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DESCRIPCION
Vector recombinante para transformaciéon que mejora la productividad de glutamina y cepa que emplea el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un vector recombinante para transformacién que incrementa la productividad de
glutamina y una cepa en la que se ha introducido el mismo.

Técnica anterior

La actividad de la glutamina sintetasa (GS) es regulada por la glutamina sintetasa adenililtransferasa (ATasa, gInE).
La ATasa regula la actividad de GS catalizando la adenilacion y la desadenilacion de GS, y se ve afectada por la
concentracion de nitrégeno en el medio. La actividad de ATasa es regulada por Pll (gen P-1l de la proteina reguladora
de nitrégeno, ginB). La FIG. 1 muestra un mecanismo en el que la actividad de GS es inhibida por la activacion de PII
y ATasa cuando la concentracion de nitrégeno es alta. Asi, cuando se suministra una fuente de nitrégeno para producir
glutamina, surge el problema de que la actividad de GS sea retroinhibida por la fuente de nitrégeno suministrada,
dando como resultado una reduccion en la produccion de glutamina.

Asi, a fin de incrementar la eficacia de la producciéon de glutamina, se requiere suprimir la retroinhibicion de GS
provocada por ATasa. La Patente japonesa n°® JP4898441 divulga una cepa en la que la produccion de glutamina se
incrementa inhibiendo las actividades de los genes ginB y gInE implicados en la inhibicién de la actividad de GS, pero
todavia existe margen de mejora.

[Documentos de la técnica anterior]

(Documento de patente 0001) Patente Japonesa n® JP 4898441 B2 (6 de enero de 2012)
DIVULGACION

Problema técnico

Una realizacién proporciona una cepa productora de glutamina que comprende un vector que contiene una secuencia
nucleotidica que codifica glutamina sintetasa (GS) que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

Solucion técnica

Un aspecto proporciona un vector para transformacién que contiene una secuencia nucleotidica que codifica una
glutamina sintetasa (GS) que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

La glutamina sintetasa es una enzima que sintetiza glutamina a partir de glutamato y amoniaco. Puesto que el grado
en el que la actividad de la glutamina sintetasa que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 es
inhibida por ATasa es inferior que en el que una glutamina sintetasa que consista en otra secuencia es inhibida por
ATasa, la glutamina sintetasa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 puede incrementar la
productividad de glutamina.

Segln una realizacién, la secuencia nucleotidica que codifica la glutamina sintetasa puede consistir en la secuencia
nucleotidica de SEQ ID NO: 2.

Segln una realizacién, la glutamina sintetasa que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y el gen
glnA que consiste en la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 2 se pueden derivar de una cepa de Corynebacterium
glutamicum depositada con el nimero de registro KFCC10694. Segun una realizacién, como resultado de comparar
la homologia entre la secuencia de glnA derivada de KFCC10694 y la secuencia de gInA derivada de otra cepa de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, se confirmé que la homologia de secuencias nucleotidicas era solo 88,2%
y la homologia de secuencias de aminoacidos entre glutamina sintetasas expresadas a partir de los genes era solo
93,7%. Debido a esta diferencia de secuencias, el grado en el que la actividad de la glutamina sintetasa derivada de
KFCC10694 es inhibida por ATasa puede diferir del grado en el que la actividad de la glutamina sintetasa que consiste
en la otra secuencia es inhibida por ATasa.

Segun una realizacion, el vector para transformacién puede contener un promotor conectado operativamente a la
secuencia nucleotidica que codifica la glutamina sintetasa. El término "conectado operativamente" significa que un
gen que se va a expresar esta conectado funcionalmente a una secuencia o secuencias reguladoras para el mismo
de un modo que permita la expresién del gen. Cuando el nivel de expresién de GS es incrementado por el promotor,
la retroinhibiciéon de GS por ATasa se puede suprimir, incrementando de ese modo la productividad de glutamina. El
promotor puede ser un promotor constitutivo o un promotor inducible. Por ejemplo, el promotor constitutivo puede ser
Posps, Papre, P180, Psod, Pdapa, Pporg, Pivc, PL1o, PL2s, Pi1s, Pis1, Prso 0 Puss, y el promotor inducible puede ser Piacuvs, Ptac,
Ptrc, Ppops, PaceavaceB, Pgntrigntk, Pcuioxe, Ptac-m, Pmaier 0 Peap. Segun una realizacién, el promotor puede ser un promotor
de super6xido dismutasa (Psod). El vector para transformacion puede contener una secuencia reguladora de la
expresion tal como un potenciador.
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Segln una realizacién, el vector para transformacién puede contener una secuencia terminadora de la transcripcion
conectada operativamente a la secuencia nucleotidica que codifica la glutamina sintetasa. Segin una realizacion, la
secuencia terminadora de la transcripcion puede ser una secuencia rrnBT1T2.

