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DESCRIPCION
Microorganismo productor de diamina y método para producir diamina usando el mismo
[Campo técnico]

La presente descripcion se refiere a un microorganismo para producir diamina y a un método para producir diamina
usando el mismo.

[Técnica antecedente]

Las aminas bidgenas (BA) son compuestos nitrogenados que se producen principalmente por la descarboxilaciéon de
aminoacidos o por la aminacion y transaminacion de aldehidos y cetonas. Estas aminas biégenas son compuestos
de bajo peso molecular y se sintetizan en el metabolismo de microorganismos, plantas y animales y, por lo tanto, las
aminas biégenas se conocen como componentes que se encuentran con frecuencia en estas células. En particular,
las aminas bidgenas son poliaminas tales como espermidina, espermina, putrescina o 1,4-butanodiamina y
cadaverina.

En general, la putrescina es una materia prima importante para la produccion de poliamina nylon-4,6 que se produce
haciendo reaccionar la putrescina con acido adipico. La putrescina generalmente se produce por una sintesis
quimica que implica la conversién de propileno en acrilonitrilo y en succinonitrilo.

Como método de produccién de putrescina usando un microorganismo, se ha informado de un método para producir
putrescina a una alta concentracion por transformaciéon de E. coli y Corynebacterium (publicacion de patente
Internacional nimero WO06/005603; publicaciéon de patente Internacional nimero W009/125924; Qian ZD et al.,
Biotechnol. Bioeng. 104: 4, 651-662, 2009; Schneider et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 88: 4, 859-868, 2010;
Schneider et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 95, 169-178., 2012). Ademas, se han realizado estudios activamente
sobre transportadores de putrescina en células de E. coli, levadura, plantas y animales (K Igarashi, Plant Physiol.
Biochem. 48: 506-512, 2010).

Mientras tanto, la cadaverina es un compuesto de diamina de olor desagradable producido por hidrélisis de
proteinas durante la putrefaccion de tejidos animales. La cadaverina tiene la férmula quimica de NH2(CHz)sNH2, que
es similar a la de putrescina.

La cadaverina sirve como un componente de polimeros tales como poliamida o poliuretano, agentes quelantes u
otros aditivos. En particular, se sabe que la poliamida, que tiene un mercado global anual de 3,5 millones de
toneladas, se prepara por policondensacion de cadaverina o acido succinico, por lo que la cadaverina ha recibido
mucha atencién como un compuesto industrialmente Util.

Cadaverina es una diamina que se encuentra en algunos microorganismos (Tabor y Tabor, MicrobiolRev., 49:81-99,
1985). En la bacteria gram-negativa E. coli, la cadaverina se biosintetiza a partir de L-lisina por la L-lisina
descarboxilasa. El nivel de cadaverina en E. coli estd regulado por la biosintesis, la degradacion, la captacién y la
exportacion de cadaverina (Soksawatmaekhin et al., MolMicrobiol., 51:1401-1412, 2004).

Un método para la produccion de cadaverina o N-acetilcadaverina, en un microorganismo (Corynebacterium), que
tiene una mayor actividad exportadora de cadaverina y una disminucién de la actividad polipeptidica de formacion de
N-acetilcarbonina, se ha descrito en las publicaciones de patente Internacional numero WO 2013/093737 y numero
WO 2012/114256.

[Divulgacién]
[Problema técnico]

Los presentes inventores han hecho esfuerzos intensos para investigar una proteina que tiene la capacidad de
exportar diamina, tal como putrescina o cadaverina, para mejorar la productividad de diamina en un microorganismo
que tiene la productividad de diamina. Como resultado, encontraron que una proteina derivada de Corynebacterium
efficiens o una proteina que tiene una alta homologia de secuencia de aminoacidos con la misma tiene una actividad
de exportacion de diamina, y esta proteina se introduce en un microorganismo para producir diamina para mejorar
su actividad, lo que da como resultado un aumento notable en la capacidad de exportar diamina tal como putrescina
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y cadaverina, completando de este modo la presente invencion.
[Solucién técnica]
Un objeto de la presente invencién es proporcionar un microorganismo para producir diamina.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir diamina, que incluye las etapas de (i)
cultivar el microorganismo para producir diamina para obtener un cultivo celular; y (ii) recuperar la diamina del
microorganismo cultivado o del cultivo celular.

[Mejor modo]

En un aspecto para lograr los objetos anteriores, la presente invencion proporciona un microorganismo para producir
diamina, en el que se introduce o se mejora la actividad de una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6.

Como se usa en el presente documento, el término "diamina" se refiere colectivamente a un compuesto que tiene
dos grupos amina, y ejemplos especificos de la misma pueden incluir putrescina y cadaverina. La putrescina es
tetrametilendiamina que puede producirse a partir de la ornitina como precursor. La cadaverina se denomina 1,5-
pentanodiamina o pentametilendiamina, que puede producirse a partir de la lisina como un precursor. Dichas
diaminas son compuestos de aplicacion industrial que sirven como materias primas valiosas para la sintesis de
polimeros tales como poliamina nylon, poliamida o poliuretano.

Como se usa en el presente documento, el término "proteina que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 6" es una proteina que se encuentra en Corynebacterium efficiens, y también denominada CE2495. Se
investigd que esta proteina conserva una alta homologia con una proteina de membrana de Corynebacterium,
NCgl2522. En una forma de realizacion de la presente invencion, la proteina CE2495 se identifica como una proteina
putativa que estd implicada en la exportacion de diamina en una cepa que tiene productividad de diamina,
aumentando de este modo notablemente la productividad de la diamina.

En este caso, la proteina CE2495 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 puede ser una proteina
que esta codificada por una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5. En el polinucleétido que codifica la proteina
CE2495, sin embargo, pueden hacerse diversas modificaciones en la region codificante con la condiciéon de que no
cambien la secuencia de aminoacidos del polipéptido expresado desde la region codificante, debido a la
degeneracion del codén o considerando los codones preferidos por un organismo en el que se expresara la proteina.
Por lo tanto, la proteina CE2495 puede codificarse por diversas secuencias de nucledtidos, asi como por la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 5.

Otras proteinas involucradas en el transporte de diamina son las proteinas que tienen una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, pero sin limitaciéon a las mismas.

Por ejemplo, la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 es una proteina que se encuentra
en Corynebacterium ammoniagenes, y también se denomina HMPREF0281_01446. Se investigd que esta proteina
conserva un 59% de homologia con una proteina de membrana de Corynebacterium, NCgl2522 y un 61% de
homologia con CE2495 de Corynebacterium efficiens. En una forma de realizacion de la presente invencion, se
investigd que la proteina HMPREF0281_01446 presenta actividad de exportacion de diamina en una cepa que tiene
productividad de diamina, aumentando de este modo notablemente la productividad de la diamina.

La proteina HMPREF0281_01446 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 22 puede ser una proteina
que estéa codificada por una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 21.

Ademas, la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 es una proteina que se encuentra en
Corynebacterium lipophiloflavum, y también denominada HMPREF0298_0262. Se investigd que esta proteina
conserva un 52% de homologia con una proteina de membrana de Corynebacterium, NCgl2522 y un 56% de
homologia con CE2495 de Corynebacterium efficiens. En una forma de realizacion de la presente invencion, se
investigd que la proteina HMPREF0298_0262 presenta actividad de exportacién de diamina en una cepa que tiene
productividad de diamina, aumentando de este modo notablemente la productividad de la diamina.

La proteina HMPREF0298_0262 que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 puede ser una proteina
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que esta codificada por una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 23.

El término "homologia", como se usa en el presente documento con respecto a una secuencia, se refiere a la
identidad con una secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos dada, y la homologia puede expresarse
como un porcentaje. En la presente invencion, una secuencia de homologia que tiene una actividad idéntica o similar
a la secuencia de aminoacidos o secuencia de nucledtidos dada se expresa como "% de homologia". Por ejemplo, la
homologia se puede identificar utilizando un programa de software estandar que calcula los parametros de
puntuacion, identidad y similitud, especificamente BLAST 2.0, o comparando secuencias en un experimento de
hibridaciéon Southern en condiciones rigurosas de acuerdo con lo definido. La definicién de las condiciones de
hibridacién apropiadas esta dentro de la experiencia de la técnica (por ejemplo, véase Sambrook et al., 1989, infra),
y se determina mediante un método conocido por los expertos en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término "microorganismo para producir diamina" se refiere a un
microorganismo preparado proporcionando productividad de diamina para una cepa parental que no tiene
productividad de diamina o un microorganismo que tiene productividad de diamina enddgena. Especificamente, el
microorganismo que tiene productividad diamina puede ser un microorganismo que tenga productividad de
putrescina o cadaverina.

El "microorganismo que tiene productividad de putrescina" puede ser, pero sin limitacion, un microorganismo en el
que la actividad de la acetilglutamato sintasa que convierte glutamato en N-acetilglutamato, ornitina acetiltransferasa
(ArgJ) que convierte acetil ornitina en ornitina, acetilglutamato cinasa (ArgB) que convierte acetil glutamato en N-
acetilglutamil fosfato, acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC) que convierte acetil glutamil fosfato en N-acetil
glutamato semialdehido, o acetilornitina aminotransferasa (ArgD) que convierte acetil glutamato semialdehido en N-
acetilornitina, se mejora en comparacién con su actividad endégena, con el fin de mejorar la ruta biosintética de
glutamato a ornitina, y la productividad de la ornitina que se usa como un precursor para la biosintesis de la
putrescina aumenta, pero sin limitarse a lo mismo.

Ademas, el microorganismo que tiene productividad de putrescina puede ser un microorganismo que se modifica
para que tenga actividad de ornitina carbamoil transferasa (ArgF) implicada en la sintesis de arginina a partir de
ornitina, una proteina (NCgl1221) involucrada en la exportacién de glutamato, y/o una proteina (NCgl469) implicada
en la acetilacion de putrescina mas débil que su actividad enddégena, y/o se modifica para introducirse con la
actividad de la ornitina descarboxilasa (ODC).

Aqui, como ejemplos no limitantes, la acetil gamma glutamil fosfato reductasa (ArgC) puede tener una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14, la acetilglutamato sintasa o la ornitina acetiltransferasa (ArgJ) pueden tener una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, la acetil glutamato cinasa (ArgB) puede tener una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16, y la acetilornitina aminotransferasa (ArgD) puede tener una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Sin embargo, las secuencias de aminoacidos de proteinas enzimaticas respectivas
no estan particularmente limitadas a las mismas, y las enzimas pueden ser proteinas que tienen secuencias de
aminoacidos que tienen un 80% o mas, preferiblemente un 90% o mas, o mas preferiblemente un 95% o mas de
homologia con las mismas, siempre que tengan actividades de las enzimas respectivas.

Ademas, como ejemplos no limitantes, la ornitina carbamoil transferasa (ArgF) puede tener una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18, la proteina involucrada en la exportacion de glutamato puede tener una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 19, y la ornitina descarboxilasa (ODC) puede tener una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 20. Sin embargo, las secuencias de aminoacidos de proteinas enzimaticas respectivas no estan
limitadas a las mismas, y las enzimas pueden ser proteinas que tienen secuencias de aminoacidos que tienen un
80% o mas, preferiblemente un 90% o mas, mas preferiblemente un 95% o mas, o particularmente, preferiblemente
un 97% o mas de homologia con las mismas, siempre que tengan actividades de las enzimas respectivas.

Mientras tanto, el "microorganismo que tiene productividad de cadaverina" puede ser, pero sin limitacién, un
microorganismo preparado mediante la introduccion o la mejora adicional de la actividad de la lisina descarboxilasa
(LDC) en un microorganismo que tiene productividad de lisina. Por ejemplo, el microorganismo puede ser uno que
tenga una mayor productividad de lisina para aumentar la produccién de cadaverina. Un método para mejorar la
productividad de la lisina puede realizarse mediante un método conocido que sea predecible para los expertos en la
técnica.

La lisina descarboxilasa es una enzima que cataliza la conversién de lisina en cadaverina, y su actividad se
introduce o se mejora, produciendo de este modo eficazmente la cadaverina.
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La lisina descarboxilasa puede tener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26, pero sin limitacion
particularmente a la misma. La enzima puede tener una secuencia de aminoacidos que tenga un 80% o mas,
preferiblemente un 90% o mas, o mas preferiblemente un 95% o mas de homologia con la misma, siempre que
tenga la actividad anterior.

Como se usa en el presente documento, el término "produccidon” es un concepto que incluye la liberacion
extracelular de diamina, por ejemplo, la liberacion de diamina en un medio de cultivo, asi como la produccién de
diamina dentro de un microorganismo.

Mientras tanto, el término "introduccion de actividad proteica", como se usa en el presente documento, significa que
un microorganismo que no tiene proteina endégena esta dotado externamente de una actividad de la proteina, y por
ejemplo, puede realizarse mediante la introduccién de un gen foraneo. Ademas, el término "aumento de la actividad
proteica" significa que el estado activo de la proteina conservada o introducida en el microorganismo se mejora, en
comparacion con su estado activo intrinseco.

Los ejemplos no limitantes de la introduccién o mejora de la actividad proteica pueden incluir la mejora de la
actividad de la propia proteina presente en un microorganismo debido a la mutacién para lograr efectos mas alla de
las funciones enddgenas, y/o la mejora en la actividad génica enddégena de la proteina presente en el
microorganismo, la amplificacion del gen enddégeno por factores internos o externos, aumento en el numero de
copias del gen, aumento de la actividad por introduccién adicional de un gen foraneo o reemplazo o modificacion de
un promotor, pero sin limitaciéon a lo mismo.

El aumento en el nimero de copias del gen puede realizarse, pero sin limitacion particularmente, uniendo
operativamente el gen a un vector o integrandolo en el genoma de la célula huésped. Especificamente, el nimero de
copias del polinucleétido en el genoma de la célula huésped puede aumentarse introduciendo en la célula huésped
el vector que esta unido operativamente al polinucleétido que codifica la proteina de la presente invencion y se
replica y funciona independientemente de la célula huésped, o introduciendo en la célula huésped el vector que esta
unido operativamente al polinucledtido y es capaz de integrar el polinucleétido en el genoma de la célula huésped.

Como se usa en el presente documento, la "modificacién de la secuencia reguladora de la expresién para aumentar
la expresion del polinucledétido” puede realizarse, pero particularmente sin limitacion, mediante la inducciéon de una
modificacion en la secuencia reguladora de la expresion a través de la delecion, insercion, sustitucion no
conservativa o conservativa de la secuencia de nucledtidos, o una combinaciéon de las mismas, para mejorar
adicionalmente la actividad de la secuencia reguladora de la expresién, o reemplazando la secuencia reguladora de
la expresion con una secuencia de nucledtidos que tiene una actividad mas fuerte. La secuencia reguladora de la
expresion incluye, pero sin limitacion particularmente, un promotor, una secuencia de operador, una secuencia que
codifica un sitio de unién a ribosoma, y una secuencia que regula la terminacion de la transcripcién y la traduccion.

Como se usa en el presente documento, el reemplazo o modificacion de un promotor, aunque sin limitacion
particularmente, puede realizarse mediante el reemplazo o la modificacién con un promotor mas fuerte que el
promotor original. Un promotor heterdlogo fuerte en lugar del promotor original puede estar unido aguas arriba de la
unidad de expresion del polinucleétido, y los ejemplos del promotor fuerte pueden incluir un promotor CJ7, un
promotor lysCP1, un promotor EF-Tu, un promotor groel, un promotor aceA o aceB, y especificamente, un promotor
derivado de Corynebacterium, un promotor lysCP1 o un promotor CJ7 esta unido operativamente al polinucleétido
que codifica la enzima, de manera que su velocidad de expresion pueda aumentar. Aqui, el promotor lysCP1 es un
promotor mejorado a través de la sustitucion de la secuencia de nucleétidos de la region de promotor del
polinucledtido que codifica aspartato cinasa y aspartato semialdehido deshidrogenasa (documento WO
2009/096689). Ademas, el promotor CJ7 es un promotor fuerte derivado de Corynebacterium ammoniagenes
(Patente coreana 0620092 y documento WO 2006/065095).

Ademas, la modificacion de una secuencia polinucleotidica en el cromosoma, aunque sin limitacién particularmente,
puede realizarse induciendo una mutacién en la secuencia reguladora de la expresion a través de la delecion,
insercion, sustitucion no conservativa o conservativa de la secuencia polinucleotidica, o una combinacién de las
mismas con el fin de mejorar adicionalmente la actividad de la secuencia de polinucleétidos, o reemplazando la
secuencia con una secuencia de polinucleétidos que se modifica para tener una actividad mas fuerte.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una construccion de ADN que incluye una
secuencia de nucledtidos que codifica la proteina deseada, que esta unida operativamente a una secuencia
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reguladora de la expresion apropiada para expresar la proteina deseada en una célula huésped adecuada. La
secuencia reguladora puede incluir un promotor que puede iniciar la transcripcidon, una secuencia de operador
opcional para regular la transcripcién, una secuencia que codifica un sitio de unién a ribosoma de ARNm adecuado,
y una secuencia que regula la terminacién de la transcripcién y la traduccion. Una vez que el vector se introduce en
la célula huésped adecuada, puede replicarse o funcionar independientemente del genoma huésped, y puede
integrarse en el propio genoma.

