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ES 2724 000 T3

DESCRIPCION

Microorganismo del género Corynebacterium para producir L-arginina y método de produccion de L-arginina
utilizando el mismo

[Campo técnico]

La presente invencién se refiere a un microorganismo del género Corynebacterium que tiene la capacidad de
producir L-arginina y un método para producir L-arginina utilizando el mismo.

[Técnica antecedente]

La L-arginina es un aminoacido ampliamente utilizado en los complementos de aminodacidos, medicamentos
farmacéuticos, alimentos, etc., y ha habido demanda para el desarrollo de una produccién eficiente de L-arginina en
las industrias relacionadas.

El método para producir L-arginina por un método de fermentaciéon biolégica convencional es un método para
producir L-arginina directamente a partir de fuentes de carbono y nitrégeno, y se han indicado diversos métodos que
incluyen un método que utiliza una cepa modificada inducida de un microorganismo del género Brevibacterium o
Corynebacterium, un método que utiliza una linea celular bacteriana desarrollada para tener una capacidad
mejorada de produccion de aminoacidos por fusidn celular, etc. Recientemente, se inactivé un método para usar una
cepa genética recombinante, en la que se inactivé un gen que inhibe la expresion del operdn de biosintesis de
arginina argR (Patente de Estados Unidos N.° 7.160.705), y un método para usar la sobreexpresion de argF en el
operdn de arginina (Patente coreana N.° 10-0854234), etc. En particular, la eliminacién en argR, que controla el
operodn de arginina, se ha considerado como un factor importante en la produccion de arginina.

De acuerdo con los hechos conocidos hasta ahora, en un microorganismo de Corynebacterium, el gen argCIJBDFR,
que esta involucrado en la biosintesis de arginina, se constituye en forma de un operén y se somete a una inhibicién
por retroalimentacion por arginina intracelular (Vehary Sakanyan, et al., Microbiology, 142:9-108, 1996), lo que
impone una limitacién en su produccién de L-arginina de alto rendimiento.

[Descripcion]

[Problema técnico]

Por consiguiente, los presentes inventores, mientras intentan aumentar el rendimiento de produccion de L-arginina,
descubrieron que la L-arginina puede producirse con un rendimiento mayor en comparacion con la cepa parental
productora de L-arginina, mejorando las actividades del operdn de arginina y la ornitina carbamoiltransferasa, sin
ninguna eliminaciéon en el represor de arginina (argR), que se ha conocido convencionalmente como un factor
importante, completando de este modo la presente invencion.

[Solucion técnical

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un microorganismo del género Corynebacterium que tiene la
capacidad de producir L-arginina.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método para producir L-arginina usando el microorganismo
del género Corynebacterium.

[Efectos ventajosos]

La L-arginina se puede producir con alto rendimiento usando un microorganismo productor de L-arginina del género
Corynebacterium con actividades mejoradas de un operén de arginina y ornitina carbamoiltransferasa (ArgF o
ArgF2) de acuerdo con la presente invencion. Ademas, la L-arginina producida con alto rendimiento se puede utilizar
eficazmente en las industrias farmacéutica y farmacolégica humana.

[Mejor modo]

En un aspecto para lograr los objetos identificados anteriormente, la presente invencién proporciona un
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microorganismo del género Corynebacterium capaz de producir L-arginina con actividades mejoradas de un operon
de arginina y ornitina carbamoiltransferasa.

En la presente invencion, el operon de arginina es un operon que consiste en enzimas involucradas en el
mecanismo de biosintesis de L-arginina, y en particular, el operén de arginina consiste en enzimas que constituyen
las etapas ciclicas de la biosintesis de L-arginina. Especificamente, el operdn de arginina consiste en N-
acetilglutamilo fosfato reductasa (ArgC), glutamato N-acetiltransferasa (ArgJ), N-acetilglutamato cinasa (ArgB),
acetilornitina aminotransferasa (ArgD), ornitina carbamoiltransferasa (ArgF), y el represor de arginina (ArgR), y estas
enzimas estan involucradas en las reacciones enzimaticas continuas de la biosintesis de L-arginina.

Estas enzimas que constituyen el operon de arginina estan implicadas en la biosintesis final de L-arginina utilizando
L-glutamato como un precursor. La glutamato N-acetiltransferasa (ArgJ) sintetiza N-acetilglutamato utilizando L-
glutamato como precursor, y puede ser uno codificado por el gen argJ. En particular, el grupo acetilo se obtiene
descomponiendo N-acetilornitina en L-ornitina. Se sabe que la glutamato N-acetiliransferasa participa en una
reaccion de reciclaje para la biosintesis de L-arginina en microorganismos que pertenecen al género
Corynebacterium.

El N-acetilglutamato producido se sintetiza en N-acetilglutamil fosfato por N-acetilglutamato cinasa (ArgB), el ADP se
produce al consumir ATP como coenzima, y puede ser uno codificado por el gen argB. Debido a que se sabe que
esta sujeto a inhibicidn por retroalimentacion por parte del producto final, L-arginina, se conocen modificaciones que
liberan la inhibicién por retroalimentacion por L-arginina, y habia informes de que la productividad de L-arginina
puede mejorarse utilizando la misma (Patente China N.° 102021154, y Amino Acids. 2012 Jul;43(1): 255-66. doi:
10.1007/s00726-011-1069-x. Epub 8 de sept. de 2011).

La N-acetilglutamil fosfato reductasa (ArgC) también se denomina acetilglutamato semialdehido deshidrogenasa en
E. coli o levaduras, y puede estar codificada por el gen argC. El N-acetilglutamil fosfato se convierte en N-
acetilglutamato 5-semialdehido por esta enzima. Se utiliza NADPH como una coenzima para suministrar energia. El
5-semialdehido N-acetilglutamato producido se convierte en N-acetilornitina usando L-glutamato como donante de
aminoacidos, y esta reaccion estd mediada por la acetilornitina aminotransferasa (ArgD). La acetilornitina
aminotransferasa puede estar codificada por el gen argD. La N-acetilornitina convertida administra su grupo acetilo a
L-glutamato mediante la reaccion de reciclaje de la glutamato N-acetiltransferasa (ArgJ), y reacciona como L-
ornitina.

La ornitina carbamoiltransferasa (ArgF) se denomina generalmente ornitina carbamoilasa, y puede codificarse por
los genes argF o argF2. La L-ornitina se une al fosfato de carbamoilo para formar L-citrulina, y se produce un fosfato
como producto de reaccién secundaria. La L-citrulina producida finalmente se sintetiza en L-arginina por las
reacciones enzimaticas de acido argininosuccinico sintasa (ArgG) y acido argininosuccinico liasa (ArgH), que estan
presentes separadas del operéon de arginina, mencionado anteriormente. La L-arginina se sintetiza mediante un total
de 8 etapas biosintéticas, y en la presente invencion, el aumento de la productividad de L-arginina se indujo
mediante el fortalecimiento de la actividad del operén de arginina (argCJBDFR).

