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DESCRIPCIÓN

Microorganismos para producir putrescina u ornitina y proceso para producir putrescina u ornitina usando los mismos

[Campo Técnico]5

La presente invención se refiere a un microorganismo recombinante para producir putrescina u ornitina, y un método
para producir putrescina u ornitina usando los mismos.

[Antecedentes de la Técnica]10

La putrescina se encuentra en bacterias u hongos gram negativos y está presente en diversas especies en alta 
concentración. Por lo tanto se espera que desempeñe funciones importantes en el metabolismo de los 
microorganismos. En general, la putrescina es un material de base muy importante para la síntesis de poliamina 
nailon-4,6 y se produce principalmente mediante un método de síntesis química. El método de síntesis química 15
consiste en un proceso de 3 etapas que incluye una reacción de oxidación catalítica, una etapa en la que se usa un 
compuesto de cianuro y una reacción de hidrogenación que usa hidrógeno a alta presión. En este sentido, para la 
producción de putrescina, se requiere el desarrollo de un método más respetuoso con el medio ambiente usando
biomasa que pueda reducir el consumo de energía.

20
En estas circunstancias, como métodos para producir putrescina usando un microorganismo, se desvelaron métodos 
para la producción de putrescina con un rendimiento elevado mediante transformación de E. coli y un 
microorganismo del género Corynebacterium (Publicación de Patente Internacional N.º WO 2006/005603; 
Publicación de Patente Internacional N.º WO 2009/125924; 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. 25
Biotechnol. 95: 169 - 178, 2012).

La ortitina es un material que se encuentra ampliamente en plantas, animales y microorganismos y se usa como un 
precursor en la biosíntesis de arginina, prolina, y poliaminas. La ornitina desempeña un papel importante en la ruta 
de excreción de urea producida a partir de aminoácidos o amoniaco por el ciclo de ornitina en el metabolismo in vivo 30
de animales superiores. La ornitina también se usa como suplemento nutricional o fármacos farmacéuticos en la 
industria para mejorar la cirrosis hepática y trastornos de la función hepática. Los métodos conocidos para producir 
ornitina incluyen el tratamiento de caseína de leche con enzimas digestivas y el uso de E. coli transformada o un 
microorganismo del género Corynebacterium (Patente Coreana N.º 10-1372635; T. Gotoh et al., Bioprocess Biosyst. 
Eng., 33: 773 - 777, 2010).35

SugR, que es un regulador transcripcional del metabolismo del azúcar (en lo sucesivo en el presente documento, 
SugR), es un regulador transcripcional conocido en Corynebacterium, y hubo un informe previo de que SugR inhibe 
el gen que codifica la fosfotransferasa de la proteína PEP del sistema PTS y los genes asociados con la glicólisis de 
azúcares (VF Wendisch, et al., J. Bacteriol. 190: 24, 8033 - 8044, 2008). La citrato sintasa es una enzima que en 40
primer lugar actúa en el ciclo del TCA y puede regular su velocidad. Se informó que una cepa modificada de 
Corynebacterium con actividad reducida de GltA aumentó la producción de aspartato y lisina (Shiio et al., Agric Biol 
Chem. 46; 101 - 107, 1982).

Jiang L-Y et al., (J. Ind Microbiol Biotechnol 2013; 40: 1143-1151) desvela Corynebacterium glutamicum para la 45
producción de ornitina. La citrato sintasa (gltA) entre otras enzimas dependientes de NAPD se sobreexpresan.

[Divulgación]

[Problema Técnico]50

Los presentes inventores han confirmado que la manipulación de sugR, el gen que codifica SugR y gltA, el gen que 
codifica la sintasa de citrato, mejora la productividad de la putrescina o de la ornitina, completando de ese modo la 
presente invención.

55
[Solución Técnica]

Un objeto de la presente invención es proporcionar un microorganismo recombinante que pueda producir putrescina 
u ornitina con alto rendimiento.

60
Otro objeto de la presente invención es proporcionar un método para producir putrescina u ornitina usando el 
microorganismo mencionado anteriormente.

[Efectos Ventajosos]
65

Los presentes inventores han confirmado que el aumento de manera simultánea de la actividad de la citrato sintasa 
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(en lo sucesivo en el presente documento, GltA) a la vez que se debilita la actividad de SugR en un microorganismo 
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina aumenta la cantidad de producción de putrescina u 
ornitina. Por lo tanto, el microorganismo de la presente invención se puede usar ampliamente para la producción 
industrial de putrescina u ornitina, y el microorganismo se puede usar ampliamente como un medio eficaz y deseable 
en términos de aspectos económicos y ambientales para proporcionar un material de base para la producción de 5
diversos productos poliméricos, en los que se usan putrescina u ornitina como materiales sin procesar.

[Mejor Modo de Llevar a Cabo la Invención]

Un aspecto de la presente divulgación proporciona un microorganismo modificado del género Corynebacterium que 10
produce putrescina u ornitina, en el que el microorganismo se ha modificado de modo que una actividad de 
regulador transcripcional del metabolismo del azúcar (SugR) se debilita en comparación con la actividad de SugR en 
la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium y una actividad de citrato sintasa (GltA) aumenta en 
comparación con su actividad de GltA en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium,
en el que la actividad de SugR se debilita por: 1) deleción de una parte o la totalidad de un polinucleótido que 15
codifica la proteína; 2) modificación de la secuencia de control de la expresión para reducir la expresión del 
polinucleótido; 3) modificación de la secuencia de polinucleótidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la 
proteína; o 4) un método seleccionado entre una combinación de los mismos; y la actividad de GltA aumenta por: 1) 
aumento del número de copias de un polinucleótido que codifica la enzima; 2) modificación de la secuencia de 
control de la expresión para aumentar la expresión del polinucleótido; 3) modificación de la secuencia de 20
polinucleótidos en el cromosoma para aumentar la actividad de la enzima; o 4) modificación por una combinación de 
los mismos.

Una realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el SugR consiste en una secuencia de aminoácidos de 25
SEQ ID NO: 1 o de SEQ ID NO: 3.

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el GltA consiste en una secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7.30

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el microorganismo del género Corynebacterium se 
selecciona entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, 
Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, y Brevibacterium lactofermentum.35

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que además se introduce una actividad de ornitina 
descarboxilasa (ODC).

40
Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el ODC consiste en una secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 17.

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género45
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de i) ornitina carbamoiltransferasa
(ArgF) se debilita en comparación con la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium, ii) un agente exportador de glutamato se debilita en comparación con la actividad del agente 
exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, o iii) la ornitina 
carbamoiltransferasa y un agente exportador de glutamato se debilitan en comparación con la actividad de ornitina 50
carbamoiltransferasa y el agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium.

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación además proporciona el microorganismo modificado 
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el ornitina carbamoiltransferasa consiste en 55
una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o de SEQ ID NO: 11, y el agente exportador de glutamato consiste 
en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 13 o de SEQ ID NO: 15.

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de al menos una enzima seleccionada 60
entre el grupo que consiste en acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC), acetilglutamato sintasa u ornitina 
acetiltransferasa (ArgJ), acetilglutamato quinasa (ArgB), y acetilornitina aminotransferasa (ArgD) aumenta en 
comparación con la actividad de dicha enzima o enzimas en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género65
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa consiste en 
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una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 19 o de SEQ ID NO: 21, the acetilglutamato sintasa u ornitina 
acetiltransferasa consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 23 o de SEQ ID NO: 25, the 
acetilglutamato quinasa consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 27 o de SEQ ID NO: 29, y la
acetilornitina aminotransferasa consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 31 o de SEQ ID NO: 33.

5
Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación además proporciona el microorganismo modificado 
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de acetiltransferasa se 
debilita en comparación con la actividad de acetiltransferasa en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium.

10
Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género 
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el acetiltransferasa consiste en una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 35 o de SEQ ID NO: 37.

Otra realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el microorganismo modificado del género15
Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de una proteína que consiste en la SEQ 
ID NO: 39 o la SEQ ID NO: 41 aumenta en comparación con la actividad de dicha proteína en la misma cepa pero no 
modificada de Corynebacterium.

Otro aspecto de la presente divulgación proporciona un método para producir putrescina u ornitina, que incluye:20

(i) cultivar un microorganismo modificado del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina en un 
medio, en el que una actividad de regulador transcripcional del metabolismo del azúcar (SugR) se debilita en 
comparación con su actividad endógena y una actividad de citrato sintasa (GltA) aumenta en comparación con 
su actividad endógena; y25
(ii) recuperar putrescina u ornitina del microorganismo cultivado por el medio cultivado en la etapa (i).

Una realización a modo de ejemplo de la presente divulgación proporciona el método para producir putrescina u 
ornitina, en el que el microorganismo del género Corynebacterium es Corynebacterium glutamicum.

30
En lo sucesivo en el presente documento, la presente divulgación se describe con detalle.

Un aspecto de la presente divulgación se refiere a un microorganismo modificado del género Corynebacterium que 
produce putrescina u ornitina, en el que una actividad de regulador transcripcional del metabolismo del azúcar
(SugR) se debilita en comparación con la actividad de SugR en la misma cepa pero no modificada de 35
Corynebacterium y una actividad de citrato sintasa (GltA) aumenta en comparación con su actividad de GltA en la 
misma cepa pero no modificada de Corynebacterium. Como se usa en el presente documento, la expresión
"regulador transcripcional del metabolismo del azúcar (SugR)" se refiere a una enzima que funciona ampliamente 
como un inhibidor con respecto a los genes asociados con diversos aspectos del metabolismo del azúcar, tal como 
absorción de azúcar y el sistema de fosfotransferasa, glicólisis, fermentación relacionada con la lactato 40
deshidrogenasa, etc. En la presente divulgación, SugR incluye tanto las proteínas endógenas como las proteínas 
extrañas dentro de un microorganismo del género Corynebacterium, y específicamente, un SugR obtenido a partir de 
un microorganismo del género Corynebacterium.

En la presente divulgación, el regulador transcripcional del metabolismo del azúcar puede incluir, pero no se limita a, 45
cualquier proteína que incluye la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o de SEQ ID NO: 3, o cualquier 
proteína que incluya una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, 
específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 %
o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga 50
sustancialmente la misma actividad que el regulador transcripcional del metabolismo del azúcar.

