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DESCRIPCION
Microorganismo con productividad de L-aminoacidos potenciada y proceso para producir L-aminoacidos con su uso
Campo técnico

La presente invencidn se refiere a un microorganismo que tiene una productividad potenciada de aminoacidos Utiles
por una actividad celular mejorada y un menor tiempo de cultivo celular gracias a un aumento del poder de
reduccion, asi como a un método para producir L-aminoacidos con su uso.

Antecedentes en la técnica

Se sabe que los microorganismos que producen por fermentacién productos Utiles requieren una gran cantidad de
energia, como ATP (adenosina 5'-trifosfato), o poder de reducciéon, como NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato), para la potenciacién de su ruta de biosintesis.

Durante el metabolismo de los microorganismos, es muy importante el equilibrio intracelular entre NADH
(dinucledtido de nicotinamida y adenina) utilizado en las reacciones catabodlicas y NADPH (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato) utilizado en las reacciones anabdlicas. El equilibrio se controla por fosforilacion de NAD o
desfosforilacion de NADP, tal como se muestra en la siguiente férmula:

NAD* + ATP —- NADP* + ADP
NADP*+ — NAD* + fosfato

En E.coli, se sabe que la fosforilacion de NAD esta catalizada por una enzima denominada NAD quinasa (EC
2.7.1.23) codificada por el gen nadK (o yfjB). NAD quinasa utiliza Mg2* como cofactor de una reaccion enzimatica y
es inhibido alostéricamente por NADPH y NADH. Se sabe que el valor Km para NAD* es 2000 pM y que para ATP
es 2500 puM (Eur. J. Biochem., (2001) 268: 4359-4365).

Apenas se ha estudiado la desfosforilacion de NADP a pesar de su central importancia en la ruta metabdlica.
Aunque se ha demostrado que un homologo de NAD quinasa en el arquea Metharnococcus jannaschii tiene
actividad NADP fosfatasa, todavia no se han identificado los genes que codifican la enzima que tiene dicha actividad
en fuentes eucariotas y eubacterianas. En E. coli, el producto del gen cysQ ha presentado altas actividades de
NADP y NADPH fosfatasa, pero los estudios cinéticos de la enzima purificada indicaron que no se trata de la
verdadera NADP fosfatasa de este organismo (Biochem J., (2007) 402:205-218, Biosci. Biotechnol. Biochem., (2008)
72:919-930).

Las actividades de NAD quinasa se encuentran en muchos microorganismos y el sitio de union a NAD vy el sitio
activo de NAD quinasa, que son importantes para la actividad catalitica, presentan secuencias de aminoacidos
altamente conservadas entre especies. Por ejemplo, diversos microorganismos, incluyendo bacterias Gram-
positivas, presentan un alto nivel de homologia en la prediccion de la estructura terciaria de las hélices 2, 4 y 5 (cada
una de ellas indicadas por H2, H4 y H5) (Appl Microbiol Biotechnol (2010) 87:583-593).

NADP generado por NAD quinasa suministra finalmente un poder de reduccién y, en particular, NADP+/NADPH
requerido para la produccion en masa de productos Utiles en E. coli, es un elemento esencial para reacciones
anabdlicas (Biochem J., (2007) 402:205-218). En E. coli, NADPH se produce principalmente por 1) la ruta de la
pentosa fosfato oxidante, 2) isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP del ciclo TCA (gen icd), y 3)
transhidrogenasa (gen pntAB) (J Biol Chem., (2004) 279: 6613-6619).

Estas reacciones producen NADPH utilizando NADP como sustrato y, por tanto, se puede aumentar el nivel de
NADPH aumentando el nivel intracelular de NADP. Asi pues, se han realizado muchas tentativas para aumentar el
nivel intracelular de NADP para la produccién industrial de diversos metabolitos, como por ejemplo, 1) aumento de la
produccion de NADPH y timidina a través de la sobreexpresion de nadK en E. coli (Biotechnol Lett., (2009) 31:1929-
1936), 2) aumento de la produccion de la cantidad de NADPH y PHB (polihidroxibutirato) a través de la
sobreexpresion de nadK en E. coli (Appl Microbiol Biotechnol., (2009) 83:939-947), y 3) aumento de la produccién
de lisina a través de la sobreexpresién de ppnK en corinebacteria, similar a la sobreexpresion de nadK en E. coli. El
punto clave en todas estas clases es aumentar la expresion del gen nadK. Sin embargo, en cada una de estas
clases, debe aumentarse también una fuente de fosfato, como ATP, para aumentar el poder de reduccién a través
de un aumento del nivel de NADPH, como resultado del aumento del nivel de NADP causado por la alta expresion
de NAD quinasa.

ATP se produce principalmente a través de un sistema de transporte de electrones o fosforilacion a nivel de sustrato
en microorganismos. La ATP producida se descompone para suministrar energia a las células y se reproduce por
glucdlisis o fosforilacion oxidativa. Sobre la base de este hecho, se ha realizado un estudio sobre la aplicacién de un
sistema de regeneracion de ATP bacteriano a un proceso de produccion para suministrar energia durante la
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produccion en masa de productos Utiles (Biosci Biotechnol Biochem., (1997) 61: 840-845).

Kiyotaka et al. (FEMS Microbiology Letters, (2009) 297 (2): 217-224) divulga que la delecién de tehB en E. coli
puede contribuir a un descenso del consumo excesivo de ATP.

