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DESCRIPCION
Variedad de Corynebacterium glutamicum que produce L-arginina y método para fabricar la misma.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una cepa mutante productora de L-arginina, que produce L-arginina con un alto
rendimiento para ser usada en las industrias medicinales y farmacéuticas, y a un método para fabricar la misma. En
particular, la presente invencién se refiere a un polinucleétido que comprende un gen argD2 (Ncgl2355) que es un
supuesto gen de la acetilornitina-aminotransferasa implicada en la biosintesis de arginina por Corynebacterium
glutamicum, un polipéptido codificado por el polinucleétido, un vector recombinante que comprende el polinucledtido,
un transformante capaz de producir L-arginina con alto rendimiento, que se prepara introduciendo el vector
recombinante en un microorganismo hospedante productor de L-arginina para sobre-expresar el gen argD2 y a un
método para producir L-arginina cultivando el transformante.

Fundamento técnico

La L-arginina es un aminoacido que en su forma libre se encuentra en semillas de plantas o en el ajo. La L-arginina
ha sido ampliamente usada como un aditivo eficiente en medicamentos, alimentos o similares. La L-arginina es Uutil
como farmaco para mejorar la funcion hepatica y la funcion cerebral y para tratar la esterilidad masculina, y como un
ingrediente de de suplementos de miltiples aminoacidos. Ademas, la L-arginina se ha usado como aditivo
alimenticio en croquetas de pescado y bebidas dietéticas, y recientemente ha ganado interés como sustituto de la
sal comun para pacientes hipertensos.

Los métodos convencionales para la producciéon de L-arginina por fermentacién biolégica se basan en la produccion
de L-arginina directamente a partir de fuentes carbonadas y nitrogenadas. Por ejemplo, la L-arginina puede ser
producida usando una cepa mutante derivada de un microorganismo productor de &cido glutdmico que pertenece al
género Brevibacterium o Corynebacterium (Publicaciones de patentes japonesas no examinadas N° Sho57-163487,
Sho60-83593 y Sho62-265988) o usando un microorganismo productor del aminoacido, cuyas propiedades de
crecimiento son mejoradas mediante la fusion celular (Publicacion de patente japonesa no publicada N° Sho59-
158185). Recientemente se ha descrito que la L-arginina se puede producir usando una cepa recombinante, en la
cual esté inactivado su gen argR que participa en la regulacién de la biosintesis de arginina (Solicitud de patente de
EE.UU. N° 2002/0045223A1) y usando un método para sobre-expresar un gen argF del operdn de arginina (Solicitud
de patente coreana N° 10-2004-107215).

En los microorganismos, la biosintesis de L-arginina transcurre en ocho etapas enzimaticas que parten del precursor
L-glutamato y sigue dos vias diferentes, la via lineal y la via ciclica.

En microorganismos que pertenecen al género Corynebacterium, la L-arginina se sintetiza a través de la via ciclica a
partir de L-glutamato via N-acetilglutamato, fosfato de N-acetilglutamilo, N-acetilglutamato-semialdehido, N-
acetilornitina, ornitina, citrulina y argininosuccinato. Estos productos intermedios se sintetizan a través de reacciones
consecutivas catalizadas por enzimas tales como glutamato N-acetiltransferasa, N-acetilglutamato-quinasa,
acetilglutamato-semialdehido-deshidrogenasa, acetilornitina-aminotransferasa, ornitina-carbamoiltransferasa,
argininosuccinato-sintasa y argininosuccinato-liasa. Estas enzimas estan codificadas por los genes argJ, argB, argC,
argD, argF, argG y argH, respectivamente.

Para producir L-arginina con alto rendimiento, las autores de la presente invencion han realizado estudios sobre las
enzimas implicadas en la biosintesis de L-arginina durante un largo periodo de tiempo. Encontraron que en la etapa
intermedia de la biosintesis de arginina, se amplifica la reaccion enzimatica implicaba la conversion de N-
acetilglutamato-semialdehido en N-acetilornitina para aumentar el flujo de L-arginina, mejorando de este modo la
productividad de L-arginina.