El vector para transformacion puede contener, como marcador de seleccion, un gen de resistencia a antibioticos (p.
ej., neomicina, carbenicilina, kanamicina, espectinomicina o higromicina, etc.) (p. ej., neomicina fosfotransferasa (nptll)
o higromicina fosfotransferasa (hpt), etc.).

Ejemplos del vector incluyen, pero no se limitan a, un vector plasmidico, un vector cosmidico, un vector bacteriofagico,
un vector viral, y similares.

Otro aspecto proporciona una cepa transformada con el vector para transformacién.

Segln una realizacién, la cepa transformada puede ser una cepa en la que el gen gInA natural se haya inactivado. El
término "natural" se refiere a un gen poseido naturalmente por el microorganismo. El término "inactivaciéon" se refiere
a cualquier modificacién genética que dé como resultado la alteracién de la transcripcion o la traduccion del gen de
interés o la actividad del producto génico, y puede incluir la inactivacién de un promotor. Esta inactivacién especifica
del gen se puede realizar mediante un método establecido en la técnica. Por ejemplo, la inactivacién especifica del
gen se puede realizar mediante eliminacién génica, truncamiento génico mediante insercién de una secuencia
heterogénea, mutacién interruptora, mutacion del marco, mutacion de aminoacido, o similares.

Segln una realizacion, la cepa transformada puede ser una cepa en la que el gen gInE natural se ha inactivado.
Cuando la expresién del gen gInE natural se reduce o se pierde, la expresion de ATasa, que inhibe la actividad de la
glutamina sintetasa, se reduce, y asi se puede incrementar la productividad de glutamina.

Segun una realizacion, la cepa transformada puede ser una cepa de Corynebacterium sp., por ejemplo, una cepa de
Corynebacterium glutamicum depositada con el nimero de registro KFCC10694.

La transformacién se puede realizar usando una técnica de introduccion de vectores adecuada seleccionada
dependiendo de la célula anfitriona, como se sabe en la técnica. Por ejemplo, la introduccion del vector se puede
realizar mediante electroporacién, choque térmico, precipitacion de fosfato calcico (CaPOa), precipitacion de cloruro
célcico (CaClz), microinyeccion, el método del polietilenglicol (PEG), el método de DEAE-dextrano, el método de
liposomas catiénicos, el método de acetato de litio-DMSQO, o combinaciones de los mismos.

Otro aspecto mas proporciona un método para producir glutamina que comprende una etapa de cultivo de la cepa
transformada.

El cultivo se puede realizar usando un medio y condiciones de cultivo adecuados conocidos en la técnica, y cualquier
experto en la técnica puede ajustar y usar facilmente el medio y las condiciones de cultivo. Especificamente, el medio
puede ser un medio liquido, sin estar limitado a esto. Ejemplos del método de cultivo incluyen, pero no se limitan a,
cultivo discontinuo, cultivo continuo, cultivo semicontinuo, o combinaciones de los mismos.

El medio debe cumplir los requisitos de una cepa especifica de modo apropiado, y puede ser modificado
apropiadamente por un experto en la técnica. Por ejemplo, para el medio de cultivo para la cepa de Corynebacterium
sp., se puede hacer referencia a un documento conocido (Manual of Methods for General Bacteriology, American
Society for Bacteriology, Washington D.C., EE. UU. de A., 1981). Ademas, el medio puede contener diversas fuentes
de carbono, fuentes de nitrégeno y componentes oligoelementales. Ejemplos de fuentes de carbono que se pueden
usar incluyen: sacaridos y carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidén y celulosa;
aceites y grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; acidos grasos tales
como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y acidos organicos tales
como acido acético. Estas sustancias se pueden usar individualmente o como una mezcla. Ejemplos de fuentes de
nitrégeno que se pueden usar incluyen peptona, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, liquido de
maceraciéon de maiz, harina de soja, urea, 0 compuestos inorganicos tales como sulfato aménico, cloruro amonico,
fosfato aménico, carbonato amoénico y nitrato amonico. Las fuentes de nitrégeno también pueden usarse
individualmente o como una mezcla. Ejemplos de fuentes de fésforo que se pueden usar incluyen dihidrogenofosfato
potéasico o hidrogenofosfato dipotasico o las correspondientes sales que contienen sodio. El medio de cultivo puede
contener sales metdlicas tales como sulfato magnésico o sulfato de hierro, que se requieren para el crecimiento.
Ademas, el medio de cultivo puede contener sustancias de crecimiento esenciales tales como aminoacidos y
vitaminas. Por otra parte, se pueden usar precursores adecuados en el medio de cultico. El medio o los componentes
individuales se pueden afiadir al medio de cultivo de modo discontinuo o continuo mediante un método adecuado
durante el cultivo.

