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DESCRIPCIÓN 
 
Escherichia coli productora de L-treonina y proceso para producir L-treonina usando la misma 
 
Referencia cruzada a solicitudes de patente relacionadas 5 
 
Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Coreana Nº 10-2008-0002310, presentada el 8 de 
enero de 2008, en la Oficina de Propiedad Intelectual Coreana. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
1. Campo de la invención 
 
Una o más realizaciones de la presente invención 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 15 
fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc) en el cromosoma por un promotor del gen de cisteína sintasa (cysK), y un 
método para producir L-treonina usando la misma. 
 
2. Descripción de la técnica relacionada 
 20 
La L-treonina es un aminoácido 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 síntesis de fármacos. 
Mientras que las proteínas animales contienen una cantidad suficiente de L-treonina, la proteína 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. 25 
 
La L-treonina se produce principalmente mediante un proceso de fermentación que usa Escherichia coli (E. coli) o 
Corynebacterium, que se desarrolla mediante mutagénesis artificial o recombinación 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 30 
a análogos de aminoácidos o fármacos, y una cepa mutante auxotrófica para ácido diaminopimélico, metionina, 
lisina o isoleucina que también tiene resistencia a análogos de aminoácidos o a fármacos. 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 auxótrofos para el ácido diaminopimélico y la metionina, y está 
mutada de modo que la biosíntesis de L-treonina no se vea afectada por la inhibición por retroalimentación de 35 
treonina, en la Patente Japonesa Nº 10037/81. 
 
También puede usarse un proceso de fermentación que usa una cepa recombinante en la producción de L-treonina. 
Por ejemplo, la Publicación Solicitud de Patente Japonesa Nº 05-227977 divulga un método para producir L-treonina 
que usa una E. coli recombinante en la que se introduce un operón de treonina que consiste en los genes que 40 
codifican la aspartoquinasa, homoserina deshidrogenasa, homoserina quinasa y treonina sintasa en una forma de 
plásmido, y un método para producir la L-treonina usando Brevibacterium flavum productora de treonina en el que se 
introduce un operón de treonina derivado de E. coli (TURBA E, et al, Agric. Biol. Chem. 53:2269-2271, 1989). 
 
En general, la expresión de un gen específico en un microorganismo puede potenciarse aumentando el número de 45 
copias del gen en el microorganismo. Para esto, se usa un plásmido que da un número mayor de copias para un 
microorganismo [Sambrook et al., Molecular Cloning, 2º, 1989, 1.3-1.5]. Es decir, el número de genes puede 
aumentar en la misma cantidad que el número de copias del plásmido para un solo microorganismo insertando un 
gen diana en el plásmido cuyo número de copias puede mantenerse a un nivel alto y después transformando el 
microorganismo con el plásmido recombinante obtenido. Se han hecho intentos de potenciar la productividad de 50 
treonina usando este método y se ha notificado un éxito parcial (Patente de EE.UU. Nº 5.538.873). Sin embargo, 
esta tecnología que usa un plásmido induce la expresión excesiva de un solo gen específico en la mayor parte de los 
casos, imponiendo de este modo una carga pesada sobre un microorganismo hospedador. Además, los plásmidos 
pueden perderse durante el cultivo de una cepa recombinante, disminuyendo de este modo la estabilidad del 
plásmido. Para abordar estos problemas del método para producir treonina usando una cepa recombinante en la 55 
cual se introduce un plásmido, se han desarrollado la adición de un antibiótico a un cultivo y métodos para usar un 
plásmido cuya expresión es controlable [Sambrook et al. Molecular Cloning, 2º, 1989, 1.5-1.6, 1.9-1.11]. En el caso 
de usar el plásmido cuya expresión 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 expresión de un gen diana en el plásmido, y después del crecimiento suficiente 60 
del microorganismo hospedador, se induce la expresión temporal del gen, obteniendo de este modo un material 
diana. Sin embargo, los métodos que usan plásmidos cuya expresión es controlable pueden usarse solamente 
cuando el producto génico final es una proteína 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 expresión 
del gen diana debe inducirse durante la fase de crecimiento. De otro modo, es difícil anticipar la acumulación del 65 
metabolito primario. Dado que la treonina pertenece a uno de los metabolitos primarios, este último 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 inserción de 
genes implicados en la biosíntesis de treonina en el ADN cromosómico de un microorganismo en la Patente de 
EE.UU. Nº 5.939.307, en lugar de usar un método de introducción de un plásmido con genes relacionados con la 5 
biosíntesis de treonina en un microorganismo. Los métodos para aumentar los genes relacionados con la biosíntesis 
de treonina y la expresión de los mismos se han desarrollado de diversos modos, pero aún existe una necesidad 
para desarrollar un método para producir de un modo más económico L-treonina con un alto rendimiento. 
 
