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DESCRIPCION

Microorganismo que tiene una productividad aumentada de I-lisina y método para producir I-lisina mediante el uso del
mismo

Campo técnico

La presente descripcion se refiere a un microorganismo que tiene una capacidad aumentada para producir L-lisina y un
método para producir L-lisina mediante el uso del mismo.

Técnica Anterior

La L-lisina se usa en las industrias de alimentacién animal, cosmética y farmacéutica humana, y se produce por
fermentacién mediante el uso de un microorganismo del género Corynebacterium o del género Escherichia. En afos
recientes, se han realizado estudios sobre el desarrollo de cepas de produccion altamente eficientes y técnicas del
proceso de fermentacion.

Se han realizado muchos estudios para controlar la formacién de espuma durante la fermentacién de levaduras que se
usan en la produccioén de cerveza y vino, y en estudios recientes, se han identificado genes (AWA1, FPG1y CFG1) que
tienen un efecto sobre la formacion de espuma (Shimoi H. y otros, 2002, Appl. Environ. Microbiol. 68: 2018-25; Blasco L. y
otros, Yeast. 2011, 28: 437-51; Blasco L. y otros, J. Agric. Food Chem. 2012, 60: 10796-07). En la presente descripcion, se
encontrd que, en el caso de una cepa con estos genes inactivados, la formacion de espuma disminuy6 significativamente
en comparacion con el caso de una cepa original, mientras que en el caso de una cepa que sobreexpresa estos genes, la
formacion de espuma aumento.

La formacién de espuma durante el cultivo de la levadura se produce a través de una serie de procesos de la siguiente
manera. Primero, la manoproteina se mezcla con finas burbujas de gas generadas durante la fermentacion. En este
momento, el interior de las burbujas de gas se vuelve hidréfobo, y el exterior de las burbujas de gas se vuelve hidrdéfilo. Por
esta razoén, la viscosidad del medio de cultivo aumenta de manera que no solo se mezclan varias proteinas, sino también
células, lo que produce espuma (Swart CW. y otros, FEMS Yeast Res. 2012, 12: 867-69).

En la produccién de cerveza mediante el uso de levadura, se requiere un nivel adecuado de formacién de espuma, pero en
la fermentacion de microorganismos que se usan para producir grandes cantidades de productos utiles como
aminoacidos, se requiere la inhibicion de la formacion de espuma. Si se genera una cantidad excesivamente grande de
espuma durante el cultivo, la viscosidad del medio de cultivo aumentara y, por lo tanto, la velocidad de transferencia de
oxigeno (OTR) en el medio de cultivo disminuira y, en casos graves, se producira la lisis de las células. El uso de una gran
cantidad de un agente antiespumante para inhibir la formacion de espuma puede aumentar los costos de produccion en
términos industriales y puede tener un efecto adverso sobre el crecimiento celular.

En consecuencia, los presentes inventores han seleccionado genes de un microorganismo del género Corynebacterium,
que tienen un efecto sobre una gran cantidad de formacién de espuma, y han descubierto que, cuando dichos genes se
inactivan, la formacién de espuma se controla eficazmente, de manera tal que la capacidad de la cepa de producir L-lisina
se incrementa, por consiguiente, se completa la presente descripcion.

Brand S. y otros, Arch. Microbiol. 2003, 180: 33-44, describe una cepa de Corynebacterium glutamicum en la que se
elimina el gen cmt1. El gen cmt1 codifica una micoliltransferasa que tiene un dominio esterasa. El producto del gen cmt1
tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ ID NO: 1 de la presente descripcion.

El documento WO 2011/158975 describe un método para producir L-lisina mediante el uso de una cepa genéticamente
modificada de Corynebacterium glutamicum.

Descripcion
Problema Técnico

Es un objetivo de la presente descripcion proporcionar un microorganismo del género Corynebacterium que tenga una
capacidad aumentada para producir L-lisina.

Otro objetivo de la presente descripcion es proporcionar un método para producir L-lisina mediante el uso del
microorganismo del género Corynebacterium.

Solucién Técnica
Para lograr los objetivos anteriores, un aspecto de la presente descripcidon proporciona un microorganismo del género

Corynebacterium en donde al menos una proteina secretora seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 7 y 13 se inactiva.
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Otro aspecto de la presente descripcidn proporciona un método para producir L-lisina mediante el cultivo de un
microorganismo del género Corynebacterium.

El alcance de la invencioén se define por las reivindicaciones.
Efectos Ventajosos

El microorganismo de acuerdo con la presente descripcion es un microorganismo en donde las proteinas secretoras que
participan en la formacién de espuma se inactivan de manera que aumenta la capacidad de la cepa para producir L-lisina.
Cuando se usa esta cepa, se reduce la formacién de espuma, puede cultivarse sin tener que aumentar o sin tener que
adicionar una gran cantidad de un agente antiespumante, y puede aumentarse la capacidad de la cepa de producir
L-lisina. Ademas, en términos industriales, pueden obtenerse efectos tales como la conveniencia de la produccion y una
reduccion en el costo de produccion, y puede producirse eficientemente L-lisina.

Descripcion detallada
En lo sucesivo, la presente descripcion se describira en detalle.

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un microorganismo del género Corynebacterium en donde al menos
una proteina secretora que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en secuencias de
aminodacidos de las SEQ ID NO: 1, 7 y 13 se inactiva. Si se genera una cantidad excesivamente grande de espuma
durante el cultivo en masa para producir L-lisina, la viscosidad del medio de cultivo aumentara de modo que la tasa de
transferencia de oxigeno (OTR) en el medio de cultivo disminuira, y en casos graves, la lisis de las células también
ocurrira. En otras palabras, se pens6 que inactivar las proteinas secretoras, que causan la formaciéon de espuma, en
términos de controlar la formacion de espuma, seria ventajoso para la produccion de lisina.

Por lo tanto, en una modalidad de la presente descripcidn, con el fin de mejorar un proceso de fermentacion para producir
L-lisina y para seleccionar proteinas secretoras principales que causan la formacion de espuma innecesaria para la
produccion de lisina, Corynebacterium glutamicum KCCM11016P (este microorganismo se describio como KFCC10881, y
se redepositdé con una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de Budapest con el nim. de orden
KCCM11016P; Patente coreana num. 10-0159812) se cultivo, y después se aislé la espuma producida durante el proceso
de fermentacion, por consiguiente se obtuvieron péptidos. Se analizaron los péptidos obtenidos, y se seleccionaron tres
proteinas detectadas en mayores cantidades, por consiguiente, se seleccionaron los péptidos codificados por los genes
de NCBI nims. de acceso NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912 para Corynebacterium glutamicum ATCC13032.

En la presente descripcion, el péptido codificado por el gen NCgl0336 es una esterasa que existe endégenamente en
Corynebacterium glutamicum. Especificamente, el péptido puede tener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,
y una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 80 %, especificamente al
menos el 90 %, mas especificamente al menos el 95 %, particularmente especificamente al menos el 97 %, a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, también se incluye en el alcance de la proteina secretora de acuerdo con la presente
descripcion, siempre que sea una proteina que tenga actividad esterasa. Sin embargo, la proteina secretora que se usa en
la presente descripcidon no se limita a esto, porque la secuencia de aminoacidos de la proteina que muestra actividad
esterasa puede diferir en dependencia de la especie o cepa de microorganismos. Ademas, es obvio que una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende una eliminacion, modificacién, sustituciéon o eliminacién de uno o
varios aminoacidos en una o mas posiciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 también se incluye en el
alcance de la presente descripcion, siempre que tenga una secuencia que tenga homologia ala secuencia de SEQ ID NO:
1y tenga una actividad bioldgica sustancialmente igual o similar a la de la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1.