El pH del medio de cultivo se puede ajustar afiadiendo compuestos tales como hidréxido aménico, hidréxido potasico,
amoniaco, acido fosférico y acido sulfdrico al medio de cultivo de microorganismos de un modo apropiado durante el
cultivo. Ademas, durante el cultivo, la espumacién se puede suprimir usando un agente antiespumante tal como un
éster poliglicolico de &cido graso. Adicionalmente, para mantener el medio de cultivo en una condicion aerobica, se
puede inyectar oxigeno o un gas que contiene oxigeno (por ejemplo, aire) en el medio de cultivo. La temperatura del
medio de cultivo puede ser generalmente de 20°C a 45°C, por ejemplo, de 25°C a 40°C. El cultivo se puede continuar
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hasta que se produzca una cantidad deseada de L-glutamina. Por ejemplo, el tiempo de cultivo puede ser de 10 horas
a 160 horas.

El método para producir glutamina puede comprender una etapa de recuperacion de L-glutamina del microorganismo
cultivado o el medio. El método para recuperar L-glutamina no esta particularmente limitado, y la L-glutamina se puede
recuperar usando un método adecuado conocido en la técnica dependiendo del método de cultivo. Ejemplos del
método para recuperar L-glutamina incluyen centrifugacion, filtraciéon, cromatografia de intercambio aniénico,
cristalizacién, HPLC, y similares.

Efectos ventajosos

Puesto que la glutamina sintetasa expresada por la cepa segun una realizacién esta menos retroinhibida por ATasa,
puede incrementar significativamente la produccién de glutamina.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un mecanismo en el que se regula la actividad de glutamina sintetasa.
La FIG. 2 muestra un vector pk19ms/ AgInA segun una realizacion.

FIG. 3 muestra un vector pk19ms/ A gInE segun una realizacién.

FIG. 4 muestra un vector pa'-giInA(ATCC13032) segun una realizacién.

FIG. 5 muestra un vector pa'-ginA(KFCC10694) segun una realizacién.

Modo para la invencién

En lo sucesivo en el presente documento, se describiran una o mas realizaciones con mas detalle con referencia a
ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son para ilustrar una o mas realizaciones, y el alcance de la presente invencién
no se limita a estos ejemplos, sino que el alcance esta definido por las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Construccion de vectores para la eliminacion de los genes gInA y gInE en el cromosoma KFCC-
10694

Como materiales para la construccion de vectores, se usaron Wizard genomic DNA purification kit (Promega, EE. UU.
de A.), PrimeSTAR Max DNA polymerase (Takara, Jap6n), DNA ligation kit (Takara, Japon) y Hindlll y BamHI (NEB,
Inglaterray).

1-1. Construccion de vector para la eliminacion de ginA

Usando el ADN cromosémico de una cepa KFCC-10694 (Corynebacterium glutamicum MWM-891020) como plantilla,
se realizé PCR con el cebador 1 y el cebador 2 para obtener un producto de amplificacién del brazo izquierdo de glnA
de KFCC-10694. De forma similar, se realiz6 PCR con el cebador 3 y el cebador 4 para obtener un producto de
amplificacién del brazo derecho de gInA.

Los productos de amplificacion del brazo izquierdo y derecho de gIlnA se sometieron a PCR cruzada con una
combinacion del cebador 1 y el cebador 4 para obtener un producto de amplificacién en el que el brazo izquierdo y el
brazo derecho estaban ligados entre si. El producto de amplificacién obtenido se inserté en el sitio BamHI de un vector
pK19mobSacB. El vector construido para la eliminacion de ginA se denomino pK19ms/AgInA (véase la FIG. 2).

1-2. Construccion de vector para la eliminacion de ginE

Del mismo modo que la construccién del vector para la eliminacion de gInA, se realizd6 PCR con una combinacién del
cebador 5 y el cebador 6 para obtener un producto de amplificacion del brazo izquierdo de ginE de KFCC-10694, y se
realizé PCR con una combinacién del cebador 7 y el cebador 8 para obtener un producto de amplificacién del brazo
derecho de gInE.

Los productos de amplificacién del brazo izquierdo y el brazo derecho de gInE se amplificaron mediante PCR cruzada
usando una combinacién del cebador 5 y el cebador 8 para obtener un producto de amplificacion en el que el brazo
izquierdo y el brazo derecho estaban ligados entre si. El producto de amplificacién se insertd en el sitio Hindlll de un
vector pK19mobSacB. El vector construido para la eliminacién de gInE se denominé pK19ms/AgInE (véase la FIG.
3).

