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DESCRIPCION

Microorganismo mutante con capacidad elevada para producir putrescina, y preparacion de putrescina usando el
mismo

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a microorganismos mutantes que tienen capacidad elevada para producir
putrescina, y a un método para producir putrescina usando los mismos, y mas particularmente a microorganismos
mutantes que tienen capacidad elevada para producir putrescina en los que los genes implicados en la ruta de
degradacion o utilizacion de la putrescina estan inactivados o suprimidos, y a un método para producir putrescina
con rendimiento elevado cultivando los microorganismos mutantes.

TECNICA ANTECEDENTE

La putrescina (también conocida como 1,4-butanodiamina), una materia prima importante para la produccion de
poliamida-4,6, incluyendo nailon-4,6, es producida principalmente a escala industrial mediante la hidrogenacion de
acrilonitrilo, que se produce mediante adicion de cianuro de hidrégeno a acrilonitrilo. Los procedimientos conocidos
para la sintesis quimica de este compuesto requieren como materias primas productos petroquimicos no renovables,
y condiciones de reaccion relativamente severas de temperatura y presion en un disefio de miltiples etapas y de
multiples reactores, asi como el uso de sistemas cataliticos caros. Ademas, debido a que estas materias primas son
muy téxicas e inflamables, los procedimientos sintéticos quimicos conocidos son desventajosos en términos
medioambientales. En consecuencia, como una alternativa al procedimiento de producciéon quimico, se requiere un
procedimiento para producir putrescina a partir de una fuente de carbono renovable derivada de biomasa.

La putrescina es un tipo de poliamina que se encuentra en una variedad de organismos que oscilan desde bacterias
hasta animales y plantas. Por ejemplo, se sabe que la putrescina desempefia un papel importante no solamente en
la proliferacion celular y en el crecimiento normal de las células, sino también en un mecanismo defensivo frente al
estrés oxidativo (Tkachenko et al., Arch. Microbiol., 176:155-157, 2001). Mientras tanto, los contenidos intracelulares
de poliaminas estan fuertemente controlados por su biosintesis, degradacion, degradacion, captacion y excrecion
(Igarashi y Kashiwagi et al., J. Bacteriol., 170(7):3131-3135, 1988). Como se sabe en la técnica, la concentracion de
putrescina en E. coli es tan extremadamente alta como alrededor de 2,8 g/l. También, los microorganismos tienen
una resistencia potencialmente buena a concentraciones elevadas de poliaminas. Por ejemplo, Mimitsuka et al.
dieron a conocer que Corynebacterium glutamicum puede crecer incluso en presencia de mas de 30 g/l de
cadaverina. En consecuencia, se han seguido realizando estudios sobre el uso de microorganismos para producir
concentraciones elevadas de poliaminas (putrescina).

El documento EP 0726240 A1 describe un método para producir putrescina a través de la fermentacion usando
productos residuales industriales baratos o materiales que tienen proteina como constituyente principal. Sin
embargo, debido a que los materiales descritos son muy complejos, existe un problema por cuanto se han de llevar
a cabo muchas etapas de purificacion a fin de obtener productos de putrescina y cadaverina. Ademas, la Publicacion
de Patente Europea n°® 1784496 A1 describe un procedimiento para sintetizar bioquimicamente putrescina mediante
crecimiento microbiano en medio salino minimo que contiene glucosa como fuente de carbono. En esta publicacion
de patente europea, a fin de mejorar la conversion de ornitina en putrescina, se incremento la actividad de ornitina
descarboxilasa mediante sobreexpresion de un speC o speF que codifican ornitina descarboxilasa. Sin embargo,
cuando se incremento el contenido de putrescina como resultado de incrementar la ornitina descarboxilasa, hay
problemas por cuanto se reduce la biosintesis de putrescina y se induce la degradacion de putrescina (lgarashi y
Kashiwagi et al., Biochem. J., 347:297-303, 2000).

Los estudios sobre la degradacion y utilizacién de putrescina y microorganismos son como sigue. Bowman et al.
dieron a conocer que la espermidina sintasa, que es el producto del gen speE, promueve la biosintesis de
espermidina a partir de putrescina en E. coli (Bowman et al., J. Biol. Chem., 248:2480-2486, 1973). La espermidina
sintasa (EC:2.5.1.16) esta presente en la mayoria de los sistemas celulares para la sintesis de espermidina.

Haywood et al. dieron a conocer que la levadura Candida boidinii acetila putrescina a N-acetilputrescina mediante N-
acetiltransferasa. La espermidina acetiliransferasa, que es el producto del gen speG de E. coli, tiene una homologia
elevada con la N-acetiltransferasa de la levadura, y de este modo debe de poseer putrescina acetiliransferasa
(Haywood y Large, Eur J. Biochem., 148:277-283, 1985).

Ademas, Samsonova et al. dieron a conocer otra ruta de degradacion de putrescina en la que una accion de
acoplamiento de putrescina transaminasa YgjG y deshidrogenasa YdcW de E. coli dio como resultado la conversion
de putrescina en acido y-aminobutirico sin y-glutamilaciéon (Samsonova et al., BMC Microbiol., 3:2, 2003; Samsonova
et al., FEBS Lett., 579:4107-4112, 2005).

Ademas, Kurihara et al. dieron a conocer que la ruta de degradacion de putrescina, la “ruta Puu”, implica intermedios
y-glutamilados de E. coli. A través de la y-glutamilacion de putrescina en esta ruta, se puede estabilizar y-
aminobutaraldehido, que es un intermedio aldehidico. La y-glutamilputrescina sintetasa, que es el producto del gen
puuA, convierte putrescina en y-glutamil-L-putrescina, a la vez que promueve la primera reaccion de esta ruta.
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También, se reveld que la ruta catabdlica es la principal cuando E. coli crece en un medio que contiene putrescina
como la unica fuente de nitrégeno. Ademas, se revel6 que importador de putrescina puuP esta implicado en la ruta
catabdlica y es el importador principal de putrescina cuando E. coli crece en un medio que contiene putrescina como
la Unica fuente de nitrogeno (Kurihara et al., J. Biol. Chem., 280:4602-4608, 2005).

En consecuencia, los presentes inventores han preparado microorganismos mutantes en los que esta inactivado o
suprimido al menos un gen seleccionado de un gen (speE) que codifica espermidina sintasa, un gen (speG) que
codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen (argl) que codifica el mondémero de la cadena | de ornitina
carbamoiltransferasa, y un gen (puuP) que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de
degradacion o utilizacion de putrescina o de microorganismos productores de putrescina. También, los presentes
inventores han encontrado que, cuando los microorganismos mutantes se cultivan, pueden producir putrescina con
rendimiento elevado, completando de ese modo la presente invencion.

SUMARIO DE LA INVENCION

Es un objeto de la presente invenciéon proporcionar microorganismos mutantes en los que esta inactivado o
suprimido al menos un gen implicado en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina y que tienen capacidad
elevada para producir putrescina, y un método para preparar los microorganismos mutantes.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir putrescina con rendimiento elevado
cultivando los microorganismos mutantes.

Para lograr los objetos anteriores, la presente invencién proporciona un microorganismo mutante que tiene la
capacidad para producir putrescina, en el que esta inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo
que consiste en un gen speE que codifica espermidina sintasa, un gen speG que codifica espermidina N-
acetiltransferasa, un gen argl que codifica mondmero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y un gen puuP
que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina;
y en el que ademas esta inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen
puuA que codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen ygjG que codifica putrescina transaminasa, y un gen argF que
codifica ornitina carbamoiltransferasa F; y en el que un promotor de al menos un gen seleccionado del grupo que
consiste en un gen argECBH que codifica un operdon para la biosintesis de arginina, un gen argD que codifica
acetilornitina aminotransferasa, y un gen speF-potE que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador
de putrescina/ornitina, se sustituye por un promotor seleccionado del grupo que consiste en un promotor trc, un
promotor tac, un promotor T7, un promotor lac y un promotor trp; y seleccionado del grupo que consiste en Bacillus
sp. y Escherichia sp.

La presente invencion también proporciona un microorganismo mutante como se describe directamente antes, en el
que ademas se introduce o amplifica un gen speC que codifica ornitina descarboxilasa.

La presente invencion también proporciona un método para preparar un microorganismo mutante seleccionado del
grupo que consiste en Bacillus sp. y Escherichia sp. que tiene la capacidad para producir putrescina, comprendiendo
el método: inactivar o suprimir al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen speE que codifica
espermidina sintasa, un gen speG que codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen argl que codifica ornitina
carbamoiltransferasa |, y un gen puuP que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de
degradacién o utilizacion de putrescina, a partir de un microorganismo que tiene una ruta de produccién de
putrescina; y ademas se inactiva o suprime al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen puuA
que codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen ygjG que codifica putrescina transaminasa, y un gen argF que
codifica ornitina carbamoiltransferasa F.

