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ES 2535732713

DESCRIPCION
Escherichia coli productora de L-treonina y proceso para producir L-treonina usando la misma
Referencia cruzada a solicitudes de patente relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Coreana N® 10-2008-0002310, presentada el 8 de
enero de 2008, en la Oficina de Propiedad Intelectual Coreana.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

Una o mas realizaciones de la presente invencién se refieren a una cepa de Escherichia coli (E. coli) productora de
L-treonina con productividad de L-treonina potenciada en la que se sustituye un promotor del gen de
fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc) en el cromosoma por un promotor del gen de cisteina sintasa (cysK), y un
método para producir L-treonina usando la misma.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La L-treonina es un aminoacido esencial y se usa ampliamente como aditivo para piensos de animales o como
aditivo alimentario, y también se usa como materia prima para fluidos médicos o para la sintesis de farmacos.
Mientras que las proteinas animales contienen una cantidad suficiente de L-treonina, la proteina vegetal es
deficiente en L-treonina. Por lo tanto, es probable que la L-treonina sea deficiente en animales con dieta
principalmente vegetariana, y por lo tanto, en particular, se usa ampliamente como aditivo para piensos de animales.

La L-treonina se produce principalmente mediante un proceso de fermentacién que usa Escherichia coli (E. coli) o
Corynebacterium, que se desarrolla mediante mutagénesis artificial o recombinacion genética. Para producir
L-treonina se usa una cepa mutante derivada de una cepa de tipo silvestre de Escherichia coli (E. coli),
Corynebacteria sp., Serratia sp. o de Providencia sp. Los ejemplos de la cepa mutante incluyen una cepa resistente
a analogos de aminoacidos o farmacos, y una cepa mutante auxotréfica para acido diaminopimélico, metionina,
lisina o isoleucina que también tiene resistencia a analogos de aminoacidos o a farmacos. Entre los métodos para
producir L-treonina usando una cepa mutante, se divulga un método para usar un microorganismo que pertenece a
la especie Escherichia coli, que tiene fenotipos auxétrofos para el acido diaminopimélico y la metionina, y esta
mutada de modo que la biosintesis de L-treonina no se vea afectada por la inhibicion por retroalimentacion de
treonina, en la Patente Japonesa N® 10037/81.

También puede usarse un proceso de fermentaciéon que usa una cepa recombinante en la produccion de L-treonina.
Por ejemplo, la Publicacién Solicitud de Patente Japonesa N® 05-227977 divulga un método para producir L-treonina
que usa una E. coli recombinante en la que se introduce un operdn de treonina que consiste en los genes que
codifican la aspartoquinasa, homoserina deshidrogenasa, homoserina quinasa y treonina sintasa en una forma de
plasmido, y un método para producir la L-treonina usando Brevibacterium flavum productora de treonina en el que se
introduce un operdn de treonina derivado de E. coli (TURBA E, et al, Agric. Biol. Chem. 53:2269-2271, 1989).

En general, la expresion de un gen especifico en un microorganismo puede potenciarse aumentando el nimero de
copias del gen en el microorganismo. Para esto, se usa un plasmido que da un nimero mayor de copias para un
microorganismo [Sambrook et al., Molecular Cloning, 2°, 1989, 1.3-1.5]. Es decir, el nimero de genes puede
aumentar en la misma cantidad que el nimero de copias del plasmido para un solo microorganismo insertando un
gen diana en el plasmido cuyo nimero de copias puede mantenerse a un nivel alto y después transformando el
microorganismo con el plasmido recombinante obtenido. Se han hecho intentos de potenciar la productividad de
treonina usando este método y se ha notificado un éxito parcial (Patente de EE.UU. N? 5.538.873). Sin embargo,
esta tecnologia que usa un plasmido induce la expresién excesiva de un solo gen especifico en la mayor parte de los
casos, imponiendo de este modo una carga pesada sobre un microorganismo hospedador. Ademas, los plasmidos
pueden perderse durante el cultivo de una cepa recombinante, disminuyendo de este modo la estabilidad del
plasmido. Para abordar estos problemas del método para producir treonina usando una cepa recombinante en la
cual se introduce un plasmido, se han desarrollado la adicién de un antibiético a un cultivo y métodos para usar un
plasmido cuya expresion es controlable [Sambrook et al. Molecular Cloning, 22, 1989, 1.5-1.6, 1.9-1.11]. En el caso
de usar el plasmido cuya expresion es controlable, para aliviar la carga en un microorganismo hospedador y obtener
una gran cantidad de células, durante la fase de crecimiento, se cultiva un microorganismo hospedador en
condiciones en las que no ocurra la expresion de un gen diana en el plasmido, y después del crecimiento suficiente
del microorganismo hospedador, se induce la expresién temporal del gen, obteniendo de este modo un material
diana. Sin embargo, los métodos que usan plasmidos cuya expresion es controlable pueden usarse solamente
cuando el producto génico final es una proteina o un metabolito secundario. En caso de que el producto sea un
metabolito primario que se produzca al mismo tiempo en que los microorganismos empiezan a crecer, la expresion
del gen diana debe inducirse durante la fase de crecimiento. De otro modo, es dificil anticipar la acumulacion del
metabolito primario. Dado que la treonina pertenece a uno de los metabolitos primarios, este ultimo caso también se
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aplica a la treonina.

