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DESCRIPCION

Escherichia coli recombinante modificada por ingenieria genética productora de L-triptéfano que tiene originalmente
productividad de L-fenilalanina, y método para producir L-triptéfano usando el microorganismo

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un microorganismo que tiene productividad de L-triptéfano y a un método para
producir L-triptéfano usando el mismo. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a una E. coli
recombinante que tiene productividad de triptéfano producida por ingenieria genética a través de la pérdida de su
auxotrofia para triptéfano, bloqueando la biosintesis de L-fenilalanina y aumentando el gen implicado en la
biosintesis de triptéfano a partir de la E. coli mutante KFCC 10066 que tiene productividad de L-fenilalanina, y a un
método para producir L-triptéfano usando el mismo.

Antecedentes de la técnica

El L-triptéfano es uno de los aminoacidos esenciales, el cual se ha usado como aditivo alimenticio o como materia
prima para medicinas incluyendo inyecciones y alimentos saludables debido a su efecto hipnético o efecto
tranquilizante. El L-triptéfano se ha producido por sintesis quimica, reaccién enzimatica y fermentacion por
microorganismo.

Para la sintesis quimica, se requiere reaccion a alta temperatura y alta presion y tanto el tipo D como el tipo L estan
incluidos en el producto de reaccion, lo cual hace dificil el proceso de purificacion. La reaccién enzimatica tiene
problemas de alto precio del indol y la serina usados como sustratos y de inestabilidad de la enzima, como se
muestra en la descripcion de patente de Mitsui Toatsu (Publicacion de Patente Coreana N° 90-005773).

Por lo tanto, la produccion de L-triptéfano en gran parte ha dependido de la fermentacion directa usando un
microorganismo. La produccion de L-triptéfano segun la fermentacion por microorganismo convencional en su
mayoria se ha llevado a cabo en auxétrofo y mutante con mutacion de region control de diversos microorganismos
incluyendo E. coliy Corynebacterium. Con el asombroso avance de las técnicas de ADN recombinante desde 1980,
se han descrito la ruta del metabolismo y su mecanismo de regulacion. Desde entonces, los investigadores han
tenido éxito en el desarrollo de excelentes cepas recombinantes usando técnicas de manipulacion génica, lo cual
llevé a un notable incremento en la produccion.

Algunas de las Patentes Coreanas en relacion con la produccién de triptéfano mediante fermentacion directa usando
un microorganismo describen respectivamente la produccion de triptéfano mediante el uso de cepas mutantes que
tienen resistencia analoga a triptéfano o auxotrofia (Publicacion de Patente Coreana N° 87-1813, 90-8251 y 92-
7405) y la produccion de triptéfano mediante el uso de cepas recombinantes (Publicacion de Patente Coreana N° 90-
5772 y 91-5672). En el caso de usar una cepa resistente analoga a triptéfano, era un objetivo muy importante
superar la retroinhibicidon de enzimas en la biosintesis de triptéfano. En el caso de usar una cepa recombinante, era
un objetivo muy importante la clonacién de los genes implicados en la biosintesis de triptéfano. Y, los métodos
anteriores, de hecho, registraron un gran éxito. Sin embargo, aunque el método convencional para producir L-
triptéfano que usa la E. coli mutante convencional tiene una ventaja de produccion de L-triptéfano por el uso de
medio de cultivo econdmico, tiene una desventaja de baja productividad de L-triptéfano. Los presentes inventores
consideraron que la produccidon de L-triptéfano mediante fermentaciéon de E. coli CJ285 (KCCM-10534,
PCT/KR2004/003030) que se desarrolld y conservé por la compafia de los presentes inventores también tiene un
problema de baja productividad. Por tanto, los presentes inventores consideraron que era importante el desarrollo de
cepa mutante excelente como cepa madre para maximizar la productividad de L-triptéfano por técnicas de ADN
recombinante.

Por otro lado, la cepa productora de L-fenilalanina (KFCC 10066, Publicacion de Patente Coreana N° 1985-0001232)
se habia desarrollado y conservado por la compafia de los presentes inventores puesto que se pueden sintetizar
aminoacidos aromaticos (L-triptéfano, L-fenilalanina, L-tirosina) en una ruta de metabolismo comun. Entonces, los
presentes inventores consideraron que la manipulacién apropiada de la cepa anterior por técnicas de ingenieria
genética, podria incrementar la productividad de L-triptéfano. Por lo tanto, los presentes inventores, usaron la cepa
productora de L-fenilalanina (KFCC 10066, Publicacion de Patente Coreana N° 1985-0001232) como cepa madre
para una cepa recombinante de E. coli productora de L-triptéfano con alto rendimiento a través de la pérdida de la
auxotrofia del triptéfano, bloqueando la biosintesis de L-fenilalanina y aumentando el gen implicado en la biosintesis
de triptéfano.

Descripcion de la invencion
Problema técnico

La presente invencion proporciona una cepa productora de triptéfano desarrollada a partir de la cepa madre de E.
coli (KFCC 10066) que produce L-fenilalanina liberando la auxotrofia del triptéfano en el cromosoma e inactivando
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los genes pheA, trpA, mtr, y tnaAB y mutando los genes aroG y trpE en el cromosoma para bloquear la biosintesis
de L-fenilalanina e inducir la produccion de triptéfano.

Es otro objetivo de la presente invencidon proporcionar un método para producir L-triptéfano a alta concentracion
cultivando la cepa recombinante de E. coli en medio de fermentacion que contiene glucosa por fermentacion directa.

Solucién técnica

Los objetivos anteriores y otros objetivos de la presente invencion se pueden alcanzar a través de las siguientes
realizaciones de la presente invencion.

La presente invencién se describe con detalle a continuacion.

El método para producir L-triptéfano de la presente invencién comprende las siguientes etapas: liberar la auxotrofia
para triptéfano de la cepa mutante de E. coli (KFCC 10066) que tiene productividad de L-fenilalanina en el
cromosoma; bloquear la biosintesis de L-fenilalanina, es decir, inactivar el gen pheA implicado en la biosintesis de L-
fenilalanina, el gen trpR implicado en la regulacion de la biosintesis de triptéfano, el gen mir implicado en la
reentrada intracelular del triptéfano producido, y el gen tnaAB implicado en la degradacion del triptéfano producido;
aumentar el gen implicado en la biosintesis de triptéfano, es decir, mutar el gen aroG que codifica la enzima para la
sintesis de 3-desoxiarabinosa-heptulosonato-7-fosfato (DAHP) en el cromosoma y el {rpE implicado en la biosintesis
de triptéfano para liberar la retroinhibicién; y confirmar la produccion de L-triptéfano a partir de la cepa recombinante
de E. coli anteriormente obtenida en el medio de fermentacion que contiene glucosa por fermentacion directa.

La etapa de liberacién de la auxotrofia para triptéfano incluye el método de restablecimiento del gen del operon de
triptéfano en el cromosoma de una cepa productora de L-fenilalanina que tiene auxotrofia para triptéfano a la forma
de una cepa de tipo silvestre. El gen del operdn de triptéfano comprende la forma de trpEDCBA y esta compuesto de
genes requeridos para la conversion de corismato en triptéfano, sugiriendo que es necesario para la cepa productora
de triptéfano. Entonces, el gen del operon de triptéfano se seleccion6 como un gen objetivo a restablecer.

La etapa de bloqueo de la biosintesis de L-fenilalanina en esta invencioén incluye el método de inactivacion de los
genes implicados en la biosintesis de L-fenilalanina. En el presente documento, “inactivacion” indica la delecion de
los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB activos intracelulares o mutacion de los genes pheA, trpR, mir y tnaAB para
reducir los niveles de las proteinas codificadas por esos genes.

El gene pheA (gen ID de NCBI: 16130520) (SEQ. ID. NO: 33) es el gen que codifica la proteina necesaria para la
biosintesis de L-fenilalanina en E. coli y compite con la ruta de biosintesis de triptéfano en corismato. Por lo tanto, se
seleccioné como un gen objetivo a inactivar para la produccion de una cepa productora de triptéfano.