La presente invencién también proporciona un método para producir putrescina, comprendiendo el método cultivar
dicho microorganismo mutante para producir putrescina, y recoger después putrescina a partir del caldo de cultivo.

Otras caracteristicas y aspectos de la presente invencion seran manifiestos a partir de la siguiente descripcion
detallada y de las reivindicaciones anejas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es un diagrama esquematico que muestra una ruta para la sintesis de putrescina a partir de
glucosa.

La FIG. 2 es un diagrama grafico que muestra la produccion de putrescina a partir de células XQ37/pKKSpeC
en fermentacion de lote alimentado usando glucosa.

La FIG. 3 es un diagrama grafico que muestra la produccidon de putrescina a partir de células XQ39 en
fermentacion de lote alimentado usando glucosa.

La FIG. 4 es un diagrama grafico que muestra la produccidon de putrescina a partir de células XQ43 en
fermentacion de lote alimentado usando glucosa.
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La FIG. 5 es un diagrama grafico que muestra la produccion de putrescina a partir de células XQ43/p15SpeC
en fermentacion de lote alimentado usando glucosa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION, Y REALIZACIONES PREFERIDAS

Como se usa aqui, el término “inactivado” incluye mutar, sustituir o suprimir parte del gen de interés, o introducir una
0 mas bases en el gen, para reducir la actividad de una enzima, que es expresada por el gen, bloqueando de ese
modo parte, o una parte sustancial, de la ruta biosintética en la que esta implicada la enzima del gen.

Como se usa aqui, el término “suprimido” incluye mutar, sustituir o suprimir parte o todo el gen de interés, o
introducir una o mas bases en el gen, de manera que el gen no se expresa o no muestra actividad enzimatica,
incluso aunque se exprese, bloqueando de ese modo la ruta biosintética en la que esta implicado el gen.

Como se usa aqui, el término “amplificado” incluye mutar, sustituir o suprimir parte del gen de interés, o introducir
una o mas bases en el gen, o introducir un gen de otro origen microbiano que codifica la misma enzima, para
incrementar la actividad de la enzima correspondiente.

La FIG. 1 es un diagrama esquematico que muestra una ruta para la sintesis de putrescina a partir de glucosa.
Como se muestra en la FIG. 1, en la presente invencién se encontré que, cuando se inactivaron o suprimieron los
genes (speE, speG, argl, y puuP) implicados en la ruta de degradacién o utilizacion de la putrescina de un
microorganismo que tiene la capacidad para producir putrescina, el microorganismo mutante pudo producir
putrescina con rendimiento elevado. Las actividades reducidas de los genes (speE, speG, argl, y puuP) implicados
en la ruta de degradacion o utilizacion de la putrescina se pudieron confirmar mediante eficiencia transcripcional y
traduccional reducida en comparacion con las de los genes de tipo salvaje respectivos.

En los Ejemplos de la presente invencion, los presentes inventores prepararon microorganismos mutantes en los
que se inactivd o suprimié al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un gen (speE) que codifica
espermidina sintasa, un gen (speG) que codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen (argl) que codifica el
monomero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y un gen (puuP) que codifica el importador de putrescina,
que estan implicados en la ruta de degradacioén o utilizacion de putrescina. Se encontré que los microorganismos
mutantes preparados tuvieron una capacidad mejorada para producir putrescina.

En consecuencia, en un aspecto, la presente invencion se refiere a un microorganismo mutante que tiene la
capacidad para producir putrescina, en el que esta inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo
que consiste en un gen speE que codifica espermidina sintasa, un gen speG que codifica espermidina N-
acetiltransferasa, un gen argl que codifica monoémero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y un gen puuP
que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina;
y en el que ademas esta inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen
puuA que codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen ygjG que codifica putrescina transaminasa, y un gen argF que
codifica ornitina carbamoiltransferasa F; y en el que un promotor de al menos un gen seleccionado del grupo que
consiste en un gen argECBH que codifica un operéon para la biosintesis de arginina, un gen argD que codifica
acetilornitina aminotransferasa, y un gen speF-potE que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador
de putrescina/ornitina, se sustituye por un promotor seleccionado del grupo que consiste en un promotor trc, un
promotor tac, un promotor T7, un promotor lac y un promotor trp; y seleccionado del grupo que consiste en Bacillus
sp. y Escherichia sp.

Se describe ademas un microorganismo mutante que tiene la capacidad para producir putrescina, en el que esta
inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen (speE) que codifica
espermidina sintasa, un gen (speG) que codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen (argl) que codifica el
monomero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y un gen (puuP) que codifica el importador de putrescina,
que estan implicados en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina, y un método para producir el
microorganismo mutante.

En el microorganismo mutante de la presente invencion, se inactiva o suprime al menos uno seleccionado del grupo
que consiste en un gen (puuA) que codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen (yg/G) que codifica putrescina
transaminasa, y un gen (argF) que codifica el monémero de la cadena F de ornitina carbamoiltransferasa.

El gen (argF) que codifica el monémero de la cadena F de ornitina carbamoiltransferasa es una isoenzima del gen
(argl) que codifica el monémero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y el gen (puuA) que codifica y-
glutamilputrescina sintasa es un gen vecino del gen (puuP) que codifica el importador de putrescina. También, el gen
(ygjG) que codifica putrescina transaminasa es un gen que esta implicado en la degradacion de putrescina.

En el microorganismo mutante de la presente invencién, un gen (/acl) que codifica un represor del operon lac
también puede estar adicionalmente suprimido de manera que la expresion de los genes que codifican las enzimas
que estan implicadas en la biosintesis de putrescina esta incrementada. Ejemplos de los genes que codifican las
enzimas que estan implicadas en la biosintesis de putrescina incluyen gdhA, argA, argB, argC, argD, argE, etc.

En el microorganismo mutante de la presente invencion, también se puede introducir o amplificar adicionalmente un
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gen (speC) que codifica ornitina descarboxilasa. El gen (speC) que codifica ornitina descarboxilasa se introduce en
forma de un vector de expresion que contiene un promotor fuerte. El promotor fuerte se puede seleccionar del grupo
que consiste en un promotor trc, un promotor tac, un promotor T7, un promotor lac y un promotor trp.

Como el microorganismo en la presente invencion, se puede usar Bacillus sp. o Escherichia sp.

En la presente invenciodn, se encontré que, en el caso del microorganismo mutante en el que se ha suprimido el gen
implicado en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina, cuando el promotor de un gen (argECBH)
seleccionado del grupo que consiste en un gen que codifica un operén para la biosintesis de arginina, de un gen
(argD) que codifica acetilornitina aminotransferasa, y de un gen (spefF-potE) que codifica ornitina descarboxilasa
inducible y el antiportador de putrescina/ornitina se sustituyd por un promotor fuerte, el microorganismo mutante
resultante pudo producir putrescina con mayor rendimiento.

En los Ejemplos de la presente invencion, en base al microorganismo mutante en el que se han suprimido los genes
(speE, speG, argl, y puuP) implicados en la ruta de degradaciéon o utilizacion de putrescina y el gen (lacl) que
codifica el represor del operdn lac, se prepararon los siguientes microorganismos: un microorganismo (XQ33) en el
que el promotor de un gen (argECBH) que codifica un operén para la biosintesis de arginina se sustituyd por un
promotor fuerte (trc); un microorganismo (XQ37) en el que los promotores del gen argECBH y un gen (speF-potE)
que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador de putrescina/ornitina se sustituyeron por el promotor
fuerte trc; un microorganismo mutante (XQ39) en el que el gen argECBH, el gen spefF-potE y el gen (argD) que
codifica acetilornitina aminotransferasa se sustituyeron por el promotor fuerte trc; y un microorganismo mutante
(XQ43) en el que los promotores del gen argECBH, del gen speF-potE, del gen argD y del gen (speC) que codifica
ornitina descarboxilasa se sustituyeron por el promotor fuerte (trc). Se encontré que las capacidades de estos
microorganismos para producir putrescina se incrementaron abruptamente.