En la presente descripcion, el gen NCgl0336 tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2, y una secuencia de
nucleétidos que tiene una homologia de al menos el 80 %, especificamente al menos el 90 %, mas especificamente el 95
%, particularmente especificamente el 97 %, a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2, también se incluye en el
alcance de la presente descripcion. Ademas, las variantes de la secuencia, que codifican el mismo aminoacido debido a la
degeneracion del codigo genético, también se incluyen en el alcance de la presente descripcion. Ademas, un
polinucledtido que codifica NCgl0336 de acuerdo con la presente descripcion puede ser una variante que codifica
NCgl0336, que puede hibridarse con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 2 o una sonda derivada de la secuencia
de nucleodtidos en condiciones rigurosas y que normalmente funciona.

En la presente descripcion, el péptido codificado por el gen NCgl0717 es una esterasa que existe endégenamente en
Corynebacterium glutamicum. Especificamente, el péptido puede tener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,
y una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 80 %, especificamente al
menos el 90 %, mas especificamente al menos el 95 %, particularmente especificamente al menos el 97 %, a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, también se incluye en el alcance de la proteina secretora de acuerdo con la presente
descripcion, siempre que sea una proteina que tenga actividad esterasa. Sin embargo, la proteina secretora que se usa en
la presente descripcidon no se limita a esto, porque la secuencia de aminoacidos de la proteina que muestra actividad
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esterasa puede diferir en dependencia de la especie o cepa de microorganismos. Ademas, es obvio que una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende una eliminaciéon, modificacién, sustituciéon o eliminacién de uno o
varios aminoacidos en una o mas posiciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 también se incluye en el
alcance de la presente descripcion, siempre que tenga una secuencia que tenga homologia a la secuencia de SEQ ID NO:
7 y tenga una actividad bioldgica sustancialmente igual o similar a la de la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7.

En la presente descripcion, el gen NCgl0717 tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8, y una secuencia de
nucleétidos que tiene una homologia de al menos el 80 %, especificamente al menos el 90 %, mas especificamente el 95
%, particularmente especificamente el 97 %, a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8, también se incluye en el
alcance de la presente descripcion. Ademas, las variantes de la secuencia, que codifican el mismo aminoacido debido a la
degeneracion del codigo genético, también se incluyen en el alcance de la presente descripcion. Ademas, un
polinucleétido que codifica a NCgl0717 de acuerdo con la presente descripcion puede ser una variante que codifica a
NCgl0717, que puede hibridarse con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 8 o una sonda derivada de la secuencia
de nucleodtidos en condiciones rigurosas y que normalmente funciona.

En la presente descripcion, el péptido codificado por el gen NCgl2912 es una esterasa que existe endégenamente en
Corynebacterium glutamicum. Especificamente, el péptido puede tener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13,
y una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 80 %, especificamente al
menos el 90 %, mas especificamente al menos el 95 %, particularmente especificamente al menos el 97 %, a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, también se incluye en el alcance de la proteina secretora de acuerdo con la presente
descripcion, siempre que sea una proteina que tenga actividad esterasa. Sin embargo, la proteina secretora que se usa en
la presente descripcidon no se limita a esto, porque la secuencia de aminoacidos de la proteina que muestra actividad
esterasa puede diferir en dependencia de la especie o cepa de microorganismos. Ademas, es obvio que una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos que comprende una eliminacion, modificacién, sustituciéon o eliminacién de uno o
varios aminoacidos en una o mas posiciones de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 también se incluye en el
alcance de la presente descripcion, siempre que tenga una secuencia que tenga homologia con la secuencia de SEQ ID
NO: 13 y tenga una actividad biolégica sustancialmente igual o similar a la de la proteina que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

En la presente descripcion, el gen NCgl2912 tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14, y una secuencia de
nucledtidos que tiene una homologia de al menos 80%, especificamente al menos 90%, mas especificamente 95%,
particularmente especificamente 97%, a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14 también se incluye en el alcance
de la presente descripcion. Ademas, las variantes de la secuencia, que codifican el mismo aminoacido debido a la
degeneracion del codigo genético, también se incluyen en el alcance de la presente descripcion. Ademas, un
polinucleétido que codifica a NCgl2912 de acuerdo con la presente descripcion puede ser una variante que codifica a
NCgl2912, que puede hibridarse con la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 14 o una sonda derivada de la secuencia
de nucleodtidos en condiciones rigurosas y que normalmente funciona.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homologia" se refiere a la identidad de una secuencia de aminoacidos
o secuencia de nucleotidos dada y puede expresarse como porcentaje. En la especificacion, una secuencia homdloga que
tiene una actividad igual o similar a una secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos dada se expresa como "%
de homologia". La homologia de la secuencia de aminoacidos puede determinarse mediante el uso de, por ejemplo, el
algoritmo BLAST (véase Karlin y Altschul, Pro. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5873 (1993)) o FASTA por Pearson (véase
Methods Enzymol., 183, 63 (1990)). Los programas llamados BLASTN y BLASTX se han desarrollado sobre la base de
este algoritmo BLAST (véase www.ncbi.nim.nih.gov).

Como se usa en la presente descripcion, el término "condiciones rigurosas" significa condiciones que permiten la
hibridacion especifica entre polinucleétidos. Por ejemplo, tales condiciones rigurosas se describen en detalle en J.
Sambrook y otros, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2da Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold
Spring Harbor, New York, 1989; F.M. Ausubel y otros, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc.,
New York.

Como se usa en la presente descripcion, la "inactivacion" puede lograrse mediante cualquier método de inactivacion
conocido en la técnica. En la presente descripcion, "inactivacion” significa que la expresion de un gen endégeno se reduce
en comparacion con la de una cepa de tipo salvaje, o el gen no se expresa, o el gen no tiene actividad o actividad reducida,
aunqgue se exprese. La activacion puede lograrse al mutar toda o parte de la secuencia de nucleétidos o toda o parte de la
secuencia reguladora de la expresion de esta mediante eliminacion, sustitucion, insercion o una combinacién de estas.

Como ejemplo especifico, un microorganismo con el gen endodgeno inactivado puede prepararse mediante la
transformacion de un microorganismo del género Corynebacterium con un vector recombinante que comprende un
fragmento de gen obtenido por eliminacion del marco de lectura abierto del gen enddgeno, por consiguiente por
eliminaciéon o mutacién del gen enddgeno. La insercion del gen en el cromosoma puede realizarse por cualquier método
conocido en la técnica.
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Como se usa en la presente descripcion, el término enzima y actividad "enddgena" se refiere a una enzima presente
originalmente en un microorganismo o una célula y la actividad de la enzima. Por ejemplo, el término significa una enzima
y su actividad antes de que la enzima y la actividad se modifiquen.

Como se usa en la presente descripcién, el término "vector recombinante” se refiere a una construccién de ADN que
contiene la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica la proteina diana unida operativamente a una secuencia
reguladora adecuada para poder expresar el gen objetivo en una célula huésped adecuada. La secuencia reguladora
incluye un promotor capaz de iniciar la transcripcion, cualquier operador para regular esta transcripcion, una secuencia
que codifica un sitio de union adecuado del ribosoma del ARNm y una secuencia para regular la terminacion de la
transcripcion y la traduccion. Una vez transformado en un huésped adecuado, el vector puede replicarse o funcionar
independientemente del genoma del huésped, o puede integrarse en el propio genoma. El vector que se usa en la
presente descripcion no se limita especificamente y puede ser cualquier vector conocido en la técnica, siempre que pueda
replicarse en un huésped.

