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2

DESCRIPCIÓN

Microorganismo de Corynebacterium sp. que tiene una productividad mejorada de L-arginina y procedimiento de
producción de L-arginina mediante el uso del mismo

5
Antecedentes de la invención

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un microorganismo recombinante del género Corynebacterium con una capacidad10
mejorada para producir L-arginina, y un procedimiento para producir L-arginina mediante el uso del mismo.

Descripción del estado de la técnica

La L-arginina está contenida en el ajo o la semilla de las plantas como forma libre. La L-arginina se usa ampliamente en15
medicamentos, alimentos y similares y también se usa como un suplemento dietético fortificado con aminoácidos.

Los microorganismos del género Corynebacterium biosintetizan L-arginina a través de una vía cíclica. La L-arginina se
sintetiza a partir del L-glutamato a través de N-acetilglutamato, N-acetilglutamil fosfato, N-acetilglutamato semialdehído,
N-acetilornitina, ornitina, citrulina y argininosuccinato.20

Además, se conoce que Corynebacterium glutamicum está regulado por la inhibición por retroalimentación debido a la
arginina intracelular (Vehary Sakanyan, y otros, Microbiology, 142:9-108, 1996), lo que sugiere que la producción de L-
arginina con alto rendimiento es limitada.

25
Ikeda y otros informaron que la citrulina se acumula en un medio de fermentación durante la fermentación de arginina
(Appl Environ Microbiol. Marzo de 2009; 75(6):1635-41. Epub 9 de enero de 2009).

En el proceso de biosíntesis, la citrulina se une al aspartato para generar argininosuccinato, que después libera
fumarato para generar arginina. En este proceso, la aspartato amoníaco-liasa (AspA) es una enzima que sintetiza30
aspartato a partir de fumarato y amoníaco (Figura 1), y la aspartato aminotransferasa (AspB) es una enzima que cataliza
la síntesis de varios L-aminoácidos mediante la transferencia del grupo amino de varios L-aminoácidos tales como el
aspartato, glutamato y aminobutirato hacia los cetoácidos tales como el ácido α-cetoglutárico y el ácido α-
cetoisovalérico.

35
Menkel y otros informaron que cuando se introdujo la aspA de E. coli en microorganismos del género Corynebacterium,
los microorganismos de Corynebacterium aumentaron la disponibilidad de aspartato y después aumentaron la
producción de lisina (APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Mar. 1989, p. 684-688).

En consecuencia, se divulga en la presente memoria que un microorganismo del género Corynebacterium tiene una40
capacidad mejorada para producir L-arginina al aumentar el influjo de aspartato que se une a la citrulina a través de la
mejora de la expresión de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa.

Sumario de la invención
45

Es un objeto de la presente invención proporcionar un microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad
mejorada para producir L-arginina.

Otro objeto de la presente invención es proporcionar un procedimiento para producir L-arginina mediante el uso del
microorganismo anterior del género Corynebacterium.50

Para lograr los objetos anteriores, la presente invención proporciona un microorganismo del género Corynebacterium
con la capacidad mejorada para producir L-arginina, que tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa y
la aspartato aminotransferasa en comparación con la actividad endógena de un microorganismo del género
Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad mejorada se obtiene mediante55
un procedimiento seleccionado de:

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la aspartato
amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que
codifica la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en un vector y transformar el microorganismo60
con el vector; y
(b) un procedimiento para reemplazar los promotores de los genes de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato
aminotransferasa con promotores fuertes en dicho microorganismo.

La presente invención también proporciona un procedimiento para producir L-arginina que comprende las etapas de:65
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cultivar un microorganismo del género Corynebacterium con capacidad mejorada para producir L-arginina, el cual
tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa en comparación con la actividad endógena de un
microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad
mejorada se obtiene mediante un procedimiento seleccionado de:

5
(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la
aspartato amoníaco-liasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que codifica la aspartato
amoníaco-liasa en un vector y transformar el microorganismo con el vector; y

(b) un procedimiento para reemplazar el promotor del gen de la aspartato amoníaco-liasa con un promotor fuerte10
en dicho microorganismo,
en un medio de cultivo; y

recuperar la L-arginina del medio de cultivo.
15

Breve descripción de las figuras

La figura 1 muestra una vía para sintetizar arginina a partir de citrulina y una vía para sintetizar aspartato a partir de
fumarato.

20
Descripción detallada de la invención

De aquí en adelante, la presente invención se describirá en detalle.

La presente invención proporciona un microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad mejorada para25
producir L-arginina, el cual tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa
en comparación con la actividad endógena de un microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para
producir L-arginina, en el que dicha actividad mejorada se obtiene mediante un procedimiento seleccionado de:

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la aspartato30
amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que
codifica la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en un vector y transformar el microorganismo
con el vector; y

(b) un procedimiento para reemplazar los promotores de los genes de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato35
aminotransferasa con promotores fuertes en dicho microorganismo.

Como se usa en la presente memoria, el término "una capacidad para producir L-arginina (productividad de L-arginina)"
se refiere a la capacidad de acumular L-arginina en un medio para el cultivo del microorganismo del género
Corynebacterium durante el cultivo. Tal capacidad para producir L-arginina puede ser propiedad de un tipo silvestre, o la40
propiedad impartida o mejorada por una mutación artificial, de los microorganismos del género Corynebacterium.

Por ejemplo, para impartir la capacidad para producir L-arginina, un microorganismo del género Corynebacterium puede
reproducirse como una variante que tiene resistencia al hidroxamato de arginina; una variante que tiene auxotrofía para
ácido succínico o que tiene resistencia a un análogo de base de ácido nucleico; una variante deficiente en la capacidad45
de metabolizar arginina y que tiene resistencia a un antagonista de arginina y canavanina y auxotrofía para lisina;
variante que tiene resistencia a arginina, hidroxamato de arginina, homoarginina, D-arginina y canavanina, o resistencia
a hidroxamato de arginina y 6-azauracilo; o una variante que tiene resistencia a canavanina.