Las enzimas que constituyen el operdn de arginina pueden incluirse dentro del alcance de la presente invencion
siempre que tengan las actividades descritas anteriormente, y especificamente, las enzimas pueden ser proteinas
derivadas de un microorganismo del género Corynebacterium. Mas especificamente, la glutamato N-
acetiltransferasa (ArgJ) puede incluir la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 19, o una secuencia de
aminoacidos que tenga una homologia con la secuencia de al menos el 70%, especificamente el 80%, y mas
especificamente el 90% o mas. La N-acetilglutamato cinasa (ArgB) puede incluir la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de al menos el 70% con la secuencia,
especificamente el 80%, y mas especificamente el 90% o mas. Ademas, en el caso de la enzima correspondiente,
se pueden introducir modificaciones conocidas en la técnica para liberar la inhibicidn por retroalimentacion mediante
arginina. La N-acetilglutamil fosfato reductasa (ArgC) puede incluir la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:
23, o una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de al menos el 70% con la secuencia,
especificamente el 80%, y mas especificamente el 90% o mas. La acetilornitina aminotransferasa (ArgD) puede
incluir la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25, o una secuencia de aminoacidos que tenga una
homologia de al menos el 70% con la secuencia, especificamente el 80%, y mas especificamente el 90% o mas. La
ornitina carbamoiltransferasa (ArgF) puede incluir una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID
NO: 3, o puede incluir una secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de al menos el 70% con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3. Especificamente, la ornitina carbamoiltransferasa
(ArgF) puede incluir una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de al menos el 75%, 80%, 85%, 90%,
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95%, 96%, 97%, 98 %, o el 99% o superior a la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3.
Ademas, es obvio que las secuencias de aminoacidos que incluyen una delecién, modificacion, sustitucion o adicion
en uno o mas residuos de aminoacidos, estan dentro del alcance de la presente invencion, siempre que tengan la
homologia con las proteinas anteriores y tengan sustancialmente la misma actividad biolégica o la actividad
correspondiente con respecto a las proteinas anteriores.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" se refiere al grado de similitud entre dos secuencias
de aminoacidos o secuencias de nucledtidos para comparacion, y su homologia se puede determinar por
comparacién a simple vista o utilizando un algoritmo bioinformatico, que proporciona resultados de analisis de un
grado de homologia mediante el alineamiento de secuencias para la comparacion. La homologia entre las dos
secuencias de aminoacidos se puede indicar en porcentajes. Los algoritmos automatizados utiles se pueden utilizar
en los modulos de software informatico GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA de Wisconsin Genetics Software Package
(Genetics Computer Group, Madison, WI, EE. UU.). Otros algoritmos utiles y determinaciones de homologia en
alineamiento ya estan automatizados en software tal como FASTP, BLAST, BLAST2, PSIBLAST y CLUSTALW.

En la presente invencion, la mejora de la actividad del operén de arginina puede referirse a la mejora de la actividad
en al menos una enzima entre las enzimas presentes en el operon de arginina, sin embargo, no incluye la mejora
unica del gen argR en solitario. Por ejemplo, la mejora de la actividad del operén de arginina puede referirse a la
mejora de las actividades de todas las enzimas presentes en el operon a través de la mejora del promotor para una
enzima presente en el operén de arginina, y especificamente, puede referirse a la mejora de la actividad de todo el
operon por el aumento del promotor de la N-acetilglutamil fosfato reductasa. Ademas, en la presente invencion, el
aumento en la expresion de un gen que codifica al menos una enzima entre las enzimas que constituyen el operén
de arginina también puede considerarse como el aumento de la actividad del operdn de arginina.

Como se usa en el presente documento, el término "mejora" de actividad se refiere a la provision de un
microorganismo sin una actividad particular de una proteina con la actividad de la proteina, o el aumento de la
actividad intracelular en el microorganismo que posee la actividad de la proteina, etc., y se refiere al aumento de la
actividad intracelular de la proteina en comparaciéon con la actividad intrinseca de la proteina. Como se usa en el
presente documento, el término actividad intrinseca se refiere al estado activo de la enzima que se posee en estado
natural o pre-modificado por el microorganismo que pertenece al género Corynebacterium.

Para mejorar o aumentar la actividad de la enzima, pueden ser aplicables diversos métodos conocidos en la técnica.
Los ejemplos del método, aunque no estan limitados al mismo, pueden incluir un método para aumentar el numero
de copias de secuencias de nucleétidos que codifican enzimas insertando adicionalmente un polinucleétido que
incluye una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima correspondiente en un cromosoma o introduciendo el
polinucledtido en un sistema vectorial, etc., un método para reemplazar promotores enzimaticos con promotores
fuertes, y especificamente, puede incluir un método para introducir una modificacion en los promotores, y un método
para modificar la enzima en uno con actividad fuerte por modificacién genética.

Los ejemplos especificos en la presente invencidon pueden incluir un método para modificar el promotor enzimatico
presente en el operén de arginina con respecto a un promotor que es fuerte en comparacién con el promotor
endogeno, a través de la modificacion o sustitucién del promotor. Se puede conectar un promotor mejorado o un
promotor heterogéneo con una modificacién de sustitucion de nucledtidos en lugar del promotor para la enzima
endogena, y los ejemplos de los promotores heterogéneos pueden incluir el promotor pcj7 (Patente coreana N.° 10-
0620092), promotor lysCP1 (Patente coreana N.° 10-0930203), promotor EF-Tu, promotor groEL, promotor aceA,
promotor aceB, etc., pero sin limitaciéon a los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere a una secuencia de acido nucleico no
codificada aguas arriba de una region codificante, que incluye una regién de unién a la polimerasa y tiene una
actividad de inicio de la transcripciéon en ARNm de un gen aguas abajo del promotor, es decir, la regiéon de ADN
donde la polimerasa se une e inicia la transcripcién del gen, y se encuentra en la regién 5' de la region de inicio de la
transcripcion del ARNm.

En la presente invencion, la mejora de la actividad de la ornitina carbamoiltransferasa se puede llevar a cabo
utilizando diversos métodos bien conocidos en la técnica, y son los mismos que se describen anteriormente.
Especificamente, la mejora se puede lograr mediante la transformacion de un vector de expresién que incluye un
polinucleétido que codifica la ornitina carbamoiltransferasa en una cepa bacteriana, pero no se limita a lo mimo.

Como se usa en el presente documento, el término "transformacion" se refiere a una introduccién de ADN en un
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huésped, haciendo asi replicable el ADN insertado como un factor extracromosémico o por integracion
cromosoémica. Especificamente, el transformante de la presente invencidon puede insertarse en un cromosoma
mediante recombinacion homologa entre la secuencia de una molécula de acido nucleico, que tiene la actividad
promotora dentro de un vector después de la transformacion del vector que incluye el ADN anterior en una célula
huésped, y la secuencia en la region promotora del gen diana enddgeno, o puede retenerse en forma de un
plasmido.

El método de transformacién de vectores de la presente invencién puede incluir cualquier método que pueda
introducir un acido nucleico en una célula, y cualquier tecnologia estandar apropiada conocida en la técnica puede
seleccionarse y llevarse a cabo de acuerdo con cada célula huésped. Por ejemplo, puede usarse electroporacion,
precipitacion con fosfato de calcio (CaPOas), precipitacion con cloruro de calcio (CaClz2), microinyeccion, un método
de polietilenglicol (PEG), un método de DEAE-dextrano, un método de liposomas catidnicos, un método de acetato
de litio/DMSO, etc., pero el método no se limita a los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "un microorganismo del género Corynebacterium
(Corynebacterium sp.)" puede referirse a todas las cepas que pertenecen al género Corynebacterium que tienen la
capacidad de producir L-arginina, por ejemplo, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes,
Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, Brevibacterium fermentum, etc., pero sin limitacién a
las mismas. Especificamente, se puede usar Corynebacterium glutamicum, pero el microorganismo no se limita a la
misma.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir L-arginina que incluye el cultivo de un
microorganismo productor de L-arginina del género Corynebacterium en medios de cultivo apropiados.