Además, dado que la secuencia de aminoácidos de una proteína que codifica la actividad mencionada anteriormente
puede variar dependiendo de la especie o cepa del microorganismo, el SugR puede estar limitado con respecto a su 
origen en la presente divulgación, pero el SugR se puede obtener, por ejemplo, a partir de un microorganismo del 55
género Corynebacterium, y específicamente, se puede obtener a partir de Corynebacterium glutamicum. Es evidente 
que cualquier secuencia de aminoácidos que tenga una homología con respecto a las secuencias mencionadas 
anteriormente y que tenga una actividad biológica sustancialmente igual o correspondiente a la proteína de SEQ ID 
NO: 1 o de SEQ ID NO: 3 también puede pertenecer al alcance de la presente divulgación, aunque la secuencia de 
aminoácidos puede tener una deleción, modificación, sustitución, o adición en parte de la secuencia.60

El polinucleótido que codifica el regulador transcripcional del metabolismo del azúcar de la presente divulgación, 
siempre y cuando tenga una actividad similar a la del regulador transcripcional del metabolismo del azúcar, puede 
incluir cualquier polinucleótido que codifique la proteína que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o 
de SEQ ID NO: 3, o los polinucleótidos que codifican proteínas que tienen una homología de secuencia de un 70 %65
o superior, específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más 
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específicamente un 95 % o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más 
específicamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente. Con 
respecto al polinucleótido que codifica el regulador transcripcional del metabolismo del azúcar, teniendo en cuenta 
los codones basándose en la degeneración del codón o los preferidos por organismos para expresar el regulador, se 
pueden realizar diversas modificaciones en la región codificante dentro del alcance sin cambiar la secuencia de 5
aminoácidos del polipéptido, y específicamente, el polinucleótido puede incluir la secuencia de polinucleótidos de
SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 4, pero no se limita a estas.

Como se usa en el presente documento, la expresión "citrato sintasa (GltA)" se refiere a una enzima que está 
implicada en la producción de diversos compuestos intermedios biosintéticos intracelulares y la producción de ácido 10
nucleico con contenido reducido de purina. Se sabe que GltA actúa para mediar la condensación hidrolítica entre
acetil-CoA y oxaloacetato para la producción de citrato. En la presente divulgación, GltA incluye tanto las enzimas 
endógenas como las proteínas extrañas presentes en un microorganismo del género Corynebacterium, y 
específicamente, GltA obtenido a partir de un microorganismo del género Corynebacterium.

15
En la presente divulgación, GltA puede incluir, pero no se limita a, las proteínas que tienen la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7, o cualquier proteína que incluya una secuencia de aminoácidos 
que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, específicamente un 80 % o superior, más 
específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 % o superior, además incluso más 
específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de 20
aminoácidos mencionadas anteriormente, y que tenga la actividad sustancial de mediar la condensación hidrolítica
entre acetil-CoA y oxaloacetato para la producción de citrato.

Además, dado que la secuencia de aminoácidos de la proteína que presenta la actividad puede variar de acuerdo 
con la especie o cepa del microorganismo, GltA se puede obtener, por ejemplo, Corynebacterium, y 25
específicamente, Corynebacterium glutamicum, pero el origen de GltA no se limita a esto en la presente divulgación. 
Es evidente que cualquier secuencia de aminoácidos que tenga una homología con respecto a las secuencias 
mencionadas anteriormente y que tenga una actividad biológica sustancialmente igual o correspondiente a la 
proteína de SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7 también puede pertenecer al alcance de la presente divulgación, 
aunque la secuencia de aminoácidos puede tener una deleción, modificación, sustitución, o adición en parte de la 30
secuencia.

El polinucleótido que codifica GltA de la presente divulgación puede incluir los polinucleótidos que codifican el 
aminoácido de SEQ ID NO: 5 o de SEQ ID NO: 7, o los polinucleótidos que codifican proteínas que tienen una 
homología de un 70 % o superior, específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, 35
incluso más específicamente un 95 % o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más 
específicamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente. Con 
respecto al polinucleótido que codifica GltA, teniendo en cuenta los codones basándose en la degeneración del 
codón o los preferidos por organismos para expresar el GltA, se pueden realizar diversas modificaciones en la región 
codificante dentro del alcance sin cambiar la secuencia de aminoácidos del polipéptido, y específicamente, el 40
polinucleótido puede incluir la secuencia de polinucleótidos de SEQ ID NO: 6 o de SEQ ID NO: 8, pero no se limita a 
estas.

Como se usa en el presente documento, el término "homología" se refiere a un grado de identidad en comparación 
con una secuencia de aminoácidos dada o una secuencia de polinucleótidos y se puede indicar como un porcentaje. 45
En la presente divulgación, las secuencias homólogas que tienen una actividad igual o similar a la de la secuencia
de aminoácidos dada o la secuencia de polinucleótidos se indican en términos de " % de homología". Por ejemplo, la 
homología se puede confirmar usando un software convencional para calcular parámetros (por ejemplo, parámetros 
tales como puntuación, identidad y similitud), específicamente BLAST 2.0, o comparando secuencias por 
transferencia de Southern en condiciones de hibridación rigurosas definidas, y las condiciones de hibridación 50
apropiadas que se van a definir se pueden determinar con un método que está dentro del alcance de la técnica y 
que es bien conocido para alguien con una experiencia habitual en la materia (por ejemplo, J. Sambrook et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2ª Edición, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, New 
York, 1989; F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York).

55
Además, los polinucleótidos que codifican SugR y citrato sintasa de la presente divulgación se pueden hibridar en 
condiciones rigurosas con las secuencias de polinucleótidos de SEQ ID NO: 2 o 4, o de SEQ ID NO: 6 u 8, o sondas 
obtenidas a partir de las secuencias de polinucleótidos, respectivamente, y pueden ser un tipo modificado que 
codifica SugR y citrato sintasa que están implicados en las funciones normales. Como se usa en el presente 
documento, la expresión "condiciones rigurosas" se refiere a una condición que permite una hibridación específica 60
entre polinucleótidos. Por ejemplo, las condiciones rigurosas se describen específicamente en las referencias (por 
ejemplo, J. Sambrook et al., en el mismo lugar).

En la presente divulgación, se realizaron intentos para debilitar la actividad de SugR, o para aumentar la actividad de
GltA, o para aplicar tanto un debilitamiento de la actividad de SugR como un aumento de la actividad de GltA de 65
forma simultánea con respecto a un microorganismo del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, 
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y como resultado, se confirmó que la cantidad de producción de putrescina u ornitina aumentó en todas las cepas 
modificadas.

En particular, el microorganismo de la presente divulgación puede incluir microorganismos tanto de tipo silvestre 
como de tipo modificado siempre y cuando puedan producir putrescina u ornitina. Por ejemplo, el microorganismo5
puede pertenecer al género Escherichia, el género Shigella, el género Citrobacter, el género Salmonella, el género
Enterobacter, el género Yersinia, el género Klebsiella, el género Erwinia, el género Corynebacterium, el género
Brevibacterium, el género Lactobacillus, el género Selenomanas, el género Vibrio, el género Pseudomonas, el 
género Streptomyces, el género Arcanobacterium, y el género Alcaligenes. De forma específica, el microorganismo
de la presente divulgación de pertenecer al género Corynebacterium, y más específicamente, se puede seleccionar 10
entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium 
thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, y Brevibacterium lactofermentum, e incluso más específicamente, puede 
ser Corynebacterium glutamicum, pero no se limita a estos.

De forma específica, como se usa en el presente documento, la expresión "que produce putrescina u ornitina" se 15
refiere a un microorganismo proporcionado con productividad de putrescina u ornitina en una cepa precursora que 
tiene la putrescina o la ornitina en un estado natural o no tiene actividad de putrescina u ornitina.

Además, el microorganismo que produce putrescina u ornitina se puede modificar de modo que una actividad de
ornitina carbamoiltransferasa (ArgF), que está implicada en la síntesis de la arginina, se debilita en comparación con 20
la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium y/o una actividad de agente 
exportador de glutamato (NCgl1221), que es una proteína implicada en la secreción de glutamato, se debilita en 
comparación con la actividad del agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium.

25
Además, el microorganismo que tiene productividad de putrescina se puede modificar para debilitar la actividad de la
acetiltransferasa (NCgl1469), que es una proteína que acetila la putrescina, en comparación con la actividad en la 
misma cepa pero no modificada de Corynebacterium y/o para introducir la actividad de ODC, que es una proteína 
que convierte la ornitina en putrescina.

30
En particular, la modificación de las actividades de mejora o debilitamiento se puede producir mediante un proceso 
denominado transformación en la presente divulgación. Como se usa en el presente documento, el término 
"transformación" se refiere a un proceso de introducción de un polinucleótido que codifica una proteína particular o 
un vector que incluye una secuencia promotora con actividad fuerte o débil, etc., en una célula hospedadora, 
permitiendo de este modo la expresión de la proteína codificada por el polinucleótido en la célula hospedadora o la 35
inducción de la modificación del cromosoma de la célula hospedadora.

Además, el polinucleótido incluye ADN y ARN que codifican la proteína diana. El polinucleótido se puede insertar en 
cualquier forma siempre y cuando pueda introducirse en una célula hospedadora y expresarse en la misma. Por 
ejemplo, el polinucleótido se puede introducir en una célula hospedadora en forma de un casete de expresión, que 40
es un constructo genético que incluye todos los elementos esenciales necesarios para la autoexpresión. El casete de 
expresión puede incluir convencionalmente un promotor conectado de forma operativa al polinucleótido, una señal 
de terminación de la transcripción, un dominio de unión a ribosoma y una señal de terminación de la traducción. El 
casete de expresión puede tener la forma de un vector de expresión capaz de autorreplicación. Además, el 
polinucleótido se puede introducir en una célula hospedadora como tal y se conecta de manera operativa a una 45
secuencia necesaria para su expresión en la célula hospedadora, pero no se limita a esta.

Además, como se usa en el presente documento, la expresión "conectado de forma operativa" se refiere a una 
conexión funcional entre una secuencia promotora, que inicia y media la transcripción del polinucleótido que codifica 
la proteína diana de la presente divulgación, y la secuencia genética mencionada anteriormente.50

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a cualquier constructo de ADN que incluye la 
secuencia de polinucleótidos que codifica la proteína diana, que está conectada de forma operativa a una secuencia 
de control apropiada capaz de expresar la proteína diana en una célula hospedadora apropiada. La secuencia de 
control incluye un promotor capaz de iniciar la transcripción, cualquier secuencia de operador capaz de controlar la 55
transcripción, una secuencia que codifica un dominio de unión a ribosoma de ARNm apropiado, y secuencias 
capaces de controlar la terminación de la transcripción y la traducción. El vector, después de transformarse en una 
célula hospedadora apropiada, se puede replicar o funcionar independientemente del genoma del hospedador, o se 
puede integrar en el propio genoma hospedador.