Además, la capacidad para producir L-arginina puede impartirse al modificar un microorganismo del género.50
Corynebacterium a fin de aumentar el nivel de expresión de los genes que codifican las enzimas para biosintetizar L-
arginina. Los ejemplos de enzimas para biosintetizar L-arginina pueden incluir N-acetilglutamil fosfato reductasa (ArgC),
ornitina acetil transferasa (ArgJ), N-acetilglutamato quinasa (ArgB), acetilornitina transaminasa (ArgD), ornitina
carbamoil transferasa (ArgF), ácido argininosuccínico sintetasa (ArgG), ácido argininosuccínico liasa (ArgH), y carbomil
fosfato sintetasa. Estas enzimas se colocan en el operón Arg (argCJBDFRGH) y están reguladas por un represor de55
arginina codificado por argR (J Bacteriol. Diciembre de 2002; 184(23):6602-14.). Por lo tanto, puede impartirse una
capacidad para producir L-arginina al atenuar el represor de arginina (Documento US2002-0045223) o al sobreexpresar
al menos uno de los genes relacionados con la biosíntesis.

En la presente invención, el microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina no60
está específicamente limitado siempre que este pueda producir L-arginina. Específicamente, este puede ser
Corynebacterium glutamicum que tiene la capacidad para producir L-arginina. Más específicamente, puede ser
Corynebacterium glutamicum KCCM10741 (Patente Coreana núm. de Registro 10-0791659) o Corynebacterium
glutamicum ATCC21831), pero no se limita a estos.

65

E14788335
10-12-2019ES 2 761 590 T3

 



4

En un aspecto, la presente invención proporciona un microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad
mejorada para producir L-arginina, el cual tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato
aminotransferasa en comparación con la actividad endógena de un microorganismo del género Corynebacterium con
una capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad mejorada se obtiene mediante un procedimiento
seleccionado de:5

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la aspartato
amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que
codifica la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en un vector y transformar el microorganismo
con el vector; y10

(b) un procedimiento para reemplazar los promotores de los genes de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato
aminotransferasa con promotores fuertes en dicho microorganismo.

Como se usa en la presente memoria, el término "aspartato amoníaco-liasa (AspA)" se refiere a una enzima que15
funciona para sintetizar aspartato a partir de fumarato y amoníaco, y la síntesis de aspartato puede aumentarse al
mejorar la expresión de la aspartato amoníaco-liasa, y de este modo puede aumentarse la productividad de la L-arginina
por el aumento de aspartato.

En la presente invención, la aspartato amoníaco-liasa puede ser una enzima derivada de cualquier microorganismo,20
siempre que tenga la actividad de aspartato amoníaco-liasa. Específicamente, la aspartato amoníaco-liasa puede ser
una enzima derivada de un microorganismo del género Escherichia o del género Corynebacterium. Más
específicamente, puede ser una enzima derivada de E. coli o Corynebacterium glutamicum. Específicamente, la
aspartato amoníaco-liasa puede tener una secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 21 o 22. La
aspartato amoníaco-liasa derivada de Corynebacterium que tiene la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ25
ID NO: 21 está codificada por aspA (NCgl1446) que tiene una secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID
NO: 23, y la aspartato amoníaco-liasa derivada de Escherichia que tiene una secuencia de aminoácidos representada
por la SEQ ID NO: 22 está codificada por aspA (NCBI GENE ID: 12933698) que tiene una secuencia de nucleótidos
representada por la SEQ ID NO: 24.

30
Una proteína que tiene una homología de al menos 80 %, específicamente al menos 90 %, más específicamente al
menos 95 %, e incluso más específicamente al menos 97 % de los aminoácidos puede usarse en el microorganismo o
en el procedimiento de la presente invención, siempre que tenga la actividad de aspartato amoníaco-liasa descrita
anteriormente.

35
Como se usa en la presente memoria, el término "homología" se refiere a la identidad entre dos secuencias de
aminoácidos y puede determinarse mediante el procedimiento bien conocido por los expertos en la técnica, mediante el
uso del algoritmo BLAST (véase Karlin y Altschul, Pro. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5873 (1993)) o FASTA (véase Pearson,
Methods Enzymol., 183, 63 (1990)) para calcular el parámetro tal como puntuación, identidad y similitud. Basado en el
algoritmo BLAST, se ha desarrollado un programa llamado BLASTN o BLASTX (véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov).40

Como se usa en la presente memoria, el término "aspartato aminotransferasa" puede derivarse de un microorganismo
del género Corynebacterium, tiene una secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 25 y está codificada
por aspB (NCgl0237) que tiene una secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 26, pero no se limita a
esta.45

Una proteína que tiene una homología de al menos 80 %, específicamente al menos 90 %, más específicamente al
menos 95 %, e incluso más específicamente al menos 97 % con la secuencia de aminoácidos de la aspartato
aminotransferasa descrita anteriormente, puede usarse en el microorganismo o en el procedimiento de la presente
invención, siempre que tenga la actividad de aspartato aminotransferasa descrita anteriormente. La homología con la50
secuencia de aminoácidos puede determinarse mediante, por ejemplo, el algoritmo BLAST (véase Karlin y Altschul, Pro.
Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5873 (1993)) o FASTA (véase Pearson, Methods Enzymol., 183, 63 (1990)). Basado en este
algoritmo, se ha desarrollado un programa llamado BLASTN o BLASTX (véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

El microorganismo de la invención del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina se55
caracteriza por ser modificado al mejorar (o aumentar) la actividad de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato
aminotransferasa, en comparación con la actividad endógena de un microorganismo del género Corynebacterium con
una capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad mejorada se obtiene mediante un procedimiento
seleccionado de:

60
(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la aspartato
amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que
codifica la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en un vector y transformar el microorganismo
con el vector; y

65
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(b) un procedimiento para reemplazar los promotores de los genes de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato
aminotransferasa con promotores fuertes en dicho microorganismo.