En las células esta presente una variedad de aminotransferasas, y se dividen en cuatro subgrupos sobre la base de
su relacién estructural mutua. El subgrupo | comprende aspartilornitina, alanina, tirosina, histidiolfosfato y fenilalanina
-aminotransferasas, el subgrupo Il comprende acetilornitina, ornitina, w-aminoacido, aminobutirato y fenilalanina-
aminotransferasas, el subgrupo Il comprende D-alanina y aminoacido de cadena ramificada-aminotransferasas, y el
subgrupo IV comprende serina y fosfoserina-aminotransferasas (Perdeep K. MEHTA, et al., Eur. J. Biochem., 214,
549-561, 1993).

Se sabe que en Corynebacterium glutamicum, existe un gen argCIJBDF implicado en la biosintesis de arginina en
forma de un operdn, y esta regulado por inhibicién por retroalimentaciéon debida a arginina (Vehary Sakanyan, et al.,
Microbiology, 142:9-108, 1996). Por tanto, hay un limite en producir L-arginina con alto rendimiento.

Descripcion de lainvencién
Problema técnico

Por consiguiente, los autores de la presente invencidon se han esforzado en desarrollar estas cepas capaces de
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producir L-arginina con alto rendimiento. Encontraron que un microorganismo transformado con un gen argD2, que
es un supuesto gen que tiene la misma funcion que un gen argD que codifica acetilornitina-aminotransferasas,
sobre-expresa el gen argD2 y produce L-arginina con mayor rendimiento que una cepa parental, completando de
este modo la presente invencion.

Solucién técnica

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un polipéptido codificado por ungen argD2 (Ncgl2355) que es un
supuesto gen de acetilornitina-aminotransferasa implicado en la biosintesis de arginina por Corynebacterium
glutamicum.

Es otro objeto de la presente invencidén proporcionar a vector recombinante que comprende a secuencia de bases
que codifica el polipéptido.

Es otro objeto mas de la presente invencion proporcionar un transformante capaz de producir L-arginina con alto
rendimiento, que se prepara introduciendo el vector recombinante.

Es otro objeto mas de la presente invencién proporcionar un método para producir L-arginina cultivando el
transformante. Sin embargo, en particular, la presente invencion se refiere a un método de producir L-arginina segun
se reivindica mas adelante. Las realizaciones preferidas de la invencion se exponen en las reivindicaciones
dependientes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la construccion de un pladsmido recombinante pHC131T-argD2, que comprende un gen argD2, el
promotor CJ1 vy el terminador rrnB;B;.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

En una realizacion la presente invencion proporciona un polipéptido codificado por un gen argD2 (Ncgl2355) que es
un supuesto gen de acetilornitina-aminotransferasa implicado en la biosintesis de arginina por Corynebacterium
glutamicum. Preferiblemente la secuencia de aminoacidos del polipéptido puede estar representada por la SEQ ID
NO. 1.

El gen argD2 (Ncgl2355) que es un supuesto gen de la acetilornitina-aminotransferasa implicado en la biosintesis de
arginina por Corynebacterium glutamicum es una aminotransferasa clasificada en el subgrupo Il de acuerdo con el
analisis basado en el genoma (Alice C. McHardy, et al., J. Biotechnology, 104, 229-240, 2003). Sin embargo, la
funcién de la proteina codificada por el gen argD2 no ha sido claramente identificada. Hay poca homologia de
secuencia entre los genes argD y argD2, sin embargo, ambos genes tienen el mismo resto, subgrupo Il de
aminotransferasa. Por tanto se deduce, que proteina codificada por el gen argD2 tiene una funcion similar a la
acetilornitina-aminotransferasa que es codificada por el gen argD y requerida para la biosintesis de arginina
(www.genome,jp/keqal/).

Puede verse que la cepa que produce L-arginina transformada con un vector recombinante que comprende el gen
argD2 produce L-arginina con un rendimiento superior al de la cepa parental.

También se proporciona polinucledtido que codifica una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 1.
Preferiblemente, la secuencia de bases del polinucleétido puede estar representada por la SEQ ID NO. 2. Ademas,
se describe también un polinucledtido que tiene 70% o mas de homologia con la secuencia de bases de SEQ ID NO.
2, preferiblemente 90% o mas de homologia con la secuencia de bases de SEQ ID NO. 2.