Para aumentar el rendimiento de la producción de L-treonina, se ha llevado a cabo de manera intensiva una 10 
investigación de una ruta de biosíntesis del oxalacetato a la treonina. A este respecto, primero se pretendió 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 biosíntesis de L-treonina. Para 
esto, se estudió y se descubrió una cepa de microorganismos capaz de producir L-treonina en la que se sustituyó un 
promotor de un gen de fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc) del cromosoma por un promotor de un gen que codifica la 15 
cisteína sintetasa (cysK) de modo que aumentara la expresión de un gen que codifica la ppc, que es una primera 
enzima de la biosíntesis de L-treonina que después de la glucolisis, produjo L-treonina con alto rendimiento, 
completando por lo tanto la presente invención. 
 
Sumario de la invención 20 
 
Una o más de las realizaciones de la presente invención proporcionan una cepa de Escherichia coli (E. coli) capaz 
de producir L-treonina con alto rendimiento. 
 
Una o más realizaciones de la presente invención también proporcionan un método para producir L-treonina usando 25 
la cepa de E. coli mediante el cual la L-treonina puede producirse de manera eficaz. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
Las anteriores y otras características y ventajas de la presente invención serán más evidentes describiendo en 30 
detalle las realizaciones ejemplares de la misma con referencia a los dibujos acompañantes 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. 

 35 
Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención 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 cisteína sintetasa (cysK). 
 40 
En el microorganismo productor de L-treonina, la expresión 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 biosíntesis de L-treonina, se sustituye por el promotor del gen cysK, y por consiguiente puede aumentar 
la productividad de L-treonina. 
 45 
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 más particularmente, un microorganismo que 50 
pertenece al género Escherichia. Más 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 
(Publicación de Patente Coreana Nº 92-8395). La E. coli KFCC 10718 tiene resistencia a un análogo de L-metionina, 55 
un fenotipo auxótrofo de metionina, resistencia a un análogo de L-treonina, un fenotipo auxótrofo defectuoso de 
isoleucina, resistencia a un análogo de L-lisina, y resistencia al ácido α-aminobutírico, y es capaz de producir L-
treonina. Por lo tanto, el microorganismo puede incluir también un microorganismo mutante para producir L-treonina, 
además de un microorganismo de tipo silvestre. Por ejemplo, el microorganismo mutante puede ser un 
microorganismo que tiene resistencia a un análogo de L-metionina, un fenotipo auxótrofo de metionina, resistencia a 60 
un análogo de L-treonina, un fenotipo auxótrofo defectuoso de isoleucina, resistencia a un análogo de L-lisina, y 
resistencia al ácido α-aminobutírico, y pertenece a E. coli capaz de producir L-treonina. 
 
