NCgl1480

<400> 1230
ctcctgacga actatttcaa atcccctatc aacctc 36

<210> 13
<211> 36
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl1480

40
<400> 13
caccgaggta aattgccatg caagcgcaat caacgc 36

<210> 14
<211> 3445
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl148050

<400> 14
gcaggtcgac tctagaaacc acacattatc gatc 34

<210> 1555
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 15
ccggggatcc tctagagcac agggcacccc tgttg 35

65
<210> 16
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<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 16
ctcctgacga actatttcaa atcccctatc aacctc 36

10
<210> 17
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 17
gaggttgata ggggatttga aatagttcgt caggag 3620

<210> 18
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador para NCgl2107

<400> 1830
gcaggtcgac tctagaaacc acacattatc gatc 34

<210> 19
<211> 34
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2108

40
<400> 19
ccggggatcc tctagagaac ccttagtagt tggg 34

<210> 20
<211> 3645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl210850

<400> 20
gtaatccaag gagtgctcac ccactgatga aactcc 36

<210> 2155
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>60
<223> Cebador para NCgl2108

<400> 21
ggagtttcat cagtgggtga gcactccttg gattac 36

65
<210> 22
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador para NCgl2108

<400> 22
gcaggtcgac tctagacgag cctcaatatc aatc 34

10
<210> 23
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Cebador para NCgl2986

<400> 23
ccggggatcc tctagattag gagaaaccat gagc 3420

<210> 24
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador para NCgl2986

<400> 2430
atcagtcaga actgccagga ctgcagtaag aatacc 36

<210> 25
<211> 36
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl2986

40
<400> 25
ggtattctta ctgcagtcct ggcagttctg actgat 36

<210> 26
<211> 3445
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para NCgl298650

<400> 26
gcaggtcgac tctagagttg aggcgtttgg atac 34
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene una mayor productividad de L-lisina en comparación 
con un microorganismo sin modificar, el cual se modifica de manera que la actividad de una proteína que 
participa en la hidrólisis de la pared celular se inactiva en comparación con la actividad endógena de esta.5

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la proteína que participa en la hidrólisis de la 
pared celular es al menos una proteína seleccionada del grupo que consiste en proteínas que comprenden las 
secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NO: 1 a 4.

10

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

4. Un método para preparar L-lisina, que comprende:
(i) cultivar el microorganismo del género Corynebacterium de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 15

en un medio; y
(ii) recuperar la L-lisina del medio de cultivo o del microorganismo.
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