El vector utilizado en la presente invencion no esta particularmente limitado, siempre que sea capaz de replicarse en
la célula huésped, y se puede usar cualquier vector conocido en la técnica. Los ejemplos de vectores
convencionales pueden incluir un plasmido, césmido, virus y bacteriéfago natural o recombinante. Por ejemplo,
pueden usarse pWE15, M13, AMBL3, XMBL4, AIXIl, AASHII, AAPII, At10, At11, Charon4A, y Charon21A como un
vector de fago un vector cosmidico. Pueden usarse el tipo pBR, el tipo pUC, el tipo pBluescriptll, el tipo pGEM, el
tipo pTZ, el tipo pCL y el tipo pET como un vector plasmidico. Un vector util en la presente invencién no esta
particularmente limitado, y puede usarse cualquier vector de expresion conocido. Preferiblemente, se pueden usar
los vectores pDZ, pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, 0 pCC1BAC.

Ademas, el polinucledtido que codifica la proteina endégena deseada en el cromosoma puede reemplazarse por un
polinucledtido mutado usando un vector para la insercion cromosomica bacteriana. La insercién del polinucleétido en
el cromosoma se puede realizar mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, recombinacion
homologa. Dado que el vector de la presente invencion puede insertarse en el cromosoma mediante recombinacion
homadloga, puede incluir ademas un marcador de seleccién para confirmar la inserciéon cromosémica. El marcador de
seleccion es para seleccionar las células que se transforman con el vector, es decir, para confirmar la insercion del
polinucledtido deseado, y el marcador de seleccion puede incluir marcadores que proporcionan fenotipos
seleccionables, tales como resistencia a farmacos, auxotrofia, resistencia a agentes citotoxicos o expresion de
proteinas de superficie. Solo las células que expresan el marcador de seleccién pueden sobrevivir o mostrar
diferentes fenotipos en el entorno tratado con el agente selectivo, y por lo tanto, se pueden seleccionar las células
transformadas.

Como se usa en el presente documento, el término "transformacién" significa la introduccion de un vector que
incluye un polinucleétido que codifica una proteina diana en una célula huésped de tal manera que la proteina
codificada por el polinucleétido se expresa en la célula huésped. Siempre que el polinucleétido transformado pueda
expresarse en la célula huésped, puede integrarse y ubicarse en el cromosoma de la célula huésped, o existir de
manera extracromosémica. Ademas, el polinucleétido incluye ADN y ARN que codifican la proteina diana. El
polinucledtido puede introducirse en cualquier forma, siempre que pueda introducirse en la célula huésped y
expresarse en la misma. Por ejemplo, el polinucleétido puede introducirse en la célula huésped en forma de un
casete de expresion, que es una construccion génica que incluye todos los elementos necesarios para su expresion
autonoma. Tipicamente, el casete de expresion incluye un promotor unido operativamente al polinucleétido, las
sefiales de terminaciéon de la transcripcion, los sitios de unién al ribosoma, o las sefiales de terminacién de la
traduccion. El casete de expresion puede tener la forma de un vector de expresiéon autorreplicable. Ademas, el
polinucledtido segun esta puede introducirse en la célula huésped y unirse operativamente a secuencias requeridas
para la expresion en la célula huésped.

Ademas, como se usa en el presente documento, el término "unido operativamente" significa un enlace funcional
entre una secuencia de polinucleétidos que codifica la proteina deseada de la presente invenciéon y una secuencia
de promotor que inicia y media la transcripcion de la secuencia de polinucleotidos.

Ademas, el microorganismo que tiene productividad de diamina puede ser un microorganismo, en el que la actividad
de la diamina acetiliransferasa se debilita en comparacion con la actividad endégena, con el fin de aumentar la
produccién de diamina.

Como se usa en el presente documento, el término "diamina acetiltransferasa" es una enzima que cataliza la
transferencia de un grupo acetilo de acetil-CoA a diamina, y puede ilustrarse por NCgl1469 de Corynebacterium
glutamicum o SpeG de E. coli, pero su nombre puede diferir dependiendo de la especie de un microorganismo que
tiene productividad de diamina. NCgl1469 puede tener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 0 12, y
SpeG puede tener una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, pero la secuencia puede diferir dependiendo
de la especie del microorganismo. La proteina puede tener una secuencia de aminoacidos que tenga un 80% o mas,
preferiblemente un 90 o mas, o mas preferiblemente un 95% o mas, o particularmente preferiblemente un 97% o
mas de homologia con la misma, siempre que tenga la actividad de diamina acetiltransferasa.
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Dado que la diamina acetiltransferasa convierte la diamina en acetil-diamina (por ejemplo, N-Ac-putrescina o N-Ac-
cadaverina), la productividad de la diamina puede aumentar al debilitar su actividad, en comparacion con la actividad
endogena.

Como se usa en el presente documento, el término "actividad enddgena" se refiere a la actividad de la proteina que
posee el microorganismo original en su estado nativo o no desnaturalizado, y "modificado para que tenga actividad
debilitada, en comparacién con la actividad endogena" significa que la actividad de la proteina se debilita
adicionalmente en comparacion con la actividad de la proteina correspondiente que posee el microorganismo
original en el estado nativo o no desnaturalizado.

El debilitamiento de la actividad de la proteina significa que la actividad de la proteina se reduce, en comparacion
con una cepa no modificada, o se elimina la actividad. Es posible aplicar un método bien conocido en la técnica al
debilitamiento de la actividad de la proteina.

Los ejemplos del método pueden incluir un método para reemplazar el gen que codifica la proteina en el cromosoma
por un gen que estd mutado para reducir la actividad enzimética o para eliminar la actividad proteica, un método
para introducir una mutacién en la secuencia reguladora de la expresion del gen que codifica la proteina en el
cromosoma, un método para reemplazar la secuencia reguladora de la expresion del gen que codifica la proteina por
una secuencia que tiene una actividad mas débil, un método para eliminar una parte o la totalidad del gen que
codifica la proteina en el cromosoma, un método para introducir un oligonucledtido antisentido que se une de
manera complementaria a una transcripcion del gen en el cromosoma para inhibir la traduccion del ARNm a la
proteina, un método para afiadir artificialmente una secuencia complementaria a la secuencia SD aguas arriba de la
secuencia SD del gen que codifica la proteina para formar una estructura secundaria, impidiendo de este modo el
acceso de las subunidades ribosémicas, y un método de ingenieria de transcripcion inversa (RTE) para afadir un
promotor para la transcripciéon inversa en el extremo 3' del marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia
correspondiente, y combinaciones de los mismos, pero sin limitacion particularmente a lo mismo.

En detalle, se puede realizar una eliminacién parcial o completa del gen que codifica la proteina introduciendo un
vector para la inserciéon cromosdmica en un microorganismo, sustituyendo de este modo el polinucledtido que
codifica una proteina diana enddgena en el cromosoma con un polinucleétido que tiene una eliminacién parcial o un
gen marcador. El "parcial" puede variar dependiendo del tipo de polinucleétido, pero se refiere especificamente a de
1 a 300, preferiblemente de 1 a 100, y mas preferiblemente de 1 a 50 nucledtidos.

Mientras tanto, el microorganismo de la presente invencién es un microorganismo que tiene productividad de
diamina, e incluye un microorganismo procariota que expresa la proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6, y ejemplos de los mismos pueden incluir microorganismos que pertenecen a Escherichia sp., Shigella
sp., Citrobacter sp., Salmonella sp., Enterobacter sp., Yersinia sp., Klebsiella sp., Erwinia sp., Corynebacterium sp.,
Brevibacterium sp., Lactobacillus sp., Selenomanas sp., Vibrio sp., Pseudomonas sp., Streptomyces sp.,
Arcanobacterium sp., Alcaligenes sp. o similares, pero sin limitacion a los mismos. El microorganismo de la presente
invencion es especificamente un microorganismo que pertenece a Corynebacterium sp. o Escherichia sp., y mas
especificamente, Corynebacterium glutamicum o Escherichia coli, pero sin limitacion a los mismos.

Un ejemplo especifico puede ser un microorganismo preparado mediante la eliminacién de NCgl2522, que es una
proteina que tiene actividad de exportacion de putrescina, de una cepa productora de putrescina basada en
ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum KCCM11240P (Publicacién de Patente Coreana 2013-0082478), y
después introduciendo CE2495 en el gen de transposon. Por lo tanto, este microorganismo KCCM11240P
ANCgI2522 Tn:P(cj7)-CE2495 se designa como CC01-0757, y se deposita bajo el Tratado de Budapest en el Korean
Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 15 de noviembre de 2013, con Numero de Acceso KCCM11475P.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir diamina, que comprende: (i) cultivar el
microorganismo que tiene la diamina putrescina, en el que se introduce o se mejora la actividad de la proteina que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, para obtener un cultivo celular; y (ii) recuperar la diamina del
microorganismo cultivado o el cultivo celular.

La proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, la introduccion de la actividad de la proteina, la
mejora de la actividad de la proteina, la diamina, y el microorganismo que tiene productividad de diamina son los
mismos que se describen anteriormente.

En el método, la etapa de cultivo del microorganismo puede realizarse, aunque sin limitacién particularmente,
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preferiblemente por cultivo discontinuo, cultivo continuo y cultivo alimentado por lotes conocidos en la técnica. A este
respecto, las condiciones de cultivo no estan particularmente limitadas, pero se puede mantener un pH éptimo (por
ejemplo, pH 5 a 9, preferiblemente pH 6 a 8, y mucho mas preferiblemente pH 6,8) usando un producto quimico
basico (por ejemplo, hidroxido de sodio, hidréxido de potasio 0 amoniaco) o un producto quimico acido (por ejemplo,
acido fosforico o acido sulfurico). Ademas, se puede mantener una condicién aerobia afiadiendo oxigeno o una
mezcla de gases que contiene oxigeno a un cultivo celular. La temperatura del cultivo se puede mantener de 20 a
45°C, y preferiblemente de 25 a 40°C, y el cultivo se puede realizar durante aproximadamente 10 a 160 horas.

Ademas, un medio que se utiliza para el cultivo puede incluir azdcar y carbohidratos (por ejemplo, glucosa, sacarosa,
lactosa, fructosa, maltosa, molasa, almidon y celulosa), aceite y grasa (por ejemplo, aceite de soja, aceite de semilla
de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco), acido graso (por ejemplo, acido palmitico, acido estearico y acido
linoleico), alcohol (por ejemplo, glicerol y etanol), y acido organico (por ejemplo, acido acético) individualmente o en
combinacién como fuente de carbono; compuesto organico que contiene nitrégeno (por ejemplo, peptona, extracto
de levadura, jugo de carne, extracto de malta, solucién de maiz, polvo de harina de soja, y urea), o un compuesto
inorganico (por ejemplo, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio, y nitrato de
amonio) individualmente o en combinacién como fuente de nitrodgeno; dihidrogenofosfato de potasio, fosfato de
dipotasio, o una sal que contiene sodio correspondiente a los mismos individualmente o en combinacidon como
fuente de fosforo; otras sustancias esenciales de estimulacién del crecimiento, incluyendo sales metalicas (por
ejemplo, sulfato de magnesio o sulfato de hierro), aminoacidos y vitaminas. En la presente invencion, el medio se
puede usar como un sindnimo para el liquido de cultivo.

Como se usa en el presente documento, el término "cultivo celular" es un material obtenido cultivando un
microorganismo, e incluye el medio, el microorganismo cultivado, y las sustancias liberadas del microorganismo
cultivado. Por ejemplo, puede incluirse una fuente de suministro de nutrientes requerida para el cultivo celular, tales
como minerales, aminoacidos, vitaminas, acidos nucleicos y/u otros componentes generalmente contenidos en el
medio de cultivo (o liquido de cultivo) ademas de la fuente de carbono, y la fuente de nitrégeno. Ademas, se puede
incluir una sustancia deseada o una enzima producida/secretada por las células.

Dado que la diamina producida por el cultivo puede secretarse al medio o permanecer en las células, el cultivo
celular puede incluir la diamina que se produce al cultivar el microorganismo.

El método de recuperacién de diamina tal como putrescina o cadaverina producida en la etapa de cultivo de la
presente invencion puede realizarse, por ejemplo, usando un método adecuado conocido en la técnica de acuerdo
con un método de cultivo, por ejemplo, cultivo discontinuo, cultivo continuo, o cultivo alimentado por lotes,
recogiendo de este modo los aminoacidos deseados del liquido de cultivo.

[Efectos ventajosos]

En la presente invencion, se demuestra que la proteina CE2495 derivada de Corynebacterium efficiens es una
proteina que tiene actividad de exportacion de diamina, y la actividad de exportacién de putrescina puede mejorarse
introduciendo esta actividad proteica en un microorganismo de Corynebacterium sp. que tiene una ruta sintética de
putrescina, pero baja actividad de exportacién de putrescina. También se demuestra que la putrescina y la
cadaverina pueden aumentarse al mismo tiempo introduciendo esta actividad proteica en E. coli, que tiene las rutas
sintéticas de putrescina y cadaverina. Por consiguiente, la diamina puede producirse eficazmente aplicando la
proteina CE2495 derivada de Corynebacterium efficiens a un microorganismo que tiene productividad de diamina.

[Modo de la invencion]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describird con mas detalle con referencia a los
Ejemplos.

Eiemplo de referencia 1. Preparacién de microorganismo de Corynebacterium sp. que tiene productividad de
putrescina

Se confirmé que la produccion de putrescina se redujo cuando NCgl2522, una permeasa perteneciente a la
superfamilia de facilitadores principal (MFS), se elimind en una cepa productora de putrescina basada en
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 KCCM11240P (publicacion de patente Coreana numero 2013-0082478) y
una cepa productora de putrescina basada en Corynebacterium glutamicum ATCC13869 DAB12-a ANCgl1469
(eliminacion de argF, eliminacion de NCgl1221, introduccién de speC de E. coli, sustitucion del promotor de operon
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arg, eliminacién de NCgl1469; designada como DAB12-b, publicacion de patente Coreana numero 2013-0082478)
como microorganismos de Corynebacterium sp. que tienen productividad de putrescina.

También se confirmé que la putrescina se produjo con un alto rendimiento en cepas de Corynebacterium glutamicum
preparadas por introduccion adicional del gen NCgl2522 en el transposén en KCCM11240P o DAB12-b, o por
sustitucion del promotor NCgl2522 en el cromosoma con el promotor Cj7 para mejorar la actividad de NCgl2522.
Ademas, la cantidad intracelular de putrescina se midié en la cepa en la que se aumentd la expresién de NCgl2522,
y como resultado, se observé una cantidad menor de putrescina, en comparacién con la de un grupo de control. Se
indica que NCgl2522 tiene la capacidad de exportar putrescina.

En detalle, basandose en la secuencia de nucledtidos del gen que codifica NCgl2522 de Corynebacterium
glutamicum ATCC13032, se usaron un par de cebadores de SEQ ID NO: 1 y 2 para obtener un fragmento de
recombinacion homdloga de la regién N-terminal de NCgl2522 y un par de los cebadores de las SEQ ID NOS: 3y 4
para obtener un fragmento de recombinacion homéloga de la region C-terminal de NCgl2522 como en la siguiente
Tabla 1.

[Tabla 1]
Cebador Secuencia (5'->3")
NCgl2522-del-F1_BamHI (SEQ ID NO: 1) CGGGATCCCACGCCTGTCTGGTCGC
NCgl2522-del-R1_Sall (SEQ ID NO: 2) | ACGCGTCGACGGATCGTAACTGTAACGAATGG
NCgl2522-del-F2_Sall (SEQ ID NO: 3) ACGCGTCGACCGCGTGCATCTTTGGACAC
NCgl2522-del-R2_Xbal (SEQ ID NO: 4) CTAGTCTAGAGAGCTGCACCAGGTAGACG

La PCR se realizé utilizando el ADN gendmico de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 como plantilla y dos
pares de cebadores para amplificar los fragmentos de PCR de las regiones N-terminal y C-terminal,
respectivamente. Estos fragmentos de PCR se sometieron a electroforesis para obtener los fragmentos deseados.
En este momento, la reaccion de PCR se realizé6 durante 30 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a
95°C, hibridacion durante 30 segundos a 55°C, y extension durante 30 segundos a 72°C. El fragmento de la region
N-terminal obtenido de este modo se traté con enzimas de restriccion, BamHI y Sall, y el fragmento de la region C-
terminal obtenida de este modo se traté con enzimas de restriccion, Sall y Xbal. Los fragmentos tratados de este
modo se clonaron en el vector pDZ tratado con enzimas de restriccion, BamHI y Xbal, para construir un plasmido
pDZ-1'NCgl2522(K/O).