Como se usa en la presente memoria, el término "actividad endógena" se refiere a la actividad de un microorganismo
del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina que no experimentó ninguna manipulación o5
modificación genética para regular las actividades de las enzimas descritas anteriormente. Además, el término
"mejorada" o "aumentada" significa que la productividad de L-arginina se mejoró en comparación con la actividad
endógena de un microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina.

La mejora (o aumento) de la actividad de las enzimas descritas en la presente memoria puede realizarse mediante el10
uso de diversos procedimientos de transformación bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de estos procedimientos
incluyen un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la
aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa mediante la introducción de un polinucleótido que codifica la
aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en un sistema de vector, un procedimiento para reemplazar el
promotor con un promotor fuerte, un procedimiento para introducir una mutación en el promotor, y un procedimiento15
basado en mutación genética.

En una realización específica de la presente invención, para mejorar la actividad de la aspartato amoníaco-liasa y la
aspartato aminotransferasa en el microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-
arginina, puede usarse un procedimiento en el cual un número de copias del gen que codifica la aspartato amoníaco-20
liasa y la aspartato aminotransferasa se aumenta al introducir el gen que codifica la aspartato amoníaco-liasa y un gen
que codifica la aspartato aminotransferasa en un vector y transformar el microorganismo del género Corynebacterium
con el vector.

Como se usa en la presente memoria, el término "transformar" significa introducir un vector que contiene un25
polinucleótido que codifica una proteína diana en una célula huésped para que la proteína diana pueda expresarse en la
célula huésped. El polinucleótido introducido puede localizarse dentro o fuera del cromosoma de la célula huésped,
siempre que pueda expresarse en la célula huésped. El polinucleótido puede introducirse en cualquier forma, siempre
que pueda expresarse en la célula huésped.

30
En una realización de la presente invención, el microorganismo transformado se preparó al introducir el vector
recombinante que contenía los genes descritos anteriormente, y después al aislar la cepa productora de L-arginina que
contenía 2 copias de cada uno de los genes anteriores en el cromosoma a través de un segundo cruce.

Como se usa en la presente memoria, el término "vector" se refiere a un constructo de ADN que contiene la secuencia35
de nucleótidos de un polinucleótido que codifica la proteína diana que está operativamente unida a una secuencia
reguladora adecuada para poder expresar la proteína diana en un huésped adecuado. La secuencia reguladora incluye
un promotor para iniciar la transcripción, cualquier secuencia operadora para regular tal transcripción, una secuencia
que codifica los sitios adecuados de unión al ribosoma del ARNm, y secuencias que regulan la terminación de la
transcripción y la traducción. Después de transformarse en un huésped adecuado, el vector puede replicarse o realizar40
su función independientemente del genoma del huésped, o puede integrarse en el genoma mismo.

El vector que se usa en la presente invención no está específicamente limitado, siempre que pueda replicarse en un
huésped. El vector puede ser cualquier vector conocido en la técnica. Los ejemplos de vectores que se usan
comúnmente pueden incluir plásmidos naturales o recombinantes, cósmidos, virus y bacteriófagos.45

La cepa de Corynebacterium glutamicum (KCCM11351P) transformada mediante el procedimiento descrito en la
presente memoria se produce obteniendo mediante PCR aspA que codifica la aspartato amoníaco-liasa a partir del
cromosoma de la cepa ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum productora de L-arginina, insertando el aspA
obtenido en un vector, y después introduciendo el vector en la cepa KCCM10741P de Corynebacterium glutamicum50
productora de L-arginina y después es un microorganismo transformado que tiene una mayor expresión de aspA. Se
descubrió que la cepa KCCM11351P puede producir L-arginina con alto rendimiento por la sobreexpresión de aspA.

En otro aspecto más, la presente invención también proporciona un procedimiento para producir L-arginina, que
comprende las etapas de:55

cultivar un microorganismo del género Corynebacterium con capacidad mejorada para producir L-arginina, el cual
tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa en comparación con la actividad endógena de un
microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad
mejorada se obtiene mediante un procedimiento seleccionado de:60

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la
aspartato amoníaco-liasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que codifica la aspartato
amoníaco-liasa en un vector y transformar el microorganismo con el vector; y

65
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(b) un procedimiento para reemplazar el promotor del gen de la aspartato amoníaco-liasa con un promotor fuerte
en dicho microorganismo,
en un medio de cultivo; y

recuperar la L-arginina del medio de cultivo.5

En el procedimiento de la invención para producir L-arginina, el proceso de cultivo del microorganismo transformado que
sobreexpresa L-arginina puede realizarse en medios adecuados y condiciones de cultivo conocidas en la técnica. Este
proceso de cultivo puede ser ajustado fácilmente por cualquier persona experta en la técnica dependiendo de una cepa
seleccionada. Los ejemplos del proceso de cultivo incluyen, pero no se limitan a, cultivo por lotes, cultivo continuo y10
cultivo alimentado por lotes. Tales procesos de cultivo se divulgan, por ejemplo, en "Biochemical Engineering" (James
M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pp138-176, 1991).