En la presente invencién, el cultivo de microorganismos puede llevarse a cabo de acuerdo con métodos
ampliamente conocidos en la técnica, y las condiciones de temperatura de cultivo, horas de cultivo, pH del medio de
cultivo, etc., pueden ajustarse de manera apropiada. Los métodos de cultivo conocidos se describen en detalle en
las referencias (Chmiel; Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart, 1991), y Storhas; Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig / Wiesbaden,
1994)). Adicionalmente, los métodos de cultivo pueden incluir cultivo discontinuo, cultivo continuo y cultivo
alimentado por lotes, y especificamente, los cultivos pueden llevarse a cabo continuamente por un proceso
discontinuo o alimentado por lotes o alimentado por lotes repetido, pero no se limitan a los mismos.

Los medios de cultivo a usar deben cumplir de manera apropiada las condiciones requeridas de una cepa particular.
Los medios de cultivo utilizados para diversos microorganismos ya son conocidos (por ejemplo, "Manual of Methods
for General Bacteriology" from American Society for Bacteriology (Washington D.C., EE.UU., 1981)). Las fuentes de
carbono que deben estar contenidas en los medios pueden incluir sacaridos y carbohidratos (por ejemplo, glucosa,
sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, almidén y celulosa), aceites y grasas (por ejemplo, aceite de soja,
aceite de semilla de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco), acidos grasos (por ejemplo, acido palmitico,
acido estearico y acido linoleico), alcoholes (por ejemplo, glicerol y etanol), acidos organicos (por ejemplo, acido
aceético), etc. Estos materiales se pueden usar individualmente o como una mezcla, pero sin limitacién a los mismos.
Las fuentes de nitrdgeno a contener en el medio pueden incluir compuestos organicos que contienen nitrégeno (por
ejemplo, peptona, extracto de levadura, salsa de carne, extracto de malta, licor de maceracion de maiz, polvo de
harina de soja y urea), y compuestos inorganicos (por ejemplo, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de
amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio), y estos materiales también se pueden usar individualmente o
como una mezcla, pero sin limitacion a los mismos. Las fuentes de fésforo que deben estar contenidas en el medio
pueden incluir dihidrégeno fosfato de potasio o hidrogenofosfato dipotasico o una sal equivalente que contenga
sodio del mismo, pero sin limitacién a los mismos. Los medios de cultivo pueden contener sales metalicas esenciales
para el crecimiento (por ejemplo, sulfato de magnesio o sulfato de hierro), y se pueden usar materiales esenciales
que promueven el crecimiento, tales como aminoacidos y vitaminas, ademas de los materiales descritos
anteriormente. Ademas, se puede afiadir un precursor apropiado a los medios de cultivo. Los materiales a
suministrar descritos anteriormente se pueden afadir a los medios de una vez o de manera apropiada durante el
cultivo.

El pH del medio de cultivo puede ajustarse de manera apropiada utilizando un compuesto basico (por ejemplo,
hidroxido de sodio, hidréxido de potasio o amoniaco) o un compuesto acido (por ejemplo, acido fosférico o acido
sulfurico).

La espumacién se puede ajustar usando un agente antiespumante tal como éster de poliglicol de &cido graso. Una
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condicion aerobia se puede mantener introduciendo oxigeno o una mezcla de gases que contiene oxigeno, por
ejemplo, aire, en un medio de cultivo. La temperatura de cultivo puede ser de 20°C a 45°C, y especificamente, de
25°C a 40°C. El cultivo puede continuarse hasta que se obtenga una cantidad maxima de la produccién de L-
aminoacido deseada, y especificamente de 10 horas a 160 horas. La L-arginina se puede liberar en el medio de
cultivo o puede permanecer contenida en la célula.

Mientras tanto, el método para producir L-arginina de la presente invencién, que incluye el cultivo del
microorganismo descrito anteriormente, puede incluir ademas una etapa de recuperacién de L-arginina durante el
cultivo. Es decir, el método para producir L-arginina de la presente invencién puede incluir cultivar un
microorganismo del género Corynebacterium en medios de cultivo y recuperar la L-arginina del microorganismo y los
medios de cultivo. La etapa de recuperacion de arginina puede significar separar la arginina de las células o los
medios de cultivo utilizando un método de recuperacion de arginina ampliamente conocido en la técnica. Los
métodos de recuperacion de L-arginina pueden incluir centrifugacion, filtracion, extraccién, pulverizacion, secado,
evaporacion, precipitacion, cristalizacion, electroforesis, disoluciéon fraccional, cromatografia (por ejemplo,
intercambio iénico, afinidad, hidrofobicidad, exclusiéon por tamafio y cromatografia liquida de alto rendimiento), etc.,
pero sin limitacion a los mismos.

[Modo de la invencion]
En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describirda con mas detalle con referencia a los
siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos son solo para fines ilustrativos, y la invencién no pretende

limitarse por estos ejemplos.

Ejemplo 1: Construccion de un vector con un operdn de arginina mejorado

Con el fin de mejorar el operéon de arginina en el cromosoma de un microorganismo, se construy6 un vector en el
que se elimind el autopromotor de la N-acetilglutamil fosfato reductasa (ArgC) y se sustituyé con un promotor
diferente. Como promotor de sustitucion, se utilizé lysCP1 (SEQ ID NO: 18 divulgada en la Patente coreana N.° 10-
0930203), que tiene una fuerte actividad inductora de la expresion.

Primero, los fragmentos de ADN se amplificaron mediante la reaccién en cadena de la polimerasa primaria (PCR)
utilizando el ADN cromosdmico de una cepa de tipo salvaje de Corynebacterium glutamicum (N.° de Acceso:
ATCC13869) como plantilla, junto con un par de cebadores de SEQ ID NO: 13 (cebador de infusién
SF_pargC_PR_pDC; 5-CGAGCTCGGTACCCGGGCAAAGAATACGGCTTCCTTGGC-3') y SEQ ID NO: 14 (cebador

de infusion/enzima de restriccion SR_pargC_PR_Xbal-Xhol-BamHl]; 5'-
CTGGATCCTCGAGTCTAGAGACGGGTTAGACATGCAAAA-3') y un par de cebadores de SEQ ID NO: 15 (cebador
de infusién/enzima de restriccion SF_pargC_PR_Spel-Scal-BamHl; 5'-

GACTCGAGGATCCAGTACTAGTATGATAATCAAGGTTGCAAT-3') y SEQ ID NO: 16 (cebador de infusion
SR_pargC_PR_pDC; 5-TGCAGGTCGACTCTAGGGTAACGCCTTCTTTCAAAG-3'). Las condiciones especificas
para la reaccion de PCR fueron las siguientes: la reaccion de PCR se realiz6 mediante desnaturalizacion a 95°C
durante 10 minutos, hibridacion a 55°C durante 30 segundos, y alargamiento a 72°C durante 1 minuto utilizando un
dispositivo de PCR (termociclador Bio-rad C1000) y polimerasa Pfu (Macrogen), y se repite durante 28 ciclos.

Los fragmentos de PCR primarios obtenidos de este modo se purificaron usando el kit de purificacion de ADN de
fragmentos (GeneAll), y después se conectaron tres fragmentos de ADN mezclandolos con un vector pD, que ya se
preparé mediante digestion con enzimas de restriccion Xmal-Xbal. Los fragmentos de ADN conectados se
sometieron a una reaccion a 50°C durante 10 minutos utilizando el kit de clonacién In-fusion (Clontech) y, por lo
tanto, se construy6 un vector pD-RargC_PR.