60
El vector que se va a usar en la presente divulgación puede no estar particularmente limitado siempre y cuando el 
vector se puede replicar en una célula hospedadora, y se pueda usar cualquier vector conocido en la técnica. Los 
ejemplos del vector usado convencionalmente pueden incluir plásmidos, cósmidos, virus, y bacteriófagos naturales o 
recombinantes. Por ejemplo, como vector fago o vector cósmido, se pueden usar, pWE15, M13, MBL3, MBL4, IXII, 
ASHII, APII, t10, t11, Charon4A, Charon21A, etc.; y como un vector plasmídico, se pueden usar aquellos basados en 65
pBR, pUC, pBluescriptII, pGEM, pTZ, pCL, pET, etc.. El vector que se va a usar en la presente divulgación puede no 
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estar particularmente limitado, pero se puede usar cualquier vector de expresión conocido. De forma específica, se 
pueden usar los vectores pDZ, pDZTn, pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, 
pCC1BAC, etc.

Como tal, el polinucleótido que codifica una proteína diana extraña se puede sustituir por un polinucleótido 5
modificado en el cromosoma mediante un vector para la inserción en el cromosoma bacteriano. La inserción del 
polinucleótido en el cromosoma se puede llevar a cabo usando cualquier método conocido en la técnica, por 
ejemplo, por recombinación homóloga, pero no se limita a esta. Dado que el vector de la presente divulgación se 
puede insertar en el cromosoma mediante recombinación homóloga, se puede incluir un marcador de selección para 
confirmar la inserción en el cromosoma. El marcador de selección se usa para la selección de una célula 10
transformada, es decir, para confirmar si se ha insertado el polinucleótido diana, y se pueden usar marcadores 
capaces de proporcionar fenotipos seleccionables tales como resistencia a fármacos, requisito de nutrientes, 
resistencia a agentes citotóxicos y expresión de proteínas de superficie. En las circunstancias tratadas con agentes 
selectivos, solo las células capaces de expresar los marcadores de selección pueden sobrevivir o expresar otros 
rasgos fenotípicos, y de ese modo las células transformadas se pueden seleccionar.15

Como se usa en el presente documento, la expresión "mejora de la actividad" no solo incluye la provisión de un 
efecto más alto que la función original debido a la nueva introducción de una actividad o un aumento de la actividad 
de una proteína en sí misma, sino que también incluye el aumento de su actividad por un aumento de la actividad de 
un gen endógeno, amplificación de un gen endógeno a partir de uno o varios factores internos o externos, deleción20
de uno o varios factores reguladores para inhibir la expresión génica, un aumento del número de copias del gen, 
introducción de un gen del exterior, modificación de la secuencia de control de la expresión, y específicamente, un 
aumento de la actividad enzimática debido a la sustitución o modificación de un promotor y una mutación dentro de 
un gen, etc.

25
De forma específica, en la presente divulgación, la mejora o aumento de actividad se puede llevar a cabo mediante:

1) aumento del número de copias de un polinucleótido que codifica la enzima,
2) modificación de la secuencia de control de la expresión para aumentar la expresión del polinucleótido,
3) modificación de la secuencia de polinucleótidos en el cromosoma para aumentar la actividad de la enzima, y30
4) modificación por una combinación de los mismos,
pero el método no se limita a esto.

El aumento del número de copias de un polinucleótido (método 1) se puede llevar a cabo de una manera en la que el 
polinucleótido se une de forma operativa a un vector, o insertando el polinucleótido en el cromosoma de una célula 35
hospedadora, aunque el método no es particularmente limitado al mismo. De forma específica, el aumento del 
número de copias de un polinucleótido dentro del cromosoma de la célula hospedadora se puede llevar a cabo
mediante la introducción de un vector que se puede replicar y funcionar independientemente de una célula 
hospedadora y al que el polinucleótido que codifica la proteína de la presente divulgación se une de forma operativa; 
o se puede llevar a cabo introduciendo un vector que puede insertar el polinucleótido en el cromosoma de una célula 40
hospedadora y al que el polinucleótido se une de forma operativa, en una célula hospedadora.

A continuación, la modificación de la secuencia de control de la expresión para aumentar la expresión de un 
polinucleótido (método 2) se puede llevar a cabo induciendo una modificación en la secuencia de polinucleótidos 
mediante deleción, inserción, sustitución no conservativa o conservativa de la secuencia de polinucleótidos, o una 45
combinación de los mismos para mejorar aún más la actividad de la secuencia de control de la expresión, o 
sustituyendo la secuencia de polinucleótidos por una secuencia de polinucleótidos que tiene una actividad más 
fuerte, aunque el método no está particularmente limitado a ello. La secuencia de control de expresión incluye un 
promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica el sitio de unión a ribosoma y una secuencia que 
regula la terminación de la transcripción y la traducción.50

Un promotor exógeno fuerte, en lugar del promotor original, se puede conectar a la región cadena arriba de la unidad 
de expresión del polinucleótido. Los ejemplos del promotor fuerte pueden ser el promotor CJ7, el promotor lysCP1, el 
promotor EFTu, el promotor groEL, el promotor aceA o aceB, etc., y más específicamente, la velocidad de expresión 
se puede mejorar al conectarse de forma operativa al promotor lysCP1 obtenido a partir de Corynebacterium 55
(documento WO 2009/096689) o del promotor CJ7 (Patente Coreana N.º 0620092 y documento WO 2006/065095), 
pero el promotor fuerte no se limita a los mismos.

Además, la modificación de una secuencia de polinucleótidos en el cromosoma (método 3) se puede llevar a cabo
mediante la inducción de una modificación en la secuencia de control de la expresión mediante deleción, inserción, 60
sustitución no conservativa o conservativa de la secuencia de polinucleótidos, o una combinación de las mismas
para mejorar aún más la actividad de la secuencia de polinucleótido, o destituyendo la secuencia de polinucleótido 
con una secuencia de polinucleótido mejorada que tiene una actividad más fuerte, aunque el método no está 
particularmente limitado a la misma.

65
Como se usa en el presente documento, el "debilitamiento de la actividad" se puede conseguir mediante deleción de 
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una parte o la totalidad de un polinucleótido que codifica la proteína para debilitar la actividad de la proteína, 
mediante modificación de la secuencia de control de la expresión para reducir la expresión del polinucleótido, 
mediante modificación de la secuencia de polinucleótidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la 
proteína, y mediante un método seleccionado entre una combinación de los mismos.

5
De forma específica, en la presente divulgación, el debilitamiento de la actividad se puede conseguir mediante:

1) deleción de una parte o la totalidad de un polinucleótido que codifica la proteína,
2) modificación de la secuencia de control de la expresión para reducir la expresión del polinucleótido,
3) modificación de la secuencia de polinucleótidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la proteína, y10
4) un método seleccionado entre una combinación de los mismos, 
pero el método no se limita a esto.

De forma específica, el método de deleción de una parte o de la totalidad de un polinucleótido que codifica una 
proteína se puede llevar a cabo sustituyendo el polinucleótido que codifica la proteína diana endógena dentro del 15
cromosoma con un polinucleótido que tiene una deleción parcial en la secuencia de polinucleótidos o un gen 
marcador que usa un vector para la inserción cromosómica dentro de las bacterias. Como se usa en el presente 
documento, el término "una parte" puede variar dependiendo de los tipos de polinucleótidos, y puede hacer 
referencia de forma específica de 1 a 300, más específicamente de 1 a 100, e incluso más específicamente de 1 a 
50.20

Además, el método de modificación de la secuencia de control de la expresión se puede llevar a cabo induciendo
una modificación en la secuencia de control de expresión mediante deleción, inserción, sustitución no conservativa o 
conservativa de una secuencia de polinucleótidos, o una combinación de las mismas para debilitar aún más la 
actividad de la secuencia de control de la expresión, o sustituyendo la secuencia de polinucleótidos con una 25
secuencia de polinucleótidos que tiene una actividad más débil. La secuencia de control de la expresión incluye un 
promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica un sitio de unión a ribosoma y una secuencia que 
regula la terminación de la transcripción y la traducción.

Además, el método de modificación de una secuencia de polinucleótidos en el cromosoma se puede llevar a cabo 30
mediante la inducción de una modificación en la secuencia de polinucleótidos mediante deleción, inserción, 
sustitución no conservativa o conservativa de la secuencia de polinucleótidos, o una combinación de las mismas 
para debilitar aún más la actividad de la proteína, o mediante sustitución de la secuencia de polinucleótidos con una 
secuencia de polinucleótidos mejorada que tiene una actividad más fuerte.

35
Además, el método de deleción del factor regulador que inhibe la expresión del polinucleótido de la proteína se 
puede llevar a cabo sustituyendo el polinucleótido para el factor de inhibición de la expresión con un polinucleótido 
que tiene una deleción parcial en la secuencia del polinucleótido o un gen marcador. Como se usa en el presente 
documento, el término "una parte" puede variar dependiendo de los tipos de polinucleótidos, y puede hacer 
referencia de forma específica de 1 a 300, más específicamente de 1 a 100, e incluso más específicamente de 1 a 40
50.

Como se usa en el presente documento, la expresión "actividad endógena" se refiere a un estado activo de una 
enzima en un estado no modificado, por ejemplo, en un estado natural, que un microorganismo tiene originalmente, 
y la expresión "mejora en comparación con su actividad endógena" se refiere a un estado de aumento de la actividad 45
de la proteína que el microorganismo tiene después de su manipulación, tal como la introducción de un gen que 
presenta una actividad o un aumento del número de copias del gen correspondiente, deleción del factor de control 
de la inhibición de la expresión del gen, o una modificación de la secuencia de la secuencia de control de la 
expresión, por ejemplo, el uso de un promotor mejorado, en comparación con la actividad que el microorganismo 
tiene antes de su manipulación.50

El microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgación puede ser un microorganismo del género
Corynebacterium que tiene productividad de putrescina, en el que además se introduce el actividad de ornitina 
descarboxilasa (ODC).