En una realización, el microorganismo puede ser una E. coli que tiene un fenotipo auxótrofo de metionina y 
resistencia a un análogo de treonina, a un análogo de lisina, a un análogo de isoleucina y a un análogo de metionina. 65 
Por ejemplo, el análogo de L-metionina puede ser al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en 
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D,L-metionina, norleucina, α-metilmetionina, y L-metionina-D,L-sulfoximina, el análogo de L-meteonina puede incluir 
al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en ácido α-amino-β-hidroxi valérico e hidroxamato de 
D,L-treonina, y el análogo de L-lisina puede ser al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en 
S-(2-aminoetil)-L-cisteína y δ-metil-L-lisina. Los ejemplos del microorganismo mutante pueden incluir un 
microorganismo en el que está inactivado el gen pckA implicado en la conversión de oxalacetato (OAA) en fosfoenol 5 
piruvato (PEP), que es un intermediario implicado en la biosíntesis de L-treonina, un microorganismo en el que está 
inactivado el gen tyrR, que reprime al gen lysC, que está implicado en la conversión de oxalacetato en aspartato, o 
un microorganismo en el que está inactivado el gen galR que reprime la expresión de un gen galP que está 
implicado en la entrada de glucosa. 
 10 
En eI microorganismo de la presente invención, el promotor del gen ppc en el cromosoma se sustituye por el 
promotor del gen cysK para aumentar la expresión del mismo. El promotor del gen cysK usado en el presente 
documento puede derivarse de un gen cysK con una tasa de expresión alta, y puede tener una secuencia de 
nucleótidos de SEC ID Nº: 10. 
 15 
La presente invención 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 20 
CA030031 (KCCM 10910). 
 
Una o más de las realizaciones de la presente invención se describirán ahora de forma más 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 invención. 25 
 
Ejemplo 1: Construcción del vector recombinante pUCpcysKmloxP 
 
(1) Preparación del fragmento PcysK 
 30 
Para obtener el fragmento de ADN de 0,3 kb que contiene un promotor de un gen cysK (SEC ID Nº: 10), el ADN 
genómico (ADNg) de W3110, que es la cepa de E. coli de tipo silvestre, se extrajo usando un sistema Genomic-tip 
de QIAGEN, y se realizó una reacción 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 realizó 
usando los cebadores de las SEC ID Nº: 1 y 2 del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalización a 94 durante 30 35 
segundos, hibridación a 55 durante 30 segundos y elongación 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"). 40 
 
(2) Construcción del vector recombinante pUC-PcysK 
 
La FIG. 1 es un diagrama que ilustra un proceso de construcción de un vector recombinante pUC-PcysK que 
contiene un promotor de un gen cysK. 45 
 
El plásmido 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 restricción Kpnl y Smal, y se ligaron entre sí para construir el vector 
pUC-PcysK. 
 50 
(3) Construcción 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 deleción génica causada por inactivación en una etapa, cada vez que se elimina 55 
un gen, permanece una secuencia de un sitio de reconocimiento de la recombinasa loxP en el ADN cromosómico. 
Se ha comunicado que debido a que las secuencias de loxP permanecen en el ADN cromosómico, 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 deleción usando los mutantes de loxP, que se 
denominan lox71 y lox66 por Suzuki (Appl. Environ. Microbiol. 71:8472, 2005). Por lo tanto, para sustituir más 60 
eficazmente un promotor de un gen ppc en el cromosoma por un promotor de un gen cysK usando los mutantes de 
loxP, se construyó el vector pUCpcysKmloxP que tenía tanto un casete loxP-Cm

R
-loxP mutante como el promotor 

del gen cysK. 
 
Tal como se muestra en la FIG. 2, se llevó a cabo la PCR usando el plásmido pACYC184 (New England Biolab) 65 
como molde usando los cebadores de las SEC ID Nº: 3 y 4 del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalización a 94 
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durante 30 segundos, hibridación a 55 durante 30 segundos y elongación 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 
restricción Ndel/Kpnl, se ligaron entre sí, y se transformaron en E. coli. Después, se seleccionaron las células que 
tenían el ADN ligado con precisión usando un método general, y se purificó el plásmido pUCpcysKmloxP a partir del 5 
cultivo de las células. 
 
Ejemplo 2: Preparación de E. coli recombinante KCCM 10541-PcyK-ppc 
 
Para sustituir un promotor nativo de un gen ppc (SEC ID Nº: 9) que codifica la fosfoenolpiruvato carboxilasa en el 10 
cromosoma con un promotor de un gen cysK, se llevó a cabo un método de activación en una etapa conocido 
(Warner et al., PNAS, 6;97(12):6640, 2000) en E. coli KCCM 10541. 
 