El plasmido pDZ-1'NCgl2522(K/O) se introdujo en Corynebacterium glutamicum KCCM11240P por electroporacion,
para obtener un transformante. Después, el transformante se puso en placas y se cultivé en una placa BHIS (37 g/l
de infusiéon de corazén de Braine, 91 g/l de sorbitol y agar al 2%) que contenia kanamicina (25 pg/ml) y X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolin-D-galactésido) para la formacién de colonias. De las colonias formadas de este modo, se
seleccionaron colonias de color azul como la cepa introducida con el plasmido pD2-1'NCgl2522(K/O).

Las cepas seleccionadas se cultivaron con agitacion en medio CM (10 g/l de glucosa, 10 g/I de polipeptona, 5 g/l de
extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne de res, 2,5 g/l de NaCl, y 2 g/l de urea, pH 6,8) a 30°C durante 8
horas. Posteriormente, cada cultivo celular se diluyo en serie de 10 a 10'°. Después, las muestras diluidas se
colocaron en placas y se cultivaron en un medio sélido que contenia X-gal para la formacion de colonias. De las
colonias formadas de este modo, se seleccionaron las colonias de color blanco que aparecieron a una frecuencia
relativamente baja para obtener finalmente una cepa de Corynebacterium glutamicum en la que se elimind el gen
que codificaba NCgl2522 y se debilito la productividad de la putrescina. La cepa de Corynebacterium glutamicum en
la que se debilitd la actividad de exportacion de putrescina se designé como KCCM11240P ANCgl2522.

De la misma manera, la PCR se realizé utilizando el ADN gendmico de Corynebacterium glutamicum ATCC13869
como plantilla y dos pares de cebadores dados en la Tabla 1 para construir un plasmido pDZ-2'NCgl2522(K/O) por el
anterior método descrito. Se construy6é una cepa de Corynebacterium glutamicum, en la que se eliminé el gen que
codificaba NCgl2522 de la cepa DAB12-b utilizando el vector de acuerdo con el método descrito anteriormente para
debilitar la productividad de putrescina. Esta cepa de Corynebacterium glutamicum que tiene la actividad de
exportacion de putrescina debilitada se designé como DAB12-b ANCgl2522.

Ejemplo 1. Seleccién de CE2495 de Corynebacterium efficiens

Como se confirmé en el Ejemplo de referencia 1, se encontré que la proteina de membrana NCgl2522 funcionaba
para exportar putrescina. Por lo tanto, basandose en la secuencia de aminoacidos de NCgl2522, los presentes
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inventores adquirieron genes que tienen homologia con el programa BlastP del National Center for Biotechnology
Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov).

De Corynebacterium sp. ademas de Corynebacterium glutamicum, se encontré que Corynebacterium efficiens YS-
5 314 tenia CE2495, que muestra un 71% de homologia con la secuencia de aminoacidos de NCgl2522. Se
obtuvieron su secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 5) y su secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 6).

De la misma manera, se obtuvieron la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 21) y la secuencia de aminoacidos

(SEQ ID NO: 22) de HMPREF0281_01446 derivada de Corynebacterium ammoniagenes DSM 20306, 22), que
10 muestra un 59% de homologia con la secuencia de aminoacidos de NCgl2522, y la secuencia de nucledtidos (SEQ

ID NO: 23) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 24) de HMPREF0298_0262 derivada de Corynebacterium

lipophiloflavum DSM 44291, que muestra un 52% de homologia con la secuencia de aminoacidos de NCgl2522. La

secuencia de aminoacidos de HMPREF0281_01446 y la secuencia de aminoacidos de HMPREF0298 0262

muestran una homologia del 61% y el 56% con la secuencia de aminoacidos de CE2495 de Corynebacterium
15 efficiens YS-314, respectivamente, como se muestra en la siguiente Tabla 2.

[Tabla 2]
Comparacioén de la homologia de secuencia de aminoacidos
CE2495 (SEQ ID NO: HMPREF0281_01446 (SEQ ID NO: HMPREF0298_0262 (SEQ ID NO:
6) 22) 24)
NCgl2522 71% 59% 52%
CE2495 61% 56%

Mientras tanto, los microorganismos de Corynebacterium sp. que tienen genes que muestran homologia con
20 NCgl2522, y la homologia de los mismos se proporcionan en la siguiente Tabla 3.

[Tabla 3]

Especie Homologia
Corynebacterium accolens 53%
Corynebacterium ammoniagenes 59%
Corynebacterium amycolatum 59%
Corynebacterium atypicum 56%
Corynebacterium aurimucosum 58%
Corynebacterium auriscanis 53%
Corynebacterium callunae 73%
Corynebacterium camporealensis 56%
Corynebacterium capitovis 56%
Corynebacterium casei 60%
Corynebacterium casei LMG S-19264 60%
Corynebacterium caspium 57%
Corynebacterium diphtheriae 56%
Corynebacterium efficiens 71%
Corynebacterium falsenii DSM 44353 51%
Corynebacterium genitalium 55%
Corynebacterium glutamicum 13032 100%
Corynebacterium glutamicum R 100%
Corynebacterium glutamicum 13869 99%
Corynebacterium glutamicum ATCC 14067 97%
Corynebacterium glycinophilum AJ 3170 59%
Corynebacterium halotolerans 65%
Corynebacterium jeikeium 46%
Corynebacterium lipophiloflavum 52%
Corynebacterium maris 58%
Corynebacterium massiliense 54%
Corynebacterium mastitidis 56%
Corynebacterium matruchotii 58%
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Especie Homologia
Corynebacterium nuruki 59%
Corynebacterium pilosum 55%
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 51%
Corynebacterium pseudogenitalium 53%
Corynebacterium pseudotuberculosis 59%
Corynebacterium resistens 52%
Corynebacterium sp. ATCC 6931 59%
Corynebacterium sp. HFH0082 59%
Corynebacterium sp. KPL1818 53%
Corynebacterium sp. KPL1824 53%
Corynebacterium striatum 57%
Corynebacterium terpenotabidum 58%
Corynebacterium tuberculostearicum 53%
Corynebacterium tuscaniense DNF00037 53%
Corynebacterium ulcerans 62%
Corynebacterium urealyticum 51%
Corynebacterium ureicelerivorans 52%
Corynebacterium variabile 56%
Corynebacterium vitaeruminis DSM 20294 54%

Eiemplo 2. Fermentacién de putrescina mediante la introduccién de CE2495 en una cepa productora de
putrescina derivada de Corynebacterium sp.

<2-1> Introduccién de CE2495 en el gen de transposon en el cromosoma de la cepa productora de
putrescina basada en ATCC13032

Para examinar si la insercion cromosomica del gen CE2495 afecta a la exportacion de putrescina en KCCM11240P
ANCgI2522 que tenia una actividad reducida de exportacién de putrescina que se preparé en el Ejemplo de
Referencia 1, se introdujo CE2495 en un gen de transposén mediante el siguiente método.

Como un vector para la transformacion, que permite la inserciéon de un gen en el cromosoma utilizando un gen de
transposén de microorganismo de Corynebacterium sp., se usé pDZTn (documento WO 2009/125992), y se uso ¢j7
(documento WO 2006/65095) como un promotor.

Se amplificd un fragmento génico CE2495 de aproximadamente 1,44 kb utilizando el cromosoma de la cepa de
Corynebacterium efficiens YS-314 como plantilla y un par de cebadores de las SEQ ID NOS: 9y 10 (véase la Tabla
4). En este momento, la reacciéon de PCR se realizé durante 30 ciclos de desnaturalizacién durante 30 segundos a
95°C, hibridacion durante 30 segundos a 55°C, y extension durante 1 minuto y 30 segundos a 72°C. A continuacion,
este producto de PCR se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para eluir y purificar una banda del
tamafo deseado.

Ademas, la region de promotor cj7 se obtuvo realizando la PCR para 30 ciclos de desnaturalizacién durante 30
segundos a 95°C, hibridacion durante 30 segundos a 55°C, y extension durante 30 segundos a 72°C usando p117-
Pcj7-gfp como plantilla y un par de cebadores de SEQ ID NOs. 7 y 8 (véase la Tabla 4). Un fragmento del gen
promotor cj7 se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para eluir y purificar una banda del tamafo
deseado.

[Tabla 4]
Cebador Secuencia (5'->3")
CJ7-F (SEQID NO: 7) TGTCGGGCCCACTAGTAGAAACATCCCAGCGCTACTAATA
CJ7-R (SEQ ID NO: 8) AGTGTTTCCTTTCGTTGGGTACG
CE2495-F (SEQ ID NO: 9) CAACGAAAGGAAACACTATGAATCCCACAGCCTCGC
CE2495-R (SEQ ID NO: 10) GAATGAGTTCCTCGAG TCACCCGGGGCGCTTCG

El vector pDZTn se traté con Xhol y se realizé la clonacién por fusién del producto de PCR obtenido anteriormente.
Se uso el kit de clonacién In-Fusion®HD (Clontech) en la clonacion por fusion. El plasmido resultante se designé
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como pDZTn-P(cj7)-CE2495.

A continuacioén, el plasmido pDZTn-P(cj7)-CE2495 se introdujo en Corynebacterium glutamicum KCCM11240P
ANCgI2522 descrito en el Ejemplo de referencia 1 por electroporacion para obtener un transformante. El
transformante se cultivdé con agitacion en medio CM (10 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de
levadura, 5 g/l de extracto de carne de res, 2,5 g/l de NaCl, y 2 g/l de urea, pH 6,8) (30°C durante 8 horas).
Posteriormente, el cultivo celular se diluyo en serie de 10 a 107"°. Después, las muestras diluidas se colocaron en
placas y se cultivaron en un medio sélido que contenia X-gal para la formacién de colonias.

De las colonias formadas, se seleccionaron las colonias de color blanco que aparecian a una frecuencia
relativamente baja para obtener finalmente cepas en las que se introdujo el gen que codifica CE2495 mediante un
cruce secundario. Las cepas finalmente seleccionadas se sometieron a PCR utilizando un par de cebadores de SEQ
ID NO: 7 y 10 para confirmar la introduccion del gen que codifica CE2495. Esta cepa mutante de Corynebacterium
glutamicum se designé como KCCM11240P ANCgI2522 Tn:P(cj7)-CE2495.

<2-2> Introduccién de CE2495 en el gen de transposon en el cromosoma de la cepa productora de
putrescina basada en ATCC13869

Para examinar si la insercion cromosémica del gen CE2495 afecta a la exportacion de putrescina en DAB12-b
ANCgI2522 que tiene una actividad reducida de exportacion de putrescina que se preparé en el Ejemplo de
referencia 1, se introdujo pDZTn-P(cj7)-CE2495 preparado anteriormente en Corynebacterium glutamicum DAB12-b
ANCQgI2522 y la cepa, se confirma la introduccién de CE2495 en el gen de transposén de la misma manera que en el
Ejemplo <2-1>.

Una cepa mutante de Corynebacterium glutamicum seleccionada de este modo se designé como DAB12-b
ANCgI2522 Tn:P(cj7)-CE2495.

<2-3> Evaluacién de la productividad de putrescina de la cepa productora de putrescina derivada de
Corynebacterium sp. introducida con CE2495

Con el fin de confirmar el efecto de la introduccion de CE2495 sobre la productividad de la putrescina en la cepa
productora de putrescina, se compararon las productividades de putrescina de las cepas mutantes de
Corynebacterium glutamicum preparadas en los Ejemplos <2-1>y <2-2>.

En detalle, se colocaron en placas 6 tipos de mutantes de Corynebacterium glutamicum (KCCM11240P;
KCCM11240P ANCgl2522; KCCM11240P ANCgI2522 Tn:P(cj7)-CE2495; DAB12-b; DAB12-b ANCgI2522; DAB12-b
ANCQgI2522 Tn:P(cj7)-CE2495) en un medio de placa CM que contenia arginina 1 mM (glucosa al 1%, polipeptona al
1%, extracto de levadura al 0,5%, extracto de carne al 0,5%, NaCl al 0,25%, urea al 0,2%, 100 ul de NaOH al 50%, y
agar al 2%, pH 6,8, basado en 1 |), y se cultivaron a 30°C durante 24 horas, respectivamente. Se inoculé 1 bucle de
platino de cada cepa cultivada de este modo en 25 ml de medio de titulacién (glucosa al 8%, proteina de soja al
0,25%, solidos de maceracion de maiz al 0,50%, (NH4)2SO4 al 4%, KH2PO4 al 0,1%, MgS0O4-7H20 al 0,05%, urea al
0,15%, 100 pg de biotina, 3 mg de clorhidrato de tiamina, 3 mg de acido pantoténico célcico, 3 mg de nicotinamida, y
CaCOs al 5%, pH 7,0, basado en 1 1), y después se cultivd con agitacién a 30°C y 200 rpm durante 98 horas. Se
afadio arginina 1 mM a todos los medios para cultivar las cepas. Se midi6 la concentracion de putrescina en cada

cultivo celular, y los resultados se muestran en la siguiente Tabla 5.
[Tabla 5]
Cepa Putrescina (g/l)
KCCM 11240P 12,4
KCCM 11240P ANCgl2522 1,9
KCCM 11240P ANCgl2522 Tn:P(cj7)-CE2495 17,8
DAB12-b 13,1
DAB12-b ANCgl2522 0,5
DAB12-b ANCgl2522 Tn:P(cj7)-CE2495 17,9

Como se muestra en la Tabla 5, se encontré que la producciéon de putrescina aumentaba en los 2 tipos de cepas
mutantes de Corynebacterium glutamicum introducidas por CE2495.
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Ejemplo 3. Fermentacién de cadaverina por introduccién de CE2495 y expresion de lisina descarboxilasa en
la cepa productora de lisina derivada de Corynebacterium sp.

<3-1> Introduccion de CE2495 en el gen de transposdn en el cromosoma de Corynebacterium glutamicum
KCCM11016P productor de L-lisina

Para confirmar la actividad de exportacién de cadaverina de la proteina CE2495, el gen CE2495 se introdujo en el
cromosoma de una cepa productora de lisina KCCM11016P (este microorganismo se depositd en el Korean Culture
Center of Microorganisms el 18 de diciembre de 1995 con Numero de acceso KFCC10881, y después se depositd
en el International Depository Authority bajo el Tratado de Budapest con en Numero de acceso KCCM11016P,
Patente coreana Numero 10-0159812). Se introdujo pDZTn-P(cj7)-CE2495 preparado anteriormente en
Corynebacterium glutamicum KCCM11016P y la cepa se confirmd por la introduccion de CE2495 en el transposén
de la misma manera que en el Ejemplo <2-1>.

Una cepa mutante de Corynebacterium glutamicum seleccionada de este modo se design6 como KCCM11016P
Tn:P(cj7)-CE2495.

<3-2> La introduccion del gen de lisina descarboxilasa derivada de E. coli en la cepa productora de L-lisina
introdujo CE2495

La cepa productora de L-lisina introdujo CE2495, KCCM11016P Tn:P(cj7)-CE2495 que se preparé en el Ejemplo <3-
1> se introdujo con el gen de la lisina descarboxilasa derivado de E. coli en una forma de plasmido para la
produccién de cadaverina. La secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 25) y la secuencia de aminoacidos (SEQ ID
NO: 26) de la lisina descarboxilasa IdcC se obtuvieron de la base de datos del NCBI.

Se obtuvo un fragmento del gen IdcC de aproximadamente 2,1 kb realizando una PCR durante 30 ciclos de
desnaturalizaciéon durante 30 segundos a 95°C, hibridacién durante 30 segundos a 52°C, y extension durante 2
minutos a 72°C usando el Cromosoma de la cepa E. coli W3110 como plantilla y un par de cebadores de las SEQ ID
NOS: 29 y 30 (véase la Tabla 6). Este producto se traté con Hindlll y Xbal, y después se sometié a electroforesis en
un gel de agarosa al 0,8% para eluir y purificar una banda del tamafio deseado.

Ademas, la region de promotor cj7 se obtuvo realizando la PCR para 30 ciclos de desnaturalizacién durante 30
segundos a 95°C, hibridacion durante 30 segundos a 55°C, y extension durante 30 segundos a 72°C usando p117-
Pcj7-gfp como plantilla y un par de cebadores de SEQ ID NOs. 27 y 28 (véase la Tabla 6). Un fragmento génico del
gen promotor cj7 se traté con Kpnl y Hindll, y después se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para
eluir y purificar una banda del tamafio deseado.

[Tabla 6]
Cebador para el gen de promotor c¢j7
CJ7-F_Kpnl (SEQ ID NO: 27) CGGGGTACC AGAAACATCCCAGCGCTACTAATA
CJ7-R-Hindlll (SEQ ID NO: 28) CCCAAGCTT AGTGTTTCCTTTCGTTGGGTACG

Cebador para el gen IdcC de E. coli
IdcC-F_Hindlll (SEQ ID NO: 29) | CCCAAGCTT AAGCTT ATGAACATCATTGCCATTATGGG (52)
IdcC-R_Xbal (SEQ ID NO: 30) TGCTCTAGA TTATCCCGCCATTTTTAGGACTC (53)

Un fragmento génico que se obtuvo al realizar la electroforesis del vector pECCG117 tratado con Kpnl y Xbal
(Biotechnology letters vol 13, numero 10, pag. 721-726 (1991)) en un gel de agarosa al 0,8% y después al eluir y
purificar una banda del tamafio deseado, el fragmento del gen promotor c¢j7 tratado con Kpnl y Hindlll, y el fragmento
del gen IdcC de lisina descarboxilasa tratado con Hindlll y Xbal se clonaron utilizando la ADN ligasa T4 (NEB). El
plasmido que codifica Icdc de E. coli obtenido por el experimento anterior se designé como pECCG117-Pcj7-ldcC.