En consecuencia, la presente invencion se refiere a un microorganismo mutante que tiene la capacidad para
producir putrescina, en el que esta inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en
un gen speE que codifica espermidina sintasa, un gen speG que codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen
argl que codifica monémero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y un gen puuP que codifica el
importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de degradacién o utilizacion de putrescina; y en el que
ademas esta inactivado o suprimido al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen puuA que
codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen ygjG que codifica putrescina transaminasa, y un gen argF que codifica
ornitina carbamoiltransferasa F; y en el que un promotor de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en
un gen argECBH que codifica un operén para la biosintesis de arginina, un gen argD que codifica acetilornitina
aminotransferasa, y un gen speF-potE que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador de
putrescina/ornitina, se sustituye por un promotor seleccionado del grupo que consiste en un promotor trc, un
promotor tac, un promotor T7, un promotor lac y un promotor trp; y seleccionado del grupo que consiste en Bacillus
sp. y Escherichia sp., y un método para producir el microorganismo mutante.

En la presente invencion, el gen (argECBH) que codifica el operén para la biosintesis de arginina es un operon
divergente flanqueado por dos promotores convergentes (argEp y argCBHp) y que contiene un operador. Los dos
promotores estan reprimidos por arginina (Charlier y Glansdorff, 2004). De este modo, cuando el promotor nativo del
operon argECBH se sustituye por el promotor fuerte, se puede incrementar el flujo metabdlico hacia ornitina. El gen
argE es un gen que codifica N-acetilornitinasa, el gen argC es un gen que codifica N-acetilglutamilfosfato reductasa,
el gen argB es un gen que codifica N-acetilglutamato cinasa, y el gen argH es un gen que codifica
argininosuccinasa.

El gen (speF-potE) que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador de putrescina/ornitina, que se
induce a pH bajo, codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador de putrescina/ornitina. De este modo,
cuando el promotor nativo del operdn speF-potE se sustituye por el promotor fuerte, el operdn speF-potE se puede
expresar constitutivamente, y de este modo se puede mejorar la capacidad para producir putrescina.

El promotor del gen (argD) que codifica acetilornitina aminotransferasa es reprimido por arginina (Charlier y
Glansdorff, 2004). De este modo, cuando el promotor nativo del operén argD se sustituye por el promotor fuerte, se
puede incrementar el flujo metabdlico hacia ornitina.

Como se describe anteriormente, en el microorganismo mutante de la presente invencién, al menos uno
seleccionado del grupo que consiste en el gen (puuA) que codifica y-glutamilputrescina sintasa, el gen (ygjG) que
codifica putrescina transaminasa, y el gen (argF) que codifica el monémero de la cadena F de ornitina
carbamoiltransferasa esta inactivado o suprimido.

En el microorganismo mutante que tiene la capacidad para producir putrescina, el gen (lacl) que codifica el represor
del operoén lac puede estar adicionalmente suprimido.

En la presente invencion, el gen (speC) que codifica ornitina descarboxilasa se introduce preferiblemente en forma
de un vector de expresién que contiene un promotor fuerte.

En la presente invencion, el promotor fuerte que se usa en la sustitucion del promotor génico y en la introduccion del
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gen (speC) que codifica ornitina descarboxilasa se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en un
promotor trc, un promotor tac, un promotor T7, un promotor lac y un promotor trp.

El ejemplo mas preferido del microorganismo mutante seguin la presente invencién puede ser un microorganismo
mutante que tiene la capacidad para producir putrescina, en el que al menos uno seleccionado del grupo que
consiste en un gen (speE) que codifica espermidina sintasa, un gen (speG) que codifica espermidina N-
acetiltransferasa, un gen (argl) que codifica monémero de la cadena | de ornitina carbamoiltransferasa, y un gen
(puuP) que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de degradacion o utilizacién de
putrescina, esta inactivado o suprimido, y en el que el promotor de al menos uno seleccionado del grupo que
consiste en un gen (argECBH) que codifica un operdn para la biosintesis de arginina, un gen (argD) que codifica
acetilornitina aminotransferasa, y un gen (speF-potE) que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador
de putrescina/ornitina se sustituye por un promotor fuerte, y en el que se introduce o amplifica un gen (speC) que
codifica ornitina descarboxilasa, en el que dicho microorganismo se selecciona del grupo que consiste en Bacillus
sp. y Escherichia sp.

En todavia otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para producir putrescina, comprendiendo el
método cultivar dicho microorganismo mutante para producir putrescina, y después recoger putrescina a partir del
caldo de cultivo.

En la presente invencion, los procedimientos de cultivar el microorganismo mutante y de recoger putrescina a partir
del caldo de cultivo se pueden llevar a cabo usando un método de cultivo convencional (cultivo por lotes o cultivo por
lote alimentado, conocido en los procedimientos de fermentacién previos, y un método para el aislamiento y
purificacién de putrescina, conocido en la técnica.

En la presente invencion, la produccion biosintética de putrescina se puede llevar a cabo in vivo o in vitro.
Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencion se describira con mayor detalle con referencia a los ejemplos. Sin embargo, se
entendera que estos ejemplos son para fines ilustrativos solamente, y no se deben de interpretar como limitantes del
alcance de la presente invencion.

Particularmente, aunque en los siguientes ejemplos solamente se ilustraron tipos especificos de vectores para
eliminar los genes segun la presente invencion y los microorganismos productores de putrescina de Escherichia sp.
que sirven como células hospedantes, también sera obvio para la persona experta en la técnica el uso de otros tipos
de vectores y de microorganismos productores de putrescina.

Ejemplo 1: Preparacion de microorganismo mutante en el que se suprimen los genes implicados en la ruta
de degradacion o utilizacion de putrescina

En la presente invencion, la supresion de los genes (puuA, puuP, ygjG, speE, speG, argF, y argl) en los
cromosomas se llevd a cabo mediante recombinacion homéloga de cruzamiento doble (Datsenko, K.A., y Wanner,
B.L. Proc. Natl. Acad. Sci., 97:6640-6645, 2000). Se prepar6 un casete lox71-marcador de cloranfenicol (CmR)-lox66
mediante PCR usando cebadores que contienen 50 nucleétidos homdlogos a las regiones en direccién 5 y en
direccion 3’ del gen diana. Como molde en las reacciones de PCR, se usé pECmulox (Kim, J.M., Lee, K.H. y Lee,
S.Y., FEMS Microbiol. Lett., 278: 78-85, 2008) que comprende el casete lox71-CmR-lox66. Los productos de la PCR
se transformaron en células electrocompetentes que contienen A recombinasa. Las colonias se seleccionaron en
placas de agar Luria-Bertani (LB) que contienen 34 ug/ml de cloranfenicol (cm) (Sambrook, J., Fritsch E.F., y
Maniatis, T., Molecular cloning: a laboratory manual, 3?2 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000). La
sustitucion génica exitosa con Cm"® se confirmé mediante PCR directa de colonias. El marcador antibiético se eliminé
mediante un plasmido auxiliar pJW168 que tiene un origen de replicacion sensible a la temperatura y que expresa
cre recombinasa inducible mediante IPTG (Palmeros et al., Gene, 247(1):255-264, 2000).

1-1: Preparacioén de la cepa WL3110

La PCR se llevd a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 1y 2,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen /acl. Después, el producto de la PCR
obtenido se electroporé en E. coli (W3110) electrocompetente que contiene L. recombinasa, preparando asi una
cepa WL3110 (W3110 Alacl).

SEQ IP NO: 11 5-GTGAAACCAGTAACGITATACGATRTCGCAGAGTATGCCGOTGTCTC

TTAGATTGGCAGCATTACACGTCTTG-3!
SEQ ID NO: 2: 5-TCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTA

ATGCACTTAACGGCTGACATGGG-3

1-2: Preparacion de la cepa XQ08
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La PCR se llevd a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 3 y 4,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen speE. Después, el producto de la PCR
obtenido se electroporé en la cepa WL3110 preparada en el Ejemplo 1-1, preparando asi una cepa XQ08 (W3110
(W3110) lacl (W3110) speE).

SEQ ID NO: 3: 5-CGCCTGAATAATTTCGGTTGAGAGATGGCGTAAGGCGTCGTTATCTGT

CGGACACTATAGAACGCGGCCG-3
SEQ D NO: 4 S-ATGTTGCGCCCTTTTTTTACGGGTGTTAACAAAGGAGGTATCAACCCA

TGCCGCATAGGCCACTAGTGGA-3
1-3: Preparacion de la cepa XQ17

La PCR se llevé a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 5 y 6,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen puuA. Después, el producto de la PCR
obtenido se electroporé en la cepa WL3110 preparada en el Ejemplo 1-1, preparando asi una cepa XQ17 (W3110
(W3110) lacl (W3110) putcA).