Los ejemplos del vector que se usa en la construccion del vector recombinante incluyen plasmidos, cosmidos, virus y
bacteriéfagos naturales o recombinantes. Por ejemplo, el vector de fago o vector cosmido que se usa en la presente
descripciéon pueden ser pWE15, M13, AMBL3, AMBL4, AIXII, AASHII, AAPII, At10, At11, Charon4A, Charon21A o similares,
y el vector plasmido que se usa en la presente descripcion puede ser tipo pDZ, tipo pBR, tipo pUC, tipo pBluescriptll, tipo
pGEM, tipo pTZ, tipo pCL, tipo pET o similares. Un vector que puede usarse en la presente descripcion no se limita
especificamente, y cualquier expresion conocida puede usarse en la presente descripcion.

Tal como se usa en la presente descripcion, el término "transformacion” significa introducir un vector que comprende un
polinucledtido que codifica una proteina objetivo en una célula huésped para poder expresar una proteina codificada por el
polinucledtido en la célula huésped. El polinucleétido introducido puede insertarse y ubicarse en el cromosoma de la célula
huésped o ubicarse fuera del cromosoma, siempre que pueda expresarse en la célula huésped. Ademas, los
polinucledtidos incluyen ADN y ARN, que codifican la proteina objetivo. Siempre que el polinucleétido pueda introducirse
en la célula huésped y se exprese en ella, puede introducirse en cualquier forma. Por ejemplo, el polinucleétido puede
introducirse en la célula huésped en forma de un casete de expresion que es una construccion polinucleotidica que incluye
todos los elementos necesarios para la autoexpresion. El casete de expresion generalmente incluye un promotor que esta
operativamente unido al marco de lectura abierto (en adelante abreviado como "ORF") del gen, una sefial de terminacion
de la transcripcion, un sitio de unién al ribosoma y una sefial de terminacién de la traduccion. El casete de expresion puede
estar en forma de un vector de expresién autorreplicable. Ademas, el polinucleétido puede introducirse en la célula
huésped por si mismo y unirse operativamente a la secuencia necesaria para la expresion en la célula huésped.

Como una cepa original en la que va a introducirse el vector recombinante, puede usarse sin limitacién cualquier
microorganismo que tenga la capacidad de producir la L-lisina. Especificamente, puede usarse un microorganismo del
género Corynebacterium o del género Brevibacterium. Mas especificamente, puede usarse un microorganismo
Corynebacterium glutamicum.

Como se usa en la presente descripcion, la expresion "microorganismo que tiene la capacidad de producir L-lisina" se
refiere a un microorganismo obtenido mediante la manipulacion de un gen generalmente conocido para que sea capaz de
producir L-lisina. Por ejemplo, el microorganismo puede ser un microorganismo obtenido mediante la insercion de uno o
mas genes seleccionados del grupo que consiste en aspB (gen que codifica la aspartato aminotransferasa), lysC (gen que
codifica la aspartato quinasa), asd (gen que codifica el aspartato semialdehido deshidrogenasa), dapA (gen que codifica la
dihidrodipicolinato sintasa), dapB (gen que codifica la dihidrodipicolinato reductasa) y lysA (gen que codifica la
diaminodipimelato descarboxilasa), que son endégenos en un microorganismo del género Corynebacterium y estan
involucrados en la produccién de L-aminoacidos, mediante el tratamiento de una cepa mutante auxotréfica de L-leucina
con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG).

Mas especificamente, un microorganismo del género Corynebacterium usado en la presente descripcion es
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P (este microorganismo se describié como KFCC10881 y se redepositdé con
una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de Budapest bajo el nim. de orden KCCM11016P; Patente
coreana num. 10 -0159812), Corynebacterium glutamicum KCCM10770P (Patente coreana num. 10-0924065), la cepa
productora de L-lisina KCCM11347P de Corynebacterium glutamicum (este microorganismo se describi6 como
KFCC10750 y se redepositd con una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de Budapest bajo el num. de
orden KCCM11347P; Patente coreana num. 10-0073610), y la cepa CJ3P de Corynebacterium glutamicum (Binder y
otros, Genome Biology 2012, 13:R40), pero no se limitan a los mismos.

En una modalidad preferida de la presente descripcidon, un microorganismo transformado de acuerdo con la presente
descripcion puede ser Corynebacterium glutamicum KCCM11502P, KCCM11481P o KCCM11482P.

En otro aspecto, la presente descripcidon también proporciona un método para producir L-lisina mediante el uso del
microorganismo transformado. Mas especificamente, la presente descripcion proporciona un método para producir
L-lisina, que comprende los pasos de: cultivar el microorganismo de la presente descripcion para producir L-lisina en un
cultivo o célula del microorganismo; y recuperar L-lisina del medio de cultivo.
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En el método de la presente descripcion, el cultivo de un microorganismo del género Corynebacterium puede realizarse
mediante el uso de cualquier condicion de cultivo y método de cultivo conocido en la técnica.

Por ejemplo, un medio que puede usarse para el cultivo de un microorganismo del género Corynebacterium se describe
en el Manual of Methods for General Bacteriology by the American Society for Bacteriology (Washington D.C., Estados
Unidos, 1981).

Las fuentes de azucar que pueden usarse en el medio incluyen azucares y carbohidratos tales como glucosa, sacarosa,
lactosa, fructosa, maltosa, almidon o celulosa; aceites y grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de
ricino o aceite de coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico o acido linoleico; alcoholes tales como
glicerol o etanol; y acidos organicos como el acido acético. Estas sustancias pueden usarse individualmente o en una
mezcla.

Las fuentes de nitrdgeno que pueden usarse incluyen compuestos que contienen nitrégeno organico, como peptona,
extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, licor de maiz, harina de soja y urea, o compuestos inorganicos
como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de
nitrégeno también pueden usarse individualmente o como una mezcla.

Las fuentes de fosforo que pueden usarse incluyen dihidrogeno fosfato de potasio o hidrogeno fosfato de dipotasio o las
sales de sodio correspondientes. El medio de cultivo ademas debe contener sales metalicas como sulfato de magnesio o
sulfato de hierro, que son necesarias para el crecimiento. Finalmente, pueden usarse sustancias de crecimiento
esenciales tales como aminoacidos y vitaminas ademas de las sustancias mencionadas anteriormente. Ademas, pueden
afadirse precursores adecuados al medio de cultivo. Dichas sustancias pueden afadirse al cultivo en un lote 0 de manera
continua a través de un método adecuado durante el cultivo.

El pH del cultivo puede controlarse mediante el uso de compuestos basicos tales como hidréxido de sodio, hidroxido de
potasio, amoniaco o amoniaco acuoso o compuestos acidos tales como acido fosférico o acido sulfurico de manera
adecuada. La formacion de espuma puede controlarse mediante el uso de agentes antiespumantes como los ésteres de
poliglicol de acidos grasos. Las condiciones aerdbicas se mantienen mediante la introduccion de oxigeno o mezclas de
gases que contienen oxigeno (por ejemplo, aire) en el cultivo. La temperatura de cultivo es generalmente de 20 °C a 45 °C,
especificamente de 25 °C a 40 °C. El cultivo puede continuar hasta que se haya producido la cantidad deseada de L-lisina.
Especificamente, el tiempo de cultivo es de 10-160 horas.

En el método de la presente descripcion, el cultivo puede realizarse de forma continua o en un proceso discontinuo o en un
proceso discontinuo alimentado o repetido. Este cultivo puede realizarse mediante el uso de cualquier método bien
conocido en la técnica.

En lo sucesivo, la presente descripcion se describira con mas detalle con referencia a ejemplos. Sin embargo, debe
entenderse que estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente descripcion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Seleccion de proteinas secretoras relacionadas con la formacion de espuma durante el cultivo

En este ejemplo, para seleccionar proteinas secretoras que causan formacion de espuma, se realizé un experimento de la
siguiente manera.