También se describe un vector recombinante que comprende el polinucledtido. Preferiblemente, el vector
recombinante puede comprender el polinucleétido representado por la SEQ ID NO. 2 puede ser un vector
recombinante pHC131T-argD2 preparado como se describe en la presente memoria.

El vector recombinante puede ser preparado facilmente por los expertos en la técnica de acuerdo con cualquier
método conocido usando la técnica del DNA recombinante. Por ejemplo, el DNA gendémico se aisla de la cepa
productora de L-arginina y se realiza una reaccién en cadena de la polimerasa (abreviadamente en lo sucesivo PCR,
por sus iniciales en inglés) usando el DNA gendmico como molde para amplificar la regién del marco de lectura
abierto (abreviadamente en lo sucesivo ORF por sus iniciales en inglés) del gen argD2. Para preparar un vector
recombinante para la sobre-expresion, se amplifican el promotor CJ1 (Patente coreana N° 10-0620092) y las
regiones del terminador rrnB;B, usando pECCG117-CJ1 y E. coli K-12 como molde, respectivamente. El promotor
CJ1 que es conocido como la region situada en direccion 5' de Corynebacterium ammoniagenes Hsp60 y
fuertemente expresada en Corynebacterium glutamicum y el terminador rrnB1B, comercialmente disponible se usan
como promotor y terminador, respectivamente. A este respecto, la secuencia de bases del gen argD2 se analiza por
un método de secuenciacion convencional. La region del promotor, la region del terminador y el gen argD2 se clonan
en un plasmido adecuado u otros vectores de clonacién, y se transforman en células competentes adecuadas para
preparar un vector recombinante (Fig. 1).

En la preparacion del vector recombinante, cualquier vector expresado en células procariotas o eucariotas puede ser
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usado como vector de clonacién, y en una realizacion especifica de la presente invencién se usa un plasmido
pECCG117 (Han J.K., et al., Biotechnology Letters, 13(10):721-726, 1991 o la Publicacién de patente coreana N° 92-
7401). Ademas, la cepa productora de L-arginina abarca todos los microorganismos capaces de producir L-arginina,
incluyendo células procariotas o eucariotas, preferiblemente Escherichia coli, bacterias corineformes y especies de
Bacillus capaces de producir L-arginina, y mas preferiblemente Corynebacterium glutamicum capaz de producir L-
arginina.

La presente invencion proporciona un transformante capaz de producir L-arginina con alto rendimiento, que se
prepara introduciendo el vector recombinante en un microorganismo hospedante productor de L-arginina para sobre-
expresar el gen argD2.

Especificamente, el microorganismo hospedante tiene elevadas eficiencia de introduccién del DNA y eficiencia de
expresion, y puede ser cualquier microorganismo capaz de producir L-arginina, incluyendo células procariotas o
eucariotas. Los Ejemplos preferidos de los mismos incluyen uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en
las especies Escherichia, Aerobacter, Schizosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, De-
baryomyces, Zygosaccharomyces, Mucor, Torulopsis, Methylobacter, Salmonella, Bacillus, Streptomyces,
Pseudomonas, Brevibacterium, Magnetospirillum y Corynebacterium, mas preferiblemente microorganismos que
pertenecen al género Corynebactrium, que tienen resistencia a analogos de L-arginina y producen L-arginina, y mas
preferiblemente Corynebacterium glutamicum ATCC21493 o ATCC21831. Ejemplos de anélogos de L-arginina
incluyen el alfa-amino&cido canavanina, encontrado en Canavalia ensiformis, e hidroxamato de arginina.

En una realizacion especifica de la presente invencion, el vector recombinante pHC131T-argD2 se introduce en
Corynebacterium glutamicum ATCC21493 y Corynebacterium glutamicum ATCC21831, que tienen resistencia a L-
analogos de arginina y producen L-arginina, de modo que se preparan los microorganismos transformados CAOQ6-
0012 y CA06-0013. Los microorganismos transformados CA06-0012 y CA06-0013 se depositaron en el Centro
Coreano de Cultivo de Microorganismos (Korean Culture Center de Microorganisms, abreviadamente en lo sucesivo
"KCCM") el 13 de diciembre de 2006 con los numeros de acceso KCMM 10820P y KCMM 10821 P,
respectivamente.