SEQ ID NO: 5 5-CGATGAAACAACCCCGCAAGGGGTATTACGCGTTTTTCAACATCCACTC
AAG ACACTATAGAACGCGGCCG-3

SEQ ID NO: 6: 5-CGAGCGGAAAACAAACCAAAGGCGAAGAATCATGGAAACCAATATCGT
TGCCGCATAGGCCACTAGTGGA-3
1-4: Preparacion de la cepa XQ22

La PCR se llevd a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 6 y 7,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen puuP. Después, el producto de la PCR
obtenido se electroporé en la cepa XQ17 (W3110 (W3110) /ac/ (W3110) puuA) preparada en el Ejemplo 1-3,
preparando asi una cepa XQ22 (W3110 (W3110) lacl (W3110) puuP (W3110) puuA).

SEQ ID NO: 6: S-CCGAGCGGAAAACAAACCAAAGGCGAAGAATCATGGAAACCAATATCGT
TGCCGCATAGGCCACTAGTGGA-Y

SEQ ID NO: T7: 5-TCACCATCATACAACGGCACTTTGCGATAGCGGCGGATCAGATACCA
TAAGACACTATAGAACGCGGCCG-3'
1-5: Preparacioén de la cepa XQ23

La PCR se llevé a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 8 y 9,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen speE. Después, el producto de la PCR
obtenido se electroporé en la cepa WL3110 preparada en el Ejemplo 1-1, preparando asi una cepa XQ23-1 (W3110
(W3110) lacl (W3110) speE).

SEQ [D NO: & 5-CGCCTGAATAATTTCGGTTGAGAGATGGCGTAAGGCGTCGTTATCTG
TCGGACACTATAGAACGCGGCCG-3

SEQ ID NO: 9. S5-ATGTTGCGCCCTTTTTTTACGGGTGTTAACAAAGGAGGTATCAACCC
ATGCCGCATAGGCCACTAGTGGA-3

La PCR se llevé a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 10 y 11,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen speG. Después, el producto de la PCR
obtenido se electropord en la cepa XQ23-1 (W3110 (W3110) /acl (W3110) speE), preparando asi una cepa XQ23-2
(W3110 (W3110) lacl (W3110) speE (W3110) speG).

SEQ 1D NO: 10: 5-GAATGTAAGGACACGTTATGCCAAGCGCCCACAGTGTTAAGCTACG

CCCGGACACTATAGAACGCOGCCG-3!
SEQ ID NO: 1I: 5-CTATTGTGCGGTCGGCTTCAGGAGAGTCTGACCCGGTGTTTTGTGCT

CTOGCCGCATAGGCCACTAGTGGA-S



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 589378 T3

La PCR se llevé a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 12 y 13,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen argl. Después, se llevé a cabo la PCR
usando como molde el producto de la PCR obtenido y los cebadores de SEQ ID NOS: 14 y 15, obteniendo asi un
producto de la PCR final. El producto de la PCR final obtenido se electroporé en la cepa XQ23-2 (W3110 (W3110)
lacl (W3110) speE (W3110) speG), preparando asi una cepa XQ23 (W3110 (W3110) lac/ (W3110) speE (W3110)
speG (W3110) argl).

SEQ D NG: 12: 5-TAATGTGATGCCGGGATGGTTTGTATTTCCCGGCATCTTTATAGCGA

TAGGACACTATAGAACGCGGCCG-3'
SEQ ID NO: 13: 5-CCATATAAATTGAATTTTAATTCATTGAGGCGTTAGCCACAGGAGGG

ATCCCGCATAGGCCACTAGTGGA-3
SEQ ID NO: 14: 5-ATAGCAATAGAACACTTTGGGTGGAAGAATAGACCTATCACTGCATA

AAATAATGTGATGCCGGGATGGTT-3'
SEQ ID NO: 15: 3-CCACCTTTGTGACAAAGATTTATGCTTTAGACTTGCAAATGAATAAT

CATCCATATAAATTGAATTTTAA-3
1-6: Preparacion de la cepa XQ26

El producto de la PCR preparado en el Ejemplo 1-3, en el que se ha suprimido el gen puuA, y el producto de la PCR
preparado en el Ejemplo 1-4, en el que se ha suprimido el gen puuP, se electroporaron en la cepa XQ23 (W3110
(W3110) lacl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) argl), preparando asi una cepa XQ26 (W3110 (W3110) lac/
(W3110) speE (W3110) speG (W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA).

1-7: Preparacion de la cepa XQ27

La PCR se llevé a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 16 y 17,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen ygiG. Después, el producto de la PCR
obtenido se electropor6 en la cepa XQ23-2 (W3110 (W3110) lacl (W3110) speE (W3110) speG) preparado en el
Ejemplo 1-5, preparando asi una cepa XQ27-1 (W3110 (W3110) /acl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) ygiG).
Después, el producto de la PCR preparado en el Ejemplo 1-3, en el que se ha suprimido el gen puuA, y el producto
de la PCR preparado en el Ejemplo 1-4, en el que se ha suprimido el gen puuP, se electroporaron en la cepa XQ27-
1 (W3110 (W3110) lacl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) ygiG), preparando asi una cepa XQ27 (W3110
(W3110) lacl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) ygiG (W3110) puuP (W3110) puuA).

SEQ ID NO: 16: 5-CTGCAATACTTAAATCGGTATCATGTGATACGCGAGCCTCCGGAGCA
TATGACACTATAGAACGCGGCCG-3!
SEQ [D NO: I17: 5-CGTCGTATCGCCATCCGATTTGATATTACGCTTCTTCGACACTTACT
CGCCCGCATAGGCCACTAGTGGAY
1-8: Preparacion de la cepa XQ29

El producto de la PCR preparado en el Ejemplo 1-7, en el que se ha suprimido el gen ygiG, se electroporé en la cepa
XQ26 (W3110 (W3110) lacl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA) preparada en
el Ejemplo 1-6, preparando asi una cepa XQ29 (W3110 (W3110) bacl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) ygiG
(W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA).

La PCR se llevd a cabo usando el plasmido pECmulox como molde y los cebadores de SEQ ID NOS: 1 y 2,
obteniendo asi un producto de la PCR en el que se ha suprimido el gen /acl. Después, el producto de la PCR
obtenido se electroporé en E. coli (W3110) electrocompetente que contiene A recombinasa, preparando asi una
cepa WL3110 (W3110 (W3110) lacl).

Ejemplo 2: Sustitucion del promotor

A fin de mejorar la capacidad para producir putrescina, el promotor de la cepa mutante (XQ26) preparado en el
Ejemplo 1 se sustituyd por un promotor fuerte (trc).

2-1: Preparacion de la cepa XQ33

La sustitucion del promotor nativo del operéon argeECBH por el promotor trc se llevé a cabo de la siguiente manera.
Se generdé un fragmento de ADN de lox71-marcador de antibiético marcador de cloranfenicol-lox66 fusionado
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mediante la primera reaccién de PCR con los cebadores de SEQ ID NOS: 18 y 19 usando pECmulox como molde.

SEQ ID NO: 18: 5-TATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTCT

CAACAGCTGACACTATAGAACGCGGCCG-3
SEQ ID NO: 19: 5-TATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGT

CAACAGCTCCGCATAGGCCACTAGTGGA-3'

A fin de introducir el promotor trc, se llevé a cabo la segunda reaccion de PCR con los cebadores de SEQ ID NOS:
20 y 21 usando como molde el producto de la primera PCR. A fin de introducir regiones homologas en el producto de
la PCR final, se llevo a cabo la tercera reaccion de PCR con los cebadores de SEQ ID NOS: 22 y 23 usando como
molde el producto de la segunda PCR.

SEQ ID NO: 20: 5-CGCTGGCACCCACAATCAGCGTATTCAACATGGTCTGTTTCCTGTGT

GAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA-3'
SEQ ID NO: 210 S-TCTCGATAAATGGCGGTAATTTGTTTTTCATGGTCTGTTTCCTGTGT

GAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA-3
SEQ 1D NO: 220 5-ATGTTCATATGCGGATGGCGATTTACATAGOTCACTAGCTCTGCGCC

AGCGTAGCCGCTGGCACCCACAATCAGC-3
SEQ 1D NO: 23: 5“TCGAGTGCCTCTTCCGTGGCGCTTATTGAAGGTGTGGCAATCAGAGC

GCGGTAAATCTCGATAAATGGCGGTAAT-S!

El producto de la PCR final se electropor6 en la cepa XQ26 (W3110 (W3110) /ac/ (W3110) speE (W3110) speG
(W3110) argl/ (W3110) puuP (W3110) puuA) preparada en al Ejemplo 1-1, construyendo asi un microorganismo
recombinante. Después, las células del microorganismo mutante se cultivaron en una placa de agar que contiene
cloranfenicol, mientras que las células en las que se produjo recombinacion homoéloga doble se seleccionaron en la
placa de agar, preparando asi una cepa XQ33 (W37110 (W3110) /acl (W3110) speE (W3110) speG (W3110) argl
(W3110) puuP (W3110) puuA PargeCBH::Ptrc). Después, la sustitucion de la cepa preparada con el promotor trc se
confirmoé mediante analisis de la secuencia de ADN.