Primero, Corynebacterium glutamicum KCCM11016P (este microorganismo se describi6 como KFCC10881 y se
redepositd con una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de Budapest bajo el nium. de orden KCCM11016P;
la Patente coreana num. 10-0159812) se cultivd mediante el uso de un fermentador de 1 L, y después solamente la
espuma producida durante el proceso de fermentacion se aislé y se concentré en un tubo de ensayo de 15 ml.

Para la identificacion de las proteinas contenidas en la muestra de espuma concentrada, se afadié a la muestra una
cantidad adecuada de un colorante de carga que contiene un tensoactivo que después se sometié a electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio al 8 %. Después de la electroforesis, el gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio se tifio con azul de Coomassie. Después, las bandas de proteinas tefiidas se escindieron y se
digirieron con tripsina para obtener péptidos, y las secuencias de aminoacidos de los péptidos obtenidos se analizaron
mediante un método LC-MS/MS.

Los péptidos analizados se identificaron mediante la busqueda de genes de un microorganismo del género
Corynebacterium mediante el uso de la investigacion de Blast proporcionada por el Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI). Entre los péptidos identificados, se seleccionaron tres proteinas detectadas en mayores
cantidades, por consiguiente, se seleccionaron finalmente los genes que codifican las proteinas. Los genes seleccionados
son los nums. de acceso de NCBI NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912.
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Ejemplo 2: Construccion de plasmido recombinante para la inactivacion del gen NCgl0336 de la proteina secretora

Para la construccién de un plasmido recombinante capaz de inactivar el gen NCgl0336 en el cromosoma de
Corynebacterium, se obtuvieron la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 1) y la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:
2) de NCgl0336 que se basan en la secuencia de nucledtidos depositada en el NIH Genbank. Con el fin de preparar un
fragmento de gen mediante la eliminacion del marco de lectura abierto de NCgl0336, se construyeron cebadores de las
SEQ ID NO: 3 a 6 que se basan en la secuencia de SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO. 3: 5'-atcctctagagtcgacGAAGCCTCTGCACCTCGCTG-3’;

SEQ ID NO. 4: 5-TATAGTTCGGTTCCGCGTCTCCAACGCATCCGGCC-3’;
SEQ ID NO. 5: 5-CGGAACCGAACTATACCACCGAGGGACGCATTCTC-3’;
SEQ ID NO. 6: 5-atgcctgcaggtcgacGCTCAAACGCACGAGCGAAG-3.

Mediante el uso del ADN genémico de Corynebacterium glutamicum como plantilla, la PCR se realizé mediante el uso de
un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 y un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO:
6 [Sambrook y otros, Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratories]. La PCR se realizé
durante 30 ciclos, cada uno de los cuales consistié en desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, hibridacion a 50 °C
durante 30 segundos y polimerizacién a 72 °C durante 1 minuto.

Como resultado, se obtuvieron NCgl0336-A y NCgl0336-B, que son fragmentos de ADN que comprenden un fragmento
del gen NCgl0336 de 342 pb y un fragmento del gen NCgl0336 de 315 pb, respectivamente. El fragmento de ADN
obtenido mediante amplificacion por PCR se ligdé a un plasmido pDZ (Patente coreana nim. 10-0924065) mediante el uso
de un kit de clonacion por infusién (Invitrogen), y después se transformé en E. coli DH5a y se sembré en un medio sélido
LB que contenia 25 mg/l de kanamicina. Una colonia transformada con un plasmido que tenia el gen deseado insertado en
el mismo se selecciond por PCR, y después el plasmido se aislé mediante el uso de una técnica de extraccion de plasmido
generalmente conocida. El plasmido se denomind "pDZ-ANCgIl0336". pDZ-ANCgI0336 es un plasmido en donde se
eliminé un fragmento de gen de 503 pb de NCgl0336.

Ejemplo 3: Construccion del plasmido recombinante para la inactivacion del gen NCgl0717 de la proteina secretora

Para la construccién de un plasmido recombinante capaz de inactivar el gen NCgl0717 en el cromosoma de
Corynebacterium, se obtuvieron la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 7) y la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:
8) de NCgl0717 que se basan en la secuencia de nucledtidos depositada en el NIH Genbank. Con el fin de preparar un
fragmento de gen mediante la eliminacion del marco de lectura abierto de NCgl0717, se construyeron cebadores de las
SEQ ID NO: 9 a 12 que se basan en la secuencia de SEQ ID NO: 8.

SEQ ID NO. 9: 5-CCGGGGATCCTCTAGAGTTCGCGGATAAATGGG-3’;

SEQ ID NO. 10: 5-CACGTGAAATTCAGGTCGCGTGGTTCACCTCCGAAG-3’;
SEQ ID NO. 11: 5-CTTCGGAGGTGAACCACGCGACCTGAATTTCACGTG-3’;
SEQ ID NO. 12: 5-GCAGGTCGACTCTAGAGGTCCCATGATTGTTCTG-3'.

Mediante el uso del ADN genémico de Corynebacterium glutamicum como plantilla, la PCR se realizé mediante el uso de
un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 y un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO:
12. La PCR se realizé durante 30 ciclos, cada uno de los cuales consistid en desnaturalizacion a 95 °C durante 30
segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos y polimerizacién a 72 °C durante 1 minuto.

Como resultado, se obtuvieron NCgl0717-A y NCgl0717-B, que son fragmentos de ADN que comprenden un fragmento
del gen NCgl0717 de 493 pb y un fragmento del gen NCgl0717 de 491 pb, respectivamente. El fragmento de ADN
obtenido mediante amplificacion por PCR se ligd a un plasmido pDZ mediante el uso de un kit de clonacion por infusion
(Invitrogen), y después se transformé en E. coli DH5a y se sembrd en un medio sélido LB que contenia 25 mg/l de
kanamicina. Una colonia transformada con un plasmido que tenia el gen deseado insertado en el mismo se seleccioné por
PCR, y después el plasmido se aislé mediante el uso de una técnica de extraccion de plasmido generalmente conocida. El
plasmido se denominé "pDZ-ANCgI0717". pDZ-ANCgl0717 es un plasmido en donde se elimind un fragmento de gen de
786 pb de NCgl0717.

Ejemplo 4: Construccion de plasmido recombinante para la inactivacion del gen NCgl2912 de la proteina secretora

Para la construcciéon de un plasmido recombinante capaz de inactivar el gen NCg2912 en el cromosoma de
Corynebacterium, se obtuvieron la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 13) y la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:
14) de NCgl2912 que se basan en la secuencia de nucleétidos depositada en el NIH Genbank. Con el fin de preparar un
fragmento de gen mediante la eliminacién del marco de lectura abierto de NCgl2912, se construyeron cebadores de las
SEQ ID NO: 15 a 18 que se basan en la secuencia de SEQ ID NO: 14.

SEQ ID NO. 15: 5-CCGGGGATCCTCTAGAGCTGCAAGAAGTGCGAC-3’;

SEQ ID NO. 16: 5-CTCGTAGTCGCTAGCACCTATTACGGGAGGTC-3;
SEQ ID NO. 17: 5-GACCTCCCGTAATAGGTGCTAGCGACTACGAG-3;
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SEQ ID NO. 18: 5-GCAGGTCGACTCTAGACCCGAGCTATCTAACAC-3'.

Mediante el uso del ADN genémico de Corynebacterium glutamicum como plantilla, la PCR se realizé mediante el uso de
un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 y un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 17 y SEQ ID
NO: 18. La PCR se realizé durante 30 ciclos, cada uno de los cuales consistiéo en desnaturalizacion a 95 °C durante 30
segundos, hibridacién a 50 °C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C durante 1 minuto.