Los microorganismos transformados pueden ser preparados facilmente por los expertos en la técnica de acuerdo
con cualquier método conocido. El término "transformacion” como se usa en la presente memoria significa introducir
DNA en una célula hospedante de modo que el DNA sea replicable, bien sea como un elemento extracromosémico
0 por integracion cromosOmica, es decir, una alteracion genética artificial introduciendo un DNA extrafio en una
célula hospedante. Ejemplos de dichos métodos incluyen una precipitacion con CaCl,, un método de Hanahan que
es un método con CaCl, mejorado usando DMSO (dimetilsulféxido) como material reductor, electroporacion,
precipitacion con fosfato calcico, fusién de protoplastos, agitacion usando fibra de carburo de silicona,
transformacion mediada por Agrobacterium, transformaciéon mediada por PEG, sulfato de dextrano y lipofectamina.
En una realizacién de la presente invencion, el vector recombinante pHC131T-argD2 se introdujo en células
hospedantes por electroporacion para preparar transformantes y se selecciond una cepa que aloja el vector
recombinante usando su resistencia a antibiéticos.

Para aumentar la productividad de L-arginina del transformante preparado de acuerdo con la presente invencion, el
gen argD2 presente en el cromosoma del transformante puede ser sometido adicionalmente a expresion o delecion
mediante una técnica recombinante usual. Se sabe en la técnica relacionada que su secuencia de bases puede ser
analizada mediante un método de secuenciacion usando fluorescencia.

En la via biosintética de la L-arginina, la ornitina es un producto intermedio de la via metabdlica de la arginina y es
un material importante en el metabolismo del nitrégeno junto con el ciclo de la urea. Las cepas CA06-0012 y CAO06-
0013 transformadas por el método de la presente invencion son transformantes que sobre-expresan el gen argD2,
preparados por el método siguiente. El gen argD2 que codifica una supuesta proteina que tiene una funcién de
acetilornitina-aminotransferasa, que se obtiene por PCR a partir del cromosoma de la cepa Corynebacterium
glutamicum ATCC21831 productora de L-arginina se inserta en un vector y se introduce en las cepas productoras de
L-arginina, Corynebacterium glutamicum ATCC21493 y ATCC21831. Se encontr6 que las cepas CA06-0012 y CA06-
0013 transformadas de acuerdo con la presente invencién sobre-expresan el gen argD2 aumentando la sintesis de
N-acetilornitina, activando con ello la ruta biosintética de la arginina para producir L-arginina con alto rendimiento.

Por consiguiente, en otra realizacién, la presente invenciéon proporciona un método para producir L-arginina, que
comprende las etapas de cultivar el transformante, preferiblemente el transformante representado por el nimero de
acceso KCCM10820P o KCCM10821P.

En el método de produccién de L-arginina de acuerdo con la presente invencion, el cultivo de los microorganismos
transformados que sobre-expresan L-arginina puede ser realizado en medios adecuados y en condiciones de cultivo
conocidas en la técnica. Los métodos de cultivo pueden ser ajustados facilmente por los expertos en la técnica de
acuerdo con la cepa seleccionada. Ejemplos de de los métodos de cultivo incluyen, pero sin limitacién, los modos de
tipo por lotes, los de tipo continuo y los mixtos de alimentacion continua-por lotes. En la bibliografia se describen
diversos métodos de cultivo, por ejemplo, en "Biochemical Engineering" (James M. Lee, Prentice-Hall International
Editions, pp 138-176, 1991).
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Durante el cultivo, se pueden afiadir adecuadamente hidroxido de amonio, hidroxido de potasio, amoniaco, acido
fosférico, y acido sulfarico para ajustar el pH de los cultivos. Se pueden afadir adecuadamente agentes
antiespumantes, tales como éster poligliclico de acidos grasos para reducir la formaciéon de espumas en los
cultivos. Ademas, para mantener los cultivos en estado aerobio, se les puede inyectar oxigeno gaseoso o gas que
contiene oxigeno (por ejemplo, aire). Los cultivos se mantienen a 20 a 45°C y preferiblemente a 25 a 40°C. El cultivo
puede ser continuado hasta que se obtiene una cantidad deseada de L-arginina, y preferiblemente durante 10 a 160
horas. El aislamiento de L-arginina a partir del caldo de cultivo se puede realizar por un método usual conocido en la
técnica. Ejemplos de dichos métodos de aislamiento incluyen centrifugacion, filtracién, cromatografia de intercambio
iGnico y cristalizacion. Por ejemplo, los cultivos se pueden someter a una centrifugacion a baja velocidad para
separar la biomasa y el liquido sobrenadante puede ser separado por cromatografia de intercambio iénico.