2-2: Preparacion de la cepa XQ37

La sustitucion del promotor nativo del operdn speF-potE por el promotor trc se llevé a cabo de la siguiente manera.
La primera reaccion de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 19 y 24 usando el plasmido
pECmulox como molde.

SEQ [D NO: 24: 5-ACTAAGGGCACTTCAGCGTACAGGTCTTCCTGACTCTCTGTAGACAC

TATAGAACGCGGCCG-3

La segunda reaccion de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 25 y 26 usando como molde el
producto de la primera PCR. La tercera reaccioén de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 27 y
28 usando como molde el producto de la segunda PCR.

SEQ 1D NO: 25: 5-AGCTTCGACTTTCACTTCTTCAATGCCCGTTAGTCTACCGACTAAGG

GCACTTCAGCGTA-3
SEQ ID NO: 26 5-AATCACTAACCGCAATTTTTAATTTTGACATGGTCTGTTTCCTGTG

TGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA-F
SEQ ID NO: 27: 3-AAGGCGGACAACTCATATTATGAAGTTTGCTCATCGCAATAGCTTCG

ACTTTCACTTCTT-3'
SEQ ID NO: 28: 3-CGACTTTCATTAATGTAGATACATTCTCGCTGCGTGGTAAAACAGTC

CGGGCAAGAATCACTAACCGCAATTTTTAA-3

El producto de la PCR final se electropor6 en la cepa XQ33 (W3110 (W3110) /acl (W3110) speE (W3110) speG
(W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA PargeCBH::Ptrc) preparada en el Ejemplo 2-1, construyendo asi un
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microorganismo recombinante. Después, las células del microorganismo recombinante se cultivaron en una placa de
agar que contiene cloranfenicol, mientras que las células en las que se produjo la recombinacién homologa doble se
seleccionaron en la placa de agar, preparando asi una cepa XQ37 (W3110 (W3110) /acl (W3110) speE (W3110)
speG (W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA PargeCBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc). La sustitucion con el promotor
trc se confirmé mediante analisis de la secuencia de ADN.

2-3: Preparacion de la cepa XQ39

La sustitucion del promotor nativo del operon argD por el promotor trc se llevé a cabo de la siguiente manera. La
primera reaccion de PCR se llevé a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 19 y 29 usando el plasmido pECmulox
como molde.

SEQ ID NO: 291 5-CAACTGCTGGCTAATTTCCTGCATCGCTGATTTCTGATTGGACACTA

TAGAACGCGGCCG-3

La segunda reaccion de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 30 y 31 usando como molde el
producto de la primera PCR. La tercera reaccion de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 32 y
33 usando como molde el producto de la segunda PCR.

SEQ ID NO: 30: 5 GCAGTTCCATCCAGAAAGTATTCTTAGCGAACAAGGACATCAACTG

CTGGCTAATTTCCT-3'
SEQ ID NO: 31: 5- CGCGTGTAATTGCTGTTTGTTCAATTGCCATGGTCTGTTTCCTGTG

TGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA-3
SEQ ID NO: 32: 5 TTATGGGGATTCGCCATCGCCAGTGGGATCTGGAAGGTGTGCAGTT

CCATCCAGAAAGTA-3'
SEQ ID NO: 33: 5~ CGGAGCATAAATCGGCAGGATCACTTCATCGAAAGTCGCGCGTGTA

ATTGCTGTTTGT-3

El producto de la PCR final se electropor6 en la cepa XQ37 (W3110 (W3110) /acl (W3110) speE (W3110) speG
(W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA PargECBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc) preparada en el Ejemplo 2-2,
preparando asi una cepa XQ39 (W3110 (W3110) /ac/ (W3110) speE (W3110) speG (W3110) argl (W3110) puuP
(W3110) puuA PargeCBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc PargD::Ptrc). Después, las células del microorganismo
recombinante se cultivaron en una placa de agar que contiene cloranfenicol, mientras que las células en las que se
produjo recombinacion homologa doble se seleccionaron en la placa de agar. La sustitucion con el promotor trc se
confirmé mediante andlisis de secuencia de ADN.

2-4: Preparacion de la cepa XQ43

La sustitucion del promotor nativo del gen speC por el promotor trc se llevo a cabo de la siguiente manera. La
primera reaccion de PCR se llevé a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 19 y 36 usando el plasmido pECmulox
como molde.

SEQ ID NO: 36: 3-TTTGCCCGATGCACGCCATCTCCTTACATTCTCTCGCTTATCGCCG

TTTCGACACTATAGAACGCGGCCG-3

La segunda reaccion de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 37 y 38 usando como molde el
producto de la primera PCR. La tercera reaccion de PCR se llevd a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 39 y
40 usando como molde el producto de la segunda PCR.

SEQ [D NO: 37: 5-TGCCATGATTGCGCGAATTTTCTCCTCTCTGTACGGAGTTTGCCCG

ATGCACGCCAT-3'
SEQ ID NO: 38 5- TACTGGCGGCAATATTCATTGATTTCATGGTCTGTTTCCTGTGTGA

AATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAT-3'
SEQ ID NO: 39: 5- GATGGCTTGTTTGTTCGCAAAGTCCTGGCTTGCACGCTTTAGCGAA

AGGTGCCATGATTGCGCGAATTT-3'
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SEQ ID NO: 40: 5'- ATCTCCCAACGCCACCACGCGACGATGAGAAGAAAGTCGGGATACC

AGTTCACTACTGGCGGCAATATTCATTGA-3'

El producto de la PCR final se electropor6 en la cepa XQ39 (W3110 (W3110) /ac/ (W3110) speE (W3110) speG
(W3110) argl (W3110) puuP (W3110) puuA PargeCBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc PargD::Ptrc) preparada en el Ejemplo
2-3, preparando asi una cepa XQ43 (W3110 (W3110) /ac/ (W3110) speE (W3110) speG (W3110) argl (W3110)
puuP (W3110) puuA PargECBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc PargD::Ptrc PspeC::Ptrc). Después, las células del
microorganismo recombinante se cultivaron en una placa de agar que contiene cloranfenicol, mientras que las
células en las que se produjo recombinacion homologa doble se seleccionaron en la placa de agar. La sustitucion
con el promotor trc se confirmd mediante andlisis de secuencia de ADN.

Ejemplo 3: Produccion de putrescina usando microorganismos mutantes

Cada una de las cepas mutantes (mutantes de E. coli K12 WL3110) de la Tabla 1, preparadas en los Ejemplos 1y 2,
se cultivd en un matraz en medio R minimo que contiene 4 g/l de (NH.),HPO4, 13,5 g/l de KH2PO., 1,7 g/l acido
citrico, 0,7 g/l de MgSQO4-7H20 y disoluciéon de metales en trazas al 0,5% (v/v) (Lee, S.Y. y Chang, H.N., Biotechnol.
Lett., 15: 971-974, 1993). La disolucion de metales en trazas contenia (por litro): 5 M de HCI, 10 g de FeSO4-7H20,
2,25 g de ZnS04-7H20, 1 g de CuS04-5H20, 0,5 g de MnSO4-5H,0, 0,23 g de Na;B4+O7-10H-0, 2 g de CaCl,-2H0,
y 0,1 g de (NH4)sMo70O24. De forma separada, una disolucién que contiene glucosa (100 g/l) se esterilizé y se afadiod
al medio esterilizado hasta una concentracion final de 10 g/l.