El medio que puede usarse en el procedimiento de la presente invención contiene azúcar cruda o glucosa como fuente
principal de carbono. Además, la melaza que contiene una gran cantidad de azúcar cruda también puede usarse como15
fuente de carbono. Además, pueden usarse cantidades adecuadas de diversas fuentes de carbono, y puede usarse
específicamente glucosa purificada. Los ejemplos de una fuente de nitrógeno que puede usarse en el procedimiento de
la presente invención incluyen fuentes de nitrógeno orgánico tales como peptona, extracto de levadura, caldo de carne,
extracto de malta, licor de maíz y harina de soja; y fuentes de nitrógeno inorgánico tales como urea, sulfato de amonio,
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Específicamente, puede usarse20
peptona. Estas fuentes de nitrógeno pueden usarse solas o en combinación. El medio puede contener, como fuente de
fósforo, dihidrógeno fosfato de potasio, hidrógeno difosfato de dipotasio y las correspondientes sales que contienen
sodio. Además, el medio puede contener una sal metálica tal como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. Además, el
medio puede contener aminoácidos, vitaminas y precursores apropiados. Estos medios o precursores pueden añadirse
de manera continua o por lotes en el cultivo. Sin embargo, los ejemplos de una composición de un medio de cultivo no25
se limitan a estos.

Un compuesto tal como hidróxido de amonio, hidróxido de potasio, amoníaco, ácido fosfórico y ácido sulfúrico puede
añadirse a un medio de cultivo durante el cultivo de manera adecuada para ajustar el pH del medio de cultivo. Además,
puede añadirse un agente antiespumante tal como éster poliglicólico de ácido graso durante el cultivo para inhibir el30
burbujeo. Además, para mantener una condición aeróbica del medio de cultivo, puede inyectarse oxígeno o gas que
contenga oxígeno (por ejemplo, aire) al medio de cultivo. La temperatura del medio de cultivo puede estar generalmente
entre 20 °C y 45 °C, y específicamente entre 25 °C y 40 °C. El cultivo puede realizarse hasta que se produzca la
cantidad deseada de L-arginina. Específicamente, el tiempo de cultivo puede ser de 10-160 horas.

35
La separación de L-arginina del medio de cultivo se puede realizar mediante un procedimiento convencional conocido
en la técnica. El procedimiento puede incluir centrifugación, filtración, cromatografía de intercambio iónico, y
cristalización. Por ejemplo, la L-arginina puede separarse al centrifugar el medio de cultivo a baja velocidad para
eliminar la biomasa, y después separar el sobrenadante restante mediante cromatografía de intercambio iónico.

40
De aquí en adelante, la presente invención se describirá en mayor detalle con referencia a los ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Examen del efecto de aspA en la producción de L-arginina45

Para examinar si aspA es un gen significativo en la producción de L-arginina, se construyó un vector con aspA
delecionado y se transformó en la cepa KCCM10741P de Corynebacterium glutamicum productora de L-arginina
(Número de Registro de Patente Coreana 0791659), y después se evaluó la productividad de L-arginina de la cepa
transformada.50

(1) Construcción del vector con aspA deficiente

Para eliminar el gen aspA que codifica la aspartato amoníaco-liasa (Ncgl1446) del cromosoma, el cromosoma de la
cepa ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum adquirida de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por55
sus siglas en inglés) se extrajo mediante el uso de un sistema Genomic-tip (QIAGEN), y se realizó una PCR cruzada
mediante el uso del cromosoma como un molde.

Específicamente, un fragmento de aproximadamente 798 pb que tenía un sitio de la enzima de restricción XmaI en la
región 5' se amplificó mediante PCR con la polimerasa Pfu mediante el uso de cebadores de las SEQ ID NO: 1 y 260
durante 30 ciclos, cada uno de los cuales consistió en desnaturalización a 94 °C durante 1 minuto, hibridación a 58 °C
durante 30 segundos y polimerización a 72 °C durante 60 segundos. Después, un fragmento de aproximadamente 829
pb que tenía un sitio de la enzima de restricción XbaI en la región 3' se amplificó mediante PCR mediante el uso de
cebadores de las SEQ ID NO: 3 y 4 de la misma manera que la descrita anteriormente. Los fragmentos de ADN
resultantes se aislaron mediante el uso del kit GeneAllR Expin™ GEL SV (Seúl, Corea) y después se usaron como65
molde para la PCR cruzada.
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Para obtener un fragmento de ADN que contiene aspA delecionado, se realizó una PCR cruzada mediante el uso de los
dos fragmentos de ADN preparados anteriormente como molde y los cebadores de las SEQ ID NO: 1 y 4.
Específicamente, se amplificó un fragmento de aproximadamente 1.583 pb mediante el procedimiento de PCR descrito
anteriormente. El fragmento amplificado se trató con las enzimas de restricción XmaI y XbaI, y después se ligó con un
vector pD tratado con las mismas enzimas, construyendo de este modo el vector pDKO1446.5

(2) Preparación de la cepa recombinante

El vector pDKO1446 construido como se describió anteriormente se transformó en la cepa KCCM10741P de
Corynebacterium glutamicum productora de L-arginina y se sometió a un segundo cruce, obteniendo de este modo una10
cepa productora de L-arginina que contenía un aspA delecionado en el cromosoma. La cepa obtenida se denominó
"KCCM10741ΔaspA".

(3) Examen de la productividad de L-arginina de la cepa recombinante
15

Para examinar el efecto de una deleción de aspA en la productividad de L-arginina, el recombinante producido
anteriormente Corynebacterium glutamicum KCCM10741ΔaspA que es una cepa productora de L-arginina se cultivó de
la siguiente manera.

Como un grupo control, se usó la célula huésped, KCCM10741P de Corynebacterium glutamicum. Específicamente, se20
inoculó un asa de la cepa en un matraz con deflectores de 250 ml que contenía 25 ml del siguiente medio de
producción, y se cultivó a 30 °C durante 48 horas a 200 rpm. Después de la finalización del cultivo, la producción de L-
arginina se midió mediante HPLC, y los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuación.