Modo paralainvencién

En lo sucesivo, la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a los Ejemplos. Sin embargo,
estos Ejemplos son solamente con fines ilustrativos, y no se pretende que la invencion sea limitada por estos
Ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1. Preparacién de argD2, el promotor CJ1 y el terminador rrnB;:B;

Para construir un vector recombinante pHC131T que comprende un gen argD2 que es un supuesto gen de la
acetilornitina-aminotransferasa implicado en la biosintesis de arginina por Corynebacterium glutamicum, el promotor
CJ1 que se expresa fuertemente en Corynebacterium glutamicum, y el terminador rrnB1B;, un fragmento de DNA
(1,371 Kb) que incluyen el marco de lectura abierto (ORF) del gen argD2 se obtuvo a partir del DNA gendémico
(gDNA) de la cepa productora de L-arginina ATCC21831, y la PCR se realiz6 usando pECCG117-CJ1 (Solicitud de
patente coreana N° 10-2004-107215) y el genoma de E. coli K-12 W3110 como molde para obtener el promotor CJ1
(0,3 kb) y el terminador rrnB;1B; (0,4 Kb), respectivamente.

Ejemplo 1-1. Amplificacién del fragmento de DNA incluyendo el ORF del gen argD2

El DNA gendmico (gDNA) se extrajo de la cepa productora de L-arginina ATCC21831 usando un sistema Genomic-
tip (QIAGEN, igual en lo sucesivo). Para amplificar el fragmento de DNA (1,371 Kb) que incluye el ORF del gen
argD2, se usé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando el gDNA como molde y a un dispositivo de ciclo
térmico Peltier PTC-200 (MJ Research, USA, igual en lo sucesivo). En este momento, los cebadores usados en la
amplificacion de region ORF del gen argD2 fueron como sigue: SEQ ID NO. 7; 5'-tcccccgggggattggcatgaagggttac-3'
y SEQ ID NO. 8; 5'-gctctagagcttagaacaacgccccagce-3'. Las condiciones de la PCR incluyeron 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, reasociacion a 55°C durante 30 segundos y extension a 72°C
durante 1 minuto. El producto de la PCR se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0%, y luego se eluyo
del gel una banda de 1,3 kb.

Ejemplo 1-2. Amplificacion del promotor CJ1

Para amplificar el promotor CJ1, se realizé la PCR usando pECCG117-CJ1 (solicitud de patente coreana N° 10-
2004-107215) como molde y un dispositivo de ciclo térmico Peltier PTC-200. En este momento los cebadores
usados en la amplificacion del promotor CJ1 fueron como sigue: SEQ ID NO. 3; 5'-cgggtaccaccgcgggcttattccattacat-
3'y SEQ ID NO. 4; 5'-acgcgatatcttaatctcctagattgggtttc-3'. Las condiciones de la PCR incluyeron 25 ciclos de des-
naturalizacion a 94°C durante 30 segundos, reasociacion a 55°C durante 30 segundos y extension a 68°C durante
30 segundos. El producto de la PCR se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0%, y luego se eluy6 del
gel una banda de 0,3 kb.