Por lo tanto, para potenciar la productividad de la treonina, que es un metabolito primario, se divulga la insercién de
genes implicados en la biosintesis de treonina en el ADN cromosdmico de un microorganismo en la Patente de
EE.UU. N© 5.939.307, en lugar de usar un método de introduccién de un plasmido con genes relacionados con la
biosintesis de treonina en un microorganismo. Los métodos para aumentar los genes relacionados con la biosintesis
de treonina y la expresién de los mismos se han desarrollado de diversos modos, pero aun existe una necesidad
para desarrollar un método para producir de un modo mas econémico L-treonina con un alto rendimiento.

Para aumentar el rendimiento de la produccién de L-treonina, se ha llevado a cabo de manera intensiva una
investigacion de una ruta de biosintesis del oxalacetato a la treonina. A este respecto, primero se pretendio inducir el
flujo de carbono a lo largo de una ruta desde el fosfoenolpiruvato a oxalacetato, potenciando la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa, implicada en una etapa inmediatamente anterior a la biosintesis de L-treonina. Para
esto, se estudié y se descubrié una cepa de microorganismos capaz de producir L-treonina en la que se sustituy6 un
promotor de un gen de fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc) del cromosoma por un promotor de un gen que codifica la
cisteina sintetasa (cysK) de modo que aumentara la expresion de un gen que codifica la ppc, que es una primera
enzima de la biosintesis de L-treonina que después de la glucolisis, produjo L-treonina con alto rendimiento,
completando por lo tanto la presente invencién.

Sumario de la invencion

Una o mas de las realizaciones de la presente invencién proporcionan una cepa de Escherichia coli (E. coli) capaz
de producir L-treonina con alto rendimiento.

Una o mas realizaciones de la presente invenciéon también proporcionan un método para producir L-treonina usando
la cepa de E. coli mediante el cual la L-treonina puede producirse de manera eficaz.

Breve descripcion de los dibujos

Las anteriores y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran mas evidentes describiendo en
detalle las realizaciones ejemplares de la misma con referencia a los dibujos acomparnantes en los que:

La FIG. 1 es un diagrama que ilustra un proceso para construir un vector recombinante pUC-PcysK; y
la FIG. 2 es un diagrama que ilustra un proceso para construir un vector recombinante pUCpcysKmloxP.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona un microorganismo productor de L-treonina en el que se sustituye un promotor
natural de un gen (ppc) en el cromosoma por un promotor de un gen de cisteina sintetasa (cysK).

En el microorganismo productor de L-treonina, la expresién de ppc aumenta de manera que un promotor de un gen
que codifica ppc, que convierte el fosfoenolpiruvato producido después de la glucolisis en oxalacetato, el material de
partida de la biosintesis de L-treonina, se sustituye por el promotor del gen cysK, y por consiguiente puede aumentar
la productividad de L-treonina.