El gen trpR (gen ID de NCBI: 16132210 (SEQ. ID. NO: 34) es el gen que codifica la proteina TrpR necesaria para la
regulacion de la biosintesis del operdn de triptéfano (trpEDCBA) en E. coli, que se une a triptéfano enddégeno para
funcionar como represor mediante la unién al promotor del operén de triptéfano. Entonces, la inactivacion de esta
proteina da como resultado la sobreexpresion de ARNm de operén de triptéfano, indicando el incremento de la
concentracion de triptéfano. Por lo tanto, se selecciond como gen objetivo a inactivar.

El gen mtr (gen ID de NCBI: 16131053) (SEQ. ID. NO: 35) es el gen que codifica la proteina necesaria para el influjo
de tripté6fano desde el exterior de las células. Entonces, este gen se deberia someter a delecion de la cepa
productora de triptéfano, lo cual convierte al gen en objetivo a inactivar.

El gen tnaAB (gen ID de NCBI: 90111643, 16131577) (SEQ. ID. NO: 36 y NO: 37) esta compuesto de tnaA que
codifica la proteina necesaria para la degradacion de triptoéfano intracelular y tnaB que codifica la proteina implicada
en el influjo de triptéfano extracelular. Se cree que este gen no es necesario para el cultivo productor de L-triptéfano.
Entonces, se selecciond como gen objetivo a inactivar.

El microorganismo de la presente invencion se prepara inactivando los genes pheA, trpR, mir y tnaAB que existen
en el cromosoma de un microorganismo que tiene productividad de L-triptéfano. Para inactivar esos genes, se
induce mutacién usando un rayo tal como UV o un producto quimico. Y a partir de los mutantes, se selecciona una
cepa que tenga genes inactivados codificadores de pheA, trpR, mir y tnaAB. La inactivacion se puede realizar
mediante técnicas de ADN recombinante. Por ejemplo, la inactivacion se puede alcanzar insertando la secuencia de
nucledtidos o el vector que contiene la secuencia de nucledtidos que tiene homologia con los genes codificadores de
pheA, trpR, mtr y tnaAB en un microorganismo objetivo para inducir recombinacién homdloga. La secuencia de
nucleétidos o el vector anterior puede incluir un marcador de selecciéon dominante.

En esta invencion, los genes pheA, trpR, mir y tnaAB o sus fragmentos de ADN contienen secuencia de
polinucledtidos que tiene homologia de secuencia con los genes pheA, trpR mtry tnaAB del hospedador, pero estas
secuencias de polinucledtidos tienen tal mutacién como truncamiento, delecién, sustitucion, insercién e inversion
para ser incapaces de expresar las proteinas codificadas por los genes pheA, trpR, mtry tnaAB. La insercion de los
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genes pheA, trpR, mtr y tnaAB inactivados o sus fragmentos de ADN en una célula hospedadora se puede alcanzar
mediante transformacion, conjugacion, transduccién o electroporacion, pero no siempre limitado a los mismos.

Cuando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB inactivados o sus fragmentos de ADN se introducen en una célula
hospedadora por transformacién, la inactivacion se induce mezclando las secuencias de polinucleétidos con el
cultivo de la cepa. A la vez, la cepa se puede transformar debido a que es naturalmente competente a la insercion
del ADN, pero se prefiere hacer que la cepa sea competente para la insercion de ADN mediante el método
apropiado de antemano (véase LeBlanc y col., Plasmid 28, 130-145, 1992; Pozzi y col., J. Bacteriol. 178, 6.087-
6.090, 1996). A través de la recombinacion homoéloga, se inactiva la copia del cromosoma tipo silvestre de la
secuencia mediante delecidon de una parte de los genes pheA, trpR, mtr'y tnaAB del ADN gendémico o insercion de
un fragmento de ADN extrafio.

La etapa de aumentar el gen implicado en la biosintesis de triptéfano de la presente invencién incluye el método de
la mutacién del gen implicado en la biosintesis de triptéfano. En el presente documento, “mutacion” indica que la
actividad de las proteinas que codifican los genes aroG y trpE esta modificada para liberar la retroinhibicion.

El aroG (gen ID de NCBI: 16128722) (SEQ. ID. NO: 38) es el gen que codifica la proteina necesaria para la sintesis
de 7P-2-deshidro-3-desoxi-D-arabinoheptosa que es el punto de inicio de la ruta de biosintesis de aminoacidos
aromaticos (triptéfano, L-fenilalanina, tirosina). Se consideré que este gen necesariamente se muta para incrementar
la productividad de triptéfano.

El trpE (gen ID de NCBI: 16129225) (SEQ. ID. NO: 39) es el gen que codifica la proteina implicada en la sintesis de
antranilato. Entre los genes que constituyen el operdn de triptéfano, el gen se inhibe por triptéfano. Entonces, se
consider6 que este gen necesariamente se mutaba para prevenir la inhibicion.

La presente invencion también proporciona un método para producir el L-triptéfano a alta concentracién con alto
rendimiento mediante el cultivo de la cepa recombinante de E. coli anteriormente preparada en el medio de
fermentacién que contenia glucosa por fermentacion directa.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

Las realizaciones practicas y actualmente preferidas de la presente invencion son ilustrativas como se muestra en
los siguientes Ejemplos.

Sin embargo, se apreciara que los expertos en la técnica, en consideracion de esta divulgacion, pueden hacer
modificaciones y mejoramientos dentro del espiritu y el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1: Construccion de una cepa que ha perdido la propiedad de auxotrofia para triptéfano

En este ejemplo, se restablecio al tipo silvestre el gen del operdn de triptéfano que existe en el cromosoma de la
cepa auxotrofa para triptéfano que produce L-fenilalanina.

Para hacerlo, se uso6 el lisado celular de la E. coli de tipo silvestre infectada con fago P1. Precisamente, se inoculd
un asa de platino de E. coli en medio liquido LB (Lurina-Bertani, referido mas adelante como LB; 10 g/l de bacto
triptona, 5 g/l de extracto de levadura bacto, 10 g/l de cloruro de sodio), seguido de cultivo a 37 °C durante la noche.
Se recuperaron las células cultivadas y se volvieron a poner en suspension en medio liquido LB-GMC (glucosa al 0,2
%, sulfato de magnesio ImM (MgSOys), cloruro de calcio 0,05 mM (CaCly)), seguido de infeccion con 2 o de fago P1.
Después de cultivar a 37 °C durante 30 minutos, el producto de cultivo se lavé dos veces con citrato de Na 0,1 M
para eliminar el fago P1 restante. Las células se volvieron a poner en suspension en 0,1 ml de citrato de Na, que se
extendieron sobre el medio minimo sélido M9 complementado con 20 mg/l de tirosina. Se confirmé que la colonia
obtenida era capaz de crecer en un medio libre de triptéfano, sugiriendo que las cepas han perdido la propiedad de
auxotrofia para triptéfano. La cepa construida se denominé “CJ001 (Trp")’.

Ejemplo 2: Construccién de una cepa recombinante productora de L-triptéfano con gen pheA inactivado

En este ejemplo, se inactivé el gen pheA de E. coli mediante recombinacion homéloga.

Para inactivar el gen pheA, se us6 inactivacion en una etapa, que es un método que usa recombinasa Red de
lambda desarrollada por Datsenko KA y col. (“One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12
using PCR products”, Datsenko KA, Wanner BL., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 6 de junio de 2000; 97(12):6.640-5).
Para confirmar la insercion en el gen, se uso el gen resistente a cloranfenicol de pKD3 como marcador. Se realizé la
reaccion en cadena de la Polimerasa (referida, mas adelante, como PCR) usando pKD3 como plantilla con el
cebador 1 y el cebador 2 mostrados en la Tabla 1 que comprenden una parte del gen pheA y una parte de la
secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3, dando como resultado la amplificacion de un fragmento de
gen de aproximadamente 1.100 pb [Sambrook y col., “Molecular Cloning, a Laboratory Manual” (1989)”, Cold Spring
Harbor Laboratories]. La solucion de reaccién usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL (BIONEER,
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Corea). Y la PCR se realiz6 como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C
durante 30 segundos, elongacion a 72 °C durante 1 minuto (30 ciclos). El producto de PCR se sometié a
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucion.