Se inocularon en medio minimo 100 pl de cada uno de los cultivos celulares activados en medio LB, y después se
cultivaron a 30°C a 220 rpm durante 24 horas, hasta que la ODgyp maxima alcanzoé 5. Después, se afnadio 1 ml del
caldo de cultivo a un matraz con deflectores de 350 ml que contiene 50 ml del mismo medio, y entonces se cultivd a
30°C a 220 rpm durante 15 horas. Las células se separaron mediante centrifugacion, y el sobrenadante se analizdé
mediante HPLC. Las aminas contenidas en el sobrenadante se detectaron mediante derivacion con oftaldialdehido
(OPA) en un sistema de Hewlett Packard 1100 Series (230 nm) usando una columna de fase inversa C18 (tampon
A: 45% de acetato de sodio 0,1 M, pH 7,2; tampon B: metanol. El analisis se llevdo a cabo en las siguientes
condiciones: 1-6 min.: equilibracion con 100% de tampdn A, 6-10 min.: gradiente lineal desde 0 hasta 30% de
tampodn B, 10-15 min.: gradiente desde 30% hasta 50% de tampdn B, 15-19 min.: gradiente desde 50% hasta 100%
de tampén B, 19-23 min.: gradiente hasta 100% de tampon B, y 23-25 min.: gradiente desde 100% hasta 30% de
tampon B, 25-28 min.: desde 30% de B hasta 100% de A con un caudal de 0.8 ml/min.). Aqui, se usé un patrén para
la calibracion, y las concentraciones medidas de putrescina se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
Cepa Genotipo Concentracion de
putrescina (mg/l)
WL3110 | W3110 Alcicl 0
XQo08 W3110 Alacl AspeE 0,65
XQ17 W3110 Alacl ApuuA 0
XQ22 W3110 Alacl ApuuP ApuulA 0,6
XQ23 W3110 Alacl AspaE AspeG Aargl 1,8
XQ26 W3110 Alacl AspeE AspeG Aargl ApuuP ApuuA 8,5
XQ27 W3110 Alacl AspeE AspeG AygjG ApuuP ApuuA 4,2
XQ29 W3110 Alacl AspeE AspeG AygjG Aargl ApuuP ApuuA 8,5
XQ33 W3110 Alacl AspeE AspeG Aargl ApuuP ApuuA PargeCBH::Ptrc 28,3
XQ37 W3110 Alacl AspeE AspeG Aargl ApuuP ApuuA PargeCBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc 510
XQ39 W3110 Alacl AspeE AspeG Aargl ApuuP ApuuA PargECBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc 820
PargD::Ptrc
XQ43 W3110 Alacl AspeE AspeG Aargl ApuuP ApuuA PargeCBH::Ptrc PspeF-potE::Ptrc 827
PargD::Ptrc PspeC::Ptrc

Como se puede ver en la Tabla 1, en los microorganismos mutantes en los que se han suprimido los genes (puuP,
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puuA, spek, speG, y argl) implicados en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina, las capacidades de los
microorganismos mutantes para producir putrescina se incrementaron dependiendo del tipo y nimero de los genes
suprimidos. También, se pudo observar que las capacidades de los microorganismos mutantes para producir
putrescina aumentaron adicionalmente cuando los promotores del gen (argECBH) que codifica el operén para la
biosintesis de arginina, del gen que codifica acetilornitina aminotransferasa, del gen (speF-potE) que codifica ornitina
descarboxilasa inducible y el antiportador de putrescina/ornitina, y del gen (speC) que codifica ornitina
descarboxilasa, se sustituyeron por el promotor fuerte.

Ejemplo 4: Amplificacion del gen (speC) que codifica ornitina descarboxilasa
4-1: Preparacioén del plasmido pKKSpeC

La ornitina descarboxilasa que codifica el gen speC de E. coli W3110 biosintética constitutiva se clono en el vector
de expresion pKK223-3 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia), que usa el promotor tac para la expresion génica. La
PCR se llevé a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 34 y 35 usando como molde el ADN gendémico de E. coli
W3110 (derivado de E. coli K-12, A", F", prototréfico) preparando asi un fragmento de speC (2156 pb).

SEQ ID NO: 34: 5-CAGCGAATTCATGAAATCAATGAATATTGCC-3’
SEQ ID NO: 35: 5-CATTCTGCAGTTACTTCAACACATAACCGTA-3’

A continuacion, el fragmento de speC preparado (2156 pb) y el plasmido pKK223-3 se trataron con enzimas de
restriccion (EcoRl y Pstl), y después con T4 ADN ligasa, y el fragmento de speC y el plasmido pKK223-3, digeridos
con las enzimas de restriccidn, se fusionaron entre si, preparando asi un vector plasmidico recombinante pKKSpeC
de nimero de copias elevado.

4-2: Preparacion del plasmido p15SpeC

La ornitina descarboxilasa que codifica el gen speC de E. coli W3110 biosintética constitutiva se clono en el vector
de expresion pTac15K (origen p15A, pocas copias, KmR; lote KAISTMBEL), que usa el promotor tac para la
expresion génica. La PCR se llevo a cabo con los cebadores de SEQ ID NOS: 34 y 35 usando como molde el ADN
gendmico de E. coli W3110 (derivado de E. coli K-12, 1", F, prototréfico) preparando asi un fragmento de speC
(2156 pb).

A continuacion, el fragmento de speC preparado (2156 pb) y el plasmido pTac15K se trataron con enzimas de
restriccion (EcoRl y Pstl), y después con T4 ADN ligasa, y el fragmento de speC y el plasmido pTac15K, digeridos
con las enzimas de restriccién, se fusionaron entre si, preparando asi un vector plasmidico recombinante p15SpeC
de numero de copias bajo.

4-3: Preparacioén de la cepa WL3110/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa WL3110 preparada en el Ejemplo 1-1,
obteniendo de este modo una cepa WL3110/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sélido de
agar que contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

4-4: Preparacion de la cepa XQ17/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa XQ17 preparada en el Ejemplo 1-3,
obteniendo asi una cepa XQ17/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

4-5: Preparacion de la cepa XQ22/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa XQ22 preparada en el Ejemplo 1-4,
obteniendo asi una cepa XQ22/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sdélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

4-6: Preparacion de la cepa XQ26/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa XQ26 preparada en el Ejemplo 1-6,
obteniendo asi una cepa XQ26/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio soélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

4-7: Preparacion de la cepa XQ33/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa XQ33 preparada en el Ejemplo 2-1,
obteniendo asi una cepa XQ33/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sdélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.
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4-8: Preparacion de la cepa XQ37/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa XQ37 preparada en el Ejemplo 2-2,
obteniendo asi una cepa XQ37/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

4-9: Preparacion de la cepa XQ39/pKKSpeC

El vector pKKSpeC preparado en el Ejemplo 4-1 se introdujo en la cepa XQ39 preparada en el Ejemplo 2-3,
obteniendo asi una cepa XQ39/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sdélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

4-10: Preparacion de la cepa XQ43/pKKSpeC

El vector p15SpeC preparado en el Ejemplo 4-2 se introdujo en la cepa XQ43 preparada en el Ejemplo 2-4,
obteniendo asi una cepa XQ43/pKKSpeC. Después, la cepa preparada se cultivd en medio sdélido de agar que
contiene ampicilina, mientras que se seleccionaron los microorganismos mutantes recombinantes.

Ejemplo 5: Produccion de putrescina usando microorganismo mutante en el que se ha amplificado el gen
(speC) que codifica ornitina descarboxilasa

Cada una de las cepas mutantes preparadas en el Ejemplo 4 se cultivaron en un matraz de agitacion que contiene el
mismo medio como se describe en el Ejemplo 3. Se inocularon en medio minimo 100 pl de cada uno de los cultivos
celulares activados en medio LB, y después se cultivaron a 30°C a 220 rpm durante 30 horas, hasta que la ODsggo
maxima alcanzé 5. A continuacion, se afiadié 1 ml del caldo de cultivo a un matraz con deflectores de 350 ml que
contiene 50 ml del mismo medio, y entonces se cultivd a 30°C a 220 rpm durante 27 horas. Las células se separaron
mediante centrifugacion, y el sobrenadante se analizé mediante HPLC en las mismas condiciones como se
describen en el Ejemplo 3. Los resultados del analisis se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Cepal/plasmido Concentracion de putrescina (mg/l)
WL3110/pKKSpeC 220
XQ17/pKKSpeC 368
XQ22/pKKSpeC 400
XQ26/pKKSpeC 433
XQ33/pKKSpeC 910
XQ37/pKKSpeC 1100
XQ39/pKKSpeC 1189
XQ43/p15SpeC 1317

Como se puede observar en la Tabla 3, las capacidades productoras de putrescina de los microorganismos
mutantes  (WL3110/pKKSpeC,  XQ17/pKKSpeC, XQ22/pKKSpeC, XQ26/pKKSpeC, XQ33/pKKSpeC,
XQ37/pKKSpeC, XQ39/pKKSpeC y XQ43/p15SpeC) que tienen actividades reducidas de degradacion y utilizacion
de putrescina se incrementaron significativamente en comparacion con las de los microorganismos mutantes
(WL3110, XQ17, XQ22, XQ26, XQ33, XQ37, XQ39 y XQ43) de la Tabla 1 en los que no se introdujo pKKSpeC ni
p15SpeC, cuando se coexpresaron con ornitina descarboxilasa speC.