La insercion del promotor de sustitucion se realizé de tal manera que el promotor lysCP1 se amplificé usando el
pDZ-lysCP1 (Patente coreana 10-0930203) como plantilla junto con un par de cebadores de SEQ ID NO: 5 (cebador
de infusion SF_PlysCPI_Xhol-Xbal; 5'-CCGTCTCTAGACTCGAGCCATCTTTTGGGGTGCGG-3') y SEQ ID NO: 6
(cebador de infusion SR_PlysCP1_Spel; 5-TTGATTATCATACTAGTCTTTGTGCACCTTTCGAT-3'), y se conectd
mezclandolos con un vector pD-PargC_PR, que ya se habia preparado por digestion con enzimas de restriccion
Xhol-Spel. Los métodos de PCR y clonacién In-Fusion son los mismos que los descritos anteriormente, y finalmente
se construy6 un vector pD-PargC::lysCP1 a través de los métodos.

Ejemplo 2: Construccion de un vector con ornitina carbamoiltransferasa mejorada
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Para mejorar la ornitina carbamoiltransferasa, una de las enzimas de biosintesis de arginina, se construyé un vector
de expresiéon recombinante. Se us6 p117-cj7-GFP (Patente coreana N.° 10-0620092) como el vector de plantilla, y la
secuencia de nucledtidos que codifica GFP en el vector de plantilla se eliminé mediante tratamiento con enzimas de
restriccion EcoRV-Xba |, y se insertdé con argF, derivado de una cepa de tipo salvaje de Corynebacterium
glutamicum ATCC13869, y argF2 (Patente Coreana N.° 10-0830290).

Los fragmentos de ADN del gen argF se amplificaron mediante PCR utilizando el ADN cromosémico de una cepa de
tipo salvaje de Corynebacterium glutamicum (N.° de acceso: ATCC13869) como plantilla, junto con un par de
cebadores de SEQ ID NO: 7 (cebador de infusion SF_argF_EcoRV; 5'-
ACGAAAGGAAACACTCGATATCATGACTTCACAACCACAGGT-3') y SEQ ID NO: 8 (cebador de infusion
SR_argF_Xbal; 5-GCCAAAACAGCTCTAGATTACCTCGGCTGGTGGGCCA-3'). La reaccion de PCR se realizé por
desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, hibridacion a 55°C durante 30 segundos, y alargamiento a 72°C
durante 2 minutos utilizando polimerasa Pfu, y se repitié durante 28 ciclos. Los fragmentos de PCR obtenidos de
este modo se purificaron y se mezclaron con p117-cj7-GFP, que ya se habia tratado con enzimas de restriccion
EcoRV-Xbal, y se conectaron mediante el método de clonacion In-Fusion, y por lo tanto, se construyé un vector de
expresion recombinante, p117-Pcj7-argF.

El gen argF se amplificod a través de PCR utilizando el ADN cromosémico de una cepa de tipo salvaje de
Corynebacterium glutamicum (N.° de acceso: ATCC13032) como plantilla, junto con un par de cebadores de SEQ ID
NO: 9 (cebador de infusion SF_argF2_EcoRV; 5-ACGAAAGGAAACACTCGATATCATGGCCAGAAAACATCTGCT-
3" y SEQ ID NO: 10 (cebador de infusién SR_argF2_Xbal; 5'-
GCCAAAACAGCTCTAGACTACGCATTGATCGACCGAG-3") y polimerasa Pfu (Macrogen), a través de PCR por
desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, hibridacion a 55°C durante 30 segundos, y alargamiento a 72°C
durante 2 minutos usando polimerasa Pfu, que se repitié durante 28 ciclos. Los fragmentos de PCR obtenidos de
este modo se purificaron y se mezclaron con p117-cj7-GFP, que ya se habia tratado con enzimas de restriccion
EcoRV-Xbal, y se conectaron mediante el kit de clonacion In-Fusion, y por lo tanto, se construyé un vector de
expresion recombinante, p117-Pcj7-argF2.

Adicionalmente, se construyd un vector de expresion recombinante, que puede expresar simultaneamente los genes
argF y argF2. El vector de expresidon construido de este modo, p117-Pcj7-argF, se tratdé con Notl y después se
inserté p117-Pcj7-argF2 en el mismo. Especificamente, la reaccion de PCR se realizd utilizando el plasmido
recombinante, p117-Pcj7-argF2, como plantilla, junto con el cebador de SEQ ID NO: 11 (cebador de infusion
SF_Pcj7_argF2_Notl; 5-CCTTTTTGCGGCGGCCGCAGAAACATCCCAGCGCTACT-3') y la SEQ ID NO: 12
(cebador de infusion SR_argF2_Notl; 5-CACCGCGGTGGCGGCCGCCGCAAAAAGGCCATCCGTCA-3) vy
polimerasa Pfu, por desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, hibridacién a 55°C durante 30 segundos, y
alargamiento a 72°C durante 2,5 minutos, y se repitié durante 28 ciclos. Los fragmentos de PCR obtenidos de este
modo se purificaron y se mezclaron con p117-Pcj7-argF, que ya se habia tratado con la enzima de restriccion Notl, y
se conectaron mediante el kit de clonacién In-fusion, y finalmente se construyé un vector de expresion recombinante,
p117-Pcj7-argF/Pcj7-argF2.

Ejemplo 3: Construccién de una cepa que tiene un vector recombinante insertado en la misma 3-1. Insercién
de un vector con un operdén de arginina mejorado

Para sustituir un autopromotor de un operén de arginina en el cromosoma de Corynebacterium, pD-PargC::lysCP1,
el vector recombinante construido en el Ejemplo 1, se transformé en una cepa de Corynebacterium productora de
arginina existente, y por lo tanto, se construyé una cepa de Corynebacterium insertada con un vector recombinante.
Especificamente, la secuencia del promotor lysCP1 se inserté en el cromosoma al transformar pD-PargC::lysCP1, el
vector recombinante construido en el Ejemplo 1, en las cepas existentes productoras de arginina de KCCM10741P
(Patente Coreana N.° 10-07916590) y ATCC21831, sustituye de este modo la secuencia auto-promotora poseida por
la cepa parental con la secuencia promotora del vector a través de recombinacion homadloga.

Al llevar a cabo la transformacion, el vector recombinante se inserté primero en KCCM10741P y ATCC21831 a
través de un método de impulso eléctrico (Appl Microbiol Biotechnol. 1999 Oct; 52(4): 541-5), y las cepas con las
inserciones en su cromosoma mediante la recombinacién de secuencias homoélogas se seleccionaron en medios
que contenian 25 mg/l de kanamicina. Las cepas primarias seleccionadas se sometieron a cruzamiento, y de ese
modo se seleccionaron aquellas cepas en las que los promotores se sustituyeron con el promotor lysCP1 y se
elimind el vector. La presencia de la sustitucion del promotor en las cepas transformadas finales se confirmé
mediante PCR utilizando un par de cebadores de SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, y las cepas se denominaron
KCCM10741P_APargC::lysCP1 y ATCC21831_APargC::lysCP1.