El vector pECCG117-Pcj7-ldcC preparado o el vector pECCG117 se introdujo en KCCM11016P y KCCM11016P
Tn:P(cj7)-CE2495 por electroporacion, respectivamente. Los transformantes se colocaron en placas BHIS que
contenian 25 pg/ml de kanamicina para la seleccion. Las cepas seleccionadas fueron designados como
KCCM11016P pECCG117, KCCM11016P pECCG117-Pcj7-ldcC, KCCM11016P Tn:P(cj7)-CE2495 pECCG117, y
KCCM11016P Tn:P(cj7)-CE2495 pECCG117-Pcj7-1dcC, respectivamente.

<3-3> Evaluacion de la productividad de cadaverina de la cepa productora de lisina derivada de
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Corynebacterium sp. que tiene una insercion cromosdmica de CE2495 y el gen de la lisina descarboxilasa
como plasmido

Para examinar si la introduccion de CE2495 en la cepa productora de cadaverina afecta a la produccion de
cadaverina, se compar6 la productividad de cadaverina entre cepas mutantes de Corynebacterium glutamicum
preparadas en el Ejemplo <3-2>.

En detalle, se cultivaron 4 tipos de cepas mutantes de Corynebacterium glutamicum (KCCM11016P pECCG117;
KCCM11016P pECCG117-Pcj7-ldcC; KCCM11016P Tn:P(cj7)-CE2495 pECCG117; y KCCM11016P Tn:P(cj7)-
CE2495 pECCG117-Pcj7-1dcC) mediante el siguiente método, y la productividad de cadaverina se comparé entre las
mismas.

Las cepas mutantes respectivas se pusieron en placas en medio de placa CM (glucosa al 1%, polipeptona al 1%,
extracto de levadura al 0,5%, extracto de tercera al 0,5%, NaCl al 0,25%, urea al 0,2%, 100 ul de NaOH al 50% y
agar al 2%, pH 6,8, basado en 1 1), y se cultivaron a 30°C durante 24 horas. Cada una de las cepas cultivadas se
inoculé en un matraz con aletas deflectoras de 250 ml que contenia 25 ml de medio de siembra (glucosa al 2%,
peptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, urea al 0,15%, KH2PO4 al 0,4%, KoHPO4 al 0,8%, MgSO4-7H20 al
0,05%, 100 pg de biotina, 1000 pg de tiamina HCI, 2000 pg de acido pantoténico célcico, y 2000 pg de nicotinamida,
pH 7,0, basado en 1 1), y se cultivd con agitacién a 30°C y 200 rpm durante 20 horas.

Después, se inoculd 1 ml del cultivo de siembra en un matraz con aletas deflectoras de 250 ml que contenia 24 ml
de medio de produccion (glucosa al 4%, (NH4)2SO4 al 2%, proteina de soja al 2,5%, sdlidos de maceracién de maiz
al 5%, urea al 0,3%, KH2PO4 al 0,1%, MgSO4 7H20 al 0,05%, 100 pg de biotina, 1000 pg de clorhidrato de tiamina,
2000 pg de é&cido pantoténico-célcico, 3000 ug de nicotinamida, 0,2 g de leucina, 0,1 g de treonina, 0,1 g de
metionina y CaCOs al 5%, pH 7,0, basado en 1 1), y después se cultivd con agitacion a 30°C y 200 rpm durante 72
horas.

Después del cultivo, las productividades de cadaverina se midieron por HPLC. Las concentraciones de cadaverina
en el cultivo celular de cada cepa se proporcionan en la siguiente Tabla 7.

Tabla 7]
Cepa Plasmido Cadaverina (g/l)
KCCM11016P pECCG117 0
pECCG117-Pcj7-IdcC 2,3
D7 pECCG117 0
KCCM11016P Tn:P(cj7)-CE2495 DECCG117-Pcj7-1dcC 3.3

Como se muestra en la Tabla 7, la produccion de cadaverina se aumenté en las cepas mutantes de
Corynebacterium glutamicum introducidas por CE2495.

Ejemplo 4. Fermentacidon de diamina por introduccién de proteina con actividad de exportaciéon de diamina
en E. coli

<4-1> Preparacion de la cepa por introduccion de CE2495, HMPREF0281_01446, o HMPREF0298 0262 en
W3110

Las actividades de exportacion de diamina de la proteina HMPREF0281_01446 derivada de Corynebacterium
ammoniagenes DSM 20306 y la proteina HMPREF0298 0262 derivada de Corynebacterium lipophiloflavum DSM
44291, que muestran un 59% y un 52% de homologia con NCgl2522, ademas de CE24952, respectivamente, se
examinaron en E. coli.

Los vectores para la introducciéon de HMPREF0281_01446 y HMPREF0281_01446 se construyeron de la misma
manera que en la construccion de pDZTn-P(cj7)-CE2495 del Ejemplo 2-1.

El gen HMPREF0281_01446 se amplificé utilizando el cromosoma de la cepa de Corynebacterium ammoniagenes
DSM 20306 como plantilla y un par de cebadores de las SEQ ID NOS: 31 y 32 (véase la Tabla 8) para obtener un
fragmento génico de aproximadamente 1,4 kb.

De la misma manera, el gen HMPREF0298 0262 se amplificd utilizando el cromosoma de la cepa de
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Corynebacterium lipophiloflavum DSM 44291 como plantilla y un par de cebadores de las SEQ ID NOS: 33 y 34
(véase la Tabla 8) para obtener un fragmento génico de aproximadamente 1,36 kb.

En este sentido, la PCR se realiz6é durante 30 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 95°C, hibridacion
durante 30 segundos a 55°C, y extensiéon durante 1 minuto y 30 segundos a 72°C. Después, cada uno de los
productos de la PCR se sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para eluir y purificar una banda del
tamafo deseado.

[Tabla 8]
Cebador Secuencia (5'->3")

CJ7-F (SEQ ID NO: 7) TGTCGGGCCCACTAGT AGAAACATCCCAGCGCTACTAATA

CJ7-R (SEQ ID NO: 8) AGTGTTTCCTTTCGTTGGGTACG
HMPREF0281_01446-F (SEQ ID NO: 31) | CAACGAAAGGAAACACT ATGATTGGCTTGGATAACTCCATC
HMPREF0281_01446-R (SEQ ID NO: 32) GAATGAGTTCCTCGAG TTACTCGTCCGCGCCACC
HMPREF0298 0262-F (SEQ ID NO: 33) CAACGAAAGGAAACACT ATGCGTTGGTTGCTTCTCGG
HMPREF0298 0262-R (SEQ ID NO: 34) GAATGAGTTCCTCGAG CTAACTGCGCTGGTGGGC

Ademas, la region de promotor cj7 se obtuvo realizando la PCR para 30 ciclos de desnaturalizacién durante 30
segundos a 95°C, hibridacion durante 30 segundos a 55°C, y extension durante 30 segundos a 72°C usando p117-
Pcj7-gfp como plantilla y un par de cebadores de SEQ ID NOS: 7 y 8. Un fragmento del gen promotor cj7 se sometio
a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% para eluir y purificar una banda del tamafio deseado.

El vector pDZTn se traté con Xhol y se realizé la clonacién por fusion de los productos de PCR obtenidos
anteriormente. Se uso el kit de clonacion In-Fusion®HD (Clontech) en la clonaciéon por fusion. Los plasmidos
resultantes se designaron como pDZTn-P(cj7)-HMPREF0281_01446 y pDZTn-P(cj7)-HMPREF0298_0262,
respectivamente.

Posteriormente, para examinar si la expresion de CE2495 derivado de Corynebacterium efficiens YS-314,
HMPREF0281_01446 derivado de Corynebacterium ammoniagenes, o la proteina HMPREF0298_0262 derivada de
Corynebacterium lipophiloflavum aumenta la produccién de putrescina y cadaverina en la cepa de tipo silvestre de E.
coli W3110 que tenia una ruta biosintética de putrescina y cadaverina, se introdujo pDZTn-P(cj7)-CE2495, pDZTn-
P(cj7)-HMPREF0281_01446, o pDZTn-P(cj7)-HMPREF0298 0262 basados en vectores lanzadera de
Corynebacterium y E.coli en W3110, respectivamente.

Se us6 una solucién 2X TSS (Epicentro) para la transformacion en E. coli, y el transformante se coloco en placas y
se cultivé en una placa LB (10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y agar al 2%, basado en 1 1)
que contenia kanamicina (50 pg/ml) para la formacién de colonias. Las colonias formadas de este modo se
designaron como W3110 pDZTn-P(cj7)-CE2495, W3110 pDZTn-P(cj7)-HMPREF0281_01446, y W3110 pDZTn-
P(cj7)-HMPREF0298_ 0262, respectivamente.

<4-2> Comparacion de productividad de diamina de E. coli introducido con CE2495, HMPREF0281_01446, o
HMPREF0298 0262

Se examinaron las productividades de putrescina y cadaverina de las cepas obtenidas anteriormente.

En detalle, se cultivaron W3110 y W3110 pDZTn-P(cj7)-CE2495, W3110 pDZTn-P(cj7)-HMPREF0281_01446, o
W3110 pDZTn-P(cj7)-HMPREF0298 0262 de E. coli en medio sdélido LB a 37°C durante 24 horas.

Después, cada uno de ellos se cultivd en 25 ml de medio de titulacion (2 g de (NH4)2POa4, 6,75 g de KH2PO4, 0,85 g
de acido citrico, 0,7 g de MgSO4-7H20, 0,5% (v/v) de elemento traza, 10 g de glucosa, 3 g de AMS, y 30 g de
CaCOs, basado en 1 |) a 37°C durante 24 horas. Una solucion de metal traza contenia HClI 5 M: 10 g de
FeS04-7H20, 2,25 g de ZnSO4-7H20, 1 g de CuSO4-5H20, 0,5 g de MnSO4-5H20, 0,23 g de Na2B4+O7-10H20, 2 g de
CaCl2-2H20, y 0,1 g de (NH4)sMo702:4H20 por 1 litro.

Se midieron las concentraciones de putrescina y cadaverina producidas a partir de cada cultivo celular, y los
resultados se proporcionan en la siguiente Tabla 9.
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[Tabla 9]
Cepa parental Plasmido Putrescina (mg/l) | Cadaverina (mg/l)
() 13 5
W3110 pDZTn-P(cj7)-CE2495 212 50
pDZTn-P(cj7)-HMPREF0281_01446 175 42
pDZTn-P(cj7)-HMPREF0298_0262 144 33

Como se muestra en la Tabla 9, la cepa W3110 pDZTn-P(cj7)-CE2495 introducida por CE2495 mostré altas
concentraciones de putrescina y cadaverina en cultivo celular, en comparacién con la cepa parental W3110.
Ademas, las producciones de putrescina y cadaverina se aumentaron notablemente en las cepas W3110 pDZTn-
P(cj7)-HMPREF0281_01446 y W3110 pDZTn-P(cj7)-HMPREF0298_0262 que se introdujeron con
HMPREF0281_01446 y HMPREF0298_0262, respectivamente.

Es decir, se confirmd que la diamina en el cultivo celular aumenté notablemente al mejorar la actividad de CE2495 o
las proteinas que tenian la SEQ.ID.N.22 y la SEQ.ID.N. 24, lo que sugiere que la capacidad de exportar diamina, tal
como putrescina y cadaverina, puede mejorarse al aumentar la actividad de CE2495 o la proteina que tiene una
homologia de secuencia del 55% o superior.

Como tal, los presentes inventores demostraron que Corynebacterium glutamicum tiene una actividad de CE2495
mejorada preparada introduciendo CE2495 en el transposon del microorganismo de Corynebacterium sp.
KCCM11240P ANCgI2522 que tiene una ruta sintética de putrescina, pero la reduccion de la actividad de
exportacion de putrescina ha mejorado la actividad de exportacién de putrescina, produciendo de este modo
putrescina con un alto rendimiento.

Por consiguiente, esta cepa KCCM11240P ANCgI2522 Tn:P(cj7)-CE2495 se designé como CCO01-0757, y se
deposit6 bajo el Tratado de Budapest en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 15 de noviembre de
2013, con Numero de Acceso KCCM11475P.

<110> CJ Cheildedang Corporation

<120> MICROORGANISMOS PARA PRODUCIR DIAMINA'Y PROCESO PARA PRODUCIR
DIAMINA USANDOLOS

<130> OPA15055-PCT

<150> KR 10-2014-0049870
<151> 25-04-2014

<160> 34
<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCgl2522-del-F1_BamH]

<400> 1
cgggatccca cgcectgtetg gtcge 25

<210>2

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> NCgl2522-del-R1_Sall

<400> 2
acgcgtcgac ggatcgtaac tgtaacgaat gg 32

<210>3

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCgl2522-del-F2_Sall

<400> 3
acgcgtcgac cgcgtgceatc tttggacac 29

<210> 4

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCgl2522-del-R2_Xbal

<400> 4
ctagtctaga gagctgcacc aggtagacg29

<210>5
<211> 1440

<212> ADN
<213> Corynebacterium efficiens

<400> 5
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atgaatccca
ctcatcggeg
caggccaccg
ctgctgetgg
ggactggcgg
ctggtggceg
gcactgatcc
ggatcggtgg
ttettetggt
ctcaccctge
tccteggtgt
tccecccacceg
ttcecagegtce
cgcctgttea
gagatgacca
ttcctgatga
ctacaccgcet
gtcgecectga
ctecgteggee
gcgecggtece
acgttgtget
ccggecgagg
gcccgegecg

ctggtgacca

<210> 6
<211> 479
<212> PRT

cagcctcgeca
tggataattc
agctgcaggg
gtacgggcac
tectttggegt
cgcgegectt
ggatcacctt
cgctcegeggg
ggggtteggt
tggtcgecce
atgcgcectcecct
ggcagctctg
gacaggcgtc
ccggtggegt
ccacgcagcg
cggcgcetgge
ggggcttecct
tcatctgggce
tcggecagegg
gcaaggccgg
ccgtggegat
tggccgacag
cgctggactce

ccttcatcac
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acgttggacc
cattctctat
gctgtggatce
gctcggggac
ggcctcectg
gctggggatce
tgaggatgag
tgcggcggece
gttcetgate
gcccaatatg
ggccctgace
gctgcetegeg
acagccggaa
gatecgcggee
cttccagcetg
ggcggcgage
gccgcetgatce
gctggatgtg
cgccacgate
gatggccgee
cctecggecage
tttegccace
ggcctatgte

cgegtggtge

<213> Corynebacterium efficiens

<400> 6

ttcectggeceg
acggcgctge
atcaatgcecct
aagatcgggce
gccgecgect
ggtgcggegg
cgggagagaa
ggcccggtte
aatgtgeegg
cccaacccgg
ggtctggtca
gtggtggttg
ccectectgg
ggcctggecca
tcegeggggt
atcccgatgt
agcggtggtt
agcctgatcce
tctgtegect
tccatcgagg
ctcttcececg
ggggtggatc
aacgtcctgt

ttcecgegaca
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tgatcagcge
cggtgttgeg
accccectgat
accgtctgat
tctceccaac
cgatgatgce
ataccgceccat
tcggeggtgt
tggttctgat
acaaacactg
tggcgatcaa
ccgttgtggg
acttcteget
tgtttgtggt
tcagcccect
cggtcatcgg
tcctcagege
ccctggtegt
ccaccgcecat
aggtgtccta
cgttctacge
atgcggtgtt
tcatcgecect

acccgaageg

tggcctgttt
ggaggaactg
gctggetgge
gttcctcace
ggcatgggtg
cgccacactc
cggcatctgg
gctgcttgag
agcactegte
ggatgcgcete
ggaggccgtg
tgcggtgcetg
cttcegecaac
tgceggectg
ggaggccgge
tggtgccaac
gacggtcggt
gggcctggtg
catcgggtcce
cgagttcgge
cctectecegea
cggcgaggcec
cggtgtggece