Como resultado, se obtuvieron NCgl2912-A y NCgl2912-B, que son fragmentos de ADN que comprenden un fragmento
del gen NCgI2912 de 444 pb y un fragmento del gen NCgl2912 de 636 pb, respectivamente. El fragmento de ADN
obtenido mediante amplificacion por PCR se ligé a un plasmido pDZ mediante el uso de un kit de clonacion por infusion
(Invitrogen), y después se transformé en E. coli DH5a y se sembrd en un medio sélido LB que contenia 25 mg/l de
kanamicina. Una colonia transformada con un plasmido que tenia el gen deseado insertado en el mismo se seleccioné por
PCR, y después el plasmido se aislé mediante el uso de una técnica de extraccion de plasmido generalmente conocida. El
plasmido se denominé "pDZ-ANCgI2912". pDZ-ANCgl2912 es un plasmido en donde se elimind un fragmento de gen de
128 pb de NCgl2912.

Ejemplo 5: Construccion y evaluacion de la cepa inactivada por el gen de la proteina secretora a partir de la cepa
productora de lisina KCCM11016P

Cada uno de los tres plasmidos recombinantes (pDZ-ANCgl0336, pDZ-ANCgl0717 y pDZ-ANCgI2912) construidos en los
Ejemplos 2, 3 y 4 se transformd en Corynebacterium glutamicum KCCM11016P mediante un método de pulso eléctrico y
las cepas en donde el gen objetivo se inactivd mediante recombinacién homologa se prepararon por un método de PCR.
Las cepas preparadas se denominaron "KCCM11016P-ANCgl0336", "KCCM11016P-ANCgI0717" vy
"KCCM11016P-ANCgl2912", respectivamente.

Se inocul6 cada una de las tres cepas y una cepa control en un matraz con deflector de 25 ml que contenia 25 ml del
siguiente medio de cultivo, y se cultivd con agitacion a 200 rpm y 30 °C durante 20 horas. A continuacion, se inoculo 1 ml
del cultivo de siembra en un matraz con deflector de 250 ml que contenia 24 ml del siguiente medio de produccion, y se
cultivd con agitacion a 200 rpm y 37 °C durante 96 horas. La composicion de cada uno de los medios de cultivo y el medio
de produccion es la siguiente.

Medio de cultivo (pH 7,0)

20 g de glucosa, 10 g de (NH4)2SO., 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 1,5 g de urea, 4 g de KH,POy4, 8 g de
K2HPO4, 0,5 g de MgSO4 7H20, 100 ug de biotina, 1000 pg de tiamina HCI, 2000 ug de pantotenato de calcio y 2000 pg de
nicotinamida (por litro de agua destilada).

Medio de produccién (pH 7,0)

100 g de glucosa, 40 g de (NH4)2SO4, 2,5 g de proteina de soja, 5 g de sdlido de maiz escarpado, 3 g de urea, 1 g de
KH2PO4, 0,5 g de MgSO,4 7H20, 100 g de biotina, 1000 g de tiamina HCI, 2000 g de pantotenato de calcio, 3000 g de
nicotinamida, y 30 g de CaCOs (por litro de agua destilada).

Después de completar el proceso de cultivo, el cultivo se transfirié a una probeta graduada, y se midi6 la altura de la
espuma producida en el cultivo, y también se midio la concentracién de L-lisina en el cultivo por HPLC. Los resultados de
la medicién se muestran en la Tabla 1 a continuacién. Los resultados en la Tabla 1 son los resultados de tres experimentos
repetidos, y la produccién de L-lisina se evalu6 basada en el valor promedio.

Tabla 1
Lisina (g/l) Espuma (cm/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM11016P 43,5 43,1 43,4 4,5 5,0 4,7
KCCM11016P-ANCgl0336 46,1 45,8 45,7 4.1 4,6 4,3
KCCM11016P-ANCgl0717 45,9 46,4 46,1 3,9 4.4 4,0
KCCM11016P-ANCgl2912 45,8 46,0 45,8 4,2 4,7 4.4

Como se muestra en la Tabla 1 anterior, la produccion de L-lisina de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes
NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912 aument6 aproximadamente un 6 % en comparacion con la cepa original KCCM11016P.
Ademas, la espuma en el cultivo de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912
disminuy6 aproximadamente un 6-15 % en comparacion con la del cultivo de la cepa original.

Por lo tanto, se encontrd que, cuando las principales proteinas secretoras del microorganismo Corynebacterium sp., que
son innecesarias para la produccion de lisina, se inactivan, la generacién de espuma durante el cultivo del microorganismo
puede controlarse eficazmente, por consiguiente, aumenta la produccién de L-lisina.
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Ejemplo 6: Construccion y evaluacion de cepas con proteina secretora inactivada a partir de la cepa productora de L-lisina
KCCM10770P

Con el fin de examinar si los efectos de la inactivacién de proteinas secretoras 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 5, las cepas en que cada una de las tres proteinas
secretoras estaba inactivada se construyeron de la misma manera que se describe en el Ejemplo 5. Las cepas construidas
se denominaron "KCCM10770P-ANCgl0336", "KCCM10770P-ANCgl0717" y "KCCM10770P-ANCgl2912". Se examind la
cantidad de produccion de L-lisina de cada una de las cepas construidas junto con la cantidad de espuma generada.

Para examinar la produccion de lisina de las cepas, cada una de las cepas junto con la cepa control se cultivd de la misma
manera que se describe en el Ejemplo 5. Después de completar el cultivo, la cantidad de espuma generada se midi6 de la
misma manera que se describe en el Ejemplo 5, y la concentracion de L-lisina se midié por HPLC. Los resultados de la
medicién se muestran en la Tabla 2 a continuacion. Los resultados en la Tabla 2 son los resultados de tres experimentos
repetidos, y la produccién de L-lisina se evalu6 basada en el valor promedio.

Tabla 2
Lisina (g/l) Espuma (cm/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM10770P 46,1 46 46,3 5,1 5,6 5,2
KCCM10770P-ANCgl0336 47,9 48,2 47,7 4.6 4,9 4.5
KCCM10770P-ANCgl0717 48,3 47,7 48,1 4,6 4.6 4,3
KCCM10770P-ANCgI2912 47,9 48,5 48,2 4,9 54 5,0

Como se muestra en la Tabla 2 anterior, la produccion de lisina de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes
NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912 aumentoé aproximadamente un 4 % en comparacién con la cepa original KCCM10770P.
Ademas, la espuma en el cultivo de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912
disminuy6 aproximadamente de 4-18 % en comparacion con el de la cepa original.

Por lo tanto, se encontré que, cuando las principales proteinas secretoras de Corynebacterium glutamicum KCCM10770P
(Patente coreana num. 10-0924065), que son innecesarias para la produccion de lisina, se inactivan, la generacion de
espuma durante el cultivo de los microorganismos puede controlarse eficazmente, por consiguiente, aumenta la
produccion de L-lisina, similar a los resultados del Ejemplo 6.

Ejemplo 7: Construccion y evaluacion de cepas con proteina secretora inactivada a partir de la cepa productora de L-lisina
KCCM11347P

Con el fin de examinar los efectos de la inactivacion de las proteinas secretoras en la cepa productora de L-lisina
Corynebacterium glutamicum KCCM11347P (este microorganismo se describié como KFCC10750, y se redepositd con
una Autoridad Depositaria Internacional bajo el Tratado de Budapest bajo el nim. de orden KCCM11347P; Patente
coreana num. 10-0073610) construida por mutacion artificial, las cepas en las que cada una de las tres proteinas
secretoras se inactivaron se construyeron de la misma manera que se describe en los Ejemplos 5 o 6. Las cepas
construidas se denominaron "KCCM11347P-ANCgl0336", "KCCM11347P-ANCgI0717"y "KCCM11347P-ANCgI2912". Se
examind la cantidad de produccion de L-lisina de cada una de las cepas construidas junto con la cantidad de espuma
generada.