Tabla 1
Cebador 1 5’- aggcaacactatgacatcgtgtaggctggagctgctic -3’ (SEQ. ID. NO: 1)
Cebador 2 5’- ggtcgccattaacaacgtggcatatgaatatcctecttag -3 (SEQ. ID. NO: 2)

Para obtener el fragmento de ADN 5’ del gen pheA de E. coli, la PCR se realiz6 usando el cromosoma de E. coli tipo
silvestre W3110 como plantilla con los cebadores 3 y 4 mostrados en la tabla 2, dando como resultado la
amplificacién de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solucién de reaccion usada en el presente
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realiz6 como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 20 segundos (30 ciclos). El
producto de PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 2
Cebador 3 | 5'- tattgagtgtatcgccaac -3’ (SEQ. ID. NO: 3)
Cebador 4 | 5'- cgatgtcatagtgttgcc -3’ (SEQ. ID. NO: 4)

Para obtener el fragmento de ADN 3’ del gen pheA de E. coli, la PCR se realiz6 usando el cromosoma de E. coli tipo
silvestre W3110 como plantilla con los cebadores 5 y 6 mostrados en la tabla 3, dando como resultado la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solucién de reaccion usada en el presente
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 20 segundos (30 ciclos). El
producto de PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 3
Cebador 5 | 5'- ccacgttgttaatggcgacc -3’ (SEQ. ID. NO: 5)
Cebador 6 | 5'- ticattgaacgggtgatttc -3’ (SEQ. ID. NO: 6)

En el presente documento, 18 pares de las secuencias de nucleétidos del cebador 1 y el cebador 4 eran
complementarios, y 20 pares de las secuencias de nucleotidos del cebador 2 y el cebador 5 eran complementarios.
Por tanto, el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 1 y 2, el fragmento obtenido por PCR usando los
cebadores 3 y 4 y el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 5 y 6 podrian estar ligados como un
fragmento. Los productos de PCR se amplificaron mediante cinco ciclos de PCR sin cebadores. El cebador 3 y el
cebador 6 se afiadieron a los mismos, seguido de 25 ciclos de PCR. Como resultado, se amplificé un fragmento de
gen de aproximadamente 1.600 pb.

Se prepard la E. coli CJ001 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como una cepa
competente, seguido de induccion del fragmento de gen de 1.600 pb de tamarfio obtenido por PCR, las cepas se
extendieron sobre el medio sdélido LB complementado con 30 mg/ml de cloranfenicol. Se confirmé que la cepa
obtenida tenia pheA inactivado por el fragmento de gen de 1.600 pb de tamafio obtenido por PCR usando el cebador
3y el cebador 6. La cepa recombinante resultante se denominé “CJ100 (Trp*ApheA)’.

Ejemplo 3: Construccién de un microorganismo recombinante productor de L-triptéfano con gen trpR inactivado

En este ejemplo, se inactivo el gen trpR de E. coli mediante recombinacion homaloga.

La PCR se realizé usando pKD3 como plantilla con el cebador 7 y el cebador 8 mostrados en la Tabla 4 que
comprenden una parte del gen frpR y una parte de la secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3, dando
como resultado la amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 1.100 pb. La soluciéon de reaccion
usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94
°C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 1 minuto (30 ciclos).
El producto de PCR se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucion.

Tabla 4
Cebador 7 5.

tccgcoacgtttatgatatgcetategtactetttagegagtacaaccgggggtgtaggetggaget
gette-3' (SEQ. ID. NO: 7)

Cebador 8 5.

gccacgtcttatcaggectacaaaatcaategetiticageaacacctctcatatgaatatectc

citag-3' (SEQ. ID. NO: 8)
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Para obtener el fragmento de ADN 5’ del gen trpR de E. coli, la PCR se realizé usando el cromosoma de E. coli tipo
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 9 y 10 mostrados en la Tabla 5, dando como resultado la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solucién de reaccion usada en el presente
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 20 segundos (30 ciclos). El
producto de PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 5
Cebador 9 5’- gcgecgggcegtatcgacgea -3’ (SEQ. ID. NO: 9)
Cebador 10 | 5’- gcatatcataaacgtgcgga -3’ (SEQ. ID. NO: 10)

Para obtener el fragmento de ADN 3’ del gen trpR de E. coli, la PCR se realizé usando el cromosoma de E. coli tipo
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 11 y 12 mostrados en la Tabla 6, dando como resultado la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solucién de reaccion usada en el presente
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 20 segundos (30 ciclos). El
producto de PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 6
Cebador 11 5’- tgtaggcctgataagacgtg -3’ (SEQ. ID. NO: 11)
Cebador 12 | 5-aaggggcgatcggcgtgttt-3’ (SEQ. ID. NO: 12)

En el presente documento, 20 pares de las secuencias de nucleétidos del cebador 7 y el cebador 10 eran
complementarios, y 20 pares de las secuencias de nucleétidos del cebador 8 y el cebador 11 eran complementarios.
Por tanto, el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 7 y 8, el fragmento obtenido por PCR usando los
cebadores 9 y 10 y el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 11 y 12 podrian estar ligados como un
fragmento. Los productos de PCR se amplificaron por cinco ciclos de PCR sin cebadores. El cebador 9 y el cebador
12 se afadieron a los mismos, seguido de 25 ciclos de PCR. Como resultado, se amplificé un fragmento de gen de
aproximadamente 1.600 pb.

Se genero E. coli CJ100 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como cepa competente,
seguido de induccién usando el fragmento de gen de 1.600 pb de tamafio obtenido por PCR. Las cepas se
extendieron sobre el medio sélido LB que contenia cloranfenicol.

Se confirmé que la cepa obtenida tenia frpR inactivado por el fragmento de gen de 1.600 pb de tamafio obtenido por
PCR usando el cebador 9 y el cebador 12. La cepa recombinante resultante se denominé “CJ200 (Trp*
ApheAAtrpR)”.

Ejemplo 4: Construccion de una cepa recombinante productora de L-triptéfano con gen mtr inactivado

En este ejemplo, se inactivd el gen mtr de E. coli mediante recombinacién homéloga.

La PCR se realiz6 usando pKD3 como plantilla con el cebador 13 y el cebador 14 mostrados en la Tabla 7 que
comprenden una parte del gen mifr y una parte de la secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3, dando
como resultado la amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 1.100 pb. La soluciéon de reaccion
usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94
°C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 1 minuto (30 ciclos).
El producto de PCR se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucion.

Tabla 7
Cebador 13 5'.

atggcaacactaaccaccacccaaacgtcaccgtecgetgetiggeggegtgtgtaggcetg
gagetgette -3' (SEQ. ID. NO: 13)
Cebador 14 5.

ttactgatacaccggcagtaaattaaagctegataaaatatgcaccagtgcatatgaatate
cteettag -3' (SEQ. ID. NO: 14)

Para obtener el fragmento de ADN 5’ del gen mtr de E. coli, la PCR se realizé usando el cromosoma de E. coli tipo
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 15 y 16 mostrados en la Tabla 8, dando como resultado la
amplificacién de un fragmento de gen de aproximadamente 500 pb. La solucién de reaccion usada en el presente
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 30 segundos (30 ciclos). El
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producto de PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 8
Cebador 15 | 5'- gcagccgttacattggtaac -3’ (SEQ. ID. NO: 15)
Cebador 16 5’- gtggtggttagtgttgccat -3’ (SEQ. ID. NO: 16)

Para obtener el fragmento de ADN 3’ del gen mtr de E. coli, la PCR se realiz6 usando el cromosoma de E. coli tipo
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 17 y 18 mostrados en la Tabla 9, dando como resultado la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 500 pb. La solucién de reaccion usada en el presente
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 30 segundos (30 ciclos). El
producto de PCR se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 9
Cebador 17 | 5'- tactgccggtgtatcagtaa -3’ (SEQ. ID. NO: 17)
Cebador 18 | 5'- tcaaaccgtcagcacggctg -3’ (SEQ. ID. NO: 18)

En el presente documento, 20 pares de las secuencias de nucleétidos del cebador 13 y el cebador 16 eran
complementarios, y 20 pares de las secuencias de nucledtidos del cebador 14 y el cebador 17 eran
complementarios. Por tanto, el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 13 y 14, el fragmento obtenido
por PCR usando los cebadores 15 y 16 y el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 17 y 18 podrian
estar ligados como un fragmento. Los productos de PCR se amplificaron mediante cinco ciclos de PCR sin
cebadores. El cebador 15 y el cebador 18 se afadieron a los mismos, seguido de 25 ciclos de PCR. Como
resultado, se amplificé un fragmento de gen de aproximadamente 2.100 pb.