El microorganismo puede incluir una célula procariota o eucariota capaz de producir L-treonina en la que se sustituye
un promotor de un gen ppc del cromosoma por un promotor de un gen cysK. Por ejemplo, el microorganismo puede
ser una cepa de microorganismos que pertenece al género Escherichia, género Erwinia, género Serratia, género
Providencia, género Corynobacterium o género Brevibacterium. En particular, el microorganismo puede ser un
microorganismo que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, y mas particularmente, un microorganismo que
pertenece al género Escherichia. Mas particularmente, el microorganismo puede ser Escherichia coli CA030031
(KCCM 10910).

La E. coli CA030031 deriva de E. coli KCCM 10541, que deriva de una E. coli productora de L-treonina, KFCC 10718
(Publicacion de Patente Coreana N°® 92-8395). La E. coli KFCC 10718 tiene resistencia a un analogo de L-metionina,
un fenotipo auxotrofo de metionina, resistencia a un analogo de L-treonina, un fenotipo auxétrofo defectuoso de
isoleucina, resistencia a un analogo de L-lisina, y resistencia al acido a-aminobutirico, y es capaz de producir L-
treonina. Por lo tanto, el microorganismo puede incluir también un microorganismo mutante para producir L-treonina,
ademas de un microorganismo de tipo silvestre. Por ejemplo, el microorganismo mutante puede ser un
microorganismo que tiene resistencia a un analogo de L-metionina, un fenotipo auxétrofo de metionina, resistencia a
un analogo de L-treonina, un fenotipo auxétrofo defectuoso de isoleucina, resistencia a un analogo de L-lisina, y
resistencia al acido a-aminobutirico, y pertenece a E. coli capaz de producir L-treonina.

En una realizacion, el microorganismo puede ser una E. coli que tiene un fenotipo auxétrofo de metionina y

resistencia a un analogo de treonina, a un analogo de lisina, a un analogo de isoleucina y a un analogo de metionina.
Por ejemplo, el analogo de L-metionina puede ser al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
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D,L-metionina, norleucina, a-metilmetionina, y L-metionina-D,L-sulfoximina, el analogo de L-meteonina puede incluir
al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en acido a-amino-f-hidroxi valérico e hidroxamato de
D,L-treonina, y el analogo de L-lisina puede ser al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
S-(2-aminoetil)-L-cisteina y &-metil-L-lisina. Los ejemplos del microorganismo mutante pueden incluir un
microorganismo en el que esta inactivado el gen pckA implicado en la conversion de oxalacetato (OAA) en fosfoenol
piruvato (PEP), que es un intermediario implicado en la biosintesis de L-treonina, un microorganismo en el que esta
inactivado el gen tyrR, que reprime al gen lysC, que esta implicado en la conversién de oxalacetato en aspartato, o
un microorganismo en el que esta inactivado el gen galR que reprime la expresién de un gen galP que esta
implicado en la entrada de glucosa.

En el microorganismo de la presente invencién, el promotor del gen ppc en el cromosoma se sustituye por el
promotor del gen cysK para aumentar la expresion del mismo. El promotor del gen cysK usado en el presente
documento puede derivarse de un gen cysK con una tasa de expresion alta, y puede tener una secuencia de
nucleétidos de SEC ID N¢: 10.

La presente invencién también proporciona un método para producir L-treonina, incluyendo el método: cultivar un
microorganismo transformado con productividad de L-treonina potenciada en el que se sustituye un promotor de un
gen ppc natural en el cromosoma por el gen cysK; y aislar la L-treonina del cultivo del microorganismo.

En el método para producir L-treonina, el microorganismo transformado puede ser E. coli., por ejemplo, E. coli
CA030031 (KCCM 10910).

Una o mas de las realizaciones de la presente invencion se describirdn ahora de forma mas completa con referencia
a los siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos se proporcionan solo con fines ilustrativos, y no se pretende
que limiten el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1: Construccion del vector recombinante pUCpcysKmloxP

(1) Preparacion del fragmento PcysK

Para obtener el fragmento de ADN de 0,3 kb que contiene un promotor de un gen cysK (SEC ID N% 10), el ADN
genomico (ADNg) de W3110, que es la cepa de E. coli de tipo silvestre, se extrajo usando un sistema Genomic-tip
de QIAGEN, y se realizd una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando el ADNg como un molde y un kit
de premezcla PCR HL (fabricado por BIONEER, Corea). Para amplificar el promotor del gen cysK; la PCR se realizé
usando los cebadores de las SEC ID N°: 1 y 2 del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 durante 30
segundos, hibridacién a 55 durante 30 segundos y elongacion a 72 durante 2,5 minutos.