Ejemplo 6: Preparacion de putrescina mediante cultivo de lote alimentado de la cepa XQ37/pKKSpeC

El potencial de actividad reducida de degradacion y utilizacién de putrescina se analizé junto con la actividad de
descarboxilasa en fermentacion de lote alimentado. La fermentacion de lote alimentado se llevé a cabo en un
fermentador de 6,6 litros (Bioflo 3000; New Brunswick Scientific Co., Edison, NJ) tras afiadir 10 g/l de glucosa a 2
litros de medio R minimo. Se afiadié 1 ml del cultivo de XQ37/pKKSpeC activado en medio LB a un matraz con
deflectores de 350 ml que contiene 50 ml del mismo medio, y entonces se cultivd a 30°C a 220 rpm durante 24
horas, hasta que la ODggo maxima alcanzé 5. Subsiguientemente se usaron 200 ml del precultivo para la inoculacion
en el fermentador. El oxigeno disuelto en el caldo fermentado se mantuvo con aire saturado al 20% incrementando
automaticamente una velocidad de agitacion de 850 rpm. Cuando el pH del caldo fermentado se incrementé en
alrededor de 0,2 unidades de pH desde un pH fijo de 6,8 como resultado del agotamiento de la glucosa, se afiadié
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automaticamente la disolucién que contiene glucosa a fin de incrementar la concentracion de glucosa hasta mas de
3 g/l. La disolucion que contiene glucosa contenia 500 g/l de glucosa y 200 g/l de (NH4),SO.. A lo largo de todo el
periodo de fermentacion, excepto por un tiempo corto cuando el pH se increment6 debido al agotamiento de la
glucosa, el pH del caldo fermentado se mantuvo a un pH de 6,8 afiadiendo disolucién de amoniaco al 28% (v/v). El
caldo fermentado se muestred y se centrifugd para separar las células, y el sobrenadante se analizé6 mediante HPLC
de la misma manera como se describe en el Ejemplo 3. Los resultados del analisis se muestran en la FIG. 2. Como
se muestra en la FIG. 2, la cepa XQ37/pKKSpeC produjo 14,3 g/l de putrescina durante 55,8 horas tras la
inoculacion, y la productividad maxima de putrescina fue 0,28 g I h™" tras 47 horas después de la inoculacion.

Ejemplo 7: Produccion de putrescina mediante cultivo de lote alimentado de la cepa XQ39

La fermentacion de lote alimentado se llevd a cabo de la misma manera como se describié en el Ejemplo 6, excepto
que se uso la cepa XQ39 en lugar de la XQ37/pKKSpeC. El caldo fermentado se analiz6 mediante HPLC, y los
resultados del analisis se muestran en la FIG. 3. Como se muestra en la FIG. 3, la cepa XQ39 produjo 14,7 g/l
durante 36 horas tras la inoculacion, y la productividad maxima de putrescina fue 0,42 " h™ tras 31 horas después
de la inoculacion.

Ejemplo 8: Produccion de putrescina mediante cultivo de lote alimentado de la cepa XQ43

La cepa XQ43 se cultivd en un matraz en 50 ml de R/2 minimo (que contiene 2 g/l de (NH4)2HPO,, 6,75 g/l de
KH2PO4, 0,85 g/l de acido citrico, 0,7 g/l de MgSO4-7H0, disolucién de metales en trazas al 0,5% (v/v)) (Qian et al,,
Biotechnol, and Bioeng, 101(3): 587-601, 2008) suplementado con 3 g/l de (NH4)2SO.. La disolucion de metales en
trazas contenia (por litro): 5 M de HCI, 10 g de FeS0O4-7H20, 2,25 g de ZnS0O4-7H,0, 1 g de CuS0O4-5H,0, 0,5 g de
MnSO4-5H20, 0,23 g de Na;B.O7:10H.0, 2 g de CaCl,-2H,0, y 0,1 g de (NH4)6M07024. De forma separada, una
disolucion que contiene glucosa (100 g/l) se esterilizo y se afiadié al medio esterilizado hasta una concentracion final
de 10 g/Il. Se afadié 1 ml del cultivo de XQ43 activado en medio LB a un matraz con deflectores de 350 ml que
contiene 50 ml del medio descrito anteriormente, y entonces se cultivd a 37°C a 220 rpm durante 24 horas, hasta
que la ODggo del cultivo alcanzé 3,3. Subsiguientemente se usaron 200 ml del precultivo para la inoculaciéon en un
fermentador. El oxigeno disuelto en el cultivo se mantuvo con aire saturado al 20% incrementando automaticamente
una velocidad de agitacion de 1000 rpm.

La fermentacion de lote alimentado de la cepa XQ43 se llevé a cabo en un fermentador de 6,6 litros (Bioflo 3000;
New Brunswick Scientific Co., Edison, NJ) tras afadir 10 g/l de glucosa. Cuando el pH del caldo fermentado se
increment6 en alrededor de 0,01 unidades de pH desde un pH fijo de 6,8 como resultado del agotamiento de la
glucosa, se afiadio automaticamente una disoluciéon que contiene glucosa a fin de incrementar la concentracion de
glucosa hasta mas de 2 g/l. La disolucién que contiene glucosa contenia 522 g/l de glucosa, 8 g/l de MgSO.y 170 g/l
de (NH4)2SO4. A lo largo de todo el periodo de fermentacion, excepto por un tiempo corto cuando el pH se
incrementd debido al agotamiento de la glucosa, el pH del caldo fermentado se mantuvo a 6,8 afiadiendo disolucion
10 M de KOH. El caldo fermentado se muestre6 y se centrifugd para separar las células, y el sobrenadante se
analizé6 mediante HPLC de la misma manera como se describié en el Ejemplo 3. Los resultados del analisis se
muestran en la FIG. 4. Como se muestra en la FIG. 4, la cepa XQ43 produio 18,0 g/l de putrescina durante 30 horas
tras la inoculacion, y la productividad maxima de putrescina fue 0,63 g " h” tras 28 horas después de la inoculacion.

Ejemplo 9: Produccion de putrescina mediante cultivo de lote alimentado de la cepa XQ43/p15SpeC

La fermentacion de lote alimentado se llevd a cabo de la misma manera como se describié en el Ejemplo 8, excepto
que se uso la cepa XQ43/p15SpeC en lugar de la XQ43. El caldo fermentado se analiz6 mediante HPLC, y los
resultados del andlisis se muestran en la FIG. 5. Como se muestra en la FIG. 5, la cepa XQ43/p15SpeC produjo
21,7 g/l de putrescina durante 37 horas después de la inoculacion, y la productividad maxima de putrescina fue 0,58
" h™" tras 37 horas después de la inoculacion.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Como se describid con detalle anteriormente, la presente invencion proporciona microorganismos mutantes que
tienen la capacidad para producir putrescina. Estos microorganismos mutantes son Uutiles para producir un
rendimiento elevado de putrescina que se usa en un amplio intervalo de aplicaciones industriales.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Korea Advanced Institute of science and Technology

<120> MICROORGANISMOS MUTANTES QUE TIENEN CAPACIDAD ELEVADA PARA PRODUCIR
PUTRESCINA, Y METODO PARA PRODUCIR PUTRESCINA USANDO LOS MISMOS

<130> 20693EP
<140> PCT/KR2009/001103
< 141> 2009-03-05
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<150> 10-2008-0033125

< 151> 2008-04-10

<160> 40

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211>73

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 1

<400> 1

gtgaaaccag taacgttata cgatrtcgca gagtatgccg gtgtctctta gattggcagce 60

attacacgtc ttg 73

<210> 2

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 2

<400> 2
tcactgcccg ctttccagte gggaaacctg tcgtgccage tgcattaatg cacttaacgg 60
ctgacatggg 70

<210> 3

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 3

<400> 3

cgcctgaata atttcggttg agagatggcg taaggegtcg ttatctgtcg gacactatag 60

aacgcgygcecg 70

<210> 4

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 4
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<400> 4
atgttgcgec ctttttttac gggtgttaac aaaggaggta tcaacccatg ccgcatagge

cactagtgga

<210>5

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 5

<400> 5

gatgaaacaa ccccgcaagg ggtattacgc gtttttcaac atccactcaa gacactatag
aacgcggecy

<210> 6

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 6

<400> 6

cgagcggaaa acaaaccaaa ggcgaagaat catggaaacc aatatcgttg ccgcatagge

cactagtgga

<210>7

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificia

<220>

< 223> cebador 7

<400> 7

tcaccatcat acaacggcac tttgcgatag cggcggatca gataccataa gacactatag
aacgcggecy ‘
<210> 8

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 8

<400> 8
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cgcctgaata atttcggttg agagatggcg taaggcgtcg ttatctgtcg gacactatag
aacgcggecy