Ejemplo 1-3. Amplificacion del terminador rrnB;B,

El DNA gendémico (gDNA) se extrajo de E.coli K-12 W3110 usando un sistema Genomic-tip. Para amplificar el
terminador rrnB1By, la PCR se realiz6 usando el gDNA como molde y un dispositivo de ciclo térmico Peltier PTC-200.
En este momento, los cebadores usados en la amplificacion del terminador rrnB1B; fueron como sigue: SEQ ID NO.
5; 5'-gctctagagctgttttggcggatgaga-3' 'y SEQ ID NO. 6; 5'-ataagaatgcggccgccgcaaaaaggccatccgtcag-3'. Las
condiciones de la PCR son las mismas que en la amplificacion del promotor CJ1. . El producto de la PCR se sometio
a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0%, y luego se eluy6 del gel una banda de 411 pb.

Ejemplo 2. Construccién de un plasmido recombinante

Ejemplo 2-1. Construccidn del plasmido recombinante pHC131T

Se tratdé un pldsmido pECCG-117 (Han J.K., et al., Biotechnology Letters, 13(10):721-726, 1991 o Publicacién de
patente coreana N° 92-7401), que es un vector lanzadera de E. coli/C. glutamicum, con las enzimas de restriccion,
EcoRV y Kpnl, y luego se sometié a electroforesis sobre un gel de agarosa al 0,8% para eluir una banda de
aproximadamente 5,9 kb. Ademas, el promotor CJ1 preparado en el Ejemplo 1-2 se trat6 con las enzimas de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2364 881 T3

restriccion, Kpnl y EcoRV, y luego se aislé usando un kit de purificacion Quiaquick PCR (Qiagen, igual en lo
sucesivo).

Dos fragmentos de DNA se ligaron usando el kit de ligacion Quick (NEB, igual en lo sucesivo) para preparar un
plasmido recombinante pECCG117-CJ1. El plasmido recombinante pECCG117-CJ1 se tratd con las enzimas de
restriccion, Xbal y Notl, y luego se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para eluir una banda de
aproximadamente 6,2 Kb. El plasmido pECCG117-CJ1 preparado y el terminador rrnB;B, preparado en el Ejemplo
1-3 se ligaron usando un kit de ligacién Quick para obtener el plasmido recombinante pECCG117-CJ1-rrnB;B;
(aproximadamente 6,6 Kb), que se denomind "pHC131T" en la presente invencion.

El plasmido preparado pHC131T se trat6 con EcoRV y Xbal, y luego se sometié a electroforesis en un gel de
agarosa al 1% para eluir del gel una banda de aproximadamente 6,6 kb.

Ejemplo 2-2. Construccién de pldsmido pHC131T-argD2

El producto de la PCR del gen argD2 preparado en el Ejemplo 1-1 se traté con las enzimas de restriccion, Smal y
Xbal, y luego se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para eluir del gel una banda de
aproximadamente 1,3 kb. El producto resultante se ligé con pHC131T preparado en el Ejemplo 2-1 usando un kit de
ligacion Quick, de modo que se construydé un plasmado recombinante de aproximadamente 7,4 Kb (Fig. 1), que se
denoming "pHC131T-argD2" en la presente invencion.

Ejemplo 3. Analisis de secuenciacion del gen argD2

Para analizar la secuencia de bases de pHC131T-argD2 preparado en el Ejemplo 2-2, se realiz6 la PCR usando 0,1
ug de DNA de pHC131T-argD2 como molde con 2 mM de un par de cebadores de las SEQ ID NO.3y 6y 1 ¢ de un
BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing v2.0 Ready Reaction (PE Biosystems). Las condiciones de la PCR
incluyeron 25 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, reasociacion a 55°C durante 30 segundos y
extension a 72°C durante 2 minutos, seguido por enfriamiento brusco a 4°C para terminar la reaccion. El producto de
la PCR se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%, y luego se eluyé del gel un fragmento de DNA de 2
kb.

Este fragmento de DNA se sometié a analisis de secuenciacion usando el cebador de SEQ ID NO. 3 en un
analizador genético ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). Una secuencia de amino&cidos codificada por el gen
argD2 de la presente invencion y una secuencia de bases para la misma se muestran en las SEQ ID NO. 1y 2,
respectivamente.