55
Como se usa en el presente documento, la expresión "ornitina descarboxilasa (ODC)" se refiere una enzima que 
tiene productividad de putrescina mediando en la descarboxilación de la ornitina. Aunque el microorganismo del 
género Corynebacterium no tiene una ruta de biosíntesis de putrescina, cuando ODC se introduce desde el exterior, 
la putrescina se sintetiza y se libera por vía extracelular. En la presente divulgación, la ODC puede consistir en una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 17, o puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteína que tenga una 60
homología de un 70 % o superior, específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, 
incluso más específicamente un 95 % o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más 
específicamente un 99 % o superior con la secuencia de aminoácidos mencionada anteriormente, siempre y cuando 
la proteína tenga sustancialmente la misma actividad de ODC.

65
Además, dado que la secuencia de aminoácidos de la proteína que presenta la actividad puede variar de acuerdo 
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con la especie o cepa del microorganismo, el origen de ODC no está limitado en la presente divulgación, y 
específicamente, puede ser una ODC obtenida a partir de E. coli. Es evidente que cualquier secuencia de 
aminoácidos que tenga una homología con respecto a las secuencias mencionadas anteriormente y que tenga una 
actividad biológica sustancialmente igual o correspondiente a la proteína de SEQ ID NO: 17 también puede 
pertenecer al alcance de la presente divulgación, aunque la secuencia de aminoácidos puede tener una deleción, 5
modificación, sustitución, o adición en parte de la secuencia.

El polinucleótido que codifica ODC de la presente divulgación puede incluir los polinucleótidos que codifican el 
aminoácido de SEQ ID NO: 17, o los polinucleótidos que codifican proteínas que tienen una homología de un 70 % o 
superior, específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más 10
específicamente un 95 % o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más 
específicamente un 99 % o superior con respecto a la secuencia de aminoácidos mencionada anteriormente. Con 
respecto al polinucleótido que codifica la ODC, teniendo en cuenta los codones basándose en la degeneración del 
codón o los preferidos por organismos para expresar la proteína, se pueden realizar diversas modificaciones en la 
región codificante dentro del alcance sin cambiar la secuencia de aminoácidos del polipéptido.15

El microorganismo del género Corynebacterium puede ser un microorganismo del género Corynebacterium que 
produce putrescina u ornitina, en el que las actividades de i) ornitina carbamoiltransferasa (ArgF) se debilitan en 
comparación con la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, ii) el agente 
exportador de glutamato (NCgl1221) se debilita en comparación con la actividad del agente exportador de glutamato20
en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, o iii) la ornitina carbamoiltransferasa y un agente 
exportador de glutamato se debilitan en comparación con las actividades de ornitina carbamoiltransferasa y el 
agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

En la presente divulgación, la ornitina carbamoiltransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteína que 25
consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o de SEQ ID NO: 11, o cualquier proteína que consista
en una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, específicamente 
un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 % o superior, 
además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior con respecto 
a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga o sustancialmente 30
la misma actividad que la ornitina carbamoiltransferasa.

Además, el agente exportador de glutamato en la presente divulgación puede incluir, pero no se limita a, cualquier 
proteína que consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 13 o de SEQ ID NO: 15, o cualquier proteína 
que incluya una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, 35
específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 %
o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga 
sustancialmente la misma actividad que el agente exportador de glutamato.

40
Además, el microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgación puede ser un microorganismo 
del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que al menos una actividad enzimática 
seleccionada entre el grupo que consiste en acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa (ArgC), acetilglutamato sintasa
u ornitina acetiltransferasa (ArgJ), acetilglutamato quinasa (ArgB), y acetilornitina aminotransferasa (ArgD) aumenta 
en comparación con la actividad de dicha enzima o enzimas en la misma cepa pero no modificada de 45
Corynebacterium.

En la presente divulgación, la acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier 
proteína que consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 19 o de SEQ ID NO: 21, o cualquier proteína 
que consista en una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, 50
específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 %
o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior
con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga
sustancialmente la misma actividad que la acetil-gamma-glutamil fosfato reductasa.

55
Además, la acetilglutamato sintasa u ornitina acetiltransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteína 
que consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 23 o de SEQ ID NO: 25, o cualquier proteína que 
consista en una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, 
específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 %
o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior60
con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga
sustancialmente la misma actividad que acetilglutamato sintasa u ornitina acetiltransferasa.

En la presente divulgación, la acetilglutamato quinasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteína que 
consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 27 o de SEQ ID NO: 29, o cualquier proteína que consista 65
en una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, específicamente 
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un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 % o superior, 
además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior con respecto 
a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga sustancialmente 
la misma actividad que acetilglutamato quinasa.

5
Además, en la presente divulgación, la acetilornitina aminotransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier 
proteína que consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 31 o de SEQ ID NO: 33, o cualquier proteína 
que consista en una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, 
específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 %
o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior10
con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga
sustancialmente la misma actividad que acetilornitina aminotransferasa.

Además, el microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgación puede ser un microorganismo 
del género Corynebacterium que tiene productividad de putrescina, en el que la actividad de acetiltransferasa15
(NCgl1469) se debilita en comparación con la actividad de acetiltransferasa en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium.

En la presente divulgación, la acetiltransferasa puede incluir cualquier proteína que pueda transferir un grupo acetilo
a la putrescina. La acetiltransferasa puede incluir, pero no se limita a, cualquier proteína que consista en la 20
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 35 o de SEQ ID NO: 37, o cualquier proteína que consista en una 
secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 70 % o superior, específicamente un 80 %
o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más específicamente un 95 % o superior, además 
incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más específicamente un 99 % o superior con respecto a las 
secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, siempre y cuando la proteína tenga sustancialmente la 25
misma actividad que acetiltransferasa.

Por último, el microorganismo del género Corynebacterium de la presente divulgación puede ser un microorganismo 
del género Corynebacterium que tiene productividad de putrescina, en el que la actividad de NCgl2522 aumenta en 
comparación con su actividad del NCgl2522 en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.30

En la presente divulgación, NCgl2522 es una proteína que desempeña el papel de liberar putrescina, y puede incluir 
cualquier proteína que pueda transferir un grupo acetilo a la putrescina. La acetiltransferasa puede incluir, pero no se 
limita a, cualquier proteína que consista en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 39 o de SEQ ID NO: 41, o 
cualquier proteína que consista en una secuencia de aminoácidos que tenga una homología de secuencia de un 35
70 % o superior, específicamente un 80 % o superior, más específicamente un 90 % o superior, incluso más 
específicamente un 95 % o superior, además incluso más específicamente un 98 % o superior, y lo más 
específicamente un 99 % o superior con respecto a las secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente, 
siempre y cuando la proteína tenga sustancialmente la misma actividad que NCgl2522.

40
En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un método para producir putrescina u ornitina, que incluye:

(i) cultivar el microorganismo modificado del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina en un medio;
y 
(ii) recuperar putrescina u ornitina del microorganismo cultivado pues cultivo en la etapa (i).45

En la presente divulgación, el microorganismo del género Corynebacterium puede ser Corynebacterium glutamicum.

El microorganismo del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina de la presente divulgación es el 
mismo que el que se ha descrito anteriormente.50

En el método mencionado anteriormente, el microorganismo se puede cultivar mediante cultivo discontinuo, cultivo 
continuo, y cultivo semicontinuo conocido en la técnica, aunque no se limitan particularmente a los mismos. En 
particular, con respecto a la condición de cultivo, el pH apropiado (es decir, un pH óptimo de 5 a 9, específicamente 
un pH de 6 a 8, y lo más específicamente un pH de 6,8) se puede mantener usando un compuesto químico básico55
(por ejemplo, hidróxido sódico, hidróxido potásico, o amoniaco) o un producto químico ácido (por ejemplo, ácido 
fosfórico o ácido sulfúrico), aunque no se limita en particular a los mismos. Además, una condición aerobia se puede 
mantener añadiendo oxígeno o una mezcla de gases que contiene oxígeno a un cultivo celular. La temperatura del 
cultivo se puede mantener de 20 ºC a 45 ºC, y específicamente de 25 ºC a 40 ºC, y el microorganismo se puede 
cultivar de aproximadamente 10 horas a 160 horas. La putrescina o la ornitina producida con el cultivo mencionado 60
anteriormente se puede secretar a un medio de cultivo o puede permanecer dentro de las células.

Además, en el medio de cultivo, las fuentes de carbono, tales como azúcares y carbohidratos (por ejemplo, glucosa, 
sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, molasas, almidón y celulosa), aceites y grasas (por ejemplo, aceite de soja, 
aceite de semilla de girasol, aceite de cacahuete, y aceite de coco), ácidos grasos (por ejemplo, ácido palmítico, 65
ácido esteárico y ácido linoleico), alcoholes (por ejemplo, glicerol y etanol) y ácidos orgánicos (por ejemplo, ácido 
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acético), se pueden usar individualmente o en combinación, pero no se limitan a los mismos; las fuentes de 
nitrógeno, tales como compuestos orgánicos que contienen nitrógeno (por ejemplo, peptona, extracto de levadura, 
jugo de carne, extracto de malta, licor de maíz fermentado, harina de soja, y urea) o compuestos inorgánicos (por 
ejemplo, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio), se 
pueden usar individualmente o en combinación, pero no se limitan a los mismos; y las fuentes de potasio, tales como5
dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio o sales que contienen sodio que corresponden a los 
mismos, se pueden usar individualmente o en combinación, pero no se limitan a las mismas. Además, en el medio 
pueden estar contenidas otras sustancias esenciales que estimulan el crecimiento incluyendo sales metálicas (por 
ejemplo, sulfato de magnesio o sulfato de hierro), aminoácidos y vitaminas.

10
El método de recuperación de la putrescina o de la ornitina producida durante el cultivo de la presente divulgación se 
puede llevar a cabo a cabo con un método de cultivo apropiado conocido en la técnica, por ejemplo, cultivo 
discontinuo, cultivo continuo o cultivos semicontinuo y, por lo tanto, el material objetivo se puede recuperar del 
cultivo.

15
[Modos para llevar a cabo la invención]

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invención se describirá en detalle con las realizaciones 
adjuntas a modo de ejemplo. Sin embargo, las realizaciones a modo de ejemplo que se desvelan en el presente 
documento son solo para fines ilustrativos y no se deberían interpretar como limitantes del alcance de la presente 20
invención.