ccecegggtga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1440



Met

Ala

Leu

Trp

Thr

65

Gly

Thr

Ala

Asp

Leu

145

Phe

Ile

Pro

Leu

Gln

225

Phe

Leu

Ala

Gln

Ala
305

Asn

Gly

Pro

Ile

50

Gly

Leu

Ala

Ala

Glu

130

Ala

Phe

Ala

Asp

Thr

210

Leu

Gln

Phe

Met

Leu

290

Leu

Pro

Leu

Val

35

Ile

Thr

Ala

Trp

Met

115

Arg

Gly

Trp

Leu

Lys

195

Gly

Trp

Arg

Arg

Phe

275

Ser

Ala

Thr

Phe

20

Leu

Asn

Leu

Val

val

100

Met

Glu

Ala

Trp

vVal

180

His

Leu

Leu

Arg

Asn

260

Val

Ala

Ala

Ala

Leu

Arg

Ala

Gly

Phe

85

Leu

Pro

Arg

Ala

Gly

165

Leu

Trp

Val

Leu

Gln

245

Arg

Val

Gly

Ala

Ser

Ile

Glu

Tyr

Asp

70

Gly

Val

Ala

Asn

Ala

150

Ser

Thr

Asp

Met

Ala

230

Ala

Leu

Ala

Phe

Ser
310

Gln

Gly

Glu

Pro

55

Lys

Val

Ala

Thr

Thr

135

Gly

Val

Leu

Ala

Ala

215

val

Ser

Phe

Gly

Ser

295

Ile
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Arg

val

Leu

Leu

Ile

Ala

Ala

Leu

120

Ala

Pro

Phe

Leu

Leu

200

Ile

Val

Gln

Thr

Leu

280

Pro

Pro

Trp

Asp

25

Gln

Met

Gly

Ser

Arg

105

Ala

Ile

Val

Leu

vVal

185

Ser

Lys

val

Pro

Gly

265

Glu

Leu

Met

Thr

10

Asn

Ala

Leu

His

Leu

90

Ala

Leu

Gly

Leu

Ile

170

Ala

Ser

Glu

Ala

Glu

250

Gly

Met

Glu

Ser

19

Phe

Ser

Thr

Ala

Arg

75

Ala

Leu

Ile

Ile

Gly

155

Asn

Pro

vVal

Ala

val

235

Pro

Vval

Thr

Ala

Val
315

Leu

Ile

Glu

Gly

60

Leu

Ala

Leu

Arg

Trp

140

Gly

Val

Pro

Tyr

Val

220

val

Leu

Ile

Thr

Gly

300

Ile

Ala

Leu

Leu

Leu

Met

Ala

Gly

Ile

125

Gly

val

Pro

Asn

Ala

205

Ser

Gly

Leu

Ala

Thr

285

Phe

Gly

val

Tyr

30

Gln

Leu

Phe

Phe

Ile

110

Thr

Ser

Leu

Val

Met

190

Leu

Pro

Ala

Asp

Ala

270

Gln

Leu

Gly

Ile

15

Thr

Gly

Leu

Leu

Ser

95

Gly

Phe

val

Leu

Val

175

Pro

Leu

Thr

Val

Phe

255

Gly

Arg

Met

Ala

Ser

Ala

Leu

Gly

Thr

80

Pro

Ala

Glu

Ala

Glu

160

Leu

Asn

Ala

Gly

Leu

240

Ser

Leu

Phe

Thr

Asn
320
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15

20

25

30
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Leu His Arg Trp Gly Phe Leu Pro Leu Ile
325 330

Ala Thr Val Gly Val Ala Leu Ile Ile Trp
340 345

Ile Pro Leu Val Val Gly Leu Val Leu Val
355 360

Thr Ile Ser Val Ala Ser Thr Ala Ile Ile
370 375

Lys Ala Gly Met Ala Ala Ser Ile Glu Glu
385 390

Thr Leu Cys Ser Val Ala Ile Leu Gly Ser
405 410

Ala Leu Ser Ala Pro Ala Glu Val Ala Asp
420 425

Asp His Ala Val Phe Gly Glu Ala Ala Arg
435 440

Tyr Val Asn Val Leu Phe Ile Ala Leu Gly
450 455

Phe Ile Thr Ala Trp Cys Phe Arg Asp Asn
465 470

<210>7

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CJ7-F

<400> 7
tgtcgggcecc actagtagaa acatcccage getactaata 40

<210> 8

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CJ7-R

<400> 8
agtgtttcct ttcgttgggt acg 23

<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CE2495-F

<400> 9
caacgaaagg aaacactatg aatcccacag cctcge 36

20

Ser

Ala

Gly

Gly

Val

395

Leu

Ser

Ala

val

Pro
475

Gly

Leu

Leu

Ser

380

Ser

Phe

Phe

Ala

Ala

460

Lys

Gly

Asp

Gly

365

Ala

Tyr

Pro

Ala

Leu

445

Leu

Arg

Phe

val

350

Ser

Pro

Glu

Ala

Thr

430

Asp

Val

Pro

Leu

335

Ser

Gly

val

Phe

Phe

415

Gly

Ser

Thr

Gly

Ser

Leu

Ala

Arg

Gly

400

Tyr

val

Ala

Thr
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15

20

25
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<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CE2495-R

<400> 10
gaatgagttc ctcgagtcac ccggggcegct tcg

<210> 11

<211> 203

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCgl1469 (C.glutamicum)

<400> 11

Met Ser Pro Thr Val Leu Pro Ala

1 5

Val Asp Val Leu Val Glu Ala Phe

20

Trp Ile Pro Gln Pro Asp Pro Gly

35

Glu Leu Gln Ile Glu Lys Gln Tyr

50 55

Ala Arg Asp Ser Glu Gly Glu Ile

65 70

40

Pro Asp Gly Asn His Ser Ala Lys

85

Leu Val Ser Ile Phe Gly Ile Lys

100

Leu Ser Ser Ala Arg Phe His Pro

115 120

Thr Val Ala Thr Ser Ser Ser Ala

130 135

Leu Leu Asn His Gly Ile Ala Arg

145 150

Glu Ala Thr Ser Thr Arg Ala Ala

165

Val Pro Leu Gly Tyr Ile Pro Ser

180

Ala Met Trp Lys Pro Pro Ala Met
195 200

<210> 12
<211> 203

Thr

Ala

25

Ser

Ala

Val

Asp

Ala

105

Lys

Arg

Ala

Gln

Asp

185

Pro

33

Gln

10

Asn

Ala

val

Gly

Gln

Ala

Phe

Gly

Gly

Leu

170

Asp

Thr

21

Ala

Asp

Lys

Ala

Val

75

Ala

Gln

Pro

Thr

Asp

155

Tyr

Asp

val

Asp

Pro

Leu

Gly

60

Ala

Ala

Val

His

Gly

140

Glu

Asn

Gly

Phe

Ala

Arg

45

Asn

Leu

Met

Ala

Trp

125

Val

Ala

Arg

Thr

Pro

Phe

30

Ala

Ile

Trp

Leu

Trp

110

Tyr

Gly

Ile

Leu

Pro
190

Lys

15

Leu

Leu

Asp

Asp

Pro

95

Thr

Leu

Ser

Tyr

Gly

175

Glu

Ile

Arg

Phe

Vval

Arg

80

Arg

Asp

Tyr

Ala

Leu

160

Phe

Leu
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15

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCgl1469 (C.glutamicum)