7
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3-2. Insercién de un vector con ornitina carbamoiltransferasa mejorada

Los vectores de expresiéon recombinante, p117-Pcj7-argF, p117-Pcj7-argF2, y p117-Pcj7-argF/Pcj7-argF2
construidos en el Ejemplo 2, se insertaron en la cepa KCCM10741P_APargC:lysCP1 vy
ATCC21831_APargC::lysCP1 mediante un método de impulso eléctrico, se seleccidon en medios que contenian 25
mg/l de kanamicina, y las cepas que expresaban adicionalmente argF, argF2, y argF/argF2 se construyeron

finalmente. Las cepas se denominaron KCCM10741P_APargC::lysCP1_Pcj7-argF,
KCCM10741P_APargC::lysCP1_Pcj7-argF2, KCCM10741PAPargC::lysCP1_Pcj7-argF/Pcj7-argF2,
ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7-argF, ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7-argF2,

y
ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7-argF/Pcj7-argF2, y entre ellas, KCCM10741P_APargC::lysCP1_Pcj7-argF2 se
renombraron como CA06-2044, y se depositaron en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) bajo el
Tratado de Budapest el 9 de diciembre de 2013, con el nimero de registro KCCM11498P.

Ejemplo 4: Evaluacién de las cepas construidas

Con el fin de examinar el efecto de la mejora del operén de arginina y ornitina carbamoiltransferasa en la capacidad
de produccibn de arginina usando Corynebacterium  glutamicum KCCM10741P_APargC::lysCP1,

KCCM10741P_APargC::lysCP1_Pcj7-argF, KCCM10741P_APargC::lysCP1_Pcj7-argF2,
KCCM10741P_APargC::lysCP1_Pcj7-argF/Pcj7-argF2, ATCC21831_APargC::lysCP1,
ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7-argF, ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7-argF2, y

ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7-argFIPcj7-argF2, que son cepas productoras de arginina construidas en el
Ejemplo 3, se cultivaron como se muestra a continuacién. En particular, se usaron Corynebacterium glutamicum
KCCM10741P y ATCC21831, que son las cepas parentales, como control, y un bucle de platino de las cepas se
inoculd respectivamente en un matraz con deflectores en las esquinas de 250 ml que contenia 25 ml (6% de
glucosa, 3% de sulfato de amonio, 0,1% de fosfato de potasio, 0,2% de sulfato de magnesio heptahidrato, 1,5% de
licor macerado de maiz (CSL), 1% de NaCl, 0,5% de extracto de levadura y 100 ug/l de biotina, pH 7,2) de un medio
de produccién, y se incubaron a 30°C a 200 rpm durante 48 horas. Una vez completado el cultivo, la cantidad de
produccioén de L-arginina se midié por HPLC, y los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1]
Confirmacion de las capacidades de produccidn de arginina por la cepa parental y las cepas recombinantes
Cepa DO | Conc. de arginina (g/l) | Conc. de ornitina (g/l)
KCCM10741P 91 3,0 0,2
KCCM10741P_APargC::lysCP1 72 2,2 1,9
KCCM10741P _APargC::lysCP1_Pcj7-argF 69 4,3 0,2
KCCM10741P _APargC::lysCP1_Pcj7-argF2 70 41 0,5
KCCM10741P _APargC::lysCP1_Pcj7-argF/Pcj7-argF2 69 4,5 0,2
ATCC21831 102 4,2 0,3
ATCC21831_APargC::lysCP1 86 3,2 29
ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7 -argF 86 5,5 0,3
ATCC21831_APargC::lysCP1_Pcj7 -argF2 88 53 0,6
ATCC21831 APargC::lysCP1 Pcj7 -argF/Pcj7-argF2 85 5,6 0,3

Como se muestra en la Tabla 1 anterior, las cepas, donde los genes que codifican el operén de arginina y ornitina
carbamoiltransferasa se mejoraron simultdneamente, mostraron un aumento maximo del 50% en la capacidad de
produccién de arginina en comparacion con la del control. Ademas, el aumento en la concentracion de arginina y la
ornitina, que se muestra en la mejora del operén de arginina en solitario (KCCM10741P_APargC::lysCP1 y
ATCC21831_APargC::lysCP1), se resolvieron introduciendo argF, argF2 o argF y argF2, y finalmente mostrando el
resultado del aumento de la concentracién de arginina.

<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene la capacidad de producir L-arginina y un
método para producir L-arginina utilizando la misma

<130> OPA15238-PCT
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cgggcgcgaa

gcgtcatcte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

825
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<210> 8

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SR_argF_Xbal

<400> 8
gccaaaacag ctctagatta cctcggetgg tgggceca

<210>9

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SF_argF2_EcoRV

<400>9

37

acgaaaggaa acactcgata tcatggccag aaaacatctg ct

<210> 10

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SR_argF2_Xbal

<400> 10
gccaaaacag ctctagacta cgcattgatc gaccgag

<210> 11

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SF_Pcj7_argF2_Notl

<400> 11
cctttttgcg gecggecgeag aaacatccca gegcetact

<210> 12

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SR_argF2_Notl

<400> 12

37

38

caccgceggtg gcggeegecg caaaaaggcec atcecgtca 38

<210> 13

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

13

42
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<220>
<223> cebador SF_pargC_PR_pDC

<400> 13
cgagctcggt acccgggcaa agaatacggc ttecttgge 39

<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SR_pargC_PR_Xbal-Xhol-BamHI

<400> 14
ctggatcctc gagtctagag acgggttaga catgcaaaa 39

<210> 15

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SF_pargC_PR_Spel-Scal-BamHI

<400> 15
gactcgagga tccagtacta gtatgataat caaggttgca at 42

<210> 16
<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador SR_pargC_PR_pDC

<400> 16
tgcaggtcga ctctagggta acgccttctt tcaaag 36

<210> 17
<211> 317

<212> ADN
<213> Promotor cj7 de Corynebacterium glutamicum

<400> 17
agaaacatcc cagcgctact aatagggagc gttgaccttce

gagtgcctaa aaccgcatgce ggcttaggct ccaagatagg
catcttcttt agcaacaagt tgaggggtag gtgcaaataa
cctttectgtt tttaatcaac atacaccacc acctaaaaat
agtattcggg cacaatatcg ttgccaaaat attgtttcegg

caacgaaagg aaacact

<210> 18
<211> 353

14

cttccacgga ccggtaatcg
ttctgecgegg ccgggtaatg
gaacgacata gaaatcgtct
tcceccgacca gcaagttcac