Para examinar la produccion de lisina de las cepas, cada una de las cepas junto con la cepa control se cultivd de la misma
manera que se describe en los Ejemplos 5 o 6. Después de completar el cultivo, la cantidad de espuma generada se midio
de la misma manera que se describe en los Ejemplos 5 o 6, y la concentracion de L-lisina se midi6 por HPLC. Los
resultados de la medicion se muestran en la Tabla 3 a continuacion. Los resultados en la Tabla 3 son los resultados de tres
experimentos repetidos, y la produccion de L-lisina se evalué en funcion del valor promedio.

Tabla 3
Lisina (g/l) Espuma (cm/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM11347P 38,6 38,2 38,3 54 6,0 5,7
KCCM11347P-ANCgl0336 40,1 40,2 40,1 5,1 5,1 5,3
KCCM11347P-ANCgl0717 40,1 39,7 40,5 4,7 5,1 5,0
KCCM11347P-ANCgl2912 39,8 40,3 40,3 5,1 5,6 54

Como se muestra en la Tabla 3 anterior, la produccion de lisina de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes
NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912 aumentd aproximadamente un 5 % en comparacion con la cepa original KCCM11347P.
Ademas, la espuma en el cultivo de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912
disminuy6 aproximadamente del 4-15 % en comparacion con el de la cepa original.
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Por lo tanto, se encontré que, cuando las principales proteinas secretoras de Corynebacterium glutamicum KCCM11347P
(Patente coreana num. 94-0001307), que son innecesarias para la produccion de lisina, se inactivan, la generacion de
espuma durante el cultivo de los microorganismos puede controlarse eficazmente, por consiguiente, aumenta la
produccion de L-lisina, similar a los resultados de los Ejemplos 5 y 6.

Ejemplo 8: Construccion y evaluacion de cepas con proteina secretora inactivada a partir de la cepa productora de L-lisina
CJ3P

Para examinar los efectos de la inactivacion de proteinas secretoras en Corynebacterium glutamicum CJ3P (Binder y
otros Genome Biology 2012, 13: R40) que tienen la capacidad de producir L-lisina, construida mediante la introduccion de
tres mutaciones [pyc(P458S), hom(V59A) y lysC(T3111)] en una cepa de tipo salvaje, como en los Ejemplos 5,6 y 7, las
cepas en las que cada una de las tres proteinas secretoras se inactivaron se construyeron de la misma manera que se
describe en los Ejemplos 5, 6 o 7. Las cepas construidas se denominaron "CJ3P-ANCgl0336", "CJ3P-ANCgI0717" y
"CJ3P-ANCgI2912". Se examiné la cantidad de producciéon de L-lisina de cada una de las cepas construidas junto con la
cantidad de espuma generada.

Para examinar la produccion de lisina de las cepas, cada una de las cepas junto con la cepa control se cultivd de la misma
manera que se describe en los Ejemplos 5, 6 o 7. Después de completar el cultivo, la cantidad de espuma generada se
midié de la misma manera que se describe en los Ejemplos 5, 6 0 7, y la concentracion de L-lisina se midié por HPLC. Los
resultados de la medicién se muestran en la Tabla 4 a continuacion. Los resultados en la Tabla 4 son los resultados de tres
experimentos repetidos, y la produccion de L-lisina se evalué basada en el valor promedio.

Tabla 4
Lisina (g/l) Espuma (cm/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
CJ3P 7,9 8 8,1 8,7 9,1 8,6
CJ3P-ANCgl0336 8,5 8,6 8,8 7,8 8,3 7,9
CJ3P-ANCgl0717 8,4 8,5 8,7 7,7 7,5 7,2
CJ3P-ANCgl2912 8,7 8,6 8,6 8,4 8,6 8,2

Como se muestra en la Tabla 4 anterior, la produccion de lisina de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes
NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912 aumenté aproximadamente un 8 % en comparacion con la cepa original CJ3P. Ademas,
la espuma en el cultivo de la cepa en donde se inactivé cada uno de los genes NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912
disminuy6 aproximadamente de 5-17 % en comparacion con el de la cepa original.

Por lo tanto, se encontré que, cuando las principales proteinas secretoras de Corynebacterium glutamicum CJ3P, que son
innecesarias para la produccion de lisina, se inactivan, la generacion de espuma durante el cultivo del microorganismo
puede controlarse eficazmente, por consiguiente, aumenta la produccion de L-lisina, similar a los resultados de los
Ejemplos 5,6y 7.

Ejemplo 9: Construccion y evaluacion de cepas con proteina secretora inactivada a partir de la cepa productora de L-lisina
KCCM11016P

Para examinar los efectos de la inactivacion conjunta de proteinas secretoras en la cepa productora de L-lisina
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P, se construyeron tres cepas en las que los genes de la proteina secretora se
inactivaron conjuntamente de la misma manera que se describe en los Ejemplos 5, 6, 7 y 8. Las cepas construidas en las
que se inactivd una combinaciéon de los genes se denominaron "KCCM11016P-ANCgl0336/ANCgI0717",
"KCCM11016P-ANCgI0336/ANCgI2912", y "KCCM11016P-ANCgl0717/ANCgI2912", y se examind la cantidad de
produccion de L-lisina de cada una de las cepas construidas junto con la cantidad de espuma generada.

Para comparar la produccion de lisina de las cepas, cada una de las cepas junto con la cepa control se cultivd de la misma
manera que se describe en los Ejemplos 5, 6, 7 u 8. Después de completar el cultivo, la cantidad de espuma generada se
midio de la misma manera que se describe en los Ejemplos 5, 6, 7 u 8, y la concentracion de L-lisina se midié por HPLC.
Los resultados de la medicién se muestran en la Tabla 5 a continuacion. Los resultados en la Tabla 5 son los resultados de
tres experimentos repetidos, y la produccion de L-lisina se evalué basada en el valor promedio.
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Tabla 5
Lisina (g/l) Espuma (cm/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM11016P 43,3 43,1 43,4 4.6 4,9 4,7
KCCM11016P-ANCgl0336/ANCgl0717 46,1 45,7 45,2 4.4 4 4,2
KCCM11016P-ANCgl0336/ANCgI2912 45,5 45,9 46,1 4,2 4,3 4.4
KCCM11016P-ANCgl0717/ANCgI2912 46 451 45,7 4 3,9 4.5

Como se muestra en la Tabla 5 anterior, la produccion de lisina de la cepa en la que los genes NCgl0336/NCgl0717,
NCgl0336/NCgl2912 o NCgl0717/NCgl2912 se inactivaron conjuntamente aumenté aproximadamente un 5 % en
comparacion con la cepa original KCCM11016P. Ademas, la espuma en el cultivo de la cepa en la que los genes
NCgI0336/NCgl0717, NCgl0336/NCgl2912 o NCgl0717/NCgl2912 se inactivaron conjuntamente disminuy6
aproximadamente de 10-14 % en comparacion con la cepa original.

Por lo tanto, se encontr6 que, cuando las principales proteinas secretoras de un microorganismo del género
Corynebacterium, que son innecesarias para la produccion de lisina, se inactivan, la generacion de espuma durante el
cultivo del microorganismo puede controlarse eficazmente, por consiguiente, aumenta la produccion de L-lisina.