<400> 12

Met

1

Val

Trp

Glu

Ala

65

Pro

Leu

Leu

Thr

Leu

145

Glu

Val

Ala

Ser

Asp

Ile

Leu

50

Arg

Asp

Val

Ser

vVal

130

Leu

Ala

Pro

Met

<210> 13

<211> 186

Pro

Val

Pro

35

Gln

Asp

Gly

Ser

Ser

115

Ala

Asn

Thr

Leu

Trp
195

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SpeG (E.coli) W3110

<400> 13

Thr

Leu

20

Gln

Ile

Ser

Asn

Ile

100

Ala

Thr

His

Ser

Gly

180

Lys

Val Leu Pro

5

Val

Pro

Glu

Glu

His

85

Phe

Arg

Ser

Gly

Thr

165

Tyr

Pro

Glu

Asp

Lys

Gly

70

Ser

Gly

Phe

Ser

Ile

150

Arg

Ile

Pro

Ala

Pro

Gln

55

Glu

Ala

Ile

His

Ser

135

Ala

Ala

Pro

Ala

ES 2717 600 T3

Ala Thr Gln
10

Phe Ala Asn
25

Gly Ser Ala
40

Tyr Ala Val

Ile Val Gly

Lys Asp Gln

90

Lys Ala Ala
105

Pro Lys Phe
120

Ala Arg Gly

Arg Ala Gly

Ala Gln Leu
170

Ser Asp Asp
185

Met Pro Thr
200

22

Ala

Asp

Lys

Ala

Val

75

Ala

Gln

Pro

Thr

Asp

155

Tyr

Asp

Val

Asp

Pro

Leu

Gly

60

Ala

Ala

Val

His

Gly

140

Glu

Asn

Gly

Phe

Ala

Arg

45

Asn

Leu

Ile

Ala

Trp

125

vVal

Ala

Arg

Thr

Pro

Phe

30

Ala

Ile

Trp

Leu

Trp

110

Tyr

Gly

Ile

Leu

Pro
190

Lys

15

Leu

Leu

Asp

Asp

Pro

95

Thr

Leu

Ser

Tyr

Gly

175

Glu

Ile

Arg

Phe

Val

Arg

80

Arg

Asp

Tyr

Ala

Leu

160

Phe

Leu
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Met Pro Ser Ala His

Leu Arg Tyr Val His
20

Trp Phe Glu Glu Pro
35

Asp Lys His Ile His
50

Asp Gly Glu Lys Ala
65

His Arg Arg Ala Glu

Lys Gly Leu Ala Thr
100

Thr Val Leu Asn Leu
115

Glu Lys Ala Ile His
130

Glu Leu Met His Glu
145

Arg Met Cys Ile Phe
165

Gly Gln Thr Leu Leu
180

<210> 14

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ArgC

<400> 14
Met Ile Met His Asn
1 5

Ile Ala Gly Ala Ser
20

Leu Gly His Pro Ala
35

Thr Ala Ala Ser Thr
50

Ser

Gln

Tyr

Asp

Gly

70

Phe

Arg

Tyr

Ile

Phe

150

Gln

Lys

Val

Gly

Tyr

Ala

val

Leu

Glu

Gln

55

Leu

Gln

Ala

Lys

Tyr

135

Phe

His

Pro

Tyr

Tyr

Ala

Gly
55
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Lys

Asp

Ala

40

Ser

Val

Ile

Ala

Leu

120

Arg

Ile

Gln

Thr

Gly

Ala

Ser

40

Ser

Leu

Asn

25

Phe

Glu

Glu

Ile

Lys

105

Tyr

Lys

Asn

Tyr

Ala
185

Val
Gly
25

Gly

Thr

Arg

10

Asn

Val

Arg

Leu

Ile

90

Leu

Leu

Leu

Gly

Leu

170

Gln

Thr
10
Gly

Glu

Leu

23

Pro

Ala

Glu

Arg

Val

75

Ser

Ala

Ile

Gly

Gln

155

Ala

Met

Glu

Leu

Gly

Leu

Ser

Leu

Phe

60

Glu

Pro

Met

Val

Phe

140

Tyr

Glu

Thr

Ile

Glu

Glu
60

Glu

Val

Ser

45

Val

Ile

Glu

Asp

Asp

125

Ser

Arg

His

Ile

Leu

Ile

45

Leu

Arg

Met

30

Asp

Vval

Asn

Tyr

Tyr

110

Lys

Val

Asn

Lys

Lys
Arg
30

Gly

Met

Glu

15

Arg

Leu

Glu

His

Gln

95

Gly

Glu

Glu

Ala

Thr
175

Val
15
Leu

Ala

Pro

Asp

Tyr

Tyr

Cys

Val

80

Gly

Phe

Asn

Gly

Ile

160

Pro

Ala

Leu

Leu

His



Ile

65

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

145

Cys

Gly

Gly

Gly

Glu

225

Ser

Ala

VvVal

Glu

His

305

Ser

Cys

Val

Pro

Ala

Glu

Ala

Ser

130

His

Phe

Leu

Ala

Ser

210

Ile

Phe

Thr

Tyr

Gly

290

Vval

Ala

Met

Gly

<210> 15

<211> 388

Gln

Gly

Ile

Asp

115

Glu

Arg

Pro

Ile

Gly

195

Leu

Ala

Thr

Ala

Glu

275

Ala

Gln

Ile

Asn

Val
355

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ArgJ

Leu

His

Ala

100

Phe

His

Glu

Thr

Glu

180

Lys

Lys

Gln

Pro

Pro

260

Glu

Gln

Val

Asp

Leu

340

Ala

Ala

Asp

85

Leu

Arg

Gln

Ala

Gly

165

Pro

Lys

Ala

Asn

val

245

Leu

Phe

Pro

Glu

Asn

325

Ser

Pro

Asp

70

Val

Gln

Leu

Gly

Leu

150

Ala

Asp

Ala

Tyr

Leu

230

Leu

Lys

Tyr

Gln

Ile

310

Leu

Val

Arg

val

Leu

Gln

Thr

135

Arg

Thr

Val

Ser

Asn

215

Gly

Ala

Glu

Ala

Thr

295

Asp

Thr

Gly
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val

Phe

Gly

Asn

120

Trp

Gly

Leu

Ser

val

200

Thr

Glu

Pro

Gly

Gln

280

Gln

Glu

Lys

Phe

Ile Gln

Leu Gly
90

Pro Asp
105

Ala Ala

Pro Tyr

Ala Lys

Ala Leu
170

Val val
185

Ala Leu

Ser Gly

Val Ser

Leu Pro

250

Val Thr
265

Glu Thr

Ala Val

Glu Ala

Gly Thr

330

Asp Glu
345

24

Asp

75

Leu

Val

Asp

Gly

Arg

155

Leu

Ser

Leu

Lys

Asp

235

Arg

Ala

Phe

Leu

Gly

315

Ala

Ala

Thr

Pro

Thr

Trp

Ile

140

Val

Pro

Ile

Gly

His

220

Lys

Gly

Glu

val

Gly

300

Lys

Gly

Ala

Thr

His

Val

Glu

125

Pro

Ala

Ala

Thr

Ser

205

Arg

Pro

Ile

Gln

His

285

Ser

Val

Ala

Gly

Ala

Gly

Ile

110

Lys

Glu

val

val

Gly

190

Glu

His

val

Leu

Ala

270

Val

Asn

Leu

Ala

Leu
350

Glu

Phe

95

Asp

Phe

Met

Pro

Gln

175

Val

Thr

Thr

Lys

Thr

255

Arg

Leu

Met

val

val

335

Pro

Thr

80

Ser

Cys

Tyr

Pro

Gly

160

Ala

Ser

Met

Pro

val

240

Thr

Ala

Pro

Cys

Thr

320

Gln

Gln



<400> 15

Met

Thr

Vval

Arg

Gly

65

Asn

Ala

Gly

Asp

Ala

145

Phe

Met

Ser

Val

Thr

225

Asp

Lys

Val

Val

Asn

Ala

Thr

Asn

Val

50

Gln

Gly

Gln

Leu

Gln

130

Lys

Ala

Ala

Val

Thr

210

Val

Glu

Leu

Val

Ala

290

Trp

Glu

Ala

Gln

35

Phe

Ile

Leu

Asn

Ile

115

Leu

Ala

Asp

Pro

Thr

195

Phe

Phe

Leu

Gln

Gly

275

Arg

Gly

Lys

Gly

20

Gly

Ala

Arg

Gln

Leu

100

Gly

Thr

Ile

Gly

Ser

180

Gln

Asp

Leu

Asn

Ala

260

Thr

Asp

Arg

Gly

Ile

Pro

Ala

Ala

Gly

85

Gly

Glu

Ala

Met

Trp

165

Leu

Glu

Thr

Leu

Asp

245

Asp

Thr

Asn

Val

Ile

Lys

Glu

Pro

val

70

Glu

Leu

Leu

Glu

Thr

150

Thr

Ala

Met

Leu

Ala

230

Ala

Ala

Asn

Leu

Leu

Thr

Ala

Phe

Val

55

Leu

Lys

Glu

Leu

Gly

135

Thr

Val

Thr

Ala

Asp

215

Ser

Val

Glu

Asn

Phe

295

Ala
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Ala

Ser

Ser

40

Lys

Tyr

Asp

Asp

Pro

120

Ala

Asp

Gly

Met

Gln

200

Ile

Gly

Tyr

Gly

Glu

280

Lys

Ala

Pro

Gly

25

Ala

val

Asn

Ala

Ser

105

Met

Leu

Thr

Gly

Leu

185

Ile

Asp

Ala

Ala

val

265

Gln

Cys

Val

Lys

10

Asn

Ala

Ser

Ala

Arg

90

Asp

Asp

Gly

Val

Met

170

val

Ala

Gly

Ser

Ala

250

Thr

Ala

Ala

Gly

25

Gly

Pro

Ala

Arg

Gly

75

Glu

Ile

Lys

Asp

Asp

155

Gly

Cys

Leu

Ser

Gly

235

Cys

Lys

Ile

Met

Met

Phe

Asp

Val

Glu

60

Asn

Ser

Gly

Leu

Asn

140

Lys

Lys

Leu

Ala

Thr

220

Ile

Ser

Arg

Asn

Phe

300

Ala

Val

Met

Phe

45

Asn

Ala

val

Val

Asn

125

Gly

Glu

Gly

Thr

Asn

205

Ser

Thr

Asp

vVal

Ala

285

Gly

Asp

Ala

Ala

30

Thr

val

Asn

Ser

Cys

110

Ala

Ala

Thr

val

Thr

190

Ala

Thr

Pro

Ile

Ala

270

Ala

Ser

Ala

Ser

15

Leu

Arg

Ala

Ala

His

95

Ser

Gly

Ala

Val

Gly

175

Asp

Thr

Asn

Thr

Ala

255

val

Arg

Asp

Asp

Ala

Val

Asn

Asp

Cys

80

Leu

Thr

Ile

Ala

Val

160

Met

Ala

Ala

Asp

Gln

240

Ala

Thr

Thr

Pro

Met
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305

Glu Pro Glu Lys Ile
325

Asp Ser Thr Gly Ala
340

Asp Ile Asp Val Arg
355

Thr Val Arg Thr Thr
370

Ala Tyr Ser Ser
385

<210> 16

<211> 317

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ArgB

<400> 16
Met Asn Asp Leu Ile
1 5

Leu Ala Glu Ala Leu
20

Val Val Lys Tyr Gly
35

Ala Phe Ala Ala Asp
50

Val Val Val His Gly
65

Val Gly Leu Gln Gly
85

Glu Val Met Asp Ile
100

Asp Leu Val Gly Leu
115

Ser Gly Glu Asp Ala
130

Ile Asp Gly Val Pro
145

Val Asp Ala Ser Ser
165

Val Val Ser Thr Ile
180

310

Ser

Pro

Ile

Asp

Lys

Pro

Gly

Met

Gly

70

Glu

Val

Ile

Gly

Thr

150

Leu

Ala

Val

Gly

Asp

Leu
375

Asp

Trp

Asn

vVal

55

Gly

Phe

Arg

Asn

Leu

135

Asp

Met

Pro
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Phe

Ala

Leu

360

Ser

Leu

Leu

Ala

40

Phe

Pro

Lys

Met

Ser

120

Phe

Ile

Asp

Gly

Phe
Arg
345

Gly

Phe

Gly

Gln

25

Met

Leu

Gln

Gly

val

105

His

Thr

Gly

Ile

Glu
185

Asn
330
Glu

Thr

Ser

Ser

10

His

Val

Arg

Ile

Gly

90

Leu

Gly

Ala

Leu

Ile

170

Asp

26

315

Gly

Val

Ser

Tyr

Glu

Phe

Asp

Thr

Ser

75

Phe

Phe

Pro

Gln

Vval

155

Glu

Gly

Gln

Asp

Gly

Val
380

Vval

Arg

Asp

Val

60

Glu

Arg

Gly

Tyr

Lys

140

Gly

Ala

Gln

Ala

Leu

Glu

365

Glu

Arg

Asp

Asp

45

Gly

Met

val

Gln

Ala

125

Arg

Asp

Gly

Ile

Val
Ser
350

Gly

Ile

Ala

Lys

30

Leu

Ala

Leu

Thr

Val

110

val

Met

Ile

Arg

Tyr
190

Cys
335
Gly

Gln

Asn

Asn

15

Ile

Lys

Lys

Asn

Thr

95

Gly

Gly

val

Ile

Ile

175

Asn

320

Leu

Ala

Ala

Ser

Val

val

Ala

Pro

Arg

80

Pro

Arg

Thr

Asn

Asn

160

Pro

Ile
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Asn Ala Asp Thr Ala
195

Arg Leu Leu Val Leu
210

Asp Lys Ser Ser Leu
225

Ile Leu Pro Gly Leu
245

Leu Asn Ala Val Arg
260

Arg Ile Ala His Ser
275

Gly Thr Met Val Leu
290

Gly Thr Val Phe Arg
305

<210> 17

<211> 391

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ArgD

<400> 17
Met Ser Thr Leu Glu
1 5

Thr Pro Pro Val Glu
20

Asp Gln Gly Asn Val
35

Ala Leu Gly His Ala
50

Ile Gly Gln Leu Gly
65

Val Glu Val Ala Glu
85

Thr Leu Ala Ala Gln
100

Ala Asn Glu Ala Ala
115

Ile Leu Ala Ala Val
130

Ala

Thr

val

230

Asp

Gly

val

Pro

Lys
310

Thr

Leu

Tyr

His

His

70

Glu

Thr

Phe

His

Gly

Asn

215

Ser

Ser

Gly

Leu

Asp

295

Asp

Trp

val

Ile

Pro

55

Val

Leu

Arg

Lys

Gly
135
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Ala

200

Val

Lys

Gly

val

Leu

280

Val

Asp

Pro

Ser

Asp

40

Ala

Ser

Ile

val

Ile

120

Phe

Leu

Glu

Ile

Met

Ser

265

Glu

Phe

Lys

Gln

Gly

25

Leu

Ile

Asn

Lys

Phe

105

Ala

His

Ala

Gly

Lys

Ile

250

Ala

Leu

Asp

Asp

Val

10

Lys

Leu

Ile

Leu

Arg

90

Phe

Arg

Gly

27

Ala

Leu

Ala

235

Pro

Ala

Leu

Arg

Gly
315

Ile

Gly

Ala

Glu

Phe

75

Phe

Cys

Leu

Arg

Ala

Tyr

220

Thr

Lys

His

Thr

Glu

300

Glu

Ile

Ala

Gly

Ala

60

Ala

Ser

Asn

Thr

Thr
140

Ile

205

Thr

Glu

Met

Val

Met

285

Asn

Leu

Asn

Thr

Ile

45

Val

Ser

Leu

Ser

Gly

125

Met

Gly

Asp

Leu

Glu

Ile

270

Gly

Tyr

Thr

val

Ala

Thr

Arg

Asp

Gly

110

Arg

Gly

Ala

Trp

Glu

Ser

255

Asp

Gly

Pro

Tyr

15

Thr

Val

Asn

Pro

Asp

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Pro

Ala

240

Cys

Gly

Ile

Glu

Gly

Asp

Asn

Gln

val

80

Ala

Glu

Arg

Leu
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Ala

145

Ser

Met

Ile

Ala

Glu

225

His

Gly

Leu

Ala

Cys

305

Lys

Val

Lys

Thr

Ala
385

Leu

Gly

Vval

Gln

Val

210

Val

Asp

Gly

Met

Cys

290

Ala

Val

Val

His

Pro

370

Ile

<210> 18

<211> 319

Thr

Val

Glu

Gly

195

Arg

Gln

Gly

Leu

Thr

275

Ala

Glu

Asp

Leu

Gly

355

Pro

Ala

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ArgF

<400> 18
Met Thr Ser Gln Pro

1

Gly

Glu

Thr

180

Glu

Glu

Thr

Val

Pro

260

Pro

Ala

Val

Gly

Glu

340

Val

Leu

Glu

Gln

Phe

165

Asn

Thr

Leu

Gly

Val

245

Ile

Gly

Ala

Ala

val

325

Arg

Ile

Val

Thr

5

Pro

150

Tyr

Pro

Gly

Cys

Val

230

Pro

Gly

Lys

Lys

Arg

310

Val

Asp

Leu

Ile

Ile
390

Asp

Pro

Thr

Val

Asp

215

Gly

Asp

Ala

His

Ala

295

Lys

Asp

vVal

Asn

Thr

375

Ala

ES 2717 600 T3

Lys

Tyr

Asp

Val

200

Glu

Arg

val

Cys

Gly

280

Val

Gly

Val

Ala

Ala

360

Asp

Arg

Gly

Vval

185

Pro

Tyr

Thr

val

Leu

265

Thr

Leu

Glu

Arg

Lys

345

Pro

Glu

Glu

Asp

170

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

250

Ala

Thr

Ser

Leu

Gly

330

Gln

Ala

Glu

Ala

155

Thr

Ala

Pro

Ile

Asp

235

Met

Thr

Phe

val

Phe

315

Arg

Ala

Asp

Ile

Phe

Asp

Ile

Glu

Leu

220

Phe

Ala

Gly

Gly

val

300

Lys

Gly

Val

Asn

Ala
380

Leu

Tyr

Phe

Gly

205

Met

Phe

Lys

Arg

Gly

285

Asp

Glu

Leu

Leu

Ile

365

Asp

Pro

Leu

Leu

190

Phe

Ile

Ala

Gly

Ala

270

Asn

Asp

Leu

Met

Asp

350

Ile

Ala

Met

Arg

175

Glu

Leu

Thr

His

Leu

255

Ala

Pro

Ala

Leu

Leu

335

Gly

Arg

val

Pro

160

Lys

Pro

Lys

Asp

Gln

240

Gly

Glu

Val

Phe

Ala

320

Gly

Phe

Leu

Lys

Gln Val Arg His Phe Leu Ala Asp Asp Asp Leu

10

15

Thr Pro Ala Glu Gln Ala Glu Val Leu Thr Leu Ala Ala Lys Leu Lys

28
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20 25

Ala Ala Pro Phe Ser Glu Arg Pro Leu Glu
35 40

Val Leu Phe Asp Lys Thr Ser Thr Arg Thr
Gly Ile Ala His Leu Gly Gly His Ala Ile
65 70

Ser Gln Met Gly Lys Gly Glu Ser Leu Gln
85 90

Ser Arg Tyr Val Glu Ala Ile Val Trp Arg
100 105

Phe His Ala Met Ala Glu Thr Ser Thr Val
115 120

Ser Asp Asp Leu His Pro Cys Gln Ile Leu
130 135

Val Glu Asn Leu Ser Pro Glu Glu Gly Pro
145 150

Lys Ala Val Tyr Leu Gly Asp Gly Asp Asn
165 170

Met Ile Gly Phe Ala Thr Ala Gly Met Asp
180 185

Glu Gly Phe Gln Pro Arg Ala Glu Phe Val
195 200

Gly Gln Glu Thr Gly Ala Lys Val Val Val
210 215

Val Ala Gly Ala Asp Val Val Ile Thr Asp
225 230

Met Glu Asn Asp Gly Ile Asp Arg Thr Thr
245 250

Val Asn Asp Glu Val Met Ala Lys Ala Asn
260 265

His Cys Leu Pro Ala Tyr Arg Gly Lys Glu
275 280

Asp Gly Pro Ala Ser Lys Val Phe Asp Glu
290 295

Ala Gln Lys Ala Leu Leu Val Trp Leu Leu
305 310

<210> 19

<211> 533

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NCgl1221

29

Gly

Arg

Val

75

Asp

Thr

Pro

Ala

Ala

155

Asn

Ile

Glu

Thr

Thr

235

Pro

Asp

Vval

Ala

Ala
315

Pro

Phe

60

Val

Thr

Tyr

Leu

Asp

140

Gly

Met

Ser

Arg

Asp

220

Trp

Phe

Gly

Ala

Glu

300

Asn

Lys

45

Ser

Asp

Ala

Ala

Val

125

Leu

Leu

Ala

Ile

Ala

205

Ser

Val

val

Ala

Ala

285

Asn

Gln

30

Ser

Phe

Ser

Ala

His

110

Asn

Gln

Lys

Asn

Ile

190

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

270

Ser

Arg

Pro

vVal

Asp

Gly

vVal

95

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

175

Ala

Lys

Asp

Met

Tyr

255

Phe

val

Leu

Arg

Ala

Ala

Ser

80

Leu

Asn

Leu

Ile

Lys

160

Tyr

Pro

Arg

Glu

Gly

240

Gln

Leu

Ile

His



<400> 19

Met

1

Trp

Phe

Arg

Phe

65

Leu

Ala

Ser

Gln

Val

145

Thr

Cys

Ile

Glu

Ile

225

Thr

Val

Ile

Gly

Ser
305

Ile

Ile

Leu

val

50

Ala

Ala

Ile

Ile

Phe

130

Glu

Ile

Ile

Pro

Ala

210

Leu

Val

Thr

Ile

Thr

290

Leu

Leu

val

Ile

35

Glu

Gly

Val

Pro

Val

115

Gly

Gly

Ala

Asn

Met

195

Ala

Gly

Val

Ala

Ser

275

Leu

Ile

Gly

Asp

20

Pro

Ser

Val

Ser

Ala

100

Ala

vVal

Thr

Gln

Asn

180

Leu

Thr

Glu

Gly

Gly

260

Glu

Ile

Asp

val

Thr

Arg

Ala

Gly

Ala

85

Thr

Asp

Gly

Val

Glu

165

Ser

Gly

Arg

Leu

Met

245

Asn

Phe

Asp

Ala

Pro

Gly

Ile

Ala

vVal

70

Met

Ile

Phe

Asp

Ile

150

Thr

Asn

Ser

Arg

Asp

230

Pro

Gln

Trp

Ser

Ser
310

Ile

Phe

Gly

Asp

55

Tyr

Gln

Ala

Leu

Trp

135

Glu

Val

Asn

Glu

Ala

215

val

Trp

Trp

Glu

Leu

295

Pro

ES 2717 600 T3

Gln

Asp

Arg

40

Ala

Ile

Ala

Ser

Ala

120

val

Ile

Ile

Trp

Asn

200

Leu

His

Met

Leu

Glu

280

His

Gln

Tyr

val

25

Leu

Asp

Ala

Phe

Ala

105

Gly

Arg

Thr

Ile

Ser

185

Ile

Gly

Pro

Val

VvVal

265

Tyr

Vval

Ala

Leu

10

Ala

Ala

Thr

Gln

Gly

90

Ala

Phe

Phe

Met

Pro

170

Arg

Thr

Gln

Ala

Thr

250

Glu

Gly

Glu

Leu

30

Leu

Ile

Met

Thr

Ile

75

Phe

Ile

Phe

Glu

Arg

155

Asn

Ala

Asp

Glu

Thr

235

Met

Arg

Ser

His

Lys
315

Tyr

Ile

Arg

Lys

60

Vval

Ser

Gly

Ile

Gly

140

Ala

Ser

Val

vVal

Lys

220

Glu

Arg

Ala

Ala

Glu

300

Glu

Ser

Leu

Ile

45

Asn

Ala

Leu

Leu

Leu

125

Asn

Thr

Thr

vVal

Ile

205

Ile

val

Phe

Ile

Thr

285

Glu

Pro

Leu

Vval

30

Ile

Gln

Phe

Ala

Gly

110

Thr

Gly

Lys

Ala

val

190

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg

270

Thr

Pro

Lys

Trp

15

Leu

Lys

Leu

Phe

Gly

95

Ala

Glu

Ile

Ile

Lys

175

Ile

Arg

Pro

Pro

Val

255

Thr

Thr

Lys

Pro

Asn

Ala

Ala

Met

80

Ala

Gln

Lys

val

Arg

160

Val

Pro

Ser

Glu

Pro

240

Gln

Glu

Ser

Thr

Glu
320
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Ala

Asp

Leu

Glu

Tyr

385

Arg

Phe

Gly

Glu

val

465

Thr

Pro

Gln

Pro

Ala

Asn

Asp

Thr

370

Tyr

Met

Lys

Trp

Thr

450

Glu

Ser

Thr

Ser

Thr
530

<210> 20

<211>711

Ala

Ala

Ser

355

Ala

Pro

Ser

vVal

Leu

435

Ser

Glu

Thr

Glu

Pro

515

Ser

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ODC(SpeC)

<400> 20
Met Lys Ser Met Asn Ile Ala Ala

1

Thr

Asp

340

Asp

Lys

Asn

Thr

Met

420

Ser

Ala

Thr

Pro

Glu

500

Ala

Thr

vVal

325

Ala

Val

Pro

Arg

Ser

405

Thr

Pro

Pro

Pro

Ala

485

Ala

Val

Pro

5

Ala

Ser

Leu

Asp

390

Leu

Val

Ser

Val

Thr

470

Thr

Thr

Glu

Ser

Val

Glu

His

375

Gln

Leu

Glu

Thr

Ser

455

Met

Ala

Ser

Ala

ES 2717 600 T3

Leu

Ile

Gln

360

Ser

Lys

Leu

Pro

Ala

440

Thr

Glu

Thr

Gln

Pro
520

Ser Ser His Arg Arg Val Val Ala

20

Val Ala Ala Val Val Ile Thr Ala

35

40

Ala Ala
330

Asn Ala
345

Glu Leu

Leu Arg

Ile Leu

Gly Ala

410

Ser Glu
425

Thr Ser

Pro Ser

Ser Asn

Pro Gln
490

Glu Glu
505

Thr Ala

Ser

Gly

Ser

Gly

Ser

395

Leu

Asn

Thr

Met

Val

475

Arg

Thr

Val

Ser

Asn

Ser

Phe

380

Phe

Leu

Trp

Ala

Thr

460

Glu

Ala

Thr

Gln

Asn

Pro

Glu

365

Phe

Gly

Leu

Gln

vVal

445

val

Thr

Asp

Ala

Glu
525

Asp

Glu

350

Glu

Arg

Gly

Leu

Asn

430

Thr

Pro

Gln

Thr

Ser

510

Thr

Asp

335

Lys

Pro

Thr

Arg

Ser

415

Ser

Thr

Thr

Gln

Ile

495

Gln

val

Ala

Glu

Glu

Asp

Val

400

Leu

Ser

Ser

Thr

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Ser Ser Glu Leu Val Ser Arg Leu