Medio de producción25

6 % de glucosa, 3 % de sulfato de amonio, 0,1 % de dihidrógeno fosfato de potasio, 0,2 % de sulfato de magnesio
heptahidratado, 1,5 % de licor de maíz (CSL, por sus siglas en inglés), 1 % de NaCl, 0,5 % de extracto de levadura, 100
mg/L de biotina, pH 7,2.

30
Tabla 1: Comparación de la productividad de L-arginina

Cepa DO Concentración de arginina (g/L)

KCCM10741P 91 3,0

KCCM10741PΔaspA 101 2,4

Como puede observarse en la Tabla 1 anterior, la cepa que contenía aspA delecionado tenía una capacidad reducida
para producir L-arginina, y aspA fue un gen significativo en la producción de L-arginina.35

Ejemplo 2: Construcción de vector para introducir aspA derivado de Corynebacterium

Para construir un vector que contenga dos copias de aspA (Ncgl1446 que codifica la aspartato amoníaco-liasa derivada
de Corynebacterium, la PCR se realizó mediante el uso del cromosoma de la cepa ATCC21831 de Corynebacterium40
glutamicum como molde y cada uno de un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 5 y 6 y un conjunto de cebadores
de las SEQ ID NO: 7 y 8, obteniendo de este modo fragmentos de ADN, cada uno que contiene aspA.

Específicamente, un fragmento de aproximadamente 1.893 pb que tiene un sitio de la enzima de restricción XmaI en la
región 5' y un un sitio de la enzima de restricción BamHI en la región 3' se amplificó mediante PCR con la polimerasa45
Pfu mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 5 y 6. La PCR se realizó durante 30 ciclos, cada uno de los
cuales consistió en desnaturalización a 94 °C durante 1 minuto, hibridación a 58 °C durante 30 segundos y
polimerización a 72 °C durante 2 minutos. Mientras tanto, un fragmento de aproximadamente 1.885 pb que tenía un sitio
de la enzima de restricción BamHI en la región 5' y un sitio de la enzima de restricción XbaI en la región 3' se amplificó
mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 7 y 8 de la misma manera que la descrita anteriormente.50

Los fragmentos de ADN obtenidos se separaron mediante el uso del kit GeneAllR Expin™ GEL SV (Seúl, Corea).
Después, el primer fragmento de los dos fragmentos anteriores se trató con XmaI y BamHI, y el segundo fragmento se
trató con BamHI y XbaI. Además, un vector pD se trató con XmaI y XbaI. Los dos fragmentos de ADN y el vector pD,
tratados con las enzimas de restricción, se ligaron y, de este modo se construyó un vector pD1446-2X.55

Ejemplo 3: Preparación de cepas recombinantes que tengan una mayor expresión de aspA

El vector pD1446-2X construido en el Ejemplo 2 se transformó en cada una de las cepas productoras de L-arginina,
KCCM10741P y ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum, y después estas se sometieron a un segundo cruce,60
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obteniendo de este modo cepas productoras de L-arginina que contenían 2 copias de aspA en el cromosoma. Las cepas
obtenidas se denominaron "KCCM10741P::aspA_2X" y "ATCC21831::aspA_2X", respectivamente.

Ejemplo 4: Construcción del vector para introducir aspB derivado de Corynebacterium
5

Para construir un vector que contenga 2 copias de aspB (Ncgl0237) que codifican la aspartato aminotransferasa, la PCR
se realizó mediante el uso del cromosoma de ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum como molde y cada uno de
un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 9 y 10 y un conjunto de cebadores de las SEQ ID NO: 11 y 12, obteniendo
de este modo fragmentos de ADN, cada uno de los cuales contenía aspB.

10
Específicamente, un fragmento de aproximadamente 1.692 pb que tiene un sitio de la enzima de restricción XmaI en la
región 5' y un sitio de la enzima de restricción NdeI en la región 3' se amplificó mediante PCR con la polimerasa Pfu
mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 9 y 10. La PCR se realizó durante 30 ciclos, cada uno de los
cuales consistió en desnaturalización a 94 °C durante 1 minuto, hibridación a 58 °C durante 30 segundos y
polimerización a 72 °C durante 2 minutos. Mientras tanto, un segundo fragmento de aproximadamente 1.643 pb que15
tenía un sitio de la enzima de restricción NdeI en la región 5' y un sitio de la enzima de restricción SpeI en la región 3' se
amplificó mediante el mismo procedimiento de PCR descrito anteriormente.

Los fragmentos de ADN obtenidos se aislaron mediante el uso del kit GeneAllR Expin™ GEL SV (Seúl, Corea).
Después, el primer fragmento de los dos fragmentos anteriores se trató con XmaI y NdeI, y el segundo fragmento se20
trató con NdeI y SpeI. Además, un vector pD se trató con XmaI y XbaI. El vector pD y los dos fragmentos de ADN, que
se trataron con las enzimas de restricción, se sometieron a ligazón de 3 piezas, construyendo de este modo un vector
pD0237-2X.

Ejemplo 5: Preparación de cepas que tengan una mayor expresión de aspB25

El vector pD0237-2X construido en el Ejemplo 4 se transformó en cada una de las cepas productoras de L-arginina,
KCCM10741P y ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum, y después estas se sometieron a un segundo cruce,
obteniendo de este modo cepas productoras de L-arginina que contenían 2 copias de aspB en el cromosoma. Las cepas
obtenidas se denominaron "KCCM10741P::aspB_2X" y "ATCC21831::aspB_2X", respectivamente.30

Ejemplo 6: Preparación de cepas que tienen una mayor expresión de aspA y aspB

El vector pD0237-2X construido en el Ejemplo 4 se transformó en cada una de las cepas recombinantes
(KCCM10741P::aspA_2X y ATCC21831::aspA_2X) preparadas en el Ejemplo 3, y después estas se sometieron a un35
segundo cruce, obteniendo de este modo cepas productoras de L-arginina que contenían 2 copias de aspA y aspB en el
cromosoma. Las cepas obtenidas se denominaron "KCCM10741P::aspA_2X::aspB_2X" y
"ATCC21831::aspA_2X::aspB_2X".