En primer lugar, se realizó la PCR usando el plásmido pUCpcysKmloxP construido de acuerdo con el Ejemplo 1 
como molde usando los cebadores de las SEC ID Nº: 5 y 8 del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalización a 94 15 
durante 30 segundos, hibridación a 55 durante 30 segundos y elongación 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 Purificación 
de PCR). Posteriormente, se llevó a cabo la PCR adicionalmente usando los cebadores de las SEC ID Nº: 6 y 7 y los 
fragmentos de ADN purificados como molde del siguiente modo: 30 ciclos de desnaturalización a 94 durante 30 
segundos, hibridación a 55 durante 30 segundos y elongación a 72 durante 1 minuto. Los fragmentos de ADN 20 
resultantes se purificaron; los fragmentos de ADN purificados se introdujeron por electroporación en E. coli KCCM 
10541 en las que se había introducido el vector pKD46 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12), 6640-6645(2000)), y se 
seleccionó una sola colonia en una placa Luria-Bertani (LB) que contenía 15 /ml de cloranfenicol. La cepa 
seleccionada fue una cepa en la que se insertó el fragmento de ADN en un sitio del promotor de un gen ppc. El 
vector pJW168 (BMG Biothechnol. 2001;1:7. Publicado electrónicamente el 26 de septiembre de 2001) se introdujo 25 
en la cepa seleccionada para preparar E. coli KCCM 10541-PcyK-ppc recombinante en la que el promotor nativo del 
gen ppc se sustituyó por el promotor del gen cysK, eliminando el gen de resistencia a antibióticos. 
 
Ejemplo 3: Comparación de la productividad de L-treonina entre microorganismos recombinantes 
 30 
El microorganismo recombinante preparado de acuerdo con el Ejemplo 2 se cultivó en un medio de titulación de 
treonina, tal como se muestra en la Tabla 1 a continuación, en un matraz Erlenmeyer, y se confirmó si mejoraba la 
productividad de L-treonina.  
 

Tabla 1 35 

Composición Concentración (por litro) 

Glucosa 70 g 

K2PO4 2 g 

(NH4)2SO4 25 g 

MgSO47H2O 1 g 

FeSO4.7H2O 5 mg 

MnSO4.4H2O 5 mg 

DL-metionina 0,15 g 

Extracto de levadura 2 g 

Carbonato de calcio 30 g 

pH 6,8 

 
Se inoculó 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 sólido en un incubador a 33 durante toda la noche con 25 ml de medio de 
titulación, 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 continuación. 40 
 
Tal como se muestra en la Tabla 2, cuando la cepa parental de E. coli KCCM 10541 se cultivó 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 confirmó que la 
cepa recombinante en la que el promotor del gen ppc se había sustituido por el promotor del gen cysK tiene una 45 
productividad de L-treonina potenciada. La E. coli KCCM 10541-PcysK-ppc transformada se denominó E. coli 
CA030031 y se depositó en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) el 20 de diciembre de 2007 (Nº 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 

 
Tal como se ha descrito anteriormente, de acuerdo con la presente invención, 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 expresión del gen ppc, 5 
que es una enzima que convierte el fosfoenolpiruvato en oxalacetato, que es un precursor de la biosíntesis de L-
treonina, aumenta, potenciando de ese modo de forma significativa la productividad de L-treonina en un 16 % o más. 
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. 
 10 

<110> CJ Corporation 
 
<120> Escherichia coli productora de L-treonina y proceso para producir L-treonina usando la misma 
 
<160> 10 15 
 
<170> KopatentIn 1.71 
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<220> 
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<211> 64 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 45 
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<220> 
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<220>  
<223> Cebador 
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<400> 5 

 

 
 

<210> 6 20 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  25 
<223> Cebador 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 7 40 

 

 
 

<210> 8  
<211> 70  45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 50 
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<210> 9  
<211> 2652  
<212> ADN  5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 148 
<212> ADN 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 10 
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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 cisteína sintasa (cysK). 
 5 
2. La cepa de Escherichia coli de la reivindicación 1, que tiene un fenotipo auxótrofo de metionina, y resistencia a un 
análogo de treonina, a un análogo de lisina, a un análogo de isoleucina y a un análogo de metionina. 
 
3. La cepa de Escherichia coli de la reivindicación 1, que es Escherichia coli CA030031 (Nº de referencia: KCCM 
10910). 10 
 
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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