Ejemplo 10: Construccién y evaluacion de la cepa, en la que se inactivaron todas las proteinas secretoras, de la cepa
productora de L-lisina KCCM11016P

Para examinar los efectos de la inactivacion de todas las proteinas secretoras en la cepa productora de L-lisina
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P, se construy6 una cepa en la que las tres proteinas secretoras se inactivaron
de la misma manera que se describe en los Ejemplos 5, 6, 7, 8 o 9. La cepa se denomind
"KCCM11016P-ANCgl0336/ANCgl0717/ANCgI2912". Se examind la cantidad de produccion de L-lisina de la cepa
construida junto con la cantidad de espuma generada.

Para examinar la produccion de lisina de la cepa, la cepa junto con la cepa control se cultivd de la misma manera que se
describe en los Ejemplos 5, 6, 7, 8 0 9. Después de completar el cultivo, la cantidad de espuma generada se midio de la
misma manera que se describe en los Ejemplos 5, 6, 7, 8 0 9, y la concentraciéon de L-lisina se midié por HPLC. Los
resultados de la medicion se muestran en la Tabla 6 a continuacion. Los resultados en la Tabla 6 son los resultados de tres
experimentos repetidos, y la produccion de L-lisina se evalué basada en el valor promedio.

Tabla 6
Lisina (g/l) Espuma (cm/l)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
KCCM11016P 43,4 43,3 43,1 4.7 4.6 5,0
KCCM1 1016P-Al\(l:glg2lgi1336/ANCgI0717/AN 46 4 46,3 46,7 3.9 41 38

Como se muestra en la Tabla 6 anterior, la produccion de L-lisina de la cepa en la que se inactivaron los genes NCgl0336,
NCgl0717 y NCgl2912 aumento6 aproximadamente un 7 % en comparacién con la cepa original KCCM11016P. Ademas, la
espuma en el cultivo de la cepa en la que se inactivaron los genes NCgl0336, NCgl0717 y NCgl2912 disminuyo
aproximadamente un 17 % en comparacion con la cepa original.

Por lo tanto, se encontré6 que, cuando las principales proteinas secretoras de un microorganismo del género
Corynebacterium, que son innecesarias para la produccion de lisina, se inactivan, la generacion de espuma durante el
cultivo del microorganismo puede controlarse eficazmente, por consiguiente, aumenta la produccion de L-lisina.

A partir de los resultados descritos anteriormente, se encontré que la inactivacion de las principales proteinas secretoras
en la cepa productora de L-lisina tiene el efecto de controlar la espuma que se produce en exceso durante el cultivo, que
aumenta por consiguiente la capacidad de producir L-lisina junto con el crecimiento de las células. Las cepas
KCCM11016P-ANCgl0336, KCCM11016P-ANCgI0717 y KCCM11016P-ANCgI2912 se denominaron "CA01-2281",
"CA01-2279" y "CA01-2280", respectivamente. CA01-2279 y CA01-2280 se depositaron internacionalmente con Korean
Culture Center of Microorganisms el 22 de noviembre de 2013 bajo los nims. de orden KCCM11481P (CA01-2279) y
KCCM11482P (CA01-2280), respectivamente, y CA01-2281 se depositd internacionalmente con Korean Culture Center of
Microorganisms el 13 de diciembre de 2013 bajo el nim. de orden KCCM11502P (CA01-2281).

Numeros de orden
Autoridad depositaria: Korean Culture Center of Microorganisms;
NuUm. de orden: KCCM11481P;

Fecha de depdsito: 22 de noviembre de 2013.
Autoridad depositaria: Korean Culture Center of Microorganisms;
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Fecha de depdsito: 13 de diciembre de 2013.

<110> Corporaciéon CJ Cheiljedang

<120> Un microorganismo que ha aumentado la productividad de la L-lisina y el método de produccion de la L-lisina

utilizando la misma
<130> PA13-0400
<160> 18

<170> Kopatentin 2.0
<210> 1

<211> 365
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(365)
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<223> Esterasa codificada por el gen NCgl0336

<400> 1

Met

Ala

Thr

Ser

Asn

65

Met

Gly

Gly

Glu

Tyr

145

Trp

Leu

Thr

Ala

Lys

Met

Pro

Ala

50

Ala

Asp

Pro

Ala

Lys

130

Thr

Glu

Asn

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

35

Pro

Ala

Arg

Ala

115

Asn

Asp

Thr

Thr

Ser

195

Ser

Leu

Thr

20

Asp

Ala

Asp

Asn

Pro

100

Asn

val

Trp

Phe

Asp

180

Leu

Phe

Ile

val

Asp

Glu

vVal

85
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Trp
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vVal

Leu

165

Gly
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Ser

Arg
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Ala

Glu

Arg

70

Pro

Ile

val

vVal

Glu

150

val

Gln

Phe

Gly

Ile

Thr

Gly

Ala

55

val

Leu

Tyr

Met

val

135

Glu

Lys

Pro

Cys

Ala
Pro
Asp

40
Ser
Lys
vVal
Leu
Gln
120
Ile
Asn
Glu
Ala
Gln

200

Ala

12

Ala

Ser

25

Thr

Ala

Glu

val

Leu

105

Thr

Pro

Ala

Leu

Ile

185

His

Ala

Pro

10

Thr

Ala

Pro

Met

Ile

90

Asn

Asp

Met

Ser

Pro

170

Ala

Phe

Thr

Ala

Ala

Leu

Trp

75
Thrx
Gly
val
Glu
Leu
155
Gly
Gly

Pro

Ser

Ile

Gly

Ser

Trp

60

Ala

Ala

Gly

Leu

Gly

140

Gly

Pro

Met

Gly

Ser

Ala

Ala

Thr

45

Arg

Tyr

Asp

Asp

Asp

125

Lys

Gly

Leu

Ser

Phe

205

Leu

Leu

Ala

30

Ile

Ala

Ser

Glu

Gly

110

Phe

Phe

Lys

Glu

Met

190

Tyxr

Leu

Gly

15

Glu

Ser

His

Pro

Ser

95

Gly

Tyr

Ser

Gln

Glu

175

Ser

Asp

Pro

Ile

val

Asp

Val

Ser

80

Ala

Glu

Leu

Tyxr

Met

160

Lys

Ala

Ala

Trp



<210> 2
<211> 1098
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221>gen
<222> (1)..(1098)

210

Glu Tyr

225

Ile Asn

Ser Gly

Gly Leu

290
Thr Gly
305
Lys Ala

Pro Thr

Ser Trp

<223> gen NCgl0336

<400> 2

atgaagcttc
attgtcacge
actgcactat
cgcgcacacg
atggaccgca
gtgatttacc
actgacgttc
aagttttcct
tgggaaacct
ggtcagegtg