La Tabla 1 posterior muestra informacion sobre el ginA de KFCC-10694, el ginE de KFCC-10694 y las secuencias
nucleotidicas de los cebadores 1 a 8.
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‘Cebador 'SEQID NO

‘Cebador 3 7

iCebador 4 8

iSecuencia (5'-3')

gGGGATCCCTTAAAAAGCTTTTCGAC

éCebador 5 9

§GGAAGCTTCTTGACCTGCATGATCTCG

gCebador 6 10

‘GCCAATCGAGAACGCATGCCCACTACTTTACGGTCA

éCebador 7 11

§ATGACCGTAAAGTAGTGGGCATGCGTTCTCGATTGGC

Ejemplo 2: Construccion de dos vectores que sobreexpresan ginA

Usando el ADN del gen gIinA de ATCC13032 como plantilla, se realizé PCR con una combinacion del cebador 9 y el
cebador 10 para obtener un producto de amplificacién de gInA(AT).

Separadamente, usando el ADN del gen ginA de KFCC10694 como plantilla, se realizé PCR con una combinacion del
cebador 11 y el cebador 12 para obtener un producto de amplificacién de ginA(KF).

Como resultado de examinar la homologia entre el gInA(AT) y el gInA(KF), se confirmé que la homologia de secuencias
nucleotidicas era solo 88,2% y la homologia de secuencias de aminoacidos era solo 93,7%. Las secuencias de
aminoacidos y las secuencias nucleotidicas de gInA (AT) y gInA(KF) se muestran en la Tabla 2 posteriormente.

[Tabla 2]

Lista ﬁgQ ID Informacién de la secuencia
VAFNTPEEIVKFIKDENVEFVDVRFTDVPGTEQHEFSIPAALFD
§Aminoécido de GS de KFCC10694 i1
EEAIEEGLAFDGSSIRGFTTIDESDMNLLPDLGTATIDPFRKAK
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Informacién de la secuencia

TLNTIKFFVHDPFTREAFSRDPRNVARKAEQYLASTGIADTCNF
GAEAEFYLFDSVRYSTDINSSFYHVDTNEGW WNRGRETNLD
GTPNLGAKNRVKGGYFPVAPYDQTVEIRDDMVNYLSNAGF

QLERFHHEVGGGQQEINYRENTMLHAADDIQTFKYIIKNTAH
LHGKTATFMPKPLAGDNGSGMHAHQSLWKDGKPLFHDESG
¥ AGLSDIARY YIGGIL HHAGAVLAFTNPTLNS YHRLVPGFEA |
PINLVYSQRNRSAAVRIPITGSNPKAKRIEFR APDPSGNPYFGF
AAMMMAGLDGIKNRIEPHAPVDKDLYELPPEEA ASIPQAPTS
LEASLKALQEDSDFLTESDVFTEDLIESYIQYKYDNEITPVRLR

PTPQEFEMYFDC

GTGGCGTTTAATACCCCGGAAGAAATAGTCAAGTTCATCA
AAGACGAGAACGTCGA
ATTCGTAGACGTTCGCTTCACCGATGTACCAGGAACTGAA
CAGCACTTCAGCATCC
CAGCCGCCCTCTTCGATGAAGAGGCCATCGAAGAAGGCCT
AGCATTCGACGGATCC |
; TCGATCCGCGGATTCACCACCATCGATGAGTCTGACATGA
%Nucleétido de gIinA de KFCC10694 :2 ACCTCCTACCAGACCT
CGGAACTGCCACCATTGACCCGTTCCGCAAGGCCAAGACT
CTGAACATCAAGTTCT :
TCGTTCATGATCCATTCACCCGCGAAGCTTTCTCCCGCGAC
CCACGCAATGTGGCA |

CGCAAGGCAGAGCAGTACCTCGCCTCCACCGGCATTGCAG

ATACCTGCAACTTCGG
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Lista NO Informacién de la secuencia

CGCAGAAGCCGAGTTCTACCTCTTTGATTCAGTCCGCTACT

CCACCGATATTAACT

CCAGCTTCTACCACGTTGATACCAATGAAGGCTGGTGGAA

CCGTGGCCGGGAAACC

AACCTTGATGGCACCCCAAACCTTGGCGCCAAGAACCGTG

TCAAGGGCGGATACTT

CCCTGTTGCACCATATGACCAAACCGTGGAAATCCGCGAT

GATATGGTCAACTACC

TCTCAAACGCTGGTTTCCAACTTGAGCGTTTCCACCACGAC

GTCGGCGGTGGACAG

CAGGAGATCAACTACCGCTTCAACACCATGCTGCACGCGG

CTGATGATATTCAGAC

ATTCAAGTACATCATCAAGAACACCGCTCACCTCCACGGC

AAGACCGCAACCTTTA

TGCCTAAGCCACTGGCTGGCGACAACGGCTCTGGAATGCA

CGCACACCAGTCCCTA

TGGAAGGACGGCAAGCCACTCTTCCACGATGAGTCCGGTT

ACGCAGGCCTATCTGA

CATCGCCCGCTACTACATTGGTGGCATCCTGCACCACGCA

GGTGCAGTATTGGCGT

TCACCAACCCAACCCTGAACTCCTACCACCGTTTAGTTCCT

GGCTTCGAGGCGCCA

ATCAACTTGGTGTACTCCCAGCGCAACCGCTCTGCTGCTGT
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Informacién de la secuencia