Los productos de PCR se digirieron con Kpnl y EcoRV, se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %,
y después se eluyeron para obtener un fragmento de ADN de 0,3 Kb (en lo sucesivo, citado como "fragmento
PcysK").

(2) Construccién del vector recombinante pUC-PcysK

La FIG. 1 es un diagrama que ilustra un proceso de construccion de un vector recombinante pUC-PcysK que
contiene un promotor de un gen cysK.

El plasmido pUC19 (New England Biolabs, EE.UU.) y el fragmento PcysK obtenido de acuerdo con el Ejemplo 1-(1)
se digirieron cada uno con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal, y se ligaron entre si para construir el vector
pUC-PcysK.

(3) Construcciéon del vector recombinante pUCpcvsKmloxP

La FIG. 2 es un diagrama que ilustra un proceso para construir el vector recombinante pUCpcysKmloxP.

En general, en un experimento de delecion génica causada por inactivacién en una etapa, cada vez que se elimina
un gen, permanece una secuencia de un sitio de reconocimiento de la recombinasa /oxP en el ADN cromosémico.
Se ha comunicado que debido a que las secuencias de loxP permanecen en el ADN cromosémico, cuando se
modifican las cepas adicionalmente para desarrollo adicional, la eficacia puede disminuir significativamente (Nagy A.,
Genesis, 26:99, 2000). Se ha propuesto un método mejorado de delecién usando los mutantes de loxP, que se
denominan lox71 y lox66 por Suzuki (Appl. Environ. Microbiol. 71:8472, 2005). Por lo tanto, para sustituir mas
eficazmente un promotor de un gen ppc en el cromosoma por un promotor de un gen cysK usando los mutantes de
loxP, se construy6 el vector pUCpcysKmloxP que tenia tanto un casete loxP-Cm™-loxP mutante como el promotor
del gen cysK.

Tal como se muestra en la FIG. 2, se llevé a cabo la PCR usando el plasmido pACYC184 (New England Biolab)
como molde usando los cebadores de las SEC ID N°: 3 y 4 del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
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durante 30 segundos, hibridacién a 55 durante 30 segundos y elongacion a 72 durante 1 minuto para obtener un
fragmento de PCR de 1,1 kb. El vector pUC-PcysK construido de acuerdo con el Ejemplo 1-(2) y el fragmento de
ADN de 1,1 kb que se obtuvieron usando pACYA184 como molde se digirieron cada uno con las enzimas de
restriccion Ndel/Kpnl, se ligaron entre si, y se transformaron en E. coli. Después, se seleccionaron las células que
tenian el ADN ligado con precisién usando un método general, y se purificé el plasmido pUCpcysKmloxP a partir del
cultivo de las células.

Ejemplo 2: Preparacion de E. coli recombinante KCCM 10541-PcyK-ppc

Para sustituir un promotor nativo de un gen ppc (SEC ID N°: 9) que codifica la fosfoenolpiruvato carboxilasa en el
cromosoma con un promotor de un gen cysK, se llevd a cabo un método de activacion en una etapa conocido
(Warner et al., PNAS, 6;97(12):6640, 2000) en E. coliKCCM 10541.