Ejemplo 1: Preparación de cepas con debilitamiento del gen sugR a partir de cepas que tienen productividad 
de putrescina

25
Los presentes inventores han confirmado el efecto del debilitamiento de sugR, que es el gen que codifica SugR, en 
una cepa que tiene productividad de putrescina.

1-1. Preparación de cepas con debilitamiento del gen sugR a partir de la cepa basada en ATCC13032 que 
tiene productividad de putrescina30

Con el fin de confirmar si el debilitamiento del gen sugR estaba relacionado con la productividad de la putrescina en 
una cepa basada en ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum que tiene productividad de putrescina 
(Publicación de Solicitud de Patente Coreana N.º 10-2013-0082478), se preparó una cepa con debilitamiento del gen 
sugR. De forma específica, la cepa con debilitamiento del gen sugR se preparó cambiando el codón de inicio del gen 35
sugR y sustituyendo el promotor por el promotor con debilitamiento de B6 (Patek M (2005) Regulation of gene 
expression. En: Eggeling L, Bott M (eds) Handbook of Corynebacterium glutamicum. CRC, BocaRaton).

En primer lugar, se preparó un vector para cambiar el codón de iniciación del gen sugR. Con respecto a la 
proximidad de la secuencia de polinucleótidos del gen que codifica el SugR descrito por la SEQ ID NO: 2, se 40
prepararon los pares de cebadores de las SEQ ID NOS: 43 y 44 para obtener el fragmento recombinante homólogo 
cadena arriba del codón de inició del gen sugR y los padres de cebadores de las SEQ ID NOS: 45, 46 y 47 para 
obtener el fragmento recombinante homólogo cadena abajo del codón de inicio del gen sugR. Los cebadores usados
para el cambio de los codones de inicio se resumen en la Tabla 1 que sigue a continuación.

45
[Tabla 1]

Cebador Secuencia (5’ -> 3’)

sugR F1_SalI (SEQ ID NO: 43)

sugR -R1 (SEQ ID NO: 44)

sugR -F2_GTG (SEQ ID NO: 45)

sugR -F2_TTG (SEQ ID NO: 46)
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sugR -R2_BamHI (SEQ ID NO: 47)

La PCR se llevó a cabo usando el ADN genómico de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum como un 
molde a lo largo junto con 2 pares de cebadores, respectivamente, para amplificar la región cadena arriba y la región 
cadena abajo del codón de inicio del gen sugR, respectivamente, y los resultados se sometieron a electroforesis 
para obtener los fragmentos deseados. En particular, la PCR se llevó a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalización 5
a 95 ºC durante 30 segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y con extensión a 72 ºC durante 30 
segundos. Los fragmentos obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y 
las bandas de los tamaños deseados se eluyeron y se purificaron.

El vector pDZ (Patente Coreana N.º 10-0924065) se trató con BamHI y SalI y a continuación los productos de PCR 10
de la cepa ATCC13032 se sometieron a clonación por fusión. La clonación por fusión se llevó a cabo usando el Kit
de Clonación En-Fusion® HD (Clontech). Por lo tanto, se prepararon los plásmidos pDZ-1’sugR(GTG) y que pDZ-
1’sugR(TTG).

En el caso del vector para la sustitución en un promotor con debilitamiento de B6, la SEQ ID NO: 48 para la 15
preparación del vector se preparó como se muestra en la Tabla 2 que sigue a continuación.

[Tabla 2]

Cebador Secuencia (5’ -> 3’)

sugR F3 (SEQ ID NO: 48)

La PCR se llevó a cabo usando los pares de cebadores de las SEQ ID NOS: 43 y 44 para obtener el fragmento 20
recombinante homólogo cadena arriba del codón de inicio del gen sugR y los pares de cebadores de las SEQ ID 
NOS: 48 y 47 para obtener el fragmento recombinante homólogo cadena abajo el codón de inicio del gen sugR, que 
se preparó con respecto a la proximidad de la secuencia de polinucleótidos del gen que codifica el SugR descrito por 
la SEQ ID NO: 2, y la región cadena arriba y la región cadena abajo del codón de inicio del gen sugR se 
amplificaron, respectivamente, y los resultados se sometieron a electroforesis para obtener los fragmentos 25
deseados. Los fragmentos obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y 
las bandas de los tamaños deseados se eluyeron y se purificaron. El vector pDZ se trató con BamHI y SalI y a 
continuación los productos de PCR de la cepa ATCC13032 se sometieron a clonación por fusión. La clonación por 
fusión se llevó a cabo usando el Kit de Clonación En-Fusion® HD (Clontech). Por lo tanto, se preparó el plásmido
pDZ-1’sugR(B6).30

Los plásmidos pDZ-1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6) se introdujeron en un microorganismo del 
género Corynebacterium KCCM11240P (Publicación de Solicitud de Patente Coreana N.º 10-2013-0082478) por 
electroporación para obtener transformantes, y los transformantes se sembraron en placas en medios de placa BHIS
(37 g/l de infusión de cerebro y corazón, 91 g/l de sorbitol, y agar al 2 %) que contenían kanamicina (25 µg/ml) y X-35
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolin-D-galactósido) y se cultivaron para obtener colonias. Entre las colonias, se 
seleccionaron colonias azules y por lo tanto se seleccionaron las cepas introducidas con los plásmidos pDZ-
1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6).

Las cepas seleccionadas se cultivaron con agitación (30 ºC, 8 horas) en medio CM (10 g/l de glucosa, 10 g/l de 40
polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8) y se 
diluyeron secuencialmente de 10-4 a 10-10, se sembraron en placas en un medio sólido que contenía X-gal, y se 
cultivaron para formar colonias.

Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que aparecían a una tasa 45
relativamente baja y las cepas en las que el codón de inicio de sugR se cambió a GTG o TTG por un cruce 
secundario o las cepas en las que el promotor se cambió a B6 se seleccionaron en último lugar. Con respecto a las 
cepas seleccionadas en último lugar, la PCR se llevó a cabo usando un par de cebadores de SEQ ID NOS: 43 y 47 y 
se confirmó que el codón de inicio de sugR se cambió a GTG o TTG, o el promotor se convirtió en un promotor con 
debilitamiento de B6, y las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum se denominaron KCCM11240P sugR 50
(GTG), KCCM11240P sugR (TTG), KCCM11240P sugR (B6).

1-2. Preparación de una cepa con debilitamiento del gen sugR a partir de una cepa basada en ATCC13869
que tiene productividad de putrescina

55
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DAB12-a ΔNCgl1469 (Publicación de Solicitud de Patente Coreana N.º 10-2014-0115244), que es una cepa de 
Corynebacterium glutamicum basada en ATCC13869 que tiene productividad de putrescina, se denominó DAB12-b, 
y una cepa con debilitamiento de sugR se preparó basándose en la cepa DAB12-b.

De forma específica, para confirmar las secuencias del gen que codifica SugR obtenido a partir de la cepa 5
ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum y la proteína expresada a partir de las mismas, la PCR se llevó a cabo 
usando el ADN genómico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum como un molde junto con un par 
de cebadores de SEQ ID NO: 43 y de SEQ ID NO: 49.

[Tabla 3]10

Cebador Secuencia (5’ -> 3’)

sugR R (SEQ ID NO: 49)

En particular, la PCR se llevó a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, 
hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y con extensión a 72 ºC durante 1 minuto y 30 segundos.

Los productos de PCR obtenidos de ese modo se separaron mediante electroforesis y se sometieron al análisis de 15
secuencias, y como resultado, se confirmó que el gen que codifica SugR obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de 
Corynebacterium glutamicum incluye una secuencia de polinucleótidos descrita por la SEQ ID NO: 4. La 
comparación de la secuencia de proteínas que se está codificando a partir de la misma y la secuencia de 
aminoácidos del SugR obtenido a partir de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum (SEQ ID NO: 1) 
reveló que su homología era de un 99 %.20

Con el fin de cambiar el codón de inicio de sugR obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium 
glutamicum y sustituir el promotor con debilitamiento de B6, la PCR se llevó a cabo como en el Ejemplo 1-1 usando 
el ADN genómico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum como molde junto con los cebadores que 
se han descrito en las Tablas 1 y 2 mencionadas anteriormente, y los fragmentos de PCR de la región cadena arriba 25
y de la región cadena abajo del codón de inicio de sugR se amplificaron, respectivamente, y a continuación se 
sometieron a electroforesis para obtener los fragmentos deseados. En particular, la PCR se llevó a cabo mediante 
30 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y con 
extensión a 72 ºC durante 30 segundos. Los fragmentos obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en 
un gel de agarosa al 0,8 %, y las bandas de los tamaños deseados se eluyeron y se purificaron.30

El vector pDZ se trató con BamHI y SalI y a continuación los productos de PCR de la cepa ATCC13032 se 
sometieron a clonación por fusión. La clonación por fusión se llevó a cabo usando el Kit de Clonación En-Fusion® 
HD (Clontech). Por lo tanto, se prepararon los plásmidos pDZ-2’sugR(GTG), pDZ-2’sugR(TTG), y pDZ-2’sugR(B6).

35
Los plásmidos pDZ-2’sugR(GTG), pDZ-2’sugR(TTG), y pDZ-2’sugR(B6) se transformaron en la cepa DAB12-b de 
Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en el Ejemplo 1-1, y se seleccionaron las cepas en las que el 
codón de inicio de sugR se cambió y/o el promotor se convirtió en un promotor con debilitamiento de B6. Las cepas 
de Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese modo se denominaron DAB12-b sugR(GTG), 
DAB12-b sugR(TTG), y DAB12-b sugR(B6), respectivamente.40

Ejemplo 2: Preparación de una cepa con potenciación de gltA a partir de una cepa que tiene productividad 
de putrescina

Con el fin de confirmar el efecto de potenciación de la actividad de gltA, que es citrato sintasa, en una cepa que tiene 45
productividad de putrescina, se preparó una cepa modificada en la que el gen gltA se introdujo en un gen transposón 
dentro del cromosoma de la cepa que tiene productividad de putrescina. El vector pDZTn (documento WO 
2009/125992) a la transformación, que puede introducir un gen en el cromosoma, y se usó la región del gen
transposón del microorganismo del género Corynebacterium.