<210>9

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 9

<400> 9

atgttgcgec ctttttttac gggtgttaac aaaggaggta tcaacccatg ccgcataggc

cactagtgga
<210> 10
<211>69
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador 10
<400> 10
aatgtaagga cacgttatgc caagcgccca cagtgttaag ctacgeccgg acactataga

acgcggecy

<210> 11
<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 11
<400> 11
ctattgtgcg gtcggcttca ggagagtctg acccggtgtt ttgtgctctg ccgcataggce
cactagtgga
<210> 12
<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 12
<400> 12

17

60
70

60
70

60
69

60
70



10

15

20

25

30

ES 2 589378 T3

taatgtgatg ccgggatggt ttgtatttcc cggcatcttt atagcgatag gacactatag
aacgcggecyg
<210> 13
<211>70
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 13

<400> 13

ccatataaat tgaattttaa ttcattgagg cgttagccac aggagggatc ccgcataggce
cactagtgga

<210> 14

<211>71

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 14

<400> 14

atagcaatag aacactttgg gtggaagaat agacctatca ctgcataaaa taatgtgatg
ccgggatggt t

<210> 15

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 15

<400> 15

ccacctttgt gacaaagatt tatgctttag acttgcaaat gaataatcat ccatataaat
tgaattttaa

<210> 16

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 16

<400> 16
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ctgcaatact taaatcggta tcatgtgata cgcgagcctc cggagcatat gacactatag
aacgcggecg

<210> 17

<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 17

<400> 17

cgtcgtatcg ccatccgatt tgatattacg cttcttcgac acttactcge ccgcataggce
cactagtgga

<210> 18

<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 18

<400> 18

tatccgctca caattccaca cattatacga gccggatgat taattgtcaa cagctgacac
tatagaacgc ggecy

<210> 19

<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 19

<400> 19

tatccgetca caattccaca cattatacga gecggatgat taattgrcaa cagctccgea
taggccacta gtgga

<210> 20

<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 20

<400> 20
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cgctggcacc cacaatcagc gtattcaaca tggtctgttt cctgtgtgaa attgttatce
gctcacaatt ccaca
<210> 21
<211>75
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador 21
<400> 21
tctcgataaa tggcggtaat ttgtttttca tggtctgttt cctgtgtgaa attgttatcc
gctcacaatt ccaca
<210> 22
<211>75
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador 22
<400> 22
atgttcatat gcggatggcg atttacatag gtcactagct ctgcgccage gtagecgcetg

gcacccacaa tcagc

<210> 23

<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 23

<400> 23
tcgagtgect cttccgtgge gettattgaa ggtgtggcaa tcagagcgeg gtaaatctcg
ataaatggcg gtaat

<210> 24

<211>62

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 24

<400> 24
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actaagggca cttcagcgta caggtcttcce tgactctctg tagacactat agaacgcgge
cg

<210> 25

<211>60

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 25

<400> 25

agcttcgact ttcacttctt caatgcccgt tagtctaccg actaagggca cttcagegta 60
<210> 26

<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 26

<400> 26

datcactaac cgcaattttt aattttgaca tggtctgttt cctgtgtgaa attgttatcc
gctcacaatt ccaca

<210> 27

<211>60

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 27

<400> 27

aaggcggaca actcatatta tgaagtttgc tcatcgcaat agcttcgact ttcacttctt 60
<210> 28

<211>77

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador 28

<400> 28

cgactttcat taatgtagat acattctcgc tgcgtggtaa aacagtccgg gcaagaatca
ctaaccgcaa trtttaa

<210> 29
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<211>60

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 29
<400> 29
caactgctgg ctaatttcct gecatcgctga tttctgattg gacactatag aacgcggecg 60
<210> 30
<211>60

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 30
<400> 30
gcagttccat ccagaaagta ttcttagcga acaaggacat caactgetgg ctaatttcct 60
<210> 31
<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 31
<400> 31

cgcgtgtaat tgctgtttgt tcaattgcca tggtctgttt cctgtgtgaa attgttatcc

gctcacaatt ccaca
<210> 32

<211>60

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 32
<400> 32

ttatggggat tcgccatcge cagtgggatce tggaaggtgt gcagttccat ccagaaagta 60
<210> 33

<211>58

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>
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< 223> cebador 33
<400> 33

cggagcataa atcggcagga tcacttcatc gaaagtcgeg cgtgtaattg ctgtttgt 58

<210> 34

<211> 31

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 34
<400> 34
cagcgaattc atgaaatcaa tgaatattgc ¢ 31
<210> 35

<211> 31

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 35
<400> 35
cattctgcag ttacttcaac acataaccgt a 31
<210> 36
<211>70

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 36
<400> 36

tttgcccgat gcacgccatc tccttacatt ctctcgetta tcgclgtttc gacactatag

aacgcggecg
<210> 37
<211>57
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador 37
<400> 37

tgccatgatt gcgegaattt tctectetet gtacggagtt tgccegatge acgecat 57

<210> 38
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<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 38
<400> 38

tactggcgge aatattcatt gatttcatgg tctgtttcct gtgtgaaatt gttatccget

cacaattcca cacat
<210> 39
<211>69
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador 39
<400> 39

gatggcttgt ttgttcgcaa agtcctgget tgcacgettt agcgaaaggt gecatgattg

cgcgaattt

<210> 40
<211>75

< 212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador 40
<400> 40

atctcccaac gecaccacgc gacgatgaga agaaagtcgg gataccagtt cactactggc

ggcaatattc attga

ES 2 589378 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo mutante que tiene la capacidad para producir putrescina, en el que esta inactivado o
suprimido al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen speE que codifica espermidina sintasa,
un gen speG que codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen argl/ que codifica monémero de la cadena | de
ornitina carbamoiltransferasa, y un gen puuP que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la
ruta de degradacion o utilizacion de putrescina; y en el que ademas esta inactivado o suprimido al menos un gen
seleccionado del grupo que consiste en un gen puuA que codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen ygjG que
codifica putrescina transaminasa, y un gen argF que codifica ornitina carbamoiltransferasa F; y en el que un
promotor de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen argECBH que codifica un operdn para
la biosintesis de arginina, un gen argD que codifica acetilornitina aminotransferasa, y un gen spefF-potE que codifica
ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador de putrescina/ornitina, se sustituye por un promotor seleccionado
del grupo que consiste en un promotor trc, un promotor tac, un promotor T7, un promotor lac y un promotor trp; y
seleccionado del grupo que consiste en Bacillus sp. y Escherichia sp.

2. El microorganismo mutante de la reivindicaciéon 1, en el que ademas se introduce o amplifica un gen speC que
codifica ornitina descarboxilasa.

3. Un método para preparar un microorganismo mutante seleccionado del grupo que consiste en Bacillus sp. y
Escherichia sp. que tiene la capacidad para producir putrescina, comprendiendo el método: inactivar o suprimir al
menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen speE que codifica espermidina sintasa, un gen speG
que codifica espermidina N-acetiltransferasa, un gen argl/ que codifica ornitina carbamoiltransferasa |, y un gen puuP
que codifica el importador de putrescina, que estan implicados en la ruta de degradacion o utilizacion de putrescina,
a partir de un microorganismo que tiene una ruta de produccion de putrescina; y ademas se inactiva o suprime al
menos un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen puuA que codifica y-glutamilputrescina sintasa, un gen
ygjG que codifica putrescina transaminasa, y un gen argF que codifica ornitina carbamoiltransferasa F.

4. Un método para preparar un microorganismo mutante que tiene la capacidad para producir putrescina segun la
reivindicacion 3, que comprende ademas introducir o amplificar un gen speC que codifica ornitina descarboxilasa,
antes o después de la inactivacion o supresion.

5. El método para preparar un microorganismo mutante que tiene la capacidad para producir putrescina segun la
reivindicacion 3, que comprende ademas sustituir un promotor de al menos un gen seleccionado del grupo que
consiste en un gen argECBH que codifica un operdon para la biosintesis de arginina, un gen argD que codifica
acetilornitina aminotransferasa, y un gen spefF-potE que codifica ornitina descarboxilasa inducible y el antiportador
de putrescina/ornitina, por un promotor seleccionado del grupo que consiste en un promotor trc, un promotor tac, un
promotor T7, un promotor lac y un promotor trp.

6. El método para preparar un microorganismo mutante que tiene la capacidad para producir putrescina segun la
reivindicacion 5, que comprende ademas introducir o amplificar un gen speC que codifica ornitina descarboxilasa.

7. Un método para producir putrescina, comprendiendo el método: cultivar el microorganismo mutante de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para producir putrescina, y recuperar putrescina del caldo de cultivo.
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FIG. 4
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