Ejemplo 7: Evaluación de la productividad de L-arginina40

Para examinar el efecto de un aumento en aspA, aspB o ambos aspA y aspB en la productividad de L-arginina, cada
una de las cepas productoras de L-arginina, Corynebacterium glutamicum KCCM10741P::aspA_2X,
ATCC21831::aspA_2X, KCCM10741P::aspB_2X, ATCC21831::aspB_2X, KCCM10741P::aspA_2X::aspB_2X y
ATCC21831::aspA_2X::aspB_2X, preparadas en los Ejemplos 3, 5 y 6, se cultivaron de la siguiente manera.45

Como grupo control, se usaron las células huésped de cada una de KCCM10741P y ATCC21831 de Corynebacterium
glutamicum. Específicamente, se inoculó un asa de cada una de las cepas en un matraz con deflectores de 250 ml que
contenía 25 ml del medio de producción descrito en el Ejemplo 1, y las cepas inoculadas se cultivaron a 30 °C durante
48 horas a 200 rpm. Después de la finalización del cultivo, se midió la producción de L-arginina, y los resultados de la50
mediciones se muestran en la Tabla 2 a continuación.

Tabla 2: Comparación de la productividad de arginina entre cepas

Cepa DO Concentración de arginina (g/L)

KCCM10741P 91 3,0

KCCM10741P::aspA_2X 90 3,9

KCCM10741P::aspB_2X 93 3,4

KCCM10741P::aspA_2X::aspB_2X 93 3,7

ATCC21831 102 4,2

ATCC21831::aspA_2X 102 5,0
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Cepa DO Concentración de arginina (g/L)

ATCC21831::aspB_2X 105 4,7

ATCC21831::aspA_2X::aspB_2X 104 5,1

Como puede observarse en la Tabla 2 anterior, la producción de L-arginina se aumentó en los dos tipos de cepas de
Corynebacterium glutamicum cuando se introdujeron 2 copias de aspA en las cepas. Particularmente, la productividad
de L-arginina de KCCM10741P::aspA_2X se aumentó notablemente en un 30 % en comparación con la del grupo
control. KCCM10741P::aspA_2X se depositó en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM, por sus5
siglas en inglés), una autoridad depositaria internacional ubicada en 361-221, Hongje 1-dong Seodaemun-gu, Seúl,
Corea, el 21 de enero de 2013 bajo el número de acceso KCCM11351P.

Ejemplo 8: Construcción de vector para introducir aspA derivado del género E. coli
10

Para introducir aspA (NCBI-GeneID: 12933698), se usó un gen que codifica la aspartato amoníaco-liasa derivada del
género E. coli, en el cromosoma de Corynebacterium glutamicum con una capacidad para producir L-arginina, un sitio
Ncgl1221 conocido como un exportador de glutamato (yggB: Appl Environ Microbiol. julio de 2007; 73(14):4491-8).

Para construir un vector que tenga un aspA de E. coli introducido en sitio Ncgl1221, se construyó un vector pDKO122115
que contenía una alteración génica específica de sitio de Ncgl1221.

Para obtener un fragmento de ADN que contenga una alteración génica específica de sitio de Ncgl1221, se extrajo el
cromosoma de ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum, y se realizó una PCR cruzada mediante el uso del
cromosoma como un molde. Específicamente, un fragmento de aproximadamente 789 pb que tiene un sitio de la enzima20
de restricción EcoRI en la región 5' se amplificó mediante PCR con la polimerasa Pfu mediante el uso de cebadores de
las SEQ ID NO: 13 y 14. La PCR se realizó durante 30 ciclos, cada uno de los cuales consistió en desnaturalización a
94 °C durante 1 minuto, hibridación a 58 °C durante 30 segundos y polimerización a 72 °C durante 60 segundos.
Mientras tanto, un fragmento de aproximadamente 835 pb que tenía un sitio de la enzima de restricción PstI en la región
3' se amplificó mediante PCR mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 15 y 16 de la misma manera que la25
descrita anteriormente. Los fragmentos de ADN obtenidos se aislaron mediante el uso del kit GeneAllR Expin™ GEL SV
(Seúl, Corea) y después se usaron como moldes para la PCR cruzada.

Para obtener un fragmento de ADN que contenga una alteración génica específica de sitio de Ncgl1221, se realizó una
PCR cruzada mediante el uso de los dos fragmentos de ADN obtenidos anteriormente como moldes y los cebadores de30
las SEQ ID NO: 13 y 16. Específicamente, se amplificó un fragmento de aproximadamente 1.602 pb mediante el
procedimiento de PCR descrito anteriormente. El fragmento amplificado se trató con las enzimas de restricción EcoRI y
PstI, y después se ligó con un vector pD tratado con las mismas enzimas de restricción, construyendo de este modo un
vector pDKO1221.