Se preparo E. coli CJ200 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como cepa competente,
seguido de induccién usando el fragmento de gen de 2.100 pb de tamafio obtenido por PCR. Las cepas se
extendieron sobre el medio sélido LB que contenia cloranfenicol.

Se confirmé que la cepa obtenida tenia mtr inactivado por el fragmento de gen de 2.100 pb de tamafio obtenido por
PCR usando el cebador 15 y el cebador 18. La cepa recombinante resultante se denominé “CJ300 (Trp"
ApheAAtrpRAmMIr)”.

Ejemplo 5: Construccion de una cepa recombinante productora de L-triptéfano con gen tnaAB inactivado

En este ejemplo, se inactivé el gen tnaAB de E. coli mediante recombinacién homéloga.

La PCR se realizé usando pKD3 como plantilla con el cebador 19 y el cebador 20 que comprenden una parte del
gen tnaAB y una parte de la secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3 mostrados en la Tabla 10, dando
como resultado la amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 1.100 pb. La soluciéon de reaccion
usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizé como sigue; desnaturalizacion a 94
°C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacién a 72 °C durante 1 minuto (30 ciclos).
El producto de PCR se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elucion.

Tabla 10

Cebador 19 5-
atgaaggattatgtaatggaaaactitaaacatctccectgaaccgticeggtgtaggety
gagetgette-3' (SEQ. ID. NO: 19)

Cebador 20 5.

lttagccaaatttaggtaacacgttaaagacgttgccgaaccagcacaaaacatatgaa
tatcctecttag -3' (SEQ. ID. NO: 20)

Se preparo E. coli CJ300 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como cepa competente,
seguido de induccién usando el fragmento de gen de 1.100 pb de tamafio obtenido por PCR. Las cepas se
extendieron sobre medio sélido LB que contenia cloranfenicol. Se confirmé que la cepa tenia tnaAB inactivado por el
fragmento de gen de 1.900 pb de tamafio obtenido por PCR usando el cebador 21 y el cebador 22. La cepa
recombinante resultante se denominé “CJ400 (Trp* ApheAAtrpRAmMtrAtnaAB)’.

Tabla 11
Cebador 21 | 5'- ttaagcgaaatcaccggggaa -3’ (SEQ. ID. NO: 21)
Cebador 22 | 5- atgtccgagcactggege -3’ (SEQ. ID. NO: 22)
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Ejemplo 6: Construcciéon del vector pPSKH que induce mutacién génica especifica

En este ejemplo, se construyo el vector que es capaz de inducir mutacion génica especifica en el cromosoma de E.
coli.

Para hacerlo, se insert6 el gen sacb de Bacillus subtilis en el vector pKCG119 usado en la Publicacion de Patente
Coreana N° 10-2006-0079297. Para seleccionar las cepas mutadas sin la insercién de un gen extrafio, se uso el gen
sacB.

El gen sacB (1,9 kb) se amplificé por PCR usando el cromosoma de Bacillus subtilis de tipo silvestre (Marburg 168)
como plantilla con los cebadores 23 y 24 (“Molecular organization of intrinsic restriction and modification genes BsuM
of Bacillus subtilis Marburg”, Ohshima H., Matsuoka S., Asai K., Sadaie Y. J Bacteriol. enero de 2002; 184(2):381-9).
La solucién de reaccion usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizé como sigue;
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacion a 72 °C
durante 2 minutos (30 ciclos).

Tabla 12
Cebador 23 | 5'- tgctctagagatcctttttaacccatcacatat -3’ (SEQ. ID. NO: 23)
Cebador 24 | 5- cgcggatcctegtgatggcaggttgggegtege -3’ (SEQ. ID. NO: 24)

El producto de PCR se digiri6 con Xbal y BamHI, que se paso al gel de agarosa al 0,8 %. Como resultado, se obtuvo
un fragmento de ADN de 1,9 kb de tamafo. El fragmento obtenido se sometié a ligacion con el vector pKCG119
digerido con Xbal y BamH (ligation kit NEB). E. coli Top 10 se transformé con la mezcla de ligacion. Las células
transformadas se extendieron sobre medio solido LB que contenia kanamicina (50 mg/l) y se cultivaron a 37 °C
durante la noche.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculé en 3 ml de medio liquido LB que contenia kanamicina y se
cultivé durante la noche. EI ADN de plasmido se recuperd usando el kit de minipreparaciéon de plasmido. La
secuencia de nucledtidos del sacB insertado se identificé mediante secuenciacion de ADN. El vector construido se
denomind “pSKH”.

Ejemplo 7: Construccion de una cepa recombinante productora de L-triptéfano con gen aroG mutado

En este ejemplo, se mutd el gen aroG de E. col.

El ADN cromosoémico se extrajo de una cepa productora de triptéfano usando el sistema Genomic-tip (QIAGEN). La
PCR se realiz6 usando el ADN cromosémico como plantilla con los cebadores 25 y 26 mostrados en la Tabla 13,
dando como resultado la amplificacion de un fragmento de ADN de 660 pb que contenia ORF del gen aroG. La
solucién de reaccion usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizé como sigue;
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacion a 72 °C
durante 30 segundos (30 ciclos). El producto de PCR se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La
banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 13
Cebador 25 5’- cgcggatccgaaaagcgatccataagatat -3’ (SEQ. ID. NO: 25)
Cebador 26 5’- cgcgtcgactgctggcaggcectgctttgtt -3’ (SEQ. ID. NO: 26)

El fragmento del gen aroG obtenido por la anterior PCR se someti6 a ligacion con el vector pCR2.1-TOPO usando el
kit TA cloning (Invitrogen). E. coli Top 10 se transformé con la mezcla de ligacion. Las células transformadas se
extendieron sobre medio sélido LB que contenia ampicilina (100 mg/l) y se cultivaron a 37 °C durante la noche. El
vector construido se denominoé “TOPO2.1-aroG”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculé en 3 ml de medio liquido LB que contenia ampicilina y se
cultivé durante la noche. Se recuper6 el ADN de plasmido usando el kit de minipreparacion de plasmido (QIAGEN) y
se midi6 el tamafio de TOPO2.1-aroG. Para generar la forma mutante del gen aroG, se realizé mutacién dirigida a
sitio (Kit de mutagénesis dirigida a sitio QuickChange, STRANTAGENE) usando el vector TOPO2.1-aroG como
plantilla con los cebadores 27 y 28 mostrados en la Tabla 14. Las condiciones de reaccién eran como sigue;
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 1 minuto, y elongacién a 68 °C durante
6 min y 30 segundos (18 ciclos). Las células de E. coli Top10 se transformaron con 12 yl de cada solucion de
reaccion, las cuales se extendieron sobre el medio solido LB que contenia ampicilina, seguido de cultivaron a 37 °C
durante la noche. El vector construido se denominé “TOPO2.1-maroG”.