10

15

Leu Gly Asp Thr Asp Phe Thr Asp

25

30

Ala Asp Ser Arg Ser Gly Ile Leu

31

45



Ala

Glu

65

Asn

Glu

Met

Phe

Asn

145

Leu

Lys

Ala

Val

Ile

225

Phe

Leu

Arg

Val

Tyr

305

Met

Pro

Ser

Ala

Leu

50

His

Glu

Asn

Gly

Lys

130

Val

Leu

Val

Ala

Leu

210

Gln

Gly

Arg

Pro

Tyr

290

Ile

Met

Gly

Gln

Arg
370

Leu

Ala

Gln

Leu

Asn

115

Lys

Phe

Ile

Phe

Asn

195

Phe

Ala

Phe

Gln

Tyr

275

Asn

Leu

Ala

Ile

Thr

355

Phe

Lys

Val

Gln

Leu

100

Ser

His

Arg

His

His

180

Lys

Asp

Gly

Ile

Gln

260

Arg

Ala

Phe

Asp

Phe

340

Ser

Cys

Arg

Glu

Trp

85

Pro

Thr

Pro

Ala

Glu

165

Ala

val

Arg

Ala

Gly

245

Ile

Leu

Arg

Asp

Ser

325

val

Gln

Pro

Thr

Leu

70

Leu

Pro

Phe

Ala

Asp

150

Gly

Asp

Val

Asn

Thr

230

Gly

Arg

Ala

Gln

Ser

310

Ser

Thr

Ile

His

Gly

55

Pro

Glu

Phe

Ala

Gly

135

Met

Ser

Lys

Thr

Asn

215

Pro

Ile

Asp

Ile

Val

295

Ala

Pro

Gln

His

Lys
375

ES 2717 600 T3

Phe

Ala

Leu

Tyr

Cys

120

Arg

Cys

Ala

Thr

Asn

200

His

val

Asp

val

Ile

280

Ile

Trp

Leu

Ser

Lys

360

Arg

His

Gly

Glu

Asp

105

Pro

His

Asn

Lys

Tyr

185

Ala

Lys

Tyr

Ala

Ala

265

Gln

Asp

Val

Leu

Val

345

Lys

Leu

Leu

Val

Ser

Thr

Gly

Phe

Ala

Asp

170

Phe

Leu

Ser

Leu

His

250

Pro

Leu

Thr

Gly

Leu

330

His

Asp

Asn

32

Pro

Thr

75

Ala

Leu

His

Tyr

Asp

155

Ala

Val

Leu

Asn

Glu

235

Cys

Glu

Gly

Val

Tyr

315

Glu

Lys

Asn

Asn

val

60

Ala

Ala

Thr

Gln

Asp

140

val

Gln

Leu

Thr

His

220

Ala

Phe

Lys

Thr

Gly

300

Glu

Leu

Gln

His

Ala
380

Phe

vVal

Cys

Gln

His

125

Phe

Lys

Lys

Asn

Arg

205

His

Ser

Asn

Ala

Tyr

285

His

Gln

Asn

Gln

Ile

365

Phe

Leu

Ile

Gln

Tyr

110

Gly

Phe

Leu

Phe

Gly

190

Gly

Gly

Arg

Glu

Asp

270

Asp

Leu

Phe

Glu

Ala

350

Arg

Met

Tyr

Asn

Tyr

95

val

Ala

Gly

Gly

Ala

175

Thr

Asp

Ala

Asn

Glu

255

Leu

Gly

Cys

Ile

Asn

335

Gly

Gly

Leu

Ser

Gly

80

Glu

Glu

Phe

Glu

Asp

160

Ala

Ser

Leu

Leu

Pro

240

Tyr

Pro

Thr

Asp

Pro

320

Asp

Phe

Gln

His



Ala

385

Ala

Val

Leu

Asp

Glu

465

Tyr

Ala

Ala

Asn

Ala

545

Asp

Val

Asp

Arg

Ser

625

Glu

Leu

Phe

Glu

Leu
705

Ser

Lys

Glu

Phe

Tyr

450

Pro

Phe

Glu

His

Ser

530

Gln

Ser

Arg

Leu

Gln

610

Ala

Gly

Cys

Leu

Leu

690

Tyr

<210> 21
<211> 1407
<212> ADN

Thr

Ile

Ile

Arg

435

Pro

Gly

val

Thr

Tyr

515

Ile

Leu

Pro

Tyr

Tyr

595

Gln

Tyr

Arg

Val

Ala

675

Gln

Gly

Ser

His

Gly

420

Pro

Thr

Ala

Asp

Gly

500

Leu

Leu

Val

Leu

Arg

580

val

Ser

Ile

Ile

val

660

Leu

Gly

Tyr

Pro

Glu

405

Ile

Phe

Ser

Lys

Pro

485

Glu

Arg

Phe

Ala

val

565

Asp

Ser

Phe

Arg

Ala

645

Pro

Glu

Val

val

Phe

330

Gly

Glu

Ile

val

Trp

470

Cys

Tyr

Glu

Leu

Met

550

Glu

Tyr

Phe

Pro

Gly

630

Ala

Gly

Glu

Tyr

Leu
710

Tyr

Glu

Ala

Pro

Leu

455

His

Lys

Ser

Asn

Leu

535

Leu

vVal

Thr

Asp

Ser

615

Asp

Glu

Glu

Gly

Ser

695

Lys

ES 2717 600 T3

Pro

Ser

Arg

Pro

440

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

520

Thr

Ala

Leu

Leu

val

600

Val

Val

Gly

val

val

680

Glu

Leu

Gly

Lys

425

vVal

Ser

Phe

Leu

Phe

505

Ile

Pro

Gln

Pro

Arg

585

Lys

Val

Glu

Ala

Trp

665

Asn

Thr

Phe

Arg

410

Ala

val

Asp

Glu

Leu

490

Gly

Val

Ala

Phe

Ser

570

Gln

Asp

Met

Leu

Leu

650

Gly

Leu

Asp

Ala

395

Arg

Ile

Asp

Arg

Gly

475

Thr

Val

Pro

Glu

Glu

555

Val

Leu

Leu

Asn

Val

635

Pro

Gly

Leu

Ala

33

Ala

Leu

Leu

Gly

Arg

460

Tyr

Thr

Pro

Glu

Ser

540

Gln

Tyr

Cys

Gln

Pro

620

Arg

Tyr

Ala

Pro

Asp
700

Leu

Trp

Ala

Lys

445

Phe

Ala

Pro

Ala

Lys

525

His

His

Asn

Gln

Lys

605

Gln

Ile

Pro

Val

Gly

685

Gly

Asp

Ala

Arg

430

Leu

Phe

Ala

Gly

Thr

510

Cys

Glu

Ile

Lys

Glu

590

Ala

Asp

Arg

Pro

Gln

670

Phe

Val

Val

Glu

415

Cys

Trp

Ser

Asp

Ile

495

Ile

Asp

Lys

Glu

Tyr

575

Met

Met

Ala

Asp

Gly

655

Arg

Ser

Lys

Asn

400

Cys

Lys

Gln

Phe

Gln

480

Asp

Leu

Leu

Leu

Asp

560

Pro

His

Phe

His

Ala

640

Val

Tyr

Pro

Arg
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<213> Corynebacterium ammoniagenes DSM 20306

<400> 21
atgattggct

cacgctggag
ttgttgctgg
ggcctggtca
ttgattggcg
gcgctcatte
ggatcggtcg
atgtggtggt
gccaccgegt
tcttetgtet
aaccccaacce
ttecctetttg
cgtaatcgtc
ggactggaga
gcecggegteca
gccaacttge
ctcggcacceg
ggcttgatct
atcggatctg
gaattcggca
tctaacctge
catgcggatg
gtatttgcat
ggaggaaacg
<210> 22

<211> 497
<212> PRT

tggataactc
aaacccaaca
gcaccggaac
tttteggegt
ctecgegeggt
gcctaacctt
ccgtegtegg
ggggatctgt
tgctggecece
atgcgctcat
gctcctgggt
ttcgeegtcea
tcttcategg
tgatcacggc
tegtcegeegt
accgcattgg
tgctggccat
tcttaggege
ttccgatgea
cccttttgte
ctgcgaacct
catcgaccge

tcatcttcac

gtggcgegga

catcctcttt
actgtggatt
cctaggggat
cgcctegete
cttgggceccett
cacaaatgag
tgcegeegeg
ctttctcatce
accaaatatg
cgctectegeg
tectggteget
gaataaattg
cggcgtgatt
gcaaaagctt
agcggcgatt
ctttatcceceg
gtggtccgceca
cggcgegggt
ccgttceegge
cgtagcctte
caagcacatg
gtatgcttet
gctggccacg

cgagtaa

accgctcttce
atcaacgcct
aaaattggcc
gccgcagegt
ggcgetgecg
caagagcgca
ggcecceggteg
aacgtcccca
cccaacccga
gggcttaccce
gcggegtttt
gaagagcctc
gctgettegg
cagcttgecceg
gcecgcactac
ctcatctctg
cacgccgatt
gccacgatgt
atggccgeeg
gtcggatcge
ggcaccgaag
gcttacggca

ctctggtgcet

<213> Corynebacterium ammoniagenes DSM 20306

<400> 22

ccaccctgac
atccecctggt
accgccgeat
tctceccaac
tgatgatgce
ataccgceccat
ttggeggege
tcgtggtceat
ctaagcattg
tgaccatcaa
tcgectgeat
tgttgacctt
gcgcgatgtt
atgatttcag
cgacctccge
gtggcttcett
ccgtageegt
cggtgtccte
gcgtagaaga
tcaccccage
ctctgcacgg
ccaccgtggg

tccgaggaaa

cgaagagcta
gcttgecegge
gttcaccacc
tcecegeattt
tgctactttg
cggcatttgg
gctactggag
cgctttaate
ggatttcagce
ggaaatagcc
cattggcgga
cgatatcttce
tatcatggcce
ccccettecac
gctecggegge
gctcagcacg
gttgattacc
gattgcgatc
agtctcctac
gctctacctg
tggcecttggt
atgtgtagca

cccaaagtca

Met Arg Thr Ala Arg Lys Glu Phe His Asn Asn Ser Thr Pro Ala Gln

34

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



ES 2717 600 T3

Arg Trp Ser Phe Phe Ala Ala Ile Ser Leu Gly Leu Leu Met Ile Gly
20 25 30

Leu Asp Asn Ser Ile Leu Phe Thr Ala Leu Pro Thr Leu Thr Glu Glu
35 40 45

Leu His Ala Gly Glu Thr Gln Gln Leu Trp Ile Ile Asn Ala Tyr Pro
50 55 60

Leu Val Leu Ala Gly Leu Leu Leu Gly Thr Gly Thr Leu Gly Asp Lys
65 70 75 80

Ile Gly His Arg Arg Met Phe Thr Thr Gly Leu Val Ile Phe Gly Val
85 90 95

Ala Ser Leu Ala Ala Ala Phe Ser Pro Thr Pro Ala Phe Leu Ile Gly
100 105 110

Ala Arg Ala Val Leu Gly Leu Gly Ala Ala Val Met Met Pro Ala Thr
115 120 125

Leu Ala Leu Ile Arg Leu Thr Phe Thr Asn Glu Gln Glu Arg Asn Thr
130 135 140

Ala Ile Gly Ile Trp Gly Ser Val Ala Val Val Gly Ala Ala Ala Gly
145 150 155 160

Pro Val Val Gly Gly Ala Leu Leu Glu Met Trp Trp Trp Gly Ser Val
165 170 175

Phe Leu Ile Asn Val Pro Ile Val Val Ile Ala Leu Ile Ala Thr Ala
180 185 190

Leu Leu Ala Pro Pro Asn Met Pro Asn Pro Thr Lys His Trp Asp Phe
195 200 205

Ser Ser Ser Val Tyr Ala Leu Ile Ala Leu Ala Gly Leu Thr Leu Thr
210 215 220

Ile Lys Glu Ile Ala Asn Pro Asn Arg Ser Trp Val Leu Val Ala Ala
225 230 235 240

Ala Phe Phe Ala Cys Ile Ile Gly Gly Phe Leu Phe Val Arg Arg Gln
245 250 255

Asn Lys Leu Glu Glu Pro Leu Leu Thr Phe Asp Ile Phe Arg Asn Arg
260 265 270

Leu Phe Ile Gly Gly Val Ile Ala Ala Ser Gly Ala Met Phe Ile Met
275 280 285

Ala Gly Leu Glu Met Ile Thr Ala Gln Lys Leu Gln Leu Ala Asp Asp
290 295 300

Phe Ser Pro Phe His Ala Gly Val Ile Val Ala Val Ala Ala Ile Ala
305 310 315 320

Ala Leu Pro Thr Ser Ala Leu Gly Gly Ala Asn Leu His Arg Ile Gly
325 330 335

Phe Ile Pro Leu Ile Ser Gly Gly Phe Leu Leu Ser Thr Leu Gly Thr

35



10

340

ES 2717 600 T3

Val Leu Ala Met Trp Ser Ala His
355

360

Thr Gly Leu Ile Phe Leu Gly Ala

370

375

Ser Ser Ile Ala Ile Ile Gly Ser
390

385

Ala Ala Gly Val Glu Glu Val Ser

405

Val Ala Phe Val Gly Ser Leu Thr

420

Pro Ala Asn Leu Lys His Met Gly
435

Gly His Ala

450

440

Asp Ala Ser Thr Ala

455

Val Gly Cys Val Ala Val Phe Ala
470

465

Trp Cys Phe Arg Gly Asn Pro Lys

Glu

<210> 23
<211> 1362
<212> ADN

485

345

Ala Asp Ser

Gly Ala Gly

Val Pro Met

395

Tyr Glu Phe
410

Pro Ala Leu
425

Thr Glu Ala

Tyr Ala Ser

Phe Ile Phe
475

Ser Gly Gly
490

<213> Corynebacterium lipophiloflavum DSM 44291

<400> 23
atgcgttggt

tcgatcctgt
ggcctgtgga
accctcggtg
gcagcctece
gcactcggece
tttccaaacg
ggtgccgegg
atcttccteg
cccaccaatc

ctcaccctcea

gggctcggceg

tgcttctegg
acacggcact
tcatcaacgce
acaaggtggg
tgagctgege
tecggegegge
agcgcgagcg
ccggeccget
tcaacgtgcc
acccctacce
ccgggttcac

cgtggttgtt

cgtectcetec
gcccaccatce
ctaccegete
ccacgcgcgce
ctacgetcece
tgtgatgatg
caacacggcg
cgtcggeggg
catcgtcgceg
tetggtgege
gctggtcate

tgcgegtega

accggecttce
agcgccgage
gtagtggctg
atgttcgcca
acgccagagce
ccggccacgce
atcggcatct
ttcttgetgg
gccgeccetge
tgggacgcgg
aaaggacacc

caagcgcggce

36

350

Val Ala Val Leu Ile

365

Ala Thr Met Ser Val

380

His Arg Ser Gly Met

400

Gly Thr Leu Leu Ser

415

Tyr Leu Ser Asn Leu
430

Leu His Gly Gly Leu

445

Ala Tyr Gly Thr Thr

460

Thr Leu Ala Thr Leu

480

Asn Gly Gly Ala Asp

tgctcatecgg
tgggtgcgga
gtctgatgcet
cgggcatggce
tgctcatcge
tcgegetegt
gggccteegt
agcatttctg
tcgectctege
cctecgacact
tgtgggcegt

tcgagcaacc

495

gctggacaac
cgaggcacag
gggcaccgge
catcttceggt
cgcgegegge
gcagcagacg
agctaccgeg
gtggggctcg
cgcgetgege
gctgagcatc
cgtgeceggeg

gttgctcacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

ctcgacatct
accgggctceg
agccegeteg
atcatcggeg
accacggcgg
atcacggcga
gcaatcgtcg
tecctacgage
ctcgegegtt
accgtgcetcea

tttcgeggea

<210> 24
<211> 457
<212> PRT

tccgcaaccg
ccgecgtaga
aggcgggcege
ggatggtget
ccaccggcac
tgctgttegt
gctcggcacc
tcggggeget
tcgacgactc
ccatcgeege

acccgaaacg

ES 2717 600 T3

catcttcage
gctgetgacce
gatcatctcg
ccaccgegte
cctegtgget
gggcgceegge
accccaccgce
caccggagtg
cacaacgcac
ggcgatccta

ccctgeccac

ggcggtgteg
acccagcgtt
gcgatcgteg
gggttcttcce
gcgetggecg
atcggggccg
gaaggcatgg
gcecctgeteg
ccgcacgcgg
ctggccageg