50
2-1. Preparación de una cepa con potenciación de gltA a partir de una cepa basada en ATCC13032 que tiene 
productividad de putrescina

Los fragmentos del gen gltA se amplificaron usando el ADN genómico de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium 
glutamicum como molde junto con los cebadores de las SEQ ID NOS: 50 y 51 (Tabla 4). En particular, la PCR se 55
llevó a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 
segundos, y con extensión a 72 ºC durante 30 segundos o 1 minuto y 30 segundos. Los fragmentos obtenidos de 
ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y las bandas de los tamaños deseados se 
eluyeron y se purificaron.

60
El vector pDZTn se trató con SpeI y a continuación los productos de PCR se sometieron a clonación por fusión, 
respectivamente. La clonación por fusión se llevó a cabo usando el Kit de Clonación En-Fusion® HD (Clontech). El 

E16175996
25-07-2019ES 2 739 002 T3

 



14

plásmido obtenido de este modo se denominó pDZTn1’-gltA.

[Tabla 4]

Cebador Secuencia (5’ -> 3’)

gltA F_speI (SEQ ID NO: 50)

gltA R_speI (SEQ ID NO: 51)

El plásmido preparado de ese modo se introdujo en la cepa KCCM11240P mediante electroporación para obtener un 5
transformante, y el transformante se cultivó con agitación (30 ºC, 8 horas) 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, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8), se diluyó 
secuencialmente de 10-4 a 10-10, se sembró en placas en un medio sólido que contenía X-gal, y se cultivó para 
formar colonias.

10
Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que aparecían a una tasa 
relativamente baja y por último se seleccionó la cepa en la que el gen que codifica gltA se introdujo mediante un 
cruce secundario. Con respecto a la cepa seleccionada en último lugar, se confirmó que la PCR se llevó a cabo 
usando un par de cebadores de SEQ ID NOS: 50 y 51 y que el gen que codifica gltA se introdujo en la misma, y la 
cepa modificada de Corynebacterium glutamicum se denominó KCCM11240P Tn::gltA.15

2-2. Preparación de una cepa con potenciación de gltA a partir de una cepa basada en ATCC13869 que tiene 
productividad de putrescina

Con respecto a la cepa DAB12-b usada en el Ejemplo 1-2, se preparó una cepa con potenciación de gltA.20

De forma específica, para confirmar las secuencias del gen que codifica gltA obtenido a partir de la cepa 
ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum y la proteína expresada a partir de la misma, la PCR se llevó a cabo 
usando el ADN genómico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum como un molde junto con un par 
de cebadores de SEQ ID NO: 50 y SEQ ID NO: 51.25

En particular, la PCR se llevó a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, 
hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y con extensión a 72 ºC durante 1 minuto y 30 segundos. Los productos de 
PCR obtenidos de ese modo se separaron mediante electroforesis y se sometieron al análisis de secuencias, y como 
resultado, se confirmó que el gen que codifica gltA obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium 30
glutamicum incluye una secuencia de polinucleótidos descrita por la SEQ ID NO: 8. La comparación de la secuencia 
de proteínas que se está codificando a partir de la misma y la secuencia de aminoácidos del gen gltA obtenido a 
partir de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum (SEQ ID NO: 5) reveló que su homología era de un
99 %.

35
Con el fin de potenciar el gltA obtenido a partir de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum, la PCR se 
llevó a cabo como en el Ejemplo 2-1 usando el ADN genómico de la cepa ATCC13869 de Corynebacterium 
glutamicum como molde junto con los cebadores de las SEQ ID NOS: 50 y 51 para amplificar fragmentos del gen. 
En particular, la PCR se llevó a cabo mediante 30 ciclos de desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, 
hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y con extensión a 72 ºC durante 30 segundos o 1 minuto y 30 segundos. 40
Los fragmentos de PCR obtenidos de ese modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, y las 
bandas de los tamaños deseados se eluyeron y se purificaron.

El vector pDZTn se trató con SpeI y a continuación los productos de PCR se sometieron a clonación por fusión, 
respectivamente. La clonación por fusión se llevó a cabo usando el Kit de Clonación En-Fusion® HD (Clontech). El 45
plásmido obtenido de ese modo se denominó pDZTn2’-gltA. El plásmido pDZTn2’-gltA se transformó en la cepa 
DAB12-b de Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en el Ejemplo 2-1 y por lo tanto se seleccionó la 
cepa en la que se potenció gltA. La cepa modificada de Corynebacterium glutamicum seleccionada de ese modo se 
denominó DAB12-b Tn:gltA.

50
Ejemplo 3: Preparación de cepas que tienen productividad de putrescina con la integración de debilitamiento 
de sugR y potenciación de gltA y confirmación de la productividad de putrescina de las cepas

Con el fin de confirmar la mejora de la productividad de putrescina de las cepas con debilitamiento de sugR
preparadas en los Ejemplos 1-1 y 1-2 mediante la inserción del gen gltA, el gen gltA se introdujo en el gen55

E16175996
25-07-2019ES 2 739 002 T3

 



15

transposón. En particular, se usaron los vectores pDZTn1’-gltA y pDZTn2’-gltA preparados en los Ejemplos 2-1 y 2-2.

De forma específica, el plásmido pDZTn1’-gltA se transformó en las cepas KCCM11240P sugR(GTG), -
KCCM11240P sugR(TTG), y -KCCM11240P sugR(B6) de Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en 
el Ejemplo 2-1 para preparar cepas con potenciación de gltA. Las cepas modificadas de Corynebacterium 5
glutamicum preparadas de ese modo se denominaron KCCM11240P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11240P 
sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11240P sugR(B6) Tn::gltA, respectivamente, y entre ellas, KCCM11240P sugR(TTG) 
Tn::gltA (Corynebacterium glutamicum CC01-1147) se depositó en el Korean Culture Center of Microorganisms 
(KCCM) el 28 de noviembre de 2014, con el número de acceso KCCM11615P.

10
Además, el plásmido pDZTn2’-gltA se transformó en las cepas DAB12-b sugR(GTG), -DAB12-b sugR(TTG), y -
DAB12-b sugR(B6) de Corynebacterium glutamicum de la misma manera que en el Ejemplo 2-2 para preparar cepas 
con potenciación de gltA. Las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum preparadas de ese modo se 
denominaron DAB12-b sugR(GTG) Tn::gltA, DAB12-b sugR(TTG) Tn::gltA, y DAB12-b sugR(B6) Tn::gltA, 
respectivamente.15

Ejemplo 4: Evaluación de la productividad de putrescina de cepas que tienen productividad de putrescina
con la integración de debilitamiento de sugR y potenciación de gltA

Con el fin de confirmar el efecto del debilitamiento de sugR y de potenciación de gltA en cepas que tienen 20
productividad de putrescina en la producción de putrescina, la productividad de putrescina se comparó entre las 
cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum que tienen productividad de putrescina preparadas en los 
Ejemplos 1, 2, y 3.

De forma específica, 6 tipos diferentes de cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum, es decir,25
(KCCM11240P sugR (GTG) Tn::gltA/ KCCM11240P sugR (TTG) Tn::gltA/ KCCM11240P sugR (B6) Tn::gltA/ DAB12-
b sugR (GTG) Tn::gltA/ DAB12-b sugR (TTG) Tn::gltA, y DAB12-b sugR (B6) Tn::gltA)), y 2 tipos diferentes de cepas 
precursoras (es decir, KCCM11240P y DAB12-b) se sembraron en placas respectivamente en medio de placas CM 
que contiene 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 µl de NaOH al 50 %, agar al 2 %, pH 6,8, basándose en 1 l), y se cultivó a30
30 ºC durante 24 horas.

Cada una de las cepas cultivadas a partir del mismo en una cantidad de aproximadamente un bucle de platino se 
inoculó en una cantidad de 25 ml de medio de título (glucosa al 8 %, proteína de soja al 0,25 %, sólidos de maíz 
fermentado al 0,50 %, (NH4)2SO4 al 4 %, KH2PO4 al 0,1 %, MgSO4·7H2O al 0,05 %, urea al 0,15 %, 100 g de biotina, 35
3 mg de HCl de tiamina, 3 mg de calcio-ácido pantoténico, 3 mg de nicotinamida, CaCO3 al 5 %, basándose en 1 l), y 
se cultivó con agitación a 30 ºC a una tasa de 200 rpm durante 50 horas.

En todos los cultivos de las cepas, si añadió arginina 1 mM a los medios. Después de finalizar el cultivo, la 
concentración de la putrescina producir en cada cultivo se midió y los resultados se muestran en la Tabla 5 que 40
sigue continuación.

[Tabla 5]

Cepa
Putrescina

(g/l)
Productividad

(g/l/h)
Índice
(%)

KCCM11240P 5,8 0,116 100

KCCM11240P sugR (TTG) 6,3 0,126 109

KCCM11240P sugR (GTG) 6,3 0,126 109

KCCM11240P sugR (B6) 6,0 0,120 103

KCCM11240P Tn::gltA 6,2 0,124 107

KCCM11240P sugR (TTG) Tn::gltA 6,8 0,136 117

KCCM11240P sugR (GTG) Tn::gltA 6,5 0,130 112

KCCM11240P sugR (B6) Tn::gltA 6,3 0,126 109

DAB12-b 6,5 0,129 100

DAB12-b sugR (TTG) 6,9 0,138 107

DAB12-b sugR (GTG) 6,8 0,136 105

DAB12-b sugR (B6) 6,7 0,134 104

DAB12-b Tn::gltA 7,0 0,140 109
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DAB12-b sugR (TTG) Tn::gltA 7,3 0,146 113

DAB12-b sugR (GTG) Tn::gltA 7,1 0,142 110

DAB12-b sugR (B6) Tn::gltA 7,1 0,142 110

Como se muestra en la Tabla 5 mencionada anteriormente, las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum
con debilitamiento de sugR o con potenciación de gltA mostraron un aumento de la productividad de putrescina en 
comparación con la cepa no modificada, KCCM11240P, de un 3 % a un 9 %, y también, las cepas modificadas de 
Corynebacterium glutamicum con debilitamiento de sugR y con potenciación de gltA de forma simultánea mostraron 5
un aumento de la productividad de putrescina de un 9 % a un 17 %.

Además, las cepas modificadas de la cepa DAB12-b con debilitamiento de sugR o con potenciación de gltA 
mostraron un aumento de la productividad de putrescina en comparación con la cepa no modificada, de un 4 % a un
9 % y también, las cepas modificadas de la cepa DAB12-b con debilitamiento de sugR y con potenciación de gltA de 10
forma simultánea mostraron un aumento de la productividad de putrescina de un 10 % a un 13 %.