Tabla 14
Cebador 27 | 5'-cgatatgatcaccctacaatatctcgctga -3’ (SEQ. ID. NO: 27)
Cebador 28 | 5'-tcagcgagatattgtagggtgatcatatcg-3’ (SEQ. ID. NO: 28)
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La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculé en 3 ml de medio liquido LB que contenia ampicilina y se
cultivé durante la noche. Se recuperé el ADN de plasmido usando el kit de minipreparacion de plasmido. Se
identifico la secuencia de nucledtidos del gen aroG mutado mediante secuenciacion de ADN. Se digiri6 TOPO2.1-
maroG que contenia el gen aroG mutado con BamHI y Sall, que se pasé al gel de agarosa al 0,8 %. Como resultado,
se obtuvo un fragmento de ADN de 660 pb de tamafio. El fragmento obtenido se sometié a ligacion con el vector
pSKH digerido con BamHI y Sall. Las células de E. coli Top 10 se transformaron con la mezcla de ligacion. Las
células transformadas se extendieron sobre medio sdélido LB que contenia kanamicina y se cultivaron a 37 °C
durante la noche. El vector construido se denominé “pSKH-maroG”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inocul6 en 3 ml de medio liquido LB que contenia kanamicina y se
cultivé durante la noche. Se recuperé el ADN de plasmido usando el kit de minipreparacion de plasmido (QIAGEN) y
se midio el tamafo de pSKH-maroG. Se elimind el origen de replicacion del plasmido digiriendo con Nhel y, a
continuacion, se sometié a ligacion. El fragmento de ADN se introdujo en CJ400 que se prepard como una célula
competente. EI CJ400 se extendié sobre medio sélido LB que contenia kanamicina a 37 °C durante la noche. La
PCR se realizé usando la colonia generada con los cebadores 25 y 26, y como resultado se confirmé la banda de
4.4 kb. A partir del resultado, se confirmoé que el vector pSKH que contenia el gen aroG mutado se introdujo con
éxito en el ADN cromosémico. Para eliminar el vector excepto la parte del gen aroG mutado del ADN cromosémico,
la cepa se cultivd en medio de LB+sacarosa al 10 % durante 16 horas, y se extendié sobre medio de placa LB. Las
colonias generadas se cultivaron sobre el medio solido que contenia kanamicina y sobre el medio sdlido libre de
kanamicina. Se seleccionaron las colonias que crecian sobre el medio libre de antibidtico, seguido de secuenciacion
de ADN. A continuacion, finalmente se seleccion6 la cepa mutante con la sustitucion del 150° aminoacido del gen
aroG con leucina. La cepa mutante se denominé “CJ500 (Trp" ApheAAtroRAmtrAtnaAB aroG™)’.

Ejemplo 8: Construccion de una cepa recombinante productora de L-triptéfano con gen trpE mutado

En este ejemplo, se mutod el gen t{rpE de E. coli.

Se extrajo ADN cromosémico de una cepa productora de triptéfano usando el sistema Genomic-tip (QIAGEN). La
PCR se realiz6 usando el ADN cromosémico como plantilla con los cebadores 29 y 30 mostrados en la Tabla 15,
dando como resultado la amplificacion de un fragmento de ADN de 600 pb que contenia una parte del ORF del gen
trpE. La solucion de reaccion usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizé como
sigue; desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 30 segundos, elongacion a 72
°C durante 30 segundos (30 ciclos). El producto de PCR se sometio6 a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La
banda objetivo se obtuvo por elucién.

Tabla 15
Cebador 29 | 5'- cgcggatccaccgtggaaatttccacgeceg -3’ (SEQ. ID. NO: 29)
Cebador 30 | 5- cgcgtcgactttccgcetgacagttgeggta -3’ (SEQ. ID. NO: 30)

El fragmento del gen trpE obtenido por la anterior PCR se sometio a ligacién con el vector pCR2.1-TOPO usando el
kit TA Cloning (Invitrogen). E. coli Top 10 se transformé con la mezcla de ligacion. Las células transformadas se
extendieron sobre medio solido LB que contenia ampicilina y se cultivaron a 37 °C durante la noche. El vector
construido se denominé “TOPO2.1-trpE”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculé en 3 ml de medio liquido LB que contenia ampicilina y se
cultivé durante la noche. Se recuperé el ADN de plasmido usando el kit de minipreparacion de plasmido (QIAGEN) y
se midio6 el tamafio de TOPO2.1-trpE. Para generar la forma mutante del gen {rpE, se realizé mutacion dirigida a sitio
usando el vector TOPO2.1-trpE como platilla con los cebadores 31 y 32 mostrados en la Tabla 16. Las condiciones
de reaccion eran las siguientes; desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, anillamiento a 55 °C durante 1
minuto, y elongacion a 68 °C durante 6 minutos y 30 segundos (18 ciclos). Las células de E. coli Top10 se
transformaron con 12 ul para cada solucién de reaccion, las cuales se extendieron sobre medio sélido LB que
contenia ampicilina, seguido de cultivo a 37 °C durante la noche. El vector construido se denominé “TOPO2.1-
mirpE’.

Tabla 16
Cebador 31 5’-gcttatcgcgacaatgccaccgcegctttticac-3' (SEQ. ID. NO: 31)
Cebador 32 5’- gtgaaaaagcgcggtggcattgtcgcgataage-3’ (SEQ. ID. NO: 32)

La colonia se obtuvo mediante palillo, la cual se inoculé en 3 ml de medio liquido LB que contenia ampicilina y se
cultivé durante la noche. Se recuperé el ADN de plasmido usando el kit de minipreparacion de plasmido Se identificd
la secuencia de nucledtidos de trpE mutado mediante secuenciacion de ADN. Se digirié el plasmido TOPO2.1-mtrpE
que contenia el gen trpE mutado con BamHI y Sall, que se paso¢ al gel de agarosa al 0,8 %. Como resultado, se
obtuvo un fragmento de ADN de 660 pb de tamafio. El fragmento obtenido se sometié a ligacion con el vector pSKH
digerido con BamHI y Sall. Las células de E. coli Top 10 se transformaron con la mezcla de ligacién. Las células
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transformadas se extendieron sobre medio sélido LB que contenia kanamicina y se cultivaron a 37 °C durante la
noche. El vector construido se denominé “pSKH-mtrpE”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inocul6 en 3 ml de medio liquido LB que contenia kanamicina y se
cultivé durante la noche. Se recuperé el ADN de plasmido usando el kit de minipreparacion de plasmido (QIAGEN) y
se midi6 el tamafio de pSKH-mirpE. Se eliminé el origen de replicacion del plasmido digiriendo con Nhel y, a
continuacion, se sometid a ligacion. El fragmento de ADN se introdujo en CJ500, que se extendié sobre medio sélido
LB que contenia kanamicina a 37 °C durante la noche. La PCR se realizdé usando la colonia generada con los
cebadores 29 y 30 y, como resultado, se confirmé la banda de 4,4 kb. A partir del resultado, se confirmé que el
vector pSKH que contenia el gen trpE mutado se introdujo con éxito en el ADN cromosémico. Para eliminar el vector
excepto la parte del gen trpE mutado a partir del ADN cromosémico, la cepa se cultivé en medio de LB+sacarosa al
10 % durante 16 horas, seguido de distribucion sobre medio de placa LB. Las colonias generadas se cultivaron
sobre el medio sélido que contenia kanamicina y sobre el medio sélido libre de kanamicina. Se seleccionaron las
colonias que crecian sobre el medio libre de antibidtico, seguido de secuenciacién de ADN. A continuacion,
finalmente se selecciond la cepa mutante con la sustitucion del 21° aminoacido del gen trpE con alanina. La cepa
mutante se denominé “CJ600 (Trp" ApheAAtroRAmtrAtnaAB aroG™trpE™)”, y se deposité en KCCM (Korean Culture
Center of Microorganisms; Centro de Cultivo de Microorganismos Coreano) de KFCC (Korean Federation of Culture
Collection; Federacion Coreana de Coleccion de Cultivo), la Autoridad Internacional de Depdsito (International
Depository Authority) localizada en 361-221, Hongje-1-Dong, Seodaemungu-Gu, Seul, Corea, el 8 de diciembre de
2006 (Numero de acceso: KCCM 10812P).