ACGTATCCCAATCAC
CGGATCCAACCCAAAGGCAAAGCGCATCGAGTTCCGCGCT
CCGGACCCATCAGGCA |
ACCCATACTTCGGCTTCGCTGCCATGATGATGGCTGGCCTT
GACGGCATCAAGAAC
CGCATCGAGCCACACGCACCAGTGGATAAGGATCTCTACG
AGCTTCCACCAGAGGA
AGCTGCCTCCATCCCACAGGCTCCAACCTCCCTTGAAGCTT
CATTGAAGGCTCTTC l
AGGAAGATTCCGACTTCCTCACCGAGTCTGATGTCTTCACC
GAAGATCTCATCGAG
TCCTACATCCAGTACAAGTACGACAACGAGATCACCCCAG
TCCGTTTGCGCCCAAC

TCCTCAAGAGTTCGAAATGTACTTCGACTGCTAA

VAFETPEEIVKFIKDENVEFVDVRFTDLPGTEQHFSIPAASFDA
DTIEEGLAFDGSSIRGFTTIDESDMNLLPDLGTATLDPFRKAK
TLNVKFFVHDPFTREAFSRDPRNVARKAEQYLASTGIADTCN
i FGAEAEFYLFDSVRYSTEMNSGFYEVDTEEGWWNRGKETNL
\Aminoécido de GS de ATCC ey o e A T
i 3 UL INLAUUADNNRKNY v IFFVAFIU\J
13032

‘ FALERFHHEVGGGQQEINYRENTMLHAADDIQTFKYIIKNTA
RLHGKAATFMPKPLAGDNGSGMHAHQSLWKDGKPLFHDES

GYAGLSDIARY YIGGILHHAGAVLAFTNATLNSYHRLVPGFE

APINLVYSQRNRSAAVRIPITGSNPKAKRIEFRAPDPSGNPYLG
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Lista NO Informacién de la secuencia

FAAMMMAGLDGIKNRIEPHAPVDKDLYELPPEEAASIPQAPT
SLEASLKALQEDTDFLTESDVFTEDLIEAYIQYKYDNEISPVR

LRPTPQEFELYFDC

GTGGCGTTTGAAACCCCGGAAGAAATTGTCAAGTTCATCA |
AGGATGAAAACGTCGA
GTTCGTTGACGTTCGATTCACCGACCTTCCCGGCACCGAGC
AGCACTTCAGCATCC |
CAGCTGCCAGCTTCGATGCAGATACAATCGAAGAAGGTCT
CGCATTCGACGGATCC l
TCCATCCGTGGCTTCACCACGATCGACGAATCTGACATGA
ATCTCCTGCCAGACCT
CGGAACGGCCACCCTTGATCCATTCCGCAAGGCAAAGACC
CTGAACGTTAAGTTCT |
‘Nucledtido de gInA de ATCC
13032 TCGTTCACGATCCTTTCACCCGCGAGGCATTCTCCCGCGAC |
| CCACGCAACGTGGCA
CGCAAGGCAGAGCAGTACCTGGCATCCACCGGCATTGCAG
ACACCTGCAACTTCGG
CGCCGAGGCTGAGTTCTACCTCTTCGACTCCGTTCGCTACT
CCACCGAGATGAACT l
CCGGCTTCTACGAAGTAGATACCGAAGAAGGCTGGTGGAA
CCGTGGCAAGGAAACC
AACCTCGACGGCACCCCAAACCTGGGCGCAAAGAACCGC

GTCAAGGGTGGCTACTT
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Informacién de la secuencia

CCCAGTAGCACCATACGACCAAACCGTTGACGTGCGCGAT
GACATGGTTCGCAACC
TCGCAGCTTCCGGCTTCGCTCTTGAGCGTTTCCACCACGAA é
GTCGGTGGCGGACAG |
CAGGAAATCAACTACCGCTTCAACACCATGCTCCACGCGG
CAGATGATATCCAGAC
CTTCAAGTACATCATCAAGAACACCGCTCGCCTCCACGGC
AAGGCTGCAACCTTCA
TGCCTAAGCCACTGGCTGGCGACAACGGTTCCGGCATGCA
CGCTCACCAGTCCCTC
TGGAAGGACGGCAAGCCACTCTTCCACGATGAGTCCGGCT
ACGCAGGCCTGTCCGA
CATCGCCCGCTACTACATCGGCGGCATCCTGCACCACGCA
GGCGCTGTTCTGGCGT
TCACCAACGCAACCCTGAACTCCTACCACCGTCTIGGTTCC
AGGCTTCGAGGCTCCA
ATCAACCTGGTGTACTCACAGCGCAACCGTTCCGCTGCTG
TCCGTATCCCAATCAC
CGGATCCAACCCGAAGGCAAAGCGCATCGAATTCCGCGCTé
CCAGACCCATCAGGCA |
ACCCATACCTGGGCTTTGCAGCGATGATGATGGCCGGCCT
CGACGGCATCAAGAAC