Ejemplo 4. Preparacion de transformantes

El plasmido recombinante pHC131T-argD2 preparado en el Ejemplo 2-2 se introdujo en las cepas productoras de L-
arginina, ATCC 21493 y ATCC 21831 por electroporacion para preparar transformantes que sobre-expresan el gen
argD2, que se denominaron CA06-0012 y CA06-0013, respectivamente. Los microorganismos transformados CA06-
0012 y CA06-0013 se depositaron en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 13 de diciembre de
2006 con los nameros de acceso KCMM 10820P y KCMM 10821 P, respectivamente.

Las cepas y transformantes se extendieron sobre medios sélidos que contienen 25 mg/L de kanamicina
(composicion: 3,0 g/L de extracto de vacuno, 5,0 g/L de peptona), y se cultivd a 30°C durante 16 horas. Las colonias
seleccionadas se sometieron a un ensayo de titulacion en matraz como en el Ejemplo 5 siguiente. Como resultado,
se encontrd que el transformante que sobre-expresa el argD2 de acuerdo con la presente invencién produjo L-
arginina con alto rendimiento.

Ejemplo 5. Comparacién del titulo de la produccién de arginina en matraz Erlenmeyer

Los transformantes preparados en el Ejemplo 4 y las cepas parentales, ATCC21831 y ATCC21493 se extendieron
sobre medios sélidos que contenian 25 mg/L de kanamicina, y se cultivaron a 30°C durante 16 horas para
seleccionar 10 colonias individuales de cada cepa. Las colonias seleccionadas se cultivaron en los medios de
siembra de L-arginina indicados en la Tabla 1, y luego se evaluaron en cuanto a la productividad de L-arginina en un
matraz Erlenmeyer usando los medios de titulacion indicados en la Tabla 1. Se calcularon y compararon los valores
medios de la productividad de L-arginina.
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Tabla 1

Ingredientes Medios de siembra de | Medios de titulacion de

L-arginina L-arginina
Glucosa 5% 4%
Bactopeptona 1% -
Cloruro sédico (NaCl) 0,25% -
Extracto de levadura 1% -
Biotina 3 ug/L 200 pg/L
Urea 0,4% 0.3%
pH 7,0 7,2
Sulfato amonico ((NH4)2SO04) - 3%
Dihidrogeno-fosfato de potasio (KH2POy) - 0,1%
Hidrégeno-fosfato de potasio (K;HPO.) - 0,1%
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0O4.7H,0) - 0,025%
Liquido de maceracion de maiz (LCM) - 2,0%

Las colonias seleccionadas se inocularon en los medios de siembra y se cultivaron en una incubadora a 30°C
durante 16 horas. 1 ml de del cultivo de siembra se inoculé en 24 ml de los medios de titulos, y el cultivo se llevo a
cabo a 30°C y 220 rpm durante 72 horas. Los resultados del ensayo de titulaciéon de la produccién de L-arginina para
ATCC21831, ATCC21493 y los transformantes se indican en la Tabla 2.

Como se muestra en la Tabla 2, las cepas productoras de arginina Corynebacterium glutamicum ATCC 21493 y
ATCC 21831 exhibieron una productividad de L-arginina de 0,9 g/L y 4,4 g/ L, respectivamente. Mientras tanto las
cepas recombinantes que sobre-expresan el gen argD2, CA06-0012 y CA06-0013 de la presente invencién
exhibieron una productividad de L-arginina de 1,1 g/L y 4,9 g/L, respectivamente. Puede verse que la productividad
de las cepas recombinantes CA06-0012 y CA06-0013 fue aumentada en 0,2 g/L (22,2%) y 0,5 g/L (11,4%), en
comparacion con cada cepa parental.