En primer lugar, se realiz6 la PCR usando el plasmido pUCpcysKmloxP construido de acuerdo con el Ejemplo 1
como molde usando los cebadores de las SEC ID N%: 5 y 8 del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
durante 30 segundos, hibridacion a 55 durante 30 segundos y elongaciéon a 72 durante 1 minuto para obtener
fragmentos de ADN y los fragmentos de ADN obtenidos se purificaron usando un kit de QIAGEN (kit de Purificacion
de PCR). Posteriormente, se llevé a cabo la PCR adicionalmente usando los cebadores de las SEC ID N%: 6y 7 y los
fragmentos de ADN purificados como molde del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 durante 30
segundos, hibridaciéon a 55 durante 30 segundos y elongacion a 72 durante 1 minuto. Los fragmentos de ADN
resultantes se purificaron; los fragmentos de ADN purificados se introdujeron por electroporacién en E. coli KCCM
10541 en las que se habia introducido el vector pKD46 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12), 6640-6645(2000)), y se
selecciond una sola colonia en una placa Luria-Bertani (LB) que contenia 15/ml de cloranfenicol. La cepa
seleccionada fue una cepa en la que se insert6 el fragmento de ADN en un sitio del promotor de un gen ppc. El
vector pJW168 (BMG Biothechnol. 2001;1:7. Publicado electronicamente el 26 de septiembre de 2001) se introdujo
en la cepa seleccionada para preparar E. coli KCCM 10541-PcyK-ppc recombinante en la que el promotor nativo del
gen ppc se sustituyd por el promotor del gen cysK; eliminando el gen de resistencia a antibiéticos.

Ejemplo 3: Comparacion de la productividad de L-treonina entre microorganismos recombinantes
El microorganismo recombinante preparado de acuerdo con el Ejemplo 2 se cultivd en un medio de titulacion de

treonina, tal como se muestra en la Tabla 1 a continuacién, en un matraz Erlenmeyer, y se confirmé si mejoraba la
productividad de L-treonina.

Tabla 1
Composicion Concentracion (por litro)

Glucosa 709
KoPOy4 2g
(NH4)2S04 25¢g
MgSO47H20 19
FeS04.7H0 5 mg
MnSQO4.4H,0 5mg

DL-metionina 0,15¢
Extracto de levadura 29
Carbonato de calcio 30¢g
pH 6,8

Se inoculé con un asa de siembra de platino cada una de las E. coli KCCM 10541 y E. coli KCCM 10541-PcysK-ppc,
que se cultivaron en un medio LB sélido en un incubador a 33 durante toda la noche con 25 ml de medio de
titulacién, tal como se muestra en la Tabla 1, y se cultivaron en el incubador a 33 a 200 rpm durante 48 horas. Los
resultados se muestran en la Tabla 2 a continuacién.

Tal como se muestra en la Tabla 2, cuando la cepa parental de E. coli KCCM 10541 se cultivé durante 48 horas,
esta produjo 29,8 g/l de L-treonina, mientras que la E. coli KCCM 10541-PcysK-ppc del Ejemplo 2 produjo 34,7 g/l de
L-treonina, teniendo una productividad de 4,9 g/l mayor que la de la cepa parental. Por lo tanto, se confirmé que la
cepa recombinante en la que el promotor del gen ppc se habia sustituido por el promotor del gen cysK tiene una
productividad de L-treonina potenciada. La E. coli KCCM 10541-PcysK-ppc transformada se denomin6é E. coli
CA030031 y se depositod en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 20 de diciembre de 2007 (N2 de
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referencia: KCCM 10910).

Tabla 2
Cepa L-Treonina (g/l)
KCCM10541 (cepa parental) 29,8
KCCM10541-PcysK-ppc 34,7

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> CJ Corporation

<120> Escherichia coli productora de L-treonina y proceso para producir L-treonina usando la misma

<160> 10
<170> Kopatentln 1.71

<210>1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el promotor cysK

<400> 1
cagaggtacc ccagcctgtt tacgatgatc 30

<210>2

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el promotor cysK

<400> 2
gactgatatc gtgaccgata gtcagcgagt 30

<210> 3

<211> 64

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3

atatcatatg taccgttogt atagcataca ttatacgaag ttatctgcocce tgaaccgacg

accyg

<210>4

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

Tal como se ha descrito anteriormente, de acuerdo con la presente invencién, en un microorganismo en el que se
sustituye un promotor de un gen ppc en el cromosoma por un promotor de un gen cysK, la expresion del gen ppc,
que es una enzima que convierte el fosfoenolpiruvato en oxalacetato, que es un precursor de la biosintesis de L-
treonina, aumenta, potenciando de ese modo de forma significativa la productividad de L-treonina en un 16 % o0 mas.
El microorganismo puede producir L-treonina con alto rendimiento, y por lo tanto puede usarse ampliamente en la
industria médica, farmacéutica y alimentaria, en particular para alimentos para animales.
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<220>
<223> Cebador