Ejemplo 5: Preparación de cepas con un aumento de capacidad de secreción de putrescina basándose en 
cepas que tienen productividad de putrescina con integración de debilitamiento de sugR y potenciación de 
gltA y confirmación de productividad de putrescina de las cepas15

5-1. Preparación de cepas con un aumento de la capacidad de secreción de putrescina basándose en cepas 
con integración de debilitamiento de sugR y potenciación de gltA

Con el fin de confirmar si la cepa KCCM11401P con un aumento de la capacidad de secreción de putrescina20
(Publicación de Solicitud de Patente Coreana N.º 10-2014-0115244) puede mejorar la productividad de putrescina
mediante el debilitamiento de la actividad del gen sugR y la potenciación de la actividad del gen gltA, se prepararon 
cepas modificadas.

De forma específica, en primer lugar, los plásmidos pDZI-1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6) 25
preparados en el Ejemplo 1-1 se transformaron en la cepa KCCM 11401P de Corynebacterium glutamicum, y a partir 
de la misma se seleccionaron las cepas en las que el codón de inicio de sugR se convirtió en TTG dando como 
resultado del debilitamiento de sugR. Las cepas de Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese 
modo se denominaron KCCM11401P sugR(GTG), KCCM11401P sugR(TTG), y KCCM11401P sugR(B6), 
respectivamente.30

A continuación, con el fin de confirmar si la productividad de putrescina se puede mejorar con la potenciación de la 
actividad del gen gltA, el gen gltA se introdujo en un gen transposón de las cepas con debilitamiento del gen sugR 
preparadas anteriormente. En particular, se usó el vector pDZTn1’-gltA preparado en el Ejemplo 2-1.

35
De forma específica, el plásmido pDZTn1’-gltA preparado en el Ejemplo 2-1 se transformó en KCCM11401P 
sugR(GTG), KCCM11401P sugR(TTG), y KCCM11401P sugR(B6), y se seleccionaron las cepas con potenciación 
de gltA. Las cepas de Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese modo se denominaron 
KCCM11401P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11401P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11401P sugR(B6) Tn::gltA.

40
5-2. Evaluación de cepas con un aumento de capacidad de secreción de putrescina basándose en cepas que 
tiene productividad de putrescina con integración de debilitamiento de sugR y potenciación de gltA con 
respecto a la productividad de putrescina

Con el fin de confirmar el efecto del debilitamiento de sugR y de la potenciación de gltA en cepas que tienen 45
productividad de putrescina con respecto a su producción de putrescina, la productividad de putrescina se comparó 
entre las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum preparadas en el Ejemplo 5-1.

De forma específica, 7 tipos diferentes de cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum (es decir,
(KCCM11401P sugR(GTG), KCCM11401P sugR(TTG), KCCM11401P sugR(B6), KCCM11401P Tn::gltA, 50
KCCM11401P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11401P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11401P sugR(B6) Tn::gltA) y una 
cepa precursora única (KCCM11401P) se sembraron en placas respectivamente en medio de placas CM que 
contiene 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 µl de NaOH al 50 %, agar al 2 %, pH 6,8, basándose en 1 l), y se 
cultivaron a 30 ºC durante 24 horas.55

Cada una de las cepas cultivadas a partir del mismo en una cantidad de aproximadamente un bucle de platino se 
inoculó en una cantidad de 25 ml de medio de título (glucosa al 8 %, proteína de soja al 0,25 %, sólidos de maíz 
fermentado al 0,50 %, (NH4)2SO4 al 4 %, KH2PO4 al 0,1 %, MgSO4·7H2O al 0,05 %, urea al 0,15 %, 100 g de biotina, 
3 mg de HCl de tiamina, 3 mg de calcio-ácido pantoténico, 3 mg de nicotinamida, CaCO3 al 5 % 1 L, basándose en 60
1 l), y se cultivó con agitación a 30 ºC a una tasa de 200 rpm durante 50 horas.
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[Tabla 6]

Cepa Putrescina (g/l) Productividad (g/l/h) Índice (%)

KCCM11401P 5,3 0,106 100

KCCM11401P sugR (TTG) 5,6 0,112 106

KCCM11401P sugR (GTG) 5,5 0,110 104

KCCM11401P sugR (B6) 5,4 0,108 102

KCCM11401P Tn::gltA 5,6 0,112 106

KCCM11401P sugR (TTG) Tn::gltA 6,1 0,122 115

KCCM11401P sugR (GTG) Tn::gltA 5,9 0,118 111

KCCM11401P sugR (B6) Tn::gltA 5,8 0,116 109

Como se muestra en la Tabla 6 mencionada anteriormente, las cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum
con debilitamiento de sugR o con potenciación de gltA mostraron un aumento de la productividad de putrescina en 
comparación con la cepa no modificada, KCCM11401P, de un 2 % a un 6 %, y también, las cepas modificadas de 5
Corynebacterium glutamicum con debilitamiento de sugR y con potenciación de gltA de forma simultánea mostraron 
un aumento de la productividad de putrescina de un 9 % a un 15 % en la productividad de putrescina. Se confirmó 
que los resultados están de acuerdo con la interpretación de los resultados de la Tabla 5.

Ejemplo 6. Preparación de cepas con debilitamiento de sugR a partir de una cepa que tiene productividad de10
ornitina

Con el fin de confirmar si el debilitamiento de sugR obtenido a partir de la cepa ATCC13032 de Corynebacterium 
glutamicum tiene un efecto en la productividad de ornitina, se prepararon cepas modificadas usando los vectores 
preparados en el Ejemplo 1-1.15

Los plásmidos preparados en el Ejemplo 1-1, es decir, pDZ-1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-1’sugR(B6), se 
introdujeron en la cepa KCCM11137P (Patente Coreana N.º 10-1372635), que se preparó usando la cepa 
ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum como la cepa precursora, por electroporación para obtener 
transformantes, y los transformantes se sembraron en placas en medios de placa BHIS (37 g/l de infusión de cerebro 20
y corazón, 91 g/l de sorbitol, y agar al 2 %) que contenían kanamicina (25 µg/ml) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolin-
D-galactósido) y se cultivaron para obtener colonias. Entre las colonias, se seleccionaron colonias azules y por lo 
tanto se seleccionaron las cepas introducidas con los plásmidos pDZ-1’sugR(GTG), pDZ-1’sugR(TTG), y pDZ-
1’sugR(B6).

25
Las cepas seleccionadas se cultivaron con agitación (30 ºC, 8 horas) 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, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8) y se 
diluyeron secuencialmente de 10-4 a 10-10, se sembraron en placas en un medio sólido que contenía X-gal, y se 
cultivaron para formar colonias. Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que 
aparecían a una tasa relativamente baja y las cepas, en las que el codón de inicio de sugR se cambió a GTG o TTG 30
por un cruce secundario o las cepas en el que el promotor se cambió a B6 se seleccionaron en último lugar. Con 
respecto a las cepas seleccionadas en último lugar, la PCR se llevó a cabo usando un par de cebadores de SEQ ID 
NO: 43 y 47 y a continuación se confirmó que el codón de inicio de sugR se cambió a GTG o TTG. Las cepas 
modificadas de Corynebacterium glutamicum obtenidas se denominaron KCCM11137P sugR(GTG), KCCM11137P 
sugR(TTG), y KCCM11137P sugR(B6), respectivamente.35

Ejemplo 7. Preparación de cepas con potenciación de gltA a partir de cepas que tienen productividad de
ornitina

Con el fin de confirmar el efecto de la potenciación del gen gltA en una cepa que tiene productividad de ornitina en 40
su producción de ornitina, se preparó una cepa modificada insertando gen gltA en el cromosoma de la cepa que 
tiene productividad de ornitina usando los vectores preparados en el Ejemplo 2-1.

De forma específica, los vectores preparados en el Ejemplo 2-1 se introdujeron en la cepa KCCM11137P (Patente 
Coreana N.º 10-1372635) por electroporación para obtener transformantes, y los transformantes se cultivaron con 45
agitación (30 ºC, 8 horas) 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, 2,5 g/l de NaCl, 2 g/l de urea, pH 6,8), diluidos secuencialmente de 10-4 a 10-10, se sembraron 
en placas en un medio sólido que contenía X-gal, y se cultivaron para formar colonias.

Entre las colonias formadas de ese modo, se seleccionaron colonias blancas que aparecían a una tasa 50
relativamente baja y en último lugar se seleccionó la cepa en la que el gen que codifica gltA se introdujo mediante un 
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cruce secundario. Con respecto a la cepa seleccionada en último lugar, la PCR se llevó a cabo usando un par de 
cebadores de SEQ ID NOS: 50 y 51 y se confirmó que el gen que codifica gltA se había introducido la misma, y la 
cepa de Corynebacterium glutamicum modificada se denominó KCCM11137P Tn::gltA.

Ejemplo 8. Preparación de cepas con integración de debilitamiento de sugR y potenciación de gltA y 5
confirmación de la productividad de putrescina de las cepas

8-1. Preparación de cepas basadas en ATCC13032 que tienen productividad de ornitina con integración de 
debilitamiento de sugR y potenciación de gltA

10
Con el fin de confirmar el efecto de potenciación de la actividad de productividad de ornitina en las cepas con 
debilitamiento de sugR, KCCM11137P sugR(GTG), KCCM11137P sugR(TTG), y KCCM11137P sugR(B6) 
preparadas en el Ejemplo 6 mediante la inserción del gen gltA en el cromosoma, el gen gltA se introdujo en un gen 
transposón. En particular, se usó el vector pDZTn1’-gltA preparado en el Ejemplo 2-1.

15
El plásmido pDZTn1’-gltA se transformó en la cepa KCCM11137P sugR TTG) de Corynebacterium glutamicum de la 
misma manera que en el Ejemplo 2-1 y se seleccionaron cepas con potenciación de gltA. Las cepas de 
Corynebacterium glutamicum modificadas seleccionadas de ese modo se denominaron KCCM11137P sugR(GTG) 
Tn::gltA, KCCM11137P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11137P sugR(B6) Tn::gltA, respectivamente.

20
8-2. Evaluación de cepas con integración de debilitamiento de sugR y potenciación de gltA en la
productividad de ornitina

Con el fin de confirmar el efecto del debilitamiento de sugR y de la potenciación de gltA en cepas que tienen
productividad de ornitina con respecto a su producción de ornitina, la productividad de ornitina se comparó entre las 25
cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum preparadas en el Ejemplo 8-1.