CGCATCGAGCCACACGCTCCAGTGGACAAGGACCTCTACG ;
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Lista NO Informacién de la secuencia

AACTACCACCAGAGGA
AGCTGCATCCATTCCACAGGCACCAACCTCCCTGGAAGCA
TCCCTGAAGGCACTGC |
AGGAAGACACCGACTTCCTCACCGAGTCTGACGTCTTCAC
CGAGGATCTCATCGAG
GCGTACATCCAGTACAAGTACGACAACGAGATCTCCCCAG
TTCGCCTGCGCCCAAC

CCCGCAGGAATTCGAATTGTACTTCGACTGCTAA

En cuanto a los promotores de sod, un primer producto de amplificacion del promotor de sod se obtuvo amplificando
el ADN cromosémico de ATCC13032 como plantilla usando una combinacion del cebador 13 (directo) y el cebador 14
(retrocebador), y se obtuvo un segundo producto de amplificacion del promotor de sod amplificando el ADN
cromosomico de ATCC13032 como plantilla usando una combinacién del cebador 13 (directo) y el cebador 15
(retrocebador). La razén por la que los cebadores 14 y 15 se usaban separadamente como los cebadores inversos
(retrocebadores) se debe a la diferencia en la secuencia de gInA, y las secuencias promotoras de sod son iguales
(véase gggtaaaaaatcctttcg en la Tabla 3 posterior).

Como secuencias terminadoras de la transcripcién rrnBT1T2, se obtuvo un primer producto de amplificacion de
rrnBT1T2 amplificando el ADN cromosémico de E. coli DH5a como plantilla usando una combinacién del cebador 16
(directo) y el cebador 17 (retrocebador), y se obtuvo un segundo producto de amplificacién de 2 rrnBT1T2 amplificando
el ADN cromosémico de E. coli DH5a usando una combinacién del cebador 18 (retrocebador) y el cebador 17
(retrocebador). La razén por la que los cebadores 16 y 18 se usaban separadamente como los cebadores directos se
debe a la diferencia en la secuencia de gInA, y las secuencias terminadoras de la transcripcion son iguales (véase
agaatttgcetggeggea en la Tabla 3 posterior).

El primer producto de amplificacion del promotor de sod, gInA(AT), y el primer producto de amplificacién del terminador
rrnBT1T2 se insertaron en el sitio BamHI en un vector pa', que es un vector lanzadera de E. coli-Corynebacterium,
realizando PCR cruzada usando una combinacion del cebador 13 y el cebador 17, construyendo de ese modo un
vector pa'-gInA(AT) (véase la FIG. 4).

De forma similar, el segundo producto de amplificacién del promotor de sod, gInA(KF), y el segundo producto de
amplificacién del terminador rrnBT1T2 se insertaron en el sitio BamHI en un vector pa’, que es un vector lanzadera de
E. coli-Corynebacterium, realizando PCR cruzada usando una combinacion del cebador 13 y el cebador 17,
construyendo de ese modo un vector pa'-gInA(KF) (véase la FIG. 5).

Los materiales experimentales usados en el Ejemplo 2 eran PrimeSTAR Max DNA Polymerase (Takara, Japon), DNA
ligation kit (Takara, Jap6n) y BamHI (NEB, Inglaterra).

Las secuencias nucleotidicas de los cebadores 9 a 18 se muestran en la Tabla 3 posterior.

[Tabla 3]

gCebador ESEQ ID NO ESecuencia (5>3"

%Cebador 9 13 éCGAAAGGATTTTTTACCCGTGGCGTTTGAAACCCCG
%Cebador 10 14 éTGCCGCCAGGCAAATTCTTTAGCAGTCGAAGTACAA

%Cebador 11 15 éCGAAAGGATTTTTTACCCGTGGCGTTTAATACCCCGG
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gCebador ESEQ ID NO éSecuencia (5'-3)

%Cebador 12 16 éCTGCCGCCAGGCAAATTCTTTAGCAGTCGAAGTACAT

%Cebador 13 17 éGGGATCCAGCTGCCAATTATTCCGGG

%Cebador 14 18 éCGGGGTTTCAAACGCCACGGGTAAAAAATCCTTTCG

Cebador15 ........... 19CCGGGGTATTAAACGCCACGGGTAAAAAATCCTTTCG ..........................................
Cebado”ggo .............................. TTGTACTTCGACTGCTAAAGAATTTGCCTGGCGGCA ...............................................
Cebador17 ........... 21GGGATCCTTCGTTTTATTTGATGCC ......................................................................................