aatatcatgg gatacgtacc

60

120

180

240

300

317
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<212> ADN

<213> Promotor lysCP1 de Corynebacterium glutamicum

<400> 18
ccatcttttg

aatgccgatg
gttgactaaa
aatatcaata
agccccagga
gtggtagagt
<210> 19

<211> 388
<212> PRT

gggtgeggag
ctagggcgaa
gagttgctcg
tatggtctgt

accctgtgeca

tgagcgggta

ES 2724 000 T3

cgcgatccgg
aagcacggcg
cgaagtagca
ttattggaac
gaaagaaaac

actgtcagca

tgtctgacca
agcagattgc
cctgtcactt
gcgtcccagt
actcctctgg

cgtagatcga

<213> argJ de Corynebacterium glutamicum

<400> 19

Met Ala Lys

1

Lys Gly Ile Thr Ala

5

Thr Thr Ala Gly Ile Lys Ala Ser

20

Val Asn Gln Gly Pro Glu Phe Ser
35

40

Arg Val Phe Ala Ala Pro Val Lys

50

Gly Gln Ile

65

55

Arg Ala Val Leu Tyr

70

Asn Gly Leu Gln Gly Glu Lys Asp

85

Ala Gln Asn Leu Gly Leu Glu Asp

Pro Lys Gly
10

Gly Asn Pro
25

Ala Ala Ala

Val Ser Arg

Asn Ala Gly
75

Ala Arg Glu
90

Ser Asp Ile

15

cggtgcccca
tttgcacttg
ttgtctcaaa
ggctgagacg
ctaggtagac

aaggtgcaca

tgcgattgtt
attcagggta
tattaaatcg
catccgctaa
acagtttatt

aag

Phe Val Ala Ser Ala

15

Asp Met Ala Leu Val

30

Val Phe Thr Arg Asn

45

Glu Asn Val Ala Asp

60

Asn Ala Asn Ala Cys

80

Ser Val Ser His Leu

Gly Val Cys

95

Ser Thr

60

120

180

240

300

353



ES 2724 000 T3

100 105

Gly Leu Ile Gly Glu Leu Leu Pro Met Asp
115 120

Asp Gln Leu Thr Ala Glu Gly Ala Leu Gly
130 135

Ala Lys Ala Ile Met Thr Thr Asp Thr Val
145 150

Phe Ala Asp Gly Trp Thr Val Gly Gly Met
165 170

Met Ala Pro Ser Leu Ala Thr Met Leu Val
180 185

Ser Val Thr Gln Glu Met Ala Gln Ile Ala
195 200

Val Thr Phe Asp Thr Leu Asp Ile Asp Gly
210 215

Thr Val Phe Leu Leu Ala Ser Gly Ala Ser
225 230

Asp Glu Leu Asn Asp Ala Val Tyr Ala Ala
245 250

Lys Leu Gln Ala Asp Ala Glu Gly Val Thr
260 265

Val vVal Gly Thr Thr Asn Asn Glu Gln Ala
275 280

Val Ala Arg Asp Asn Leu Phe Lys Cys Ala
290 295

Asn Trp Gly Arg Val Leu Ala Ala Val Gly
305 310

Glu Pro Glu Lys Ile Ser Val Phe Phe Asn
325 330

Asp Ser Thr Gly Ala Pro Gly Ala Arg Glu
340 345

Asp Ile Asp Val Arg Ile Asp Leu Gly Thr
355 360

Thr Val Arg Thr Thr Asp Leu Ser Phe Ser
370 375

Ala Tyr Ser Ser
385

<210> 20
<211> 1167

<212> ADN
<213> argJ de Corynebacterium glutamicum

<400> 20

16

Lys

Asp

Asp

155

Gly

Cys

Leu

Ser

Gly

235

Cys

Lys

Ile

Met

Met

315

Asp

Val

Ser

Tyr

Leu

Asn

140

Lys

Lys

Leu

Ala

Thr

220

Ile

Ser

Arg

Asn

Phe

300

Ala

Gln

Asp

Gly

Val
380

Asn

125

Gly

Glu

Gly

Thr

Asn

205

Ser

Thr

Asp

Val

Ala

285

Gly

Asp

Ala

Leu

Glu

365

Glu

110

Thr

Ala

Thr

val

Thr

190

Ala

Thr

Pro

Ile

Ala

270

Ala

Ser

Ala

Val

Ser

350

Gly

Ile

Gly

Ala

Val

Gly

175

Asp

Thr

Asn

Thr

Ala

255

val

Arg

Asp

Asp

Cys

335

Gly

Gln

Asn

Ile

Ala

Vval

160

Met

Ala

Ala

Asp

Gln

240

Ala

Thr

Thr

Pro

Met

320

Leu

Ala

Ala

Ser
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atggccaaaa
attaaagctt
gcagecggecg
aacgttgctg
aatggtctge
ggcttggagg
atggataagc
ggtgcagcectg
tttgectgatg
cttgccacca
attgcgctgg
tccaccaatg
gatgaactca
gatgcagagg
caggcgatca
ggatctgatce
gaaccagaga
gctecectggtyg
ggcaccagtg

gagatcaact

<210> 21
<211> 317
<212> PRT

aaggcattac
ctggcaatcc
tgtttacacg
atggccagat
agggtgagaa
attccgatat
tcaatacagg
ctgccaagge
gttggactgt
tgctggtcetg
ctaatgctac
acaccgtgtt
acgatgcggt
gggtgaccaa
atgcggcetceg
caaactgggg
agatttctgt
ctcgtgaggt
gggaaggcca

ccgcgtacag

ES 2724 000 T3

cgcgccgaaa
tgacatggcg
caaccgagtt
cagggctgtt
ggatgctcgt
tggtgtgtgt
tattgatcag
gatcatgacc
cggcggaatg
cttgaccact
ggccgttacg
cctgetggea
gtacgcagct
gcgegttget
cacggttgcect
tegegtgttyg
gttcttcaat
ggatctttcce
ggcaacagtt

ctcttaa

ggcttegttg
ttggtggtta
ttecgecagege
ttgtacaacg
gagtctgttt
tccactggtce
ctgaccgctg
actgacacgg
ggcaagggcg
gatgcatccg
tttgacaccc
tctggegeta
tgttctgata
gtgacagtgg
cgtgacaatt
gctgecagteg
gatcaagcag
ggcgctgaca

cgaaccactg

<213> argB de Corynebacterium glutamicum

<400> 21

Met Asn Asp Leu Ile Lys Asp Leu Gly Ser Glu

1

5

10

Leu Ala Glu Ala Leu Pro Trp Leu Gln His Phe

Val val Lys

20

25

Tyr Gly Gly Asn Ala Met Val Asp

35

40

Ala Phe Ala Ala Asp Met Val Phe Leu Arg Thr

50

Val val Val

65

55

His Gly Gly Gly Pro Gln Ile Ser

70

75

Val Gly Leu Gln Gly Glu Phe Lys Gly Gly Phe

17

cttctgecaac
accagggtcc
ctgtgaaggt
ctggtaatgce
ctcatctage
ttattggtga
agggcgcttt
tggataagga
tgggcatgat
ttactcagga
tggatattga
gcggaatcac
tcgcagecgaa
tgggaaccac
tgttcaagtg
gcatggetga
tatgccttga
ttgatgtccg

acctgagcett

gaccgcgggt
agagttttcce
gagccgggag
taatgcgtgt
tcaaaatttg
gttgcttceg
gggtgacaat
aaccgtcgtg
ggcgecgtcet
aatggctcag
tggatcaacc
cccaactcag
gcttcaggcet
caacaacgag
cgcaatgttt
tgctgatatg
ttccactgge
aattgatttg

ctecctacgtg

Val Arg Ala Asn Val

15

Arg Asp Lys Ile Val
30

Asp Asp Leu Lys Ala

45

Val Gly Ala Lys Pro

Glu Met Leu Asn Arg

80

Arg Val Thr Thr Pro

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1167
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Glu Val Met