De forma específica, 7 tipos diferentes de cepas modificadas de Corynebacterium glutamicum (es decir,
(KCCM11137P sugR(GTG), KCCM11137P sugR(TTG), KCCM11137P sugR(B6), KCCM11137P Tn::gltA, 
KCCM11137P sugR(GTG) Tn::gltA, KCCM11137P sugR(TTG) Tn::gltA, y KCCM11137P sugR(B6) Tn::gltA) y una 30
cepa precursora única (KCCM11137P) se sembraron en placas respectivamente en medio de placas CM que 
contiene 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 µl de NaOH al 50 %, agar al 2 %, pH 6,8, basándose en 1 l), y se cultivó a 
30 ºC durante 24 horas.

35
Cada una de las cepas cultivadas a partir del mismo en una cantidad de aproximadamente un bucle de platino se 
inoculó en una cantidad de 25 ml de medio de título (glucosa al 8 %, proteína de soja al 0,25 %, sólidos de maíz 
fermentado al 0,50 %, (NH4)2SO4 al 4 %, KH2PO4 al 0,1 %, MgSO4·7H2O al 0,05 %, urea al 0,15 %, 100 g de biotina, 
3 mg de HCl de tiamina, 3 mg de calcio-ácido pantoténico, 3 mg de nicotinamida, CaCO3 al 5 % basándose en 1 l), y 
se cultivó con agitación a 30 ºC a una tasa de 200 rpm durante 50 horas. En todos los cultivos de cepas, se añadió 40
arginina 1 mM a los medios. Después de finalizar el cultivo, la concentración de ornitina producida en cada cultivo se 
midió y los resultados se muestran en la Tabla 7 que sigue a continuación.

[Tabla 7]

Cepa Ornitina (g/l) Productividad (g/l/h) Índice (%)

KCCM11137P 11,5 0,230 100

KCCM11137P sugR(TTG) 12,5 0,250 109

KCCM11137P sugR(GTG) 12,3 0,246 107

KCCM11137P sugR(B6) 12,5 0,250 109

KCCM11137P Tn::gltA 12,4 0,248 108

KCCM11137P sugR(TTG) Tn::gltA 13,5 0,270 117

KCCM11137P sugR(GTG) Tn::gltA 13 0,260 113

KCCM11137P sugR(B6) Tn::gltA 12,9 0,258 112

45
Como se muestra en la Tabla 7 mencionada anteriormente, las cepas de Corynebacterium glutamicum modificadas 
con debilitamiento de sugR o con potenciación de gltA mostraron un aumento de la productividad de ornitina en 
comparación con la cepa no modificada, KCCM11137P, de un 7 % a un 9 %, y también, las cepas de 
Corynebacterium glutamicum modificadas con debilitamiento de sugR y con potenciación de gltA de forma 
simultánea mostraron un aumento de la productividad de ornitina de un 12 % a un 17 % en la productividad de 50
ornitina.
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En conclusión, en una cepa de Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, se confirmó que la producción de
putrescina y ornitina se puede aumentar mediante el debilitamiento de sugR o la potenciación de gltA, y que cuando
gltA se potenciaba a la vez que sugR se debilitaba, la producción de putrescina y ornitina aumentaba de forma más 
significativa.

5
<110> CJ CHEILJEDANG CORPORATION

<120> MICROORGANISMOS PARA PRODUCIR PUTRESCINA U ORNITINA Y PROCESO PARA PRODUCIR 
PUTRESCINA U ORNITINA USANDO LOS MISMOS

10
<130> KMC/80313EP1

<150> KR10-2015-0090021
<151> 24-06-2015

15
<160> 51

<170> KopatentIn 2.0

<210> 120
<211> 259
<212> PRT
<213> SugR de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 125
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<210> 2
<211> 780
<212> ADN5
<213> SugR de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 2
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<210> 3
<211> 257
<212> PRT5
<213> SugR de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 3

10
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<210> 4
<211> 780
<212> ADN5
<213> SugR de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 4
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<210> 5
<211> 437
<212> PRT5
<213> GltA de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 5
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<210> 6
<211> 1314
<212> ADN5
<213> gltA de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 6
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<210> 7
<211> 437
<212> PRT5
<213> GltA de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 7
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<210> 8
<211> 1314
<212> ADN5
<213> gltA de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 8
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<210> 9
<211> 319
<212> PRT5
<213> ArgF de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 9
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<210> 10
<211> 960
<212> ADN
<213> argF de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

5
<400> 10

<210> 1110
<211> 319
<212> PRT
<213> ArgF de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 1115
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<210> 12
<211> 960
<212> ADN
<213> argF de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

5
<400> 12

<210> 13
<211> 53310
<212> PRT
<213> NCgl1221 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 13
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<210> 14
<211> 1602
<212> ADN5
<213> NCgl1221 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

<400> 14
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<210> 15
<211> 533
<212> PRT5
<213> NCgl1221 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 15
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<210> 16
<211> 1602
<212> ADN5
<213> NCgl1221 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum

<400> 16
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<210> 17
<211> 711
<212> PRT5
<213> SpeC de Escherichia coli 

<400> 17
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<210> 18
<211> 2136
<212> ADN5
<213> SpeC de Escherichia coli 

<400> 18
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<210> 19
<211> 357
<212> PRT
<213> ArgC de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum

5
<400> 19
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<210> 20
<211> 1074
<212> ADN5
<213> argC de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum
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<211> 347
<212> PRT
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<213> argC de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum
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<212> PRT
<213> ArgJ de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum15
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<213> argJ de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum5
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<213> ArgJ de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum
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<213> argB de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum5
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<213> ArgD de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum
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<213> argD de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum
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<213> ArgD de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum
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<213> NCgl1469 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum
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<213> NCgl1469 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum
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<213> NCgl1469 de ATCC13869 de Corynebacterium glutamicum
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<210> 39
<211> 494
<212> PRT
<213> NCgl2522 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum15
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<213> NCgl2522 de ATCC13032 de Corynebacterium glutamicum
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<210> 43
<211> 42
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR F1_ cebador SalI

10
<400> 43
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<210> 44
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<223> sugR -cebador R1 

<400> 44

10

<210> 45
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial15

<220>
<223> sugR -F2_cebador GTG 

<400> 4520

<210> 46
<211> 42
<212> ADN25
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR -F2_cebado TTG 
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<210> 47
<211> 4235
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sugR -R2_cebador BamHI 40

<400> 47

<210> 4845
<211> 62
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>50
<223> cebador sugR F3 

<400> 48
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<210> 49
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial60
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<220>
<223> cebador sugR R 

<400> 49

5

<210> 50
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial10

<220>
<223> gltA F_cebador speI 

<400> 5015

<210> 51
<211> 50
<212> ADN20
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> gltA R_cebador speI 

25
<400> 51
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo modificado del género Corynebacterium que produce putrescina u ornitina, en el que el 
microorganismo se ha modificado de modo que una actividad de regulador transcripcional del metabolismo del 
azúcar (SugR) se debilita en comparación con la actividad de SugR en la misma cepa pero no modificada de 5
Corynebacterium y una actividad de citrato sintasa (GltA) aumenta en comparación con su actividad de GltA en la 
misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, en el que la actividad de SugR se debilita por:

1) deleción de una parte o la totalidad de un polinucleótido que codifica la proteína;
2) modificación de la secuencia de control de la expresión para reducir la expresión del polinucleótido;10
3) modificación de la secuencia de polinucleótidos en los cromosomas para debilitar la actividad de la proteína; o
4) un método seleccionado entre una combinación de los mismos,

y la actividad de GltA aumenta por:
15

1) aumento del número de copias de un polinucleótido que codifica la enzima;
2) modificación de la secuencia de control de la expresión para aumentar la expresión del polinucleótido;
3) modificación de la secuencia de polinucleótidos en el cromosoma para aumentar la actividad de la enzima; o
4) modificación por una combinación de los mismos.

20
2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el regulador transcripcional del metabolismo del 
azúcar consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la citrato sintasa consiste en una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 7.25

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo del género Corynebacterium 
se selecciona entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes,
Corynebacterium thermoaminogenes, Brevibacterium flavum, y Brevibacterium lactofermentum.

30
5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que además se introduce una actividad de ornitina 
descarboxilasa (ODC).

6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 5, en el que la ornitina descarboxilasa consiste en una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 17.35

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que una actividad de i) ornitina carbamoiltransferasa
(ArgF) se debilita en comparación con la actividad de ArgF en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium, ii) un agente exportador de glutamato se debilita en comparación con la actividad del agente 
exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium, o iii) la ornitina 40
carbamoiltransferasa y un agente exportador de glutamato se debilitan en comparación con la actividad de ornitina 
carbamoiltransferasa y el agente exportador de glutamato en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium.

8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 7, en el que la ornitina carbamoiltransferasa consiste en una 45
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 11, y el agente exportador de glutamato consiste en una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 15.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que una actividad de al menos una enzima 
seleccionada entre el grupo que consiste en acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC), acetilglutamato sintasa50
u ornitina acetiltransferasa (ArgJ), acetilglutamato quinasa (ArgB), y acetilornitina aminotransferasa (ArgD) aumenta 
en comparación con la actividad de dicha enzima o enzimas en la misma cepa pero no modificada de 
Corynebacterium.

10. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 9, en el que la acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa55
consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 21, la acetilglutamato sintasa o la
ornitina acetiltransferasa consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 23 o SEQ ID NO: 25, la
acetilglutamato quinasa consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 27 o SEQ ID NO: 29, y la
acetilornitina aminotransferasa consiste en una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 33.

60
11. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que una actividad de acetiltransferasa se debilita en 
comparación con la actividad de acetiltransferasa en la misma cepa pero no modificada de Corynebacterium.

12. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la acetiltransferasa consiste en una secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 35 o SEQ ID NO: 37.65
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13. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que una actividad de una proteína que consiste en la SEQ ID 
NO: 39 o la SEQ ID NO: 41 aumenta en comparación con la actividad de dicha proteína en la misma cepa pero no 
modificada de Corynebacterium.

14. Un método para producir putrescina u ornitina, que comprende:5

(i) cultivar el microorganismo modificado del género Corynebacterium de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 13 en un medio; y
(ii) recuperar putrescina u ornitina del microorganismo cultivado o el medio cultivado.

10
15. El método de acuerdo con la reivindicación 14, en el que el microorganismo del género Corynebacterium es
Corynebacterium glutamicum.
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