Ejemplo 9: Comparacion de la productividad de triptéfano del microorganismo construido por recombinacion genética

En este ejemplo, las colonias de las cepas recombinantes construidas en el Ejemplo 1 al Ejemplo 6, CJ001, CJ100,
CJ200, CJ300, CJ400, CJ500 y CJ600 (KCCM 10812P) se extendieron sobre medio sélido LB por un asa de platino
cada una, y se cultivaron durante la noche. Las cepas que crecieron se inocularon en medio de titulacion en matraz
que tenia la composicion mostrada en la Tabla 17 mediante un asa de platino cada una. Después de la inoculacién,
las cepas se cultivaron a 37 °C, 200 rpm durante 48 horas. Se compararon los niveles de triptéfano y L-fenilalanina
obtenidos a partir del cultivo anterior y los niveles de triptéfano y L-fenilalanina obtenidos a partir del cultivo de la E.
coli mutante KFCC 10066 productora de L-fenilalania. La densidad 6ptica (DO) y los niveles de L-triptéfano y L-
fenilalanina se representaron por el valor medio obtenido a partir de tres matraces.

Tabla 17
Composicion Concentracion (g/l)

glucosa 60
extracto de levadura 2,5
(NH4)2S04-7H,0 20
MgSO. 1
Citrato de Na 5
NaCl 1
L-tirosina 0,1

L-fenilalanina 0,15
CaCOs 40
KH,PO4 2

Como resultado, como se muestra en la Tabla 18, no se produjo L-triptéfano en el mutante de E. coli KFCC 10066
productor de L-fenilalanina, mientras que se produjo 6,5 g/l de L-triptéfano en E. coli CJ600 (KCCM 10812P)
desarrollada en la presente invencion

Tabla 18

Nombre cepa OD Celular (562 nm) L-triptofano (g/l) L-fenilalanina (g/l)
KFCC 10066 15,2 0,0 9,1

CJ0o01 17,6 0,0 3,5

CJ100 16,1 0,1 0

CJ200 16,3 0,3 0

CJ300 16,8 0,3 0

CJ400 16,4 0,3 0

CJ500 16,3 0,4 0

CJ600 13,5 6,5 0

Aplicabilidad industrial

Los presentes inventores desarrollaron la cepa recombinante de E. coli CJ600 productora de triptéfano a alta
concentracion a partir de la E. coli productora de L-fenilalanina sin producir L-fenilalanina durante un rato liberando la
auxotrofia del triptéfano y la mutacion o inactivacion de genes. Particularmente, la cepa recombinante de E. coli
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CJ600 (KCCM 10812P) se prepard a partir de la E. coli mutante KFCC 10066 que tiene productividad de L-
fenilalanina liberando la auxotrofia del triptéfano, inactivando los genes pheA, trpR, mtry tnaABy mutando los genes
aroG y trpE en el cromosoma. El L-triptéfano se produjo a alta concentraciéon cultivando la cepa recombinante
anterior, indicando que la productividad de L-triptéfano estaba incrementada.

<110> CJ Cor p.

<120> Escherichia coli recombinante modificada por ingenieria genética productora de L-triptéfano que tiene
originalmente productividad de L-fenilalanina, y método para producir L-triptéfano usando el microorganismo

<130> PP07-0139
<160> 39
<170> Kopatent In 1.71

<210>1

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 1

<400> 1
aggcaacact atgacatcgt gtaggctgga gctgcttc 38

<210> 2

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 2

<400> 2
ggt cgccatt aacaacgtgg catatgaata tcctccttag 40

<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 3

<400> 3
tattgagtgt atcgccaac 19

<210> 4

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 4

<400> 4

cgatgtcata gtgttgcc 18
<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

11
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<223> Cebador 5

<400> 5
ccacgttgtt aatggcgacc 20

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 6

<400> 6
ttcattgaac gggtgatttc 20

<210>7

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 7

<400>7
tccgcacgtttatgatat ge tatcgtactc tttagcgagt acaaccgggg gtgtaggectg 60
gagctgcttc 70

<210> 8

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 8

<400> 8
gccacgtctt atcaggccta caaaatcaat cgcttttcag caacacctct catatgaata 60
tcctecttag 70

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 9

<400>9
gcgecgggceg tatcgacgea 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 10

<400> 10
gcatatcata aacgtgcgga 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

12
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<220>
<223> Cebador 11

<400> 11
tgtaggcctg ataagacgtg 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 12

<400> 12
aaggggcgat cggcegtgttt 20

<210> 13

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 13

<400> 13
atggcaacac t aaccaccac ccaaacgtca ccgtcgcetge ttggeggcegt gtgtaggcetg 60
gagctgcttc 70

<210> 14

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 14

<400> 14
ttactgatac accggcagta aattaaagct cgataaaata tgcaccagtg catatgaata 60
tcctecttag 70

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 15

<400> 15
gcagccgtta cattggtaac 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 16

<400> 16
gtggtggtta gtgttgccat 20

<210> 17

<211> 20
<212> ADN

13
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 17

<400> 17
tactgccggt gtatcagtaa

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 18

<400> 18
tcaaaccgtc agcacggctg

<210> 19

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 19

<400> 19

ES 2 606 705 T3

20

20

atgaaggatt atgtaatgga aaactttaaa catctccctg aaccgttceg gtgtaggetg 60
70

gagctgcttc

<210> 20

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<400> 20

t t agccaaat t t aggt aaca cgttaaagac gttgccgaac cagcacaaaa catatgaata 60

tcctecttag

<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 21

<400> 21
ttaagcgaaa tcaccggggaa

<210> 22

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 22

<400> 22
atgtccgagc actggegce

<210> 23
<211> 33

21

18

14
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 23

<400> 23
tgctctagag atccttttta acccatcacatat

<210> 24

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 24

<400> 24

cgcggatcct cgtgatggca ggttgggcgtcge

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 25

<400> 25
cgcggatccg aaaagcgatc cataagatat

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 26

<400> 26
cgcgtcgact gectggcaggc ct getttgtt

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 27

<400> 27
cgatatgatc accct acaat atctcgctga

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 28

<400> 28
tcagcgagat attgtagggt gatcatatcg

<210> 29
<211> 30

ES 2 606 705 T3
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 29

<400> 29
cgcggatcca ccgtggaaat ttccacgecg

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 30

<400> 30
cgcgtcgact ttccgetgac agttgeggta

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador 31

<400> 31
gct t at cgcg acaatgccac cgcegcttttt cac

<210> 32

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador 32

<400> 32
gtgaaaaagc gcggtggcat tgtcgcgata age

<210> 33

<211> 1161

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 33

ES 2 606 705 T3

16

33

33

30

30



10

15

<210> 35

<211> 1245

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 35

ES 2 606 705 T3

17

at gacat cgg aaaacccgtt actggegetg cgagagaaaa tcagegceget ggat gaaaaa 60
ttattagecgt tactggcaga acggcgegaa ciggecegtcg aggtgggaaa agecaaactg 120
ctctegeate geeceggtacg tgatattgat cgtgaacgeg atttgetgga aagattaatt 180
acgct cggta aagcgcacca tctggacgece cattacatta cicgeectgtt ccagctcatc 240
attgaagatt ccgtattaac tcagcagget tigcetccaac aacatcicaa taaaattaat 300
ccgeact cag cacgcatcge ttttcteogge coccaaaggtt citaltccca tettgeggeg 360
cgccagtatg ctgcececgtea ctttgageaa ttcattgaaa gigget gege caaatttgee 420
gatattttta atcaggtgga aaccggecag geocgactatg cegtegtace gattgaaaat 480
accagetccg gtgccataaa cgacglitac gatclgetge aacalaccag ctiglegatl 540
gttggcgaga tgacgttaac tatcgaccat tgttigttgg tcteeggeac tactgattta 800
tccaccatca atacggtcta cagecatccg cageccattcc agcaat gcag caaattccott 860
aatcgltatc cgcactggaa gattgaatat accgaaagta cgtclgegge aat ggaaaag 720
gttgcacagg caaaatcacc gcatgttget gegttgggaa gecgaagelgg cggeactttg 780
tacggtittge aggtactgga gegtattgaa gcaaatcage gacaaaactt caccegattt 840
gtgglgttgg cgeglaaage cattaacgtg tctgalcagg ticcggegaa aaccacgttlg Q900
ttaatggcga ccgggeaaca agecggtgceg ctggttgaag cgttgetggt actgegeaac 960
cacaaictga ttatgacceg tctggaatca cgeccgattc acggt aat cc at gggaagag 1020
atgttctatc tggatattca ggccaatctt gaatcagegg aaatgcaaaa agcaltgaaa 1080
gagttagggg aaatcacccg ttcaatgaag gtatiggget gttacccaag tgagaacgta 1140
gtgcetgttg atccaacctg a 1161