Cebador 18 (22 ATGTACTTCGACTGCTAAAGAATTTGCCTGGCGGCAG

Ejemplo 3: Construccion de la cepa KFCC10694 que contiene eliminacion del gen ginA y/o el gen gInE

El vector pK19ms/ A ginA construido en el Ejemplo 1 se introdujo mediante electroporacion en células competentes de
la cepa KFCC10694, y las células se sembraron en medio 2YT KM AGAR, y a continuacién se cultivaron en una
incubadora a 30°C durante 4 dias para obtener colonias. Entre las colonias en las se inducia la primera recombinacién
homogénea, las colonias transformadas se cultivaron en medio liquido 2YT durante 12 horas, y a continuacion se
sembraron sobre medio de agar 2YT sacarosa GM, y el marcador de antibidtico se retir6 mediante la segunda
recombinaciéon homéloga. Se comprobo finalmente si el gen ginA se retiraba como se pretendia sometiendo la colonia
seleccionada a PCR y secuenciacion. La cepa con eliminacién del gen gInA construida a través del procedimiento
descrito anteriormente se denomind D 10694A.

Del mismo modo, el vector pK19ms/ A gInE construido en el Ejemplo 1 se introdujo en la cepa D10694A, construyendo
de ese modo una cepa que contenia la eliminacién de los genes tanto ginA como gInE. El medio usado en este
experimento contenia glutamina en una concentracion de 100 mg/l. La cepa que contenia la eliminacién de los genes
tanto glnA como gInE, construida a través del procedimiento descrito anteriormente, se denominé D10694AE.

Los materiales usados en el Ejemplo 3 eran agar 2YT (16 g/l de triptona, 10 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl,
1,5% de agar), agar 2YT KM (agar 2YT, 15 mg/l de kanamicina), agar 2YT sacarosa GM (agar 2YT, 100 g/l de
sacarosa, 100 mg/l de glutamina), y electroporador (BIO-RAD, EE. UU. de A.).

Ejemplo 4: Construccion de la cepa en la que se ha introducido el vector pa'-gInA(AT) o el vector pa'-gInA(KF)

Cada uno del vector pa'-gInA(ATCC13032) y el vector pa'-ginA(KFCC10694) construidos en el Ejemplo 2 se introdujo
mediante electroporacion en cada una de las cepas D10694A y D10694AE construidas en el Ejemplo 3. Cada una de
las cepas en las que se ha introducido cada uno de los vectores se sembré en medio de agar 2YT KM y se cultivd
durante 3 dias en una incubadora a 30°C para obtener colonias. Las cepas construidas a través del procedimiento
descrito anteriormente se denominaron D10694A/pa-ginA(AT), D10694A/pa-ginA(KF), D10694AE/pa-ginA(AT) vy
D10694AE/pa-gInA(KF), respectivamente.

Los materiales experimentales usados en el Ejemplo 4 eran agar 2YT (16 g/l de triptona, 10 g/l de extracto de levadura,
5 g/l de NaCl, 1,5% de agar), agar 2YT KM (agar 2YT, 15 mg/l de kanamicina), y electroporador (BIO-RAD, EE. UU.
de A).

Ejemplo 5: Andlisis de las productividades de glutamina de las cepas construidas en el Ejemplo 4

Se aportaron 20 ml de medio de siembra a matraces Erlenmeyer de 500 ml y se trataron en autoclave segiin un método
convencional, y a continuacion cada una de las cepas se inoculd en el medio y se cultivé con agitacién a 30°C durante
24 horas para obtener cultivos de siembra. Se aportaron 100 ml de medio de produccion a matraces Erlenmeyer de
500 ml y se trataron en autoclave segun un método convencional, y a continuacién 100 ml de cada uno de los cultivos
de siembra previamente preparados se inocularon en el medio y se cultivaron con agitacion a 30°C durante 72 horas.
Para comparar la productividad con las cepas D10694A y D10694AE, se afiadieron al medio 100 mg/l de glutamina.
Después de la finalizacién del cultivo, se realizo la determinacion del contenido de L-glutamina en cada uno de los
cultivos mediante un método de HPLC convencional.