35
Mediante el uso del vector pDKO1221 construido, se construyó un vector que tenía un aspA de E. coli introducido en
este. Para obtener un promotor cj7 (patente coreana número 10-0620092) que opere en Corynebacterium glutamicum,
un fragmento de aproximadamente 524 pb que tenía un sitio de la enzima de restricción BamHI en la región 5' se
amplificó mediante PCR con la polimerasa Pfu mediante el uso de p117 pcj7-gfp como molde y los cebadores de las
SEQ ID NO: 17 y 18. La PCR se realizó durante 30 ciclos, cada uno de los cuales consistió en desnaturalización a 94 °C40
durante 1 minuto, hibridación a 58 °C durante 30 segundos y polimerización a 72 °C durante 30 segundos. El aspA
derivado de E.coli se extrajo del cromosoma de W3110 de E. coli mediante el uso de un sistema Genomic-tip (QIAGEN)
y se amplificó un fragmento de aproximadamente 1.607 pb que tenía un sitio de la enzima de restricción XbaI en la
región 3' mediante el uso del cromosoma como un molde y los cebadores de las SEQ ID NO: 19 y 20. Los fragmentos
de ADN obtenidos se aislaron mediante el uso del kit GeneAllR Expin™ GEL SV (Seúl, Corea) y después se usaron45
como moldes para la PCR cruzada.

Para obtener un fragmento de ADN de aspA derivado de E.coli, se realizó la PCR cruzada mediante el uso de los dos
fragmentos de ADN obtenidos anteriormente como moldes y los cebadores de las SEQ ID NO: 17 y 20.
Específicamente, se amplificó un fragmento de aproximadamente 2.095 pb mediante el procedimiento de PCR descrito50
anteriormente. El fragmento amplificado se trató con las enzimas de restricción BamHI y XbaI, y después se ligó con un
vector pDKO1221 tratado con las mismas enzimas de restricción, construyendo de este modo un vector pDKO1221-
EC_aspA.

Ejemplo 9: Preparación de la cepa recombinante que tenga una mayor expresión de aspA de E. coli55

El vector pDKO1221-EC_aspA construido como se describió anteriormente se transformó en cada una de las cepas
KCCM10741P y ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum productoras de L-arginina y estas se somtieron a un
segundo cruce, obteniendo de este modo cepas productoras de L-arginina, cada una de las cuales contenía un gen
aspA derivado de E. coli en el cromosoma. Las cepas obtenidas se denominaron "KCCM10741PΔNcgl1221-EC_aspA"y60
"ATCC21831ΔNcgl1221-EC_aspA", respectivamente. Además, el vector pDKO1221 construido como se describió
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anteriormente se transformó en cada una de las cepas KCCM10741P y ATCC21831 de Corynebacterium glutamicum
productoras de L-arginina y estas se sometieron a un segundo cruce, obteniendo de este modo las cepas
KCCM10741PΔNcgl1221 y ATCC21831ΔNcgl1221, cada una de las cuales contenía un NCgl1221 delecionado en el
cromosoma.

5
Ejemplo 10: Evaluación de la productividad de L-arginina de cepas recombinantes que tienen una mayor
expresión de aspA de E. coli

Para evaluar el efecto de la introducción de aspA de E. coli en la productividad de L-arginina, las cepas productoras de
L-arginina KCCM10741PΔNcgl1221-EC_aspA y ATCC21831ΔNcgl1221-EC_aspA preparadas en el Ejemplo 9 se10
cultivaron de la siguiente manera.

Como grupo control, se cultivaron las células huésped de cada una de KCCM10741P, ATCC21831,
KCCM10741PΔNcgl1221 y ATCC21831ΔNcgl1221 de Corynebacterium glutamicum. Específicamente, se inoculó un
asa de cada cepa en un matraz con deflectores de 250 ml que contenía 25 ml del medio de producción descrito15
anteriormente y se cultivaron a 30 °C durante 48 horas a 200 rpm. Después de la finalización del cultivo, se midió la
producción de L-arginina, y los resultados se muestran en la Tabla 3 a continuación.

Tabla 3: Comparación de la productividad de L-arginina
20

Cepa DO Concentración de L-Arginina (g/L)

KCCM10741P 91 3,0

KCCM10741PΔNcgl1221 90 3,0

KCCM10741PΔNcgl1221-EC_aspA 94 3,6

ATCC21831 102 4,2

ATCC21831ΔNcgl1221 103 4,1

ATCC21831ΔNcgl1221-EC_aspA 107 4,7

Como puede observarse en la Tabla 3 anterior, la producción de L-arginina se aumentó en los dos tipos de
Corynebacterium glutamicum cuando se introdujo aspA de E. coli en las cepas.

Como se describió anteriormente, se divulga en la presente memoria un microorganismo recombinante del género25
Corynebacterium, que tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa y/o actividad mejorada de la
aspartato aminotransferasa, y por lo tanto tiene una capacidad mejorada para producir L-arginina. El microorganismo
recombinante del género Corynebacterium puede producir L-arginina con alto rendimiento y, por lo tanto, es
industrialmente útil.

30
Número de Acceso

Autoridad depositaria: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos
Número de acceso: KCCM11351P
Fecha de deposición: 21 de enero de 201335

<110> CJ Cheiljedang Corporation

<120> MICROORGANISMO DEL GÉNERO CORYNEBACTERIUM CON PRODUCTIVIDAD MEJORADA DE L-
ARGININA Y PROCEDIMIENTO DE PRODUCCIÓN DE L-ARGININA MEDIANTE EL USO DEL MISMO 40

<130> PP13-0149

<160> 26
45

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1
<211> 38
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la deleción de aspA

55

E14788335
10-12-2019ES 2 761 590 T3

 



11

<400> 1
cgagctcggt acccggggtg tcgcagatgc catcgccg 38

<210> 2
<211> 445
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la deleción de aspA10

<400> 2
cgccaatgac tggctccatg accgcacgaa gggtgtgcac cccg 44
<210> 3
<211> 4415
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la deleción de aspA20

<400> 3
cggggtgcac acccttcgtg cggtcatgga gccagtcatt ggcg 44

<210> 425
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>30
<223> cebador para la deleción de aspA