<210> 34

<211> 327

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 34
atggcccaac aat cacccta ttcagcagcecq atggcagaac agegtcacca ggagtggtta 60
cgttttglieg acctgettaa gaatgectac caaaacgatc tccatttacc gttgttaaac 120
ctgatgetga cgecagatga gegegaageyg ttggggactc gegtgegtat tgtegaagag 180
ctgttgegeg gegasaat gag ccageglgag ltaaaaaatg aact cggege aggceat cgeg 240
acgattacgc gtggatctaa cagcctgaaa gecgegeccg tcgagetgeg ccagtggetg 300
gaagaggl gt tgctgaaaag cgattga 3e7



al ggcaacac
ggcggoacca
tttttctggt
atgattctgg
gatttgectgg
al cet gacet
al gt cact aa
gt ggt g1 ggt
gt cattacct
ticaacgtcg
t gt ct ggcat
gat ccgaaaa
accat ¢t ggt
gagaagggeq
agt ct ggat c
gt aacgctgg
ggceogettga
ccgaacggat

attgttecegg

gtctggggat g

t aaccaccac
ttattggege
caat ggcgge
aagct aacct
gcaaaggetg
at gcel at at
acgt ccegge
tgagcact aa
tcttcetcac
ccgaaagcaa
cgtttggtta
ccat cgt gaa
tgct ggegac
gt aat attga
t gct get ggt
gtttgtttiga
aaacggceatt
tcct gt acge
cget gt t age

gcaagccgat

ES 2 606 705 T3

ccaaacgt ca
agggat gttt
getgat ettt
gaat t acaga
gaacgtggtc
ttct gecagt
acgggeggcy
agccgt cagt
ctitggt age
tgegtclt at
t cacggt aac
atgtctggtg
gat gggt aac
tgtgctggta
cgtgttctea
ctatctggea
gctgacct ti
cattgott at
cegt geat g

gattgegaetg

glgeatattt tatcgagett taatttactg

<210> 36
<211> 1416
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 36

cecgtcgetge
tct et gocag
acctggttct
atcggttcga
aacggcattt
ggttcgatte
ggttttgglt
cgcat gacag
ctget gggge
gcaccgtatc
gt gccaagee
t acggt acge
atccecgegte
caggegttaa
aactttgegg
gatctgtttg
gceceecgecag
getggtttag
cgt aaacget

at t ct ggt gt

ceggtgtatc

18

ttggeggegt
tggtcatgte
gt atgct gea
gttttgacac
ccattgectt
t gcat cacac
ttgeattgel
cgatt gt got
at gt gcagcce
tgttgatgac
tgat gaagt a
tgatggcget
cggagittat
geggegt act
tagcgagttc
gtttcgacga
ttgtgaggag
cggct accat

ttggeagece

ttggegt cgg

agtaa

ggtgattatc
cgagacgl gg
ttceggettyg
cat caccaaa
tgtgctctat
cl t cgcagag
gyt agogt tt
ggggocgaaa
tgecgacattg
coctgcegttc
ttacggcaaa
ggcgcet gt at
cggtattgea
gaacagcegt
gttecctogge
ctecgoetgtyg
gotgttgttc
clgggceggca
gaaattcege

caacgcact g

60
120
1850
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1245



at ggaaaact
cgtaccactic
ct ggat ageg
cagagcat gc
t at gcgttag
cagggcceol g
aaaggccet gg
ggccat agee
acgogcegt ge
gaagaagitg
gotggt cage
gat attccgg
cgt gaagcag
gcecgat at ge
t gcat gaaag
caggaaggcet
gatctgtatg
ctggtcgatg
ttegttgatg
ct ggecct geg
tt aggccoeg
accattcege

cat gt gaaag

it aaacat ct
gcgeottatcg
aagatgtttt
aggct gegat
ccgagt cagt
gcgcagagea
at cgecageaa
agat caacgg
gttacgactt
gt ccgaat aa
cggtticact
1 ggt aat gga
aat acaaaga
tggcgatgic
acgacagctt
tceccgacata
acggcat gaa
gt ct ggaaga
cecggt aaact
agctot at aa
at ccgaaaac
gcgcaacat a

agaacgegoce

ttgegtcact tcaccgcaaa

<210> 37

<211> 1248

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 37

ES 2 606 705 T3

ccotgaaccg
t gaagaggca
tatcgattta
gat gcgegge
gaaaaat atc
aalctatatt
aal ggt ggcg
ctgtaccgtg
t aaaggcaac
cgt geegt at
ggcaaactta
ctcecgegege
ct ggaccatc
cgccaagaaa
ctitgatgtg
tggeggect g
t ¢l cgactgg
galtggogtt
gttgeccgeat
agt cgeeggt
cggt aaacaa
t act caaaca
gaat att aaa

aclt aaagaa

at gact gat ¢ aagct gaaaa aaagcact ct

acagtaaltg gtgoaggt at
t gggot geet

ttcogeatte
attattaaat
ctgaccgaca
gacgaagcct
tttggttatc
ccggt act ga
ttctctaact
cgt aacgt ct
tttgaccttg
atcgttgcaa
aaagcgat gt
tttgetgaaa
gagcagat ca
gatgcgat gg
tacaccgagt
Qgaaggcggeg
ctggettate
gt ct gccage
at cccggeag
at ccgt gegyg
ctgecat gee
cat at ggact
ggat t aacct

gtittaa

gtgttatiga
ccggt at gaa
geggcaccegyg
acagcggeag
aat acaccat
tt aaaaaacy
atttotttga
at at caaaga
agggat t aga
ccat caccag
acagcat cgce
acgecctattt
cccgcgaaac
t gccgat ggyg
gcagaaccct
cgat ggageqg
gt at cgegea
aggcegyggegy
accagttcce
t agaaat t gg
cggct gaact
tcattattga

ttacgtacga

gccagt aaaa
ccegitectyg
ggcgyt gacg
tcgtagctac
tccgact cac
cgagcaggaa
taccacgcag
agccttcgat
acgecggt att
taactctgea
gaagaaat ac
cat caagcag
ct acaaat at
cggecetget g
ttgcgtggtg
tctggeggt a
ggt acagt at
t cacgeggea
ggcacaggcg
ctctttcetg
gctgegttta
agcectttaaa

accgaaagta

gecattttgogg gtgttatggt tatagecaggt

gtttgettta cectgttgatc ttgeeggtge ctogtttttce

19

ttatccttat cattgectgg ttttcaatge tteattecgg gttattgtta

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1416

80
120
180



10

<210>
<211>
<212>

tt agaagcaa
at cggt aaca
acttatgeet
ggltalcacg
ttgtggitaa
atctcettig
gacgeeacca
gtgtgtctgg
asacgcaaagy
tatctettct
at ct ccl cag
ggcallalcg
ggt gt cacge
ggcgggegl t
tt cccgaacy
gtcattatic
acgol ¢l gag
1t gt getggt
38

1053
ADN

atttaaatta
cct ggaacat
atatctetge
claat ceacy
gitcgitage
tgatcgtgtt
gct ccactge
cgtcattigg
al aagl t aal
ggctcetattg
gcggcaacgt
agttttgeet
tggagtratt
| caaaaccgl
getttattta
ccgeagt get
geggceaat ¢l
t cggcaacgt