<400> 4

aattccatgyg taccgtteght ataatgtatg ctatacgaag ttatgcatca ccoccocgacgeac

tttgce

<210>5

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

cttgegecate ttatccgacc tacacetttyg gtgttacttyg gggegatttt aaggegatta

agttgggtaa

<210> 6

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

atcegygcact gttgccaaac tecagtgccyg caataatgte ggatgcgata cttgcgcatc

ttateccgacce

<210>7

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>7

ttgcecgageca tactgacatt actacgcaat gocggaatatt gttegttcat gatatctect

taactgtatg

<210>8

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

60

63

60

70

€0

70

60

70
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tactgacatt

<210>9
<211> 2652
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400>9

atgaacgaac
gaaaccatca
ttgtcgaaat
caaaatttgt
ctggccaaca
ccggaacgtga
accatcaaaa
gaaattaccc
ctcgataaca
ttgatcgece
gaagccaaat
ctgegegaac
gttccdgtcc
gcecgatatca
aaagatattc
gogoctggttg
tctegectga
aaaccagaag
caglcacttce
cgeegegtga
cgtecatacey
tggtcagagg
ctgeccgegea
attgccgaag
tccgacgtac

gttgctcege

aatattccge
aggatgegtt
cttcacgcge
cgaacgacga
ccgccgagea
tcgeccgeac
aagcagtgga
gtcgtacact
aagatatcge
agtcatggca
ggggctttge
tgaacgaaca
gttttacttc
cccgccacgt
aggtgetggt
gcgaagaagg
tggcgacaca
gcctgetgac
aggcgtygtygy
aatgtttecgg
aagegetyggy
ccgacaaaca
actggcaacc
caccgcaagy
tggctgteca

tgtttgaaac

ES 2535732713

attgecgtagt
gggagaacac
tggcaatgat
gctgetgece
ataccacagc
cctgcgtaaa
atcgectgteyg
gatccacaaa
tgactacgaa
taccgatgaa
cgtagtggaa
actggaagag
gtggatgggc
cctgctacte
ttctgaactyg
tgccgcagaa
ggcatggcty
acaaaacgaa
catgggtatt
cgtaccgetg
cgagctgace
ggcgttecty
aagcgecgaa
ctccattgee
cctgctgctg

cctcgatgat

aatgtcagta
attcttgaac
gctaaccgec
gttgcgegtyg
atttcgeega
ctgaaaaacc
ctggaactgg
atggtggaag
cacaaccagc
ateccgtaage
aacagcctgt
aacctcgget
ggcgaccgcg
agccgctgga
tcgatggttg
cecgtateget
gaagcygcgoe
gaactgtggg
atcgccaacyg
gtcegtattg
cgctaceotog
atcegegaac
acgegegaag
gcctacgtga
aaagaagcgg

ctgaacaacg

tgctcggcaa
gcgtagaaac
aggagtitgct
cgtttagtca
aaggcegaage
agcocggaact
teccteacgge
tgaacgcctg
tgatgcgtcg
tgcgtecaag
ggcaaggcgt
acaaactgcc
ACggCAaACCe
aagcecaccga
aagcgaccecs
atctgatgaa
tgaaaggcga
aaccgctcta
gcgatctget
atatccgtca
gtatcggcga
tgaactccaa
tgctegatac
tctegatgge
gtatcgggtt

ccaacgatgt

gttcaagaat gtgttctcece aacgcatcet tgatggttte toccagcact ttgocgagca

agtgctggga
tatccgtaag
caccacctta
gttcctgaac
tgccagcaac
gagcgaagac
tcacceaace
tttaaaacag
cctgcocgccayg
cececggtagat
accaaattac
cgtecgaattt
gaacgtcact
tttgttectg
Cgaactgcty
aaacctgcgt
agaactgceca
cgcttgctac
cgacaccctyg
ggagagcacg
ctacgaaagce
acgtccgctt
ctgoccagytg
gaaaacgccyg
tgcgatgeeg