<400> 4
tgcaggtcga ctctagagtt cttgcggtga ccgccacg 38

35
<210> 5
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

40
<220>
<223> cebador para la copia de aspA 2

<400> 5
cgagctcggt acccgggttt taactacccc cg 3245

<210> 6
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial50

<220>
<223> cebador para la copia de aspA 2

<400> 655
gtcgactcta gaggatccgg ccatatagtc tgctcc 36

<210> 7
<211> 24
<212> ADN60
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la copia de aspA 2

65
<400> 7
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ttttggatcc ttttaactac cccc 24

<210> 8
<211> 32
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la copia de aspA 2

10
<400> 8
gcaggtcgac tctagacggc catatagtct gc 32

<210> 9
<211> 4215
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la copia de aspB 220

<400> 9
ccagtgaatt cgagctcggt acccgggagc tagaacggct gc 42

<210> 1025
<211> 75
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>30
<223> cebador para la copia de aspB 2

<400> 10

35

<210> 11
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial40

<220>
<223> cebador para la copia de aspB 2

<400> 1145
cgttttatca tatgagctag aacggctgca acacatgg 38

<210> 12
<211> 38
<212> ADN50
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la copia de aspB 2

55
<400> 12
gcctgcaggt cgacactagt gtattcactc tagctagc 38

<210> 13
<211> 3060
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> cebador para la deleción de yggb

<400> 13
cggaattcga ggaatagagc gggtcataca 30

5
<210> 14
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

10
<220>
<223> cebador para la deleción de yggb

<400> 14
gtttctagag ccgggatcct tgataatacg catggccag 3915

<210> 15
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial20

<220>
<223> cebador para la deleción de yggb

<400> 1525
caaggatccc ggctctagaa acgatggaat ctagcgtcga a 41

<210> 16
<211> 33
<212> ADN30
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para la deleción de yggb

35
<400> 16
aaaactgcag ctttctgttt gtgttgtatt ccc 33

<210> 17
<211> 3640
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador para yggB::Pcj7-aspA_EC45

<400> 17
gcgtattatc aaggatcctt ccttcaggct aatctt 36

<210> 1850
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>55
<223> cebador para yggB::Pcj7-aspA_EC

<400> 18
acgaatgttg tttgacatat gtgtttcctt tcgttg 36

60
<210> 19
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

65
<220>
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<223> cebador para yggB::Pcj7-aspA_EC

<400> 19
caacgaaagg aaacacatat gtcaaacaac attcgt 36

5
<210> 20
<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

10
<220>
<223> cebador para yggB::Pcj7-aspA_EC

<400> 20
cgacgctaga ttccatcgtt tctagaaact agcata 3615

<210> 21
<211> 526
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum20

<400> 21

25
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<210> 22
<211> 478
<212> PRT5
<213> Escherichia coli

<400> 22
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<210> 23
<211> 1581
<212> ADN5
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 23

10
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<210> 24
<211> 1437
<212> ADN5
<213> Escherichia coli

<400> 24

10
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<210> 25
<211> 426
<212> PRT5
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 25

10
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<210> 26
<211> 1281
<212> ADN5
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 26

10
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo del género Corynebacterium con capacidad mejorada para producir L-arginina, que tiene una
actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en comparación con la actividad
endógena de un microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina, en el que5
dicha actividad mejorada se obtiene mediante un procedimiento seleccionado de:

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la
aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en dicho microorganismo que comprende introducir un
gen que codifica la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato aminotransferasa en un vector y transformar el
microorganismo con el vector; y10
(b) un procedimiento para reemplazar los promotores de los genes de la aspartato amoníaco-liasa y la aspartato
aminotransferasa con promotores fuertes en dicho microorganismo.

2. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que la aspartato amoníaco-liasa se deriva de un microorganismo del
género Corynebacterium o un microorganismo del género Escherichia coli.15

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la aspartato amoníaco-liasa tiene una secuencia de
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 21 o 22.

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la aspartato aminotransferasa tiene una secuencia20
de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 25.

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

25
6. Un procedimiento de producción de L-arginina, que comprende las etapas de:

cultivar un microorganismo del género Corynebacterium con capacidad mejorada para producir L-arginina, el cual
tiene una actividad mejorada de la aspartato amoníaco-liasa en comparación con la actividad endógena de un
microorganismo del género Corynebacterium con una capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad
mejorada se obtiene mediante un procedimiento seleccionado de:30

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la
aspartato amoníaco-liasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que codifica la aspartato
amoníaco-liasa en un vector y transformar el microorganismo con el vector; y
(b) un procedimiento para reemplazar el promotor del gen de la aspartato amoníaco-liasa con un promotor fuerte
en dicho microorganismo,35
en un medio de cultivo; y

recuperar la L-arginina del medio de cultivo.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 6, en el que la aspartato amoníaco-liasa se deriva de un
microorganismo del género Corynebacterium o un microorganismo del género Escherichia coli.40

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 6, en el que la aspartato amoníaco-liasa tiene una secuencia de
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 21 o 22.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 6, en el que la actividad de la aspartato aminotransferasa se45
mejora en comparación con la actividad endógena de un microorganismo del género Corynebacterium con una
capacidad para producir L-arginina, en el que dicha actividad mejorada se obtiene mediante un procedimiento
seleccionado de:

(a) un procedimiento para aumentar el número de copias de una secuencia de nucleótidos que codifica la
aspartato aminotransferasa en dicho microorganismo que comprende introducir un gen que codifica la aspartato50
aminotransferasa en un vector y transformar el microorganismo con el vector; y
(b) un procedimiento para reemplazar el promotor del gen de la aspartato aminotransferasa con un promotor
fuerte en dicho microorganismo.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 9, en el que la aspartato aminotransferasa tiene una secuencia de55
aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 25.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el microorganismo del género Corynebacterium es
Corynebacterium glutamicum.
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