Asp Leu Val

85

ES 2724 000 T3

Asp Ile Val Arg Met

100

Gly Leu Ile Asn Ser

115

Ser Gly Glu

130

120

Asp Ala Gly Leu Phe

135

Ile Asp Gly Val Pro Thr Asp Ile
150

145

Val Asp Ala Ser Ser Leu Met Asp

165

Val vVal Ser Thr Ile Ala Pro Gly

180

Asn Ala Asp Thr Ala Ala Gly Ala
195

200

Arg Leu Leu Val Leu Thr Asn Val

210

215

Asp Lys Ser Ser Leu Val Ser Lys
230

225

Ile Leu Pro Gly Leu Asp Ser Gly

245

Leu Asn Ala Val Arg Gly Gly Val

260

Arg Ile Ala His Ser Val Leu Leu
275

Gly Thr Met

290

Gly Thr Val

305

<210> 22
<211> 954
<212> ADN

280

Val Leu Pro Asp Val

295

Phe Arg Lys Asp Asp
310

90

Val Leu Phe
105

His Gly Pro

Thr Ala Gln

Gly Leu Val
155

Ile Ile Glu
170

Glu Asp Gly
185

Leu Ala Ala

Glu Gly Leu

Ile Lys Ala

235

Met Ile Pro
250

Ser Ala Ala
265

Glu Leu Leu

Phe Asp Arg

Lys Asp Gly
315

<213> argB de Corynebacterium glutamicum

<400> 22
atgaatgact

ttgccatggt
atggtggatg
ggcgcaaaac
gtgggtctcce

attgtgcgeca

tgatcaaaga
tgcagcattt
atgatctcaa
cagtggtggt
agggcgagtt

tggtgctcett

tttaggctct
ccgcgacaag
ggctgetttt
gcacggtggt
caagggtggt

tggtcaggtce

gaggtgcgcg
attgttgtceg
gctgeccgaca
ggacctcaga
ttcegtgtga

ggtcgcgatt

18

95

Gly Gln Val Gly Arg
110

Tyr Ala Val Gly Thr

125

Lys Arg Met Val Asn

140

Gly Asp Ile Ile Asn

160

Ala Gly Arg Ile Pro

175

Gln Ile Tyr Asn Ile
190

Ala Ile Gly Ala Glu

205

Tyr Thr Asp Trp Pro

220

Thr Glu Leu Glu Ala

240

Lys Met Glu Ser Cys

255

His Val Ile Asp Gly
270

Thr Met Gly Gly Ile

285

Glu Asn Tyr Pro Glu

300

Glu Leu

caaatgtcct
tgaaatatgg
tggtcttett
tttctgagat
ccactcctga

tagttggttt

cgctgaggeg
cggaaacgcc
gcgcaccgtg
gctaaaccgt
ggtcatggac

gatcaactct

60

120

180

240

300

360
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catggccctt
cgcatggtca
gtcgatgecet
attgctccag
ttggctgcag
accgattggce
attcttcegg
cgtgggggag
gagcttttga
aattatccgg

<210> 23
<211> 347
<212> PRT

acgctgtggg
acatcgatgg
cttcettgat
gcgaagacgg
cgattggtgce
ctgataagag
gacttgattc
taagcgctge
ccatgggtgg

aaggcaccgt

ES 2724 000 T3

aacctccggt
cgtacccact
ggatatcatc
ccagatttac
agaacgcctg
ctcactggtg
cggcatgatt
tcatgtcatt
aattggcacg

ttttagaaaa

gaggatgccg
gatattggtt
gaggccggte
aacatcaacg
ctggttctca
tccaagatca
ccaaagatgg
gacggccgca
atggtgctgce

gacgacaagg

<213> argC de Corynebacterium glutamicum

<400> 23

Met Thr Ile Lys Val Ala Ile Ala

1

5

Glu Ile Leu Arg Leu Leu Leu Gly

20

Leu Glu Ile Gly Ala Leu Thr Ala
35

40

Gly Glu Leu Met Pro His Ile Pro

50

55

Asp Thr Thr Ala Glu Thr Leu Ala

65

Leu Pro His

70

Gly Phe Ser Ala Glu

85

Val Thr Val Ile Asp Cys Ala Ala

100

Asp Trp Glu Lys Phe Tyr Gly Ser
115

120

Gly Ile Pro Glu Ile Pro Gly His

130

135

Arg Val Ala Val Pro Gly Cys Phe
150

145

Leu Pro Ala Val Gln Ala Gly Leu

165

Ser Ile Thr Gly Val Ser Gly Ala

180

Gly Ala Ser
10

His Pro Ala
25

Ala Ser Thr
Gln Leu Ala
Gly His Asp

75

Ile Ala Leu
90

Asp Phe Arg
105

Glu His Gln

Arg Glu Ala

Pro Thr Gly
155

Ile Glu Pro
170

Gly Lys Lys
185

19

gcctgtttac
tggtcggaga
gcattcctgt
ccgataccege
ccaatgtgga
aggccaccga
agtcttgett
tcgegceacte
cggatgtttt

atggggaact

cgcgcagaag
catcattaat
ggtctctacg
agcgggtget
aggtctgtac
gctggaggcc
gaatgcggtg
ggtgttgctg
tgatcgggag

gtaa

Gly Tyr Ala Gly Gly

15

Tyr Ala Ser Gly Glu
30

Ala Gly Ser Thr Leu

45

Asp Arg Val Ile Gln

60

Val Val Phe Leu Gly

80

Gln Leu Gly Pro Asp

95

Leu Gln Asn Ala Ala
110

Gly Thr Trp Pro Tyr

125

Leu Arg Gly Ala Lys

140

Ala Thr Leu Ala Leu

160

Asp Val Ser Val Val

175

Ala Ser Val Ala Leu
190

420

480

540

600

660

720

780

840

900

954
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ES 2724 000 T3

Leu Gly Ser Glu Thr Met Gly Ser
195

200

Lys His Arg His Thr Pro Glu Ile

210

215

Asp Lys Pro Val Lys Val Ser Phe
230

225

Arg Gly Ile Leu Thr Thr Ala Thr

245

Ala Glu Gln Ala Arg Ala Val Tyr

260

Phe Val His Val Leu Pro Glu Gly
275

280

Leu Gly Ser Asn Met Cys His Val

290

295

Gly Lys Val Leu Val Thr Ser Ala
310

305

Ala Gly Ala Ala Val Gln Cys Met

325

Ala Ala Gly Leu Pro Gln Val Gly

<210> 24
<211> 1044
<212> ADN

340

Leu Lys Ala

Ala Gln Asn

Thr Pro Val

235

Ala Pro Leu
250

Glu Glu Phe
265

Ala Gln Pro

Gln Val Glu

Ile Asp Asn

315

Asn Leu Ser
330

Val Ala Pro
345

<213> argC de Corynebacterium glutamicum

<400> 24
atgacaatca

ctccttttag
gcatcaaccg
cgtgttattc
cttccacacg
gactgtgcag
gagcaccagg
cgtggtgcta
cttcctgegg
gtatcaggtg
ctcaaggcgt
ggcgaagtca

cgcggaattc

aggttgcaat
gccatccage
caggcagcac
aagacaccac
gattctctge
ctgacttteg
gaacatggcc
agcgtgtage
ttcaagcggg
caggtaagaa
acaacacctc
gcgacaagcc

tcaccactge

cgcaggagcc
ttatgcatct
gctcggtgaa
agctgaaact
agaaattgca
tctgcaaaat
ttatggcatt
agtgccagga
acttatcgag
agcatctgtt
cggaaagcac
agtcaaggtg

aaccgcacct

agtggatatg
ggtgaactag
ttgatgccac
ctagcecggtce
cttcagcectceg
gctgcagatt
ccagaaatac
tgtttcccaa
ccagatgttt
gcactacttg
cgccacaccce
agcttcaccc

ttgaaagaag

20

Tyr Asn Thr Ser Gly

205

Leu Gly Glu Val Ser

220

Leu Ala Pro Leu Pro

240

Lys Glu Gly Val Thr

255

Tyr Ala Gln Glu Thr
270

Gln Thr Gln Ala Val

285

Ile Asp Glu Glu Ala

300

Leu Thr Lys Gly Thr

320

Val Gly Phe Asp Glu

ccggeggaga
aaatcggagce
acattccgca
atgatgtcgt
gaccagatgt
gggagaagtt
caggacaccg
ccggtgceaac
ccgtagtgte
gctcggaaac
cggaaattgc
cagtgcttge