Los resultados experimentales para la productividad de glutamina se muestran en la Tabla 4 posterior.
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[Tabla 4]

gNombre de la cepa EOD(1/1 00) A(L-GLN(%))
KFCC106943256 ................................. 5 56 .........................................
D10694A(gInAeI|m|nado)3135nd ...........................................
D10694AE(gInAygInEehmmados) ..................................................................... 5 185 ................................. e
D10694A/PagInA(AT) ............................................................................................... 3138 ................................. 1 97 ..........................................
D1 0694A/Pa-ginA(KF) 23,202 5,24

D1 0694AE/Pa-gInA(AT) 50,209 3,88

D1 0694AE/Pa-gInA(KF) 021 7 ‘5,31

Los resultados experimentales de la Tabla 4 anterior mostraban que la cepa D10694A y la cepa D10694AE no
producian L-glutamina debido a la eliminacién de gInA (gen de expresion de GS).

En cuanto a las productividades de glutamina de D10694A/Pa-gInA (AT) y D10694A/Pa-gIinA (KF) de la Tabla 4, la
productividad de L-glutamina de D10694A/Pa-ginA(AT) disminuia en comparacion con la de la cepa original
KFCC10694, mientras que la productividad de L-glutamina de D10694A/Pa-gInA(KF) se incrementaba en comparacion
con la de la cepa original KFCC10694. Aunque se introducia el mismo promotor de sod en las dos cepas, la
productividad de L-glutamina era significativamente superior cuando se introducia ginA(KF) que cuando se introducia
gInA(AT). Esto sugiere que existe una diferencia en el grado de retroinhibicién entre ginA(AT) y gInA(KF).

Como resultado de examinar las productividades de L-glutamina de D10694AE/Pa-gInA(AT) y D10694AE/Pa-gInA(KF)
que no sufren retroinhibicion debida a inactivacion de ATasa, se podria observar que la productividad de L-glutamina
de la cepa D10694AE/Pa-gInA(AT) era aproximadamente 1,91% superior que la de la cepa D10694A/Pa-gInA(AT),
indicando que habia una diferencia significativa en la productividad de L-glutamina dependiendo de la presencia o
ausencia de actividad de ATasa. Sin embargo, se podria observar que la productividad de L-glutamina de la cepa
D10694AE/Pa-gInA(KF) se incrementaba en 0,07% en comparacién con la de la cepa D10694A/Pa-gInA(KF), pero el
grado del incremento no era significativo, indicando que la diferencia en la productividad de L-glutamina dependiendo
de la presencia o ausencia de actividad de ATasa no era significativa. Esto significa que ginA(KF) es menos
retroinhibido por ATasa.

Mas especificamente, la cepa D10694A/Pa-gInA(KF) mostraba un incremento en la productividad de
aproximadamente 47% en comparacion con la cepa original, y la cepa D10694AE/Pa-gInA(KF) mostraba un
incremento en la productividad de aproximadamente 49% en comparacion con la cepa original. Lo que es destacable
aqui es que la diferencia de productividad entre D10694A/Pa-gInA(KF) y D10694AE/Pa-gIinA(KF) en comparacién con
la cepa original era solo 2%, lo que es insignificante. Aunque D10694AE/Pa-gInA(KF) carecia adicionalmente del gen
gInE implicado en la retroinhibicién de GS, el incremento en la productividad de glutamina de D10694AE/Pa-gInA(KF)
con respecto al de la cepa original era solo 2% en comparacion con el incremento en la productividad de glutamina de
D10694A/Pa-gInA(KF) con respecto al de la cepa original, indicando que la diferencia en la productividad de glutamina
dependiendo de la presencia 0 ausencia de actividad de ATasa no era significativa. Esto sugiere que el incremento en
la productividad mediante la introduccion de ginA(KF) no se debia simplemente a la contribucién del promotor de sod,
sino que se debia a la contribucién de la resistencia de gInA(KF) a la retroinhibicion.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector para transformacién que contiene una secuencia nucleotidica que codifica una glutamina sintetasa que
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

2. El vector segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia nucleotidica que codifica la glutamina sintetasa consiste
en SEQ ID NO: 2.

3. El vector segun la reivindicacion 1, que contiene un promotor conectado operativamente a la secuencia nucleotidica
que codifica la glutamina sintetasa.

4. El vector segun la reivindicacién 1, que contiene una secuencia terminadora de la transcripcion conectada
operativamente a la secuencia nucleotidica que codifica la glutamina sintetasa.

5. Una cepa transformada con el vector para transformacién segun la reivindicacion 1.
6. La cepa segln la reivindicacién 5, en la que se ha inactivado la expresién de un gen ginE natural en la cepa.
7. La cepa segun la reivindicacién 5, que es Corynebacterium glutamicum.

8. Un método para producir glutamina que comprende una etapa de cultivo de la cepa segun la reivindicacion 5
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Fig. 1
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Fig. 4
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Fig. 5
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