Tabla 2
Productividad Cepa
Cepa parental | Transformante | Cepa parental | Transformante
(ATCC21493) | (CA06-0012) (ATCC21831) | (CA06-0013)
L-arginina (g/L) 0,9 1,1 4,4 49

Debe entenderse que los Ejemplos y los Ejemplos experimentales anteriores no son limitativos, sino ilustrativos en
todos los aspectos.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un polinucleétido que comprende un gen argD2 (Ncgl2355) que es un supuesto
gen de la acetilornitina-aminotransferasa implicado en la biosintesis de arginina por Corynebacterium glutamicum, un
polipéptido codificado por el polinucledtido, un vector recombinante que comprende el polinucleétido, un
transformante capaz de producir L-arginina con alto rendimiento que se prepara introduciendo el vector
recombinante en un microorganismo hospedante productor de L-arginina para sobre-expresar el gen argD2, y un
método para producir L-arginina cultivando el transformante. El transformante de la presente invencion sobre-
expresa el gen argD2 para producir L-arginina con alto rendimiento, tras lo cual se usa en las industrias de
medicamentos y farmacéutica y en la industria alimentaria.
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cum que produce L-arginina y método para fabricar la misma.
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Gln Pro Asp Met Ile Thr Phe Ala Lys Gly val Asn Ala Gly Tyr Ala
290 295 300

Pro Leu Gly Gly Ile val Met Thr GIn Ser Ile Arg Asp Thr Phe Gly
305 310 315 320

ser Glu Ala Tyr Ser Gly Gly Leu Thr Tyr Ser Gly His Pro Leu Ala
325 330 335

Ile Tyr Ala Glu G
2

val Ala Pro Ala Lys Ala Ala Leu Glu Ile

wo
-
g

>
=
fo1]

Ile Pro Arg val Ala Arg Leu Gly Glu Leu Ile Glu Pro Arg Leu
355 360 365

Arg Glu Leu Ala Glu Glu Asn val Ala Ile Ala Asp val Arg Gly Ile
370 375 380 :

Gly Phe Phe Trp Ala val Glu Phe Asn Ala Asp Ala Thr Ala Met Ala
385 390 395 400

Ala Gly Ala Ala Glu Phe Lys Glu Arg Gly val Trp Pro Met Ile Ser
405 410 415

Gly Asn Arg Phe His Ile Ala Pro Pro Leu Thr Thr Thr Asp Asp Glu
420 425 430

Leu val Ala Leu Leu Asp Ala val Glu Ala Ala Ala Gln Ala val Glu
435 440 445

Leu Thr Phe Ala Gly Ala Leu Phe
450 455

<210>2

<211> 1371

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de amino acidos de ArgD2

<400> 2
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caactttgac

ggcattcgac
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tgaggcgatc

tgtgcgctct

gtttttcacc

caccggacgc

gatgatgctc

ccacttctgg
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ttacttaaat
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gtcgatggcc

cgaacactcc

ccgcagctac
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gcaccggaaa
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taccttcgga
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caaccgattc
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<210> 3

<211>31

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador hacia delante para PCR del promotor CJ1

<400> 3
cgggtaccac cgcgggctta ttccattaca t
31

<210>4

<211> 32

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador hacia atras para PCR del promotor CJ1

<400> 4
gggcgatatc ttaatctcct agattgggtt tc

<210>5

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador hacia delante para PCR del terminador rrnB1B2

<400> 5
gctctagagc tgttttggeg gatgaga

<210>6

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador hacia atras para PCR del terminador rrnB1B2
<400> 6
gtaagaatgc ggccgccgca aaaaggccat ccgtcag
7

<210>7

<211> 29

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador hacia delante para PCR de la ORF del gen argD2

<400> 7
Egccccgggg gattggcatg aagggttac
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<210>8

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador hacia atras para PCR de la ORF del gen argD2

<400> 8
gctctagagc ttagaacaac gccccage
28
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir L-arginina, que comprende la etapa de cultivar un microorganismo que contiene un
vector recombinante que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido argD2, en donde el polipéptido
argD?2 tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO. 1.

2. El método para producir L-arginina de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el polinucleétido consiste en
la SEQ ID NO.2.
3. El método para producir L-arginina de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el microorganismo pertenece

al género Corynebacterium.

4. El método para producir L-arginina de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el microorganismo se
identifica por el nUmero de acceso KCCM10820P o KCCM10821P.

14
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[Fig. 1]
l Promotor CJ1
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