cacttcccag

ctgctcecat
atgtggggac
aaactacgcyg
tccgtegaca
gaaactgtgg
aaggcaaaac
cactcatggg

tttgagctag

Leu

Gly

Ser

Leu

275

Asn

Gly

Lys

Gly

Thr
355

Lys

Pro

Asp

260

Ala

Gln

Ile

Leu

Thr

340

Thr
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215

Leu Thr Leu
230

Arg Gly Gly
245

Lys Leu Arg

Gly Glu Trp

Gln Val Gln
295

Ile Glu Ala
310

Asp Ser Ala
325

His Ser Trp

Phe Ala Arg

ttcgecgeat cgetgeacca

catccaccge aggcgetgec

ccaccatctc cgatagtget

tcaacgcagc agacgagcgce

atgtgccact ggtagttata

ttcttaacgg tggcgacggt

tggatttcta cctagaaaag

actacaccga ctgggtagaa

tcctggtgaa ggaacttcca

caattgctgg catgtccatg

gcttctacga cgcagcagca

gggaatacct caaactcacc

cacgtggtgg cgaatacaac

gaaccgaact atacgtctcc

gcccacgett cgaaggacte

taaccggegg catcatcgaa

ttgactcege cggcatccca

gctggtggea agatgaccte

aggcctag

220

Asp Arg Gly Asn Ala Thr Pro

235

Glu Tyr Asn Ile Tyr Asn Asp
250

Gly Thr Glu Leu Tyr Val Ser

265

270

Glu Ser Val Asp Ser Pro Arg

280

285

Ser Ile Ala Met Ala Glu Thr
300

Ala Thr Asn Lys Cys Thr His

315

Gly Ile Pro Ala Asp Trp Asn
330

Gly Trp Trp Gln Asp Asp Leu

345

350

Ala Phe Glu Leu Glu Ala

360

gccategege
gaagtaacce
cctgcagatg
gtcaaagaaa
actgccgatg
ggcgaaggtg
aacgttaacg
gagaatgcgt
ggaccattgg
tccgcaacta

tccttetcag

cttgaccgeg
atctacaacg
aacgcatccyg
aaccaacaag
gctgcaacca
gccgactgga

cgcggatctt

13

tgggaattge
cagcagacgt
aagcctctge
tgtgggcata
agtccgeagg
ccgetaactg
ttgttattce
cccteggtgg
aagaaaagct
cttcectact

gatgcgcage

gcaacgcaac
acgcactgat
gccttgectgyg
ttcagtccat
acaagtgcac
acctccgeece

ggaccacctt

365

gatgtccacc
tgctggegat
acctcgetgg
ctceeettee
tecctegtect
ggttatgcag
aatggaaggc
caagcaaatg
caacactgac
cttcccacaa

aacctcaagc

cccagaacaa
caactccgac
tgaatgggaa
cgcaatggca
ccacgacctc
aaccggcacc

cgctegtgeg

Glu

Ala

255

Asn

Phe

val

Asp

Leu

335

Arg

Gln
240

Leu
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val

Leu
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Arg
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60
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780
040
900
960
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1080
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<210> 3

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
atcctctaga gtcgacgaag cctetgcacc tcgetg 36

<210> 4

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
tatagttcgg ttccgegtct ccaacgceate cggee 35

<210>5

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5
cggaaccgaa ctataccacc gagggacgca ttctc 35

<210> 6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
atgcctgcag gtcgacgctc aaacgcacga gcgaag 36

<210>7

<211> 261

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(261)

<223> Esterasa codificada por el gen NCgl0717

<400> 7
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Ser Arg
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Ala Glu
65

Asp Pro

Ser Ser
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130
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145
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210
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225
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35

Gln

Pro
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Thr
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195
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Pro
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<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221>gen

<222> (1)..(786)
<223> gen NCgl0717

<400> 8
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Ile
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Pro

Ser
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val

90

Ser

Ala

Gly

Thr
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Pro
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250
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Thr

Asn

Ala
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Arg
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Thr

Thr
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Thr

Thr
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Thr
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Thr
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Pro
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Thr
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Thr
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atgaaaacag aaactcgacg agecctegte ttcatcgteg ceggetgttt

geeetgggtt ttatggtetg geagatgtec ageccaagee gacccaccte

acgtctacta ctacgtctac
gagaccaaag aggcggaacc
gatccatate ttccaccgaa
acccettetg geagttetee
teggeaagee cgactcaaat
tcaactgetg ctacacaacc
gacccaactg gaccttctga
attgagacaa ccgatccggt
actccccaac cagatgagte
cetetcaate cggatcagee
agcgeaccag ctgacacaac

agctaa

<210>9

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
ccggggatcc tctagagttc gcggataaat ggg 33

<210> 10

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 10

cacccaaacc caggctaggt
tgacctagaa aaccaaactt
tgcttttgtg cgtecagaca
aactaccace tetegggtga
cacctceagg tcaaacgage
gtcgagecca gacaggccaa
acctacggaa cccaccgate
agetcegtec acceecgecaa
tgatacgcca cctaccgatt
ageeggttca actactgatg

atccaattct gtagetaact

cacgtgaaat tcaggtcgcg tggttcacct ccgaag 36

<210> 11

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11

cttcggaggt gaaccacgcg acctgaattt cacgtg 36

<210> 12
<211> 34
<212> ADN

16

acgattcece
tggcgeecat
atggecgaag
gttcteecte
ctagtgaacc
ccgaacctac
cgattgagac
cgagcgatga
tegtagagga
cgacgccaaa

ctgtggaace

ageegecace
tgatattgee
aggtaataca
caacaccgaa
cteeggttta
ctcagcagga
tggtgatgag
aaatceggta
aaccgatceg
ttcaacaagce
acctactget
cgcaacacca

aactgecacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
786
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
gcaggtcgac tctagaggtc ccatgattgt tctg 34

<210> 13

<211> 107

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(107)
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<223> Esterasa codificada por el gen NCgl2912

Ala Ser

Pro Ala

Gly Asp
40

55

Asn Leu

Glu Ile

<400> 13
Met Arg Lys Leu Arg Thr
1 5
Leu Ala Leu Thr Ala Thr
20
Ser Ala Ser Ser Gln Val
35
Arg Asp Ile Trp Gly Ser Ser Lys
50
Gly Ser Ala Trp Tyr Gly Tyr Thr
65 70
Ser Gly Leu Val Tyr Ala
85
Gln Ala Gly Ile Lys Leu
100
<210> 14
<211> 324
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum
<220>
<221>gen

<222> (1)..(324)
<223> gen NCgl2912

<400> 14
atgcgtaaac ttcgtactge
gctactcctg caatggctca
gcactcggtg ctagcgacta
gtaaccccat tcggttccge
tccggtcettg tgtacgcaaa
aagctggaga tcccacgceta

<210> 15

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

val

Met

25

Ala

Asp

Leu

Pro

Pro
105

Ala Leu Leu Thr Ala Gly Ala

10

15

Ala Gln Ser Thr Thr Gly Ser

30

Leu Gly Ala Ser Asp Tyr Glu

45

Phe Asp Asp Val Thr Pro Phe

60

Ala Ala Thr Ala Val Ala

75

Ala Ile Glu Gln Ala Ala

Arg Tyr

ttccgttgea ctgctgaccg caggtgeact tgcactgacce

gtccaccacc ggttcttctg catcttctca ggttggegac

cgagcgcgac atctggggtt cctctaagga cttcgacgat

ttggtacggc tacaccctgg ccgcaaccge agttgctatc

ccttcctgeca atcgagcagg ctgctgcaca ggccggcatc

ctaa

17

95

Ile

80

Ala

60

120

324
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<220>
<223> cebador

<400> 15
ccggggatcec tctagagetg caagaagtge gac 33

<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
ctegtagtceg ctagcaccta ttacgggagg tc 32

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
gacctcccgt aataggtgct agcgactacg ag 32

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
gcaggtcgac tctagacccg agctatctaa cac 33
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo productor de L-lisina del género Corynebacterium en el que al menos una proteina secretora
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 7 y 13 se inactiva.

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

Un método para producir L-lisina, que comprende las etapas de:

cultivar un microorganismo para producir L-lisina en el medio de cultivo o en la célula del microorganismo; y
recuperar la L-lisina del medio de cultivo o la célula,

en donde el microorganismo es un microorganismo productor de L-lisina del género Corynebacterium en el que
al menos una proteina secretora seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 1, 7 y 13 se inactiva.

El método de la reivindicacion 3, en donde el microorganismo del género Corynebacterium es Corynebacterium
glutamicum.
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