cagcgcagtt

<213> Corynebacterium lipophiloflavum DSM 44291

<400> 24

Met Leu Arg

1

5

Ala Met Arg Trp Leu

Leu Leu Leu Ile Gly Leu Asp Asn

20

Thr Ile Ser Ala Glu Leu Gly Ala
35

40

Ile Asn Ala Tyr Pro Leu Val Val

50

55

Thr Leu Gly Asp Lys Val Gly His

65

70

Ala Ile Phe Gly Ala Ala Ser Leu

85

Glu Leu Leu Ile Ala Ala Arg Gly

100

Met Met Pro Ala Thr Leu Ala Leu
115

120

Arg Glu Arg Asn Thr Ala Ile Gly

130

135

Gly Ala Ala Ala Gly Pro Leu Val
150

145

Trp Trp Gly Ser Ile Phe Leu Val

165

Leu Leu Ala Leu Ala Ala Leu Arg

Leu Leu Gly
10

Ser Ile Leu
25

Asp Glu Ala

Ala Gly Leu

Ala Arg Met
75

Ser Cys Ala
90

Ala Leu Gly
105

Val Gln Gln

Ile Trp Ala

Gly Gly Phe
155

Asn Val Pro
170

Pro Thr Asn

37

tcgeegetge
tccacatcgt
cggcgteget
cgctcatcgt
tgcacaccct
tcggecagegt
cggcgagegt
gaacgctgat
tttacgacat
cgttegectg

ag

gctecgegetg
cgcegggtte
gccgtegteg
gggcgggctyg
cccggtette
cgcctceccace
ggaggaaatc
gagcaccatc
ggcctactca

cgectggetg

Val Leu Ser Thr Gly

15

Tyr Thr Ala Leu Pro
30

Gln Gly Leu Trp Ile

45

Met Leu Gly Thr Gly

60

Phe Ala Thr Gly Met

80

Tyr Ala Pro Thr Pro

95

Leu Gly Ala Ala Val
110

Thr Phe Pro Asn Glu

125

Ser Val Ala Thr Ala

140

Leu Leu Glu His Phe

160

Ile Val Ala Ala Ala

175

His Pro Tyr Pro Leu

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1362



10

val

Gly

Gly

225

Pro

val

Leu

Ala

Ile

305

val

Ala

Ala

Ser

Ser

385

Met

Ala

Ile

Pro

Arg

Phe

210

Leu

Leu

Val

Thr

Gly

290

Ile

Gly

Val

Gly

Ala

370

Tyr

Ser

Vval

Leu

Lys
450

<210> 25
<211> 2142
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 25

atgaacatca ttgccattat gggaccgcat ggcgtctttt ataaagatga gcccatcaaa

gaactggagt cggcgctggt ggcgcaaggce tttcagatta tctggccaca aaacagegtt

Trp

195

Thr

Gly

Leu

Ala

Thr

275

Ala

Gly

Gly

His

Ile

355

Pro

Glu

Thr

Tyr

Leu

435

Arg

180

Asp

Leu

Ala

Thr

Ala

260

Gln

Ile

Gly

Leu

Thr

340

Gly

Pro

Leu

Ile

Asp

420

Ala

Pro

Ala

val

Trp

Leu

245

Ala

Arg

Ile

Met

Thr

325

Leu

Ala

His

Gly

Leu

405

Met

Ser

Ala

Ala

Ile

Leu

230

Asp

Leu

Phe

Ser

Val

310

Thr

Pro

Val

Arg

Ala

390

Ala

Ala

Ala

His

Ser

Lys

215

Phe

Ile

Ala

His

Ala

295

Leu

Ala

val

Gly

Glu

375

Leu

Arg

Tyr

Phe

Gln
455

ES 2717 600 T3

Thr

200

Gly

Ala

Phe

Leu

Ile

280

Ile

His

Ala

Phe

Ser

360

Gly

Thr

Phe

Ser

Ala

440

Arg

185

Leu

His

Arg

Thr

265

val

Val

Arg

Thr

Ile

345

Val

Met

Gly

Asp

Thr

425

Cys

Ser

Leu

Leu

Arg

Asn

250

Gly

Ala

Ala

Val

Gly

330

Thr

Ala

Ala

val

Asp

410

val

Ala

38

Ser

Trp

Gln

235

Arg

Leu

Gly

Ala

Gly

315

Thr

Ala

Ser

Ala

Ala

395

Ser

Leu

Trp

Ile

Ala

220

Ala

Ile

Ala

Phe

Ser

300

Phe

Leu

Met

Thr

Ser

380

Leu

Thr

Thr

Leu

Leu

205

val

Arg

Phe

Ala

Ser

285

Leu

Phe

Val

Leu

Ala

365

Val

Leu

Thr

Ile

Phe
445

130

Thr

Val

Leu

Ser

val

270

Pro

Pro

Pro

Ala

Phe

350

Ile

Glu

Gly

His

Ala

430

Arg

Leu

Pro

Glu

Gly

255

Glu

Leu

Ser

Leu

Ala

335

Val

Val

Glu

Thr

Pro

415

Ala

Gly

Thr

Ala

Gln

240

Gly

Leu

Glu

Ser

Ile

320

Leu

Gly

Gly

Ile

Leu

400

His

Ala

Asn

60

120



gatttgctga
gagtacagtc
gccttcatca
tggttttttg
accgacgaat
aaagagcgga
agccecggttg
tctatttegg
gaagagtaca
tcgacgtcega
gaccgcaatt
tggctgaaac
actcgecgaca
gcggtgatca
acgctggatg
ccgatctacce
gaaacgcaat
aaaggcgagt
cccagttatc
ggcaaacggc
cggctgeggg
gaagccgaat
gccgatcata
cagggcaata
cgtgggatcg
atcgataaaa
gatctcaacc
taccgcaata
gatctteceg
catcaggcat

gtcggtagag

aatttatcga
tcgatttatg
acacccactc
aatatgcgcet
atcttgataa
agtacacctt
gctgtctgtt
tcaccgagcet
tcgegeggac
acaaaattgt
gtcataaatc
cgacgcgtaa
gcatcgaaga
ccaactccac
tcecegtegat
agggtaaaag
cgacccacaa
atgacgaaga
ccattgttgce
tgattaaccg
aagagtctga
gctggeeegt
tgtttctega
tgagcgagga
tagtagagaa
ccaaagcaat
tgcggatcaa
tgcgtattca
gtttgatgtt
ggcaacgaca

tatcggcaaa

ES 2717 600 T3

gcataaccct
tagcgatatc
gacgatggat
ggggcaggcyg
cattacaccg
ttgtacgecceg
ttatgatttt
tggttegttg
ttttggegeg
gggtatgtac
gctggegeat
tgcgttgggg
gaaagtcgct
ctatgatggce
tcacttcgat
tggtatgagce
aatgctggeg
ggcctttaac
ttcggttgag
ttcagtagaa
cggttggttt
tgecgectgge
tceggttaaa
ggggatcccg
aaccggcecct
gggattattg
aaatatgcta
ggatctggca
gcgggecatte
aattaaaggc

tatgatcctg

cgaatttgcg
aatcagctta
gtcagcgtgce
gaagatatcg
cegttcacga
gggcatatgg

ttcggcggga

ctcgaccaca
gaacagagtt
gccgegecat
ctgttgatga
attcttggtg
gctaccacgce
ttgctctaca
tctgeectggg
ggcgagegtg
gcgttatege
gaagccttta
acggcggcgg
cgagctctge
ttcgatatct
gaacagtggc
gtcactattt
gcggcgetgg
tataacctgce
cgtgggttga
cccgatctcet
caagggatcc
gatactttge
gaagtagaaa

ccttatccac

39

gcgtgatttt
atgaatatct
aggatatgcg
ccattcgtat
aagccttgtt
gcggcaccgce
atactcttaa
ccgggccaca
atatcgttac
ccggcagtac
tgaacgatgt
ggatcccgeg
aagcacaatg
acaccgactg
tgccgtacac
ttgcgggaaa
aggctteget
tgatgcatac
cgatgctgeg
attttcgcaa
ggcaaccgcc
acggctttaa
tgacaccggg
tagcaaaatt
tgtttctett
cggaattcaa
atgcagaaga
ataagctgat
cggagatgat
ccattgceget

cgggcgtacc

tgactgggat
cccgetttat
gatggcgctc
gcgtcagtac
tacctacgte
atatcaaaaa
ggctgatgtc
cctggaageg
caacggaaca
gctgttgatc
agtgccagtc
ccgtgaattt
gccggtteat
gatcaaacag
ccattttcat
agtgatcttc
gatccacatt
caccacctceg
tggtaatccg
agaggtccag
gcaggtggat
cgatgcggat
gatggacgag
cctcgacgaa
tagtattggce
acgctcttac
tcececgattte
tcgtaaacac
catgacgcca
ggaacaactg

gctgttgatg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



ES 2717 600 T3

cctggagaaa tgctgaccaa agagagccgc acagtactcg attttctact gatgetttgt 2040
tcecgtecggge aacattaccc cggttttgaa acggatattc acggcgcgaa acaggacgaa 2100
gacggegttt accgegtacg agtcctaaaa atggegggat aa 2142
<210> 26
<211>713
<212> PRT
<213> Escherichia coli
<400> 26
Met Asn Ile Ile Ala Ile Met Gly Pro His Gly Val Phe Tyr Lys Asp

1 5 10 15

Glu Pro Ile Lys Glu Leu Glu Ser Ala Leu Val Ala Gln Gly Phe Gln
20 25 30

Ile Ile Trp Pro Gln Asn Ser Val Asp Leu Leu Lys Phe Ile Glu His
35 40 45

Asn Pro Arg Ile Cys Gly Val Ile Phe Asp Trp Asp Glu Tyr Ser Leu
50 55 60

Asp Leu Cys Ser Asp Ile Asn Gln Leu Asn Glu Tyr Leu Pro Leu Tyr
65 70 75 80

Ala Phe Ile Asn Thr His Ser Thr Met Asp Val Ser Val Gln Asp Met
85 90 95

Arg Met Ala Leu Trp Phe Phe Glu Tyr Ala Leu Gly Gln Ala Glu Asp
100 105 110

Ile Ala Ile Arg Met Arg Gln Tyr Thr Asp Glu Tyr Leu Asp Asn Ile
115 120 125

Thr Pro Pro Phe Thr Lys Ala Leu Phe Thr Tyr Val Lys Glu Arg Lys
130 135 140

Tyr Thr Phe Cys Thr Pro Gly His Met Gly Gly Thr Ala Tyr Gln Lys
145 150 155 160

Ser Pro Val Gly Cys Leu Phe Tyr Asp Phe Phe Gly Gly Asn Thr Leu
165 170 175

Lys Ala Asp Val Ser Ile Ser Val Thr Glu Leu Gly Ser Leu Leu Asp
180 185 190

His Thr Gly Pro His Leu Glu Ala Glu Glu Tyr Ile Ala Arg Thr Phe
195 200 205

Gly Ala Glu Gln Ser Tyr Ile Val Thr Asn Gly Thr Ser Thr Ser Asn
210 215 220

Lys Ile Val Gly Met Tyr Ala Ala Pro Ser Gly Ser Thr Leu Leu Ile
225 230 235 240

Asp Arg Asn Cys His Lys Ser Leu Ala His Leu Leu Met Met Asn Asp
245 250 255

Val Val Pro Val Trp Leu Lys Pro Thr Arg Asn Ala Leu Gly Ile Leu
260 265 270

40



Gly

Val

Asn

305

Thr

Thr

Arg

Leu

Asp

385

Pro

Arg

Leu

Trp

Trp

465

Ala

Gly

Leu

Gly

Lys

545

Asp

Asp

Ile

Gly

Ala

290

Ser

Leu

His

val

Ala

370

Glu

Ser

Gly

His

Phe

450

Pro

Asp

Met

Val

Pro

530

Ala

Leu

Pro

His

Ile

275

Ala

Thr

Asp

Phe

Ala

355

Ala

Glu

Tyr

Asn

Phe

435

Phe

Val

His

Asp

Ala

515

Tyr

Met

Asn

Asp

Lys
595

Pro

Thr

Tyr

Val

His

340

Gly

Leu

Ala

Pro

Pro

420

Arg

Asp

Ala

Met

Glu

500

Lys

Asn

Gly

Leu

Phe

580

Leu

Arg

Thr

Asp

Pro

325

Pro

Lys

Ser

Phe

Ile

405

Gly

Lys

Ile

Pro

Phe

485

Gln

Phe

Leu

Leu

Arg

565

Tyr

Ile

Arg

Gln

Gly

310

Ser

Ile

val

Gln

Asn

390

Val

Lys

Glu

Trp

Gly

470

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

550

Ile

Arg

Arg

Glu

Ala

295

Leu

Ile

Tyr

Ile

Ala

375

Glu

Ala

Arg

Val

Gln

455

Glu

Asp

Asn

Asp

Phe

535

Arg

Lys

Asn

Lys

ES 2717 600 T3

Phe

280

Gln

Leu

His

Gln

Phe

360

Ser

Ala

Ser

Leu

Gln

440

Pro

Gln

Pro

Met

Glu

520

Leu

Gly

Asn

Met

His
600

Thr

Trp

Tyr

Phe

Gly

345

Glu

Leu

Phe

Vval

Ile

425

Arg

Pro

Trp

val

Ser

505

Arg

Phe

Leu

Met

Arg

585

Asp

Arg

Pro

Asn

Asp

330

Lys

Thr

Ile

Met

Glu

410

Asn

Leu

Gln

His

Lys

490

Glu

Gly

Ser

Thr

Leu

570

Ile

Leu

41

Asp

Val

Thr

315

Ser

Ser

Gln

His

Met

395

Thr

Arg

Arg

Val

Gly

475

val

Glu

Ile

Ile

Glu

555

Pro

Gln

Pro

Ser

His

300

Asp

Ala

Gly

Ser

Ile

380

His

Ala

Ser

Glu

Asp

460

Phe

Thr

Gly

Val

Gly

540

Phe

Asp

Asp

Gly

Ile

285

Ala

Trp

Trp

Met

Thr

365

Lys

Thr

Ala

Vval

Glu

445

Glu

Asn

Ile

Ile

Val

525

Ile

Lys

Leu

Leu

Leu
605

Glu

Val

Ile

val

Ser

350

His

Gly

Thr

Ala

Glu

430

Ser

Ala

Asp

Leu

Pro

510

Glu

Asp

Arg

Tyr

Ala

590

Met

Glu

Ile

Lys

Pro

335

Gly

Lys

Glu

Thr

Met

415

Arg

Asp

Glu

Ala

Thr

495

Ala

Lys

Lys

Ser

Ala

575

Gln

Leu

Lys

Thr

Gln

320

Tyr

Glu

Met

Tyr

Ser

400

Leu

Ala

Gly

Cys

Asp

480

Pro

Ala

Thr

Thr

Tyr

560

Glu

Gly

Arg
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Ala Phe Asp Thr Leu Pro Glu Met
610 615

Gln Arg Gln Ile Lys Gly Glu Val
625 630

Val Gly Arg Val Ser Ala Asn Met
645

Pro Leu Leu Met Pro Gly Glu Met
660

Leu Asp Phe Leu Leu Met Leu Cys
675 680

Phe Glu Thr Asp Ile His Gly Ala

690 695

Arg Val Arg Val Leu Lys Met Ala

705 710

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CJ7-F_Kpnl

<400> 27
cggggtacca gaaacatccc agcgctacta ata

<210> 28

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CJ7-R-Hindlll

<400> 28
cccaagctta gtgtttcctt tcgttgggta cg 32

<210> 29

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> IdcC-F_Hindlll

<400> 29

cccaagctta agcttatgaa catcattgcc attatggg

<210> 30

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ldcC-R_Xbal

Ile Met

Glu Thr

Ile Leu

650
Leu Thr
665
Ser Val

Lys Gln

Gly

38

42

Thr

Ile

635

Pro

Lys

Gly

Asp

Pro

620

Ala

Tyr

Glu

Gln

Glu
700

His

Leu

Pro

Ser

His

685

Asp

Gln

Glu

Pro

Arg

670

Tyr

Gly

Ala

Gln

Gly

655

Thr

Pro

Val

Trp

Leu

640

Val

Val

Gly

Tyr
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<400> 30
tgctctagat tatcccgeca tttttaggac tc 32

<210> 31

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HMPREF0281_01446-F

<400> 31
caacgaaagg aaacactatg attggcttgg ataactccat ¢ 41

<210> 32

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HMPREF0281_01446-R

<400> 32
gaatgagttc ctcgagttac tcgtccgege cacc 34

<210> 33

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HMPREF0298_0262-F

<400> 33
caacgaaagg aaacactatg cgttggttgc ttctcgg 37

<210> 34

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HMPREF0298_0262-R

<400> 34
gaatgagttc ctcgagctaa ctgcgetggt ggge 34
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo para producir diamina, en el que la actividad de una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 24, se introduce o se
mejora dentro del microorganismo, en comparacion con la actividad endégena.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que ademas se debilita la actividad de la
diamina acetiltransferasa, en comparacion con la actividad endégena.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la diamina acetiltransferasa tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 11, 12y 13.

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la diamina es putrescina o
cadaverina.
5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo es un

microorganismo que pertenece al género Corynebacterium o al género Escherichia.

6. Un método para producir diamina, que comprende:
(i) cultivar el microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para obtener un cultivo de
células microbianas; y

(ii) recuperar la diamina del microorganismo cultivado o del medio de cultivo celular.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que la diamina es putrescina o cadaverina.
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