catgacccag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

i020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

60

70
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ctgoctcaata
tattccgact
caggatgcat
cgcggoggtt
ccaggaagcec
tatggtctgc
gccaacctge
tcagtcatct
tacttceget
gcgaaacgtc
tggacgcaaa
gtggtcgaag
tcgacgcegtc
tactatgacc
ctgcaagaaqg
gatctgeegt
gtattgcagg
gatcctegeg

aataccgygcet

<210> 10
<211> 148
<212> ADN

ttgactggta
cagcaaaaga
taatcaaaac
ccattggtcy
tgaaaggeyy
cagaaatcac
tgccacegec
cctgcgatgt
cegetacgec
gcoccaaccygg
accgtctgat
acggcaaaca
tcggecatgcet
aacgcctggt
aagacatcaa
ggattgcaga
ccgagttget
tcgaacaaqe

aa

<213> Escherichia coli

<400> 10

ggcctgteoct taactgtatg aaattgggat aczacaggta gecatacccocgc cagagaatat

gcggaagtaa ggatttagca tatctatata cagaagggaa ataatgacag caagatggaa

ES 2535732713

tcgtggoccty
tgcgggagty
ctgcgaaaaa
cggcggcgcea
cctgegegta
cgtcagcage
ggagccgaaa
ctaccgegge
ggaacaagaa
cyggcgtegag
gctocccgceco
gagcgagety
ggagatggtc
agacaaagca
agtggtacty
gtetattcag
gcaccgctee

gttaatggtec

taaggggcgyg cataagecac coctgttt

attcagggea
atggcagctt
gogggtatty
cctgctcatyg
accgaacagyg
ctgtcgettt
gagagctgge
tacgtacgty
ctgggcaaac
tcactacgceyg
tggctgggty
gaggctatgt
ttcgecaaag
ctgtggecgt
gcgattgeca
ctacggaata
cgccaggcag

actattgceg

aacagatggt
cctgggcgea
agctgacgtt
cggcgctget
gcgagatgat
ataccggggce
gtcgeattat
aaaacaaaga
tgeccgttggy
ccattccgtyg
caggtacgge
gcogegattg
cagacctgtyg
taggtaaaga
acgattcecca
tttacacecga
aaaaagaagqg

ggattgcgge

gatgattgge
atatcaggca
gttccacggt
gtcacaaccyg
ccgetttaaa
gattctggaa
ggatgaactg
tLLtgtgect
ttcacgtceg
gatcttcgecc
gctgcaaaaa
gccattcttc
gctggeggaa
gttacgcaac
tctgatggcc
cocecgctgaac
ccaggaaccg

aggtatgcgt

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2652

60

120

148
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Escherichia coli productora de L-treonina en la que se sustituye un promotor de un gen de
fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc) en el cromosoma por un promotor de un gen de cisteina sintasa (cysK).

2. La cepa de Escherichia coli de la reivindicacion 1, que tiene un fenotipo auxétrofo de metionina, y resistencia a un
analogo de treonina, a un analogo de lisina, a un analogo de isoleucina y a un analogo de metionina.

3. La cepa de Escherichia coli de la reivindicacién 1, que es Escherichia coli CA030031 (N° de referencia: KCCM
10910).

4. Un método para producir L-treonina, comprendiendo el método: cultivar la cepa de Escherichia coli de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; y aislar la L-treonina del cultivo de la cepa de Escherichia coli.
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FIG. 1

PROMOTOR DE cysK
AMPLIFICADO POR PCR

10, 3kb]

puUCHa
{2EBELD}

DIGESTION con
kpn I Smal

DIGESTION con
kKpn I Smal

LIGAMIENTC

PROMOTOR DE cysk

pUC-Poysk
{28860b0)
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FIG. 2

PACYC154

{4245bp)

PCR

mloxP-Cm-loxP pUC-Poysk
{1,1kb)

DIGESTION con
Mdel | Kpnl

DIGESTION con
Mdel ' KpnlL

l LIGAMIEMTO

) . cyskKmloxP
Ea]
6}'
%

S,

plUCpecyskmloxP
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