gcgttaccge

335

aatccttegt
actcaccgeg
gttggcggat
atttctagga
cacagtgatt
ctacggctca
cgaggctctt
cttggctcett
catcaccgge
catgggttca
ccagaacctc
accgttacct

agagcaggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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cgcgcagtat atgaagagtt ctatgcacag gaaaccttcg

gcacagccac aaacccaagc agttcttggce tccaacatgt

gatgaggaag caggcaaagt ccttgttacc tccgcaatcg

gcecggegeeg ctgttcagtg catgaactta agegttgget

ccacaggtcg gcgtcgcacce ttaa

<210> 25

<211> 391

<212> PRT
<213> argD de Corynebacterium glutamicum

<400> 25

Met

1

Thr

Asp

Ala

Ile

val

Thr

Ala

Ile

Ala

145

Ser

Met

Ile

Ala

Glu

225

His

Ser

Pro

Gln

Leu

50

Gly

Glu

Leu

Asn

Leu

130

Leu

Gly

vVal

Gln

val

210

val

Asp

Thr Leu Glu Thr Trp Pro Gln

5

Pro Val Glu Leu
20

Gly Lys Val Tyr
35

Gly His Ala His
Gln Leu Gly His
70

Val Ala Glu Glu
85

Ala Ala Gln Thr
100

Glu Ala Ala Phe
115

Ala Ala Val His
Thr Gly Gln Pro
150

Val Glu Phe Tyr
165

Glu Thr Asn Pro
180

Gly Glu Thr Gly
195

Arg Glu Leu Cys

Gln Thr Gly Val
230

Gly Val Val Pro

val

Ile

Pro

55

Val

Leu

Arg

Lys

Gly

135

Asp

Pro

Thr

Val

Asp

215

Gly

Asp

Ser

Asp

40

Ala

Ser

Ile

val

Ile

120

Phe

Lys

Tyr

Asp

val

200

Glu

Arg

val

Gly

25
Leu
Ile
Asn
Lys
Phe
105

Ala

His

Gly

VvVal

185

Pro

Tyr

Thr

val

val

10

Lys

Leu

Ile

Leu

Arg

90

Phe

Arg

Gly

Glu

Asp

170

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

21

Ile

Gly

Ala

Glu

Phe

75

Phe

Cys

Leu

Arg

Ala

155

Thr

Ala

Pro

Ile

Asp

235

Met

tgcatgttct tccagaaggt
gccacgtgca ggtagaaatt
ataacctcac caagggaact

ttgatgaggc agcaggcctg

Ile Asn Thr Tyr Gly
15

Ala Thr Val Thr Asp
30

Gly Ile Ala Val Asn
45

Ala Val Thr Asn Gln

Ala Ser Arg Pro Val

Ser Leu Asp Asp Ala

95

Asn Ser Gly Ala Glu
110

Thr Gly Arg Ser Arg
125

Thr Met Gly Ser Leu
140

Phe Leu Pro Met Pro
160

Asp Tyr Leu Arg Lys
175

Ile Phe Leu Glu Pro
190

Glu Gly Phe Leu Lys
205

Leu Met Ile Thr Asp
220

Phe Phe Ala His Gln
240

Ala Lys Gly Leu Gly

840

900

960

1020

1044
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245

ES 2724 000 T3

Gly Gly Leu Pro Ile Gly Ala Cys

260

Leu Met Thr Pro Gly Lys His Gly
275

280

Ala Cys Ala Ala Ala Lys Ala Val

290

295

Cys Ala Glu Val Thr Arg Lys Gly
310

305

Lys Val Asp Gly Val Val Asp Val

325

Val Val Leu Glu Arg Asp Val Ala

340

Lys His Gly Val Ile Leu Asn Ala
355

360

Thr Pro Pro Leu Val Ile Thr Asp

370

375

Ala Tle Ala Glu Thr Ile Ala
390

385

<210> 26
<211> 1176
<212> ADN

250

Leu Ala Thr
265

Thr Thr Phe

Leu Ser Val

Glu Leu Phe
315

Arg Gly Arg
330

Lys Gln Ala
345

Pro Ala Asp

Glu Glu Ile

<213> argD de Corynebacterium glutamicum

<400> 26
atgagcacgc

gagctggtgt
ttgctegegg
gtcaccaacc
gtcgaggteg
caaacccggg
gcacgcttga
atgggttccce
agcggtgtgg
aacccaacgg
ccagcacctg
atgatcaccg
cacgatggcg

atcggtgett

tggaaacttg
ccggcaaggg
gcatcgcagt
agatcggcca
ccgaggagcet
ttttecttetg
ctggtcegtte
tegegetgac
agttctaccce
atgtggctge
aaggattcct
atgaagtcca
ttgttceecga

gtttggccac

gccacaggtce
cgcaaccgtce
caacgcgttg
acttggtcac
catcaagcgt
caactcggge
ccggattctg
tggccagecca
ttacggcgac
tatctteccte
caaggcagtg
gactggegtt
tgtggtgacc

tggcegtgea

attattaata
accgatgacc
ggccacgcce
gtctcaaact
ttttegettg
gccgaagcaa
gctgecagtte
gacaagcgtg
accgattact
gagccaatcce
cgcgagcetgt
ggccgtaccg
atggccaagg

gctgaattga

22

255

Gly Arg Ala Ala Glu
270

Gly Gly Asn Pro Val

285

Val Asp Asp Ala Phe

300

Lys Glu Leu Leu Ala

320

Gly Leu Met Leu Gly

335

Val Leu Asp Gly Phe
350

Asn Ile Ile Arg Leu

365

Ala Asp Ala Val Lys

380

cgtacggcac
agggcaaagt
acccggcegat
tgttcgcatce
acgacgccac
acgaggctge
atggtttcca
aagcattcct
tgcgcaaaat
agggtgaaac
gcgatgagta
gcgatttcett
gacttggcgg

tgaccccagg

cccaccagtt
ctacatcgac
catcgaggcg
caggccegte
cctegeecgeg
tttcaagatt
cggccgcace
gccaatgcca
ggtagaaacc
gggcgttgtt
cggcatcttg
tgcacatcag
cggtecttecce

caagcacggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



accactttceg
gatgacgctt
aaggttgacg
cgcgacgtceg
ccggcggaca

gacgcagtca

gtggcaaccc
tctgcgecaga
gcgttgtaga
caaagcaagc
acattatccg

aggctattgce
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agttgcettgt
agttacccge
cgtecegtgge
tgttcttgat
tttgaccceg

cgagacaatc

gcagctgcca
aagggcgagce
aggggcttga
ggttttaagc
ccgetggtga

gcataa

23

aggcagtgct
tgttcaagga
tgttgggegt
acggcgttat

tcaccgacga

gtctgttgte
acttcttgee
ggtgctggag
tttgaatgca

agaaatcgca

900

960

1020

1080

1140

1176
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo del género Corynebacterium que tiene la capacidad de producir L-arginina con
actividades mejoradas de un operén de arginina y ornitina carbamoiltransferasa en comparacion con las actividades

5 de cada uno en una cepa parental de produccién de L-arginina de Corynebacterium, en el que el operdn de arginina
comprende un represor de arginina.

2. El microorganismo de la reivindicacién 1, en el que la ornitina carbamoiltransferasa es la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3.

10
3. El microorganismo de la reivindicacion 1, en el que el microorganismo del género Corynebacterium es

Corynebacterium glutamicum.

4. Un método para producir L-arginina, que comprende:
15
cultivar un microorganismo del género Corynebacterium de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en
un medio de cultivo; y
recuperar la L-arginina del microorganismo o del medio.

24
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