<213> Escherichia coli

<220>

<221 > Mutacion

<222>

(449)

ES 2 606 705 T3

tcoegt cgge
t at cageggt
taat gglgeg
taltglcggy
cgecagt cgt
tggttcttit
gggaacgt ct
tttccacgge
caaaagegl g
caccat gggg
tgattegetg
gelgglgtic
cgattalctg
gel gllaace
cgggat cgge
tgcaat caaa
taltceggeg
ctttaacglyg

<223> 449 Nucledtido ¢ - > t Mutacion, P150L

<400>

38

tccagtttita
attaccgityg
atcattagtg
al cl gcacag
attacct cat
ttcttccagy
tacttceegt
aatattccca
gtatttggtt
aat att ccge
gt gaaat cgt
lctaactlag
geggacet gt
tlcctgecac
gat gccggge
gct cgcaaga
attgtcattc

ttacct aaat

20

acaccal cac
ccttegttet
aaacgat al ¢
ccatitiegt
tgttcelegg
tcgattacic
atatctitat
gcetgattat
cgel gel gge
gagaaaget t
tcct eggeac
clgtlgeeag
ttaagattga
ctgecgtiglit
t gt gegeeac
agtticccaa
tettigotat
ttggetaa

casagattta
ctatatececte
aat gaatitg
lgceagegl a
gct gaagat t
cattctgege
ggctttgeeg
ttget at gga
gclggl gat 1
t aaggcgat t
caaacagcac
ttegttettt
taact cccac
glalctgatc
cat ct ggacy
tcagatgttc

aaccgt gat t

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1248
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atgaattatc agaacgacga tttacgcatc aaagaaatca aagagttact tcctcetgte 80
geattgetgg aaaaattccc cgetactgaa aatgeegega atacggttge ccatgeccega 120
aaagcgat cc at aagat coct gaaaggtaal gatgatcgec tgttggttgt gattggecca 180
tgctcaattc atgatcectgt cgcggraaaa gagtatgeca ctegettget ggeoget gogt 240
gaagagcet ga aagatgaget ggaaatcgta atgegegtet attttgaaaa goegegtace 300
acgot ggget ggaaaggget gattaacgal ceogeatatgg ataat agett ccagat caac 360
gacggtctge gtatageccg taaattgetg cttgatatta acgacagegg tctgecageg 420
gcaggtgagt ttctcgatat gatcacccta caatatctcg ctgacctgat gagctggggc 480
gcaattggeg cacgtaccac cgaal cgecag gtgcaccgeg aactggeatc agggetttet 540
t gt cocggt cg gettcaaaaa tggeaccgac ggtacgatta aagtggetat cgatgecatt 600
aatgcecgecg gtgecgeegea ctgettcetg tcoegtaacga aatgggogea ttcggegatt 660
gtgaatacca gcgglaacgg cgattgecatl atcattctge geggeggtaa agagectaac 720
tacagcgega agcacgttge tgaagi gaaa gaagggetga acaaagcagg cctgecagea 780
caggtgatga tcgalttcag ccatgctaac tcglccaaac aattcaaaza gcagat ggat 840
gtttgtgetg acgtttgeca gecagattgec ggtggcgaaa aggecattat tggegtgatg 900
gtggaaagece atctggtgga aggcaatcag agectcgaga gecggggagee gotggectac 960
ggt aagagca tcaccgatge ctgeatcgge tgggaagata ccgatgetcet gttacgtcaa 1020
ctggcgaatg cagtaaaagc gcogicgeggg taa 1063

<210> 39

<211> 1563

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> Mutacion

<222> (61)

<223> c - >t Mutacion, P21S

<400> 39

21



at gcaaacac
t ccaccgege
gcagal aleg
attacagctt
ctggecactac
cgtgtgect ge
cttteggttt
cgagaagcca
ttaccgecaac
ctgatggt ga
aat gaagaag
gaagccgege
agcgat gaag
atttteccagg
tattacgtge
ttcaccctat
at L gagal ct
gacagagat ¢
gaacatctga

agceget acg

tctegegtag
atgaat atgg
gecggaaggt ¢
gat ¢l cgaca
casgecggat g
aacaaagcece

tga

aaaaaccgac
tttttcacca
acagcaaaga
taggt gacac
tggat aacge
gcttcecececcee
1tgacgettt
tgttcttcgg
tgl cagcgga
ttgaccatca
aaaaacaacyg
cgceget gee
agttcggt ag
tggtgeecat e
i gaaaaagag
ttggegegte
accegal t ge
tcgacageceg
tgctggttga

tcgoegat ct

1cggegaacl
ggacgt t aag
gt cgecgegy
cctgeat t gt
ct ggt gt agt
geget gt act
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t ct cgaactg
gttgtgtggg
tgaltiaaaa
t gt cacaatc
cectgeet geg
t gt cagt cca
ceglttattyg
cggectgttce
aaal aact ge
gaaaaaaagc
t ct cact get
agtggtttcc
cgt agt gegt
tcgeegttte
t aat cceage
geceggaaage
cggaacacge
t attgaactg
tctcgceocgt

caccaaagtt

gcgl cacgal
cggt gegeey
caget acgge
gat ccgeot cg
cctigattct

gegeget at t

ct aacctgeg
gat cgtccgyg
ageetgelge
caggcacttt
ggt gt ggaaa
ctgetggatg
cagaat ct gt
tcttatgacc
cetgatttet
acccgtattec
cgcct gaacyg
gtgcecgeata
ttgttgcaaa
tctetgeect
ccgt acat gt
t cget caagt
ccacgeggt c
gaaatgcgta
aatgatctgg

gaccgitatt

cttgacgeee
aaagt acgeg
ggcgegyt ag
gcget ggt ga
gtt cegeagt

gocacegege

22

gaggecgetta
caacgct got
1 ggt agacag
ccggeaacgg
gt gaacaatc
aagacgcecy
t gaat gt acc
ttgtggcgag
gtitttatct
aggccagect
aactacgtca
tgegttgtga
aagcgattcg
geeegt cace
ttittatgea
atgatgccac
gt cgegecga
ccgat cat aa
cacgeatttg

ccl at gt gat

tgeacgelta
ct at gcagt t
gttatttcac
aaaacggt at
cggaagcega

at catgcaca

t cgcgacaat
gct ggaat cc
tgcgel gege
cgaagccecet ¢
accaaactge
cttatgctec
gaaggaagaa
atttgaagat
cgct gaaacy
gtttgctceg
gcaactgace
at gt aat cag
cget ggagaa
gct ggeggee
ggat aat gat
cagccgecag
tggttecactg
agagct gt ct
cacccccgge

gcacclegtc

legegeet gt
aattgcegag
cgegeat gge
cgccacagtg
cgaaacccgt

ggagacttic

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260
1320
1380
1440
1500
1660
1563
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa recombinante de E. coli que tiene productividad de L-triptéfano preparada a partir de la E. coli mutante
KFCC 10066 que tiene productividad de L-fenilalanina, liberando la auxotrofia del triptéfano en el cromosoma,
inactivando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB y mutando los genes aroG vy trpE en el cromosoma para liberar su
retroinhibicion.

2. La cepa recombinante de E. coli de la reivindicacion 1, en donde dicha cepa es CJ600 KCCM 10812P.

3. Un método para producir una cepa recombinante de E. coli que tiene productividad de L-triptéfano a partir de la E.
coli mutante KFCC 10066 que comprende las siguientes etapas:

liberar la auxotrofia del triptéfano en el cromosoma por manipulaciéon génica en dicha E. coli mutante;

bloquear la biosintesis de L-fenilalanina inactivando los genes pheA, trpR, miry tnaAB en dicha E. coli mutante; y
aumentar los genes implicados en la biosintesis de L-triptéfano mutando los genes aroG y trpE para liberar su
retroinhibicion en dicha E. coli mutante.

4. Un método para producir L-triptéfano usando la E. coli recombinante de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2.
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