La patente europea EP 1 829 965 A1 divulga cepas mutantes de E. coli que tienen ADN cromosémico mas corto que
el de la cepa de E. coli de tipo silvestre y que presentan la propiedad de que el nimero de células transcurrido cierto
periodo de cultivo es mayor que el de una cepa de tipo silvestre. Por tanto, estas cepas mutantes pueden producir
eficientemente en un medio sustancias como proteinas, péptidos, aminoacidos, acidos nucleicos, etc., para generar
y acumular dichas sustancias utiles, recuperandose dichas sustancias utiles del cultivo.

En la patente internacional WO 2010/149574 A1 se describe un método para preparar compuestos quimicos
organicos como L-amino&cidos por fermentacion de microorganismos, incluyendo E. coli. Mas en particular, dicha
divulgaciéon proporciona que una sobreexpresion de NAD quinasa dependiente de ATP presente en E. coli en
productores de L-aminodcidos adecuados tiene como resultado un aumento de la produccion de aminodacidos.

Sin embargo, tal como se ha descrito, existen pocos estudios sobre el método para aumentar una fuente de fosfato
necesaria para aumentar el poder de reduccion a través de la alta expresion de NAD quinasa y un subsiguiente
aumento de los productos de biosintesis. Por otra parte, se ha estudiado meramente un aumento del suministro de
energia a través de la alta produccion de ATP por lo que respecta al suministro de energia a las células y no se ha
estudiado la utilizacién de ATP como fuente de fosfato en la técnica relacionada.

Divulgacion de la invencion
Problema técnico

Por consiguiente, para el desarrollo de microorganismos que producen una alta concentracion de L-amino&cidos, los
autores de la presente invencion han llevado a cabo estudios sobre los genes que estan relacionados con diversos
metabolismos de energia y de poder de reduccion. En consecuencia, han observado que un microorganismo que
tiene una potenciacion de la expresién de NAD quinasa codificada por nadK 'y la inactivacién de una enzima de una
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO. 2 codificada por el gen fehB es capaz de producir eficazmente una alta
concentracién de L-aminodcidos y, sobre esta base, es posible aumentar eficazmente una fuente de ATP fosfato, en
virtud de lo cual han completado la presente invencion.

Es decir, la presente invencion se refiere a un método para aumentar la produccién de un aminoacido deseado
aumentando eficazmente el poder de reduccion en un microorganismo, en el que se suministra adicionalmente ATP
para su reduccién durante el proceso de biosintesis de NADP para aumentar el poder de reduccion del género
Escherichia que tiene productividad de L-aminoacidos.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar un microorganismo del género Escherichia que
presenta una potenciacion de la productividad de L-aminoacido, en el que el microorganismo se transforma para
tener una actividad NAD quinasa potenciada y una actividad inactivada de una enzima que tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB gene, en virtud de lo cual presenta una potenciacion del
poder reductor.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir L-aminoacidos utilizando el
microorganismo del género Escherichia.

Solucion del problema

Para conseguir los objetos mencionados, la presente invencién proporciona un microorganismo del género
Escherichia que presenta una potenciaciéon de la productividad de L-aminoacido, en el que se transforma el
microorganismo para tener una potenciacion de la actividad NAD quinasa y una actividad inactivada de la enzima
que tiene la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB.

La presente invencion proporciona también un método para producir L-aminodcidos utilizando el microorganismo del
género Escherichia.

Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, se crea un suplemento de un agente de reduccion NADPH en el metabolismo
de la energia intracelular de un microorganismo que presenta productividad de L-aminoacidos por potenciacion de
NADP, y se suministra la subsiguiente ausencia de ATP por inactivacién de una enzima que tiene la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehBy, de esta forma, es posible mejorar la productividad de L-
aminoacidos restaurando el equilibrio del metabolismo de la energia, y aumentando la actividad celular y reduciendo
el tiempo de cultivo.
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Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama en el que se muestra un vector nadK-pINT17E para aumentar el nimero de copias del gen
nadK de E.coli.

Mejor modo de realizacion de la invencion

La presente invencién proporciona un microorganismo que presenta una potenciacién de la productividad de L-
aminoacido y un método para producir L-amino&cidos con su uso.

El microorganismo productor de L-aminoacidos de la presente invencidon comprende cualquier microorganismo
procariota o eucariota y entre sus ejemplos se incluyen las cepas de microorganismo que pertenecen al género
Escherichia, Erwinia, Serratia, Providencia, Corynebacterium y Brevibacterium. El microorganismo de la presente
invencion es preferentemente un microorganismo que pertenece al género Escherichia y, mas preferentemente,
E.coli.

En la presente invencion, el L-aminoacido es preferentemente L-treonina o L-triptéfano.

En la realizaciéon preferente de la presente invencion, la presente invencién proporciona un microorganismo del
género Escherichia que presenta una potenciacion de la productividad de L-aminoacido, en el que el
microorganismo se transforma para tener una actividad de NAD quinasa potenciada y una actividad inactivada de la
enzima que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB, en virtud de cual tiene
una potenciacion del poder de reduccion.

En la presente invencion, la NAD quinasa se refiere a una enzima que tiene actividad de convertir NAD (nicotinamida
adenina dinucleétido) en NADP (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) utilizando un grupo fosfato derivado de
ATP y otros compuestos.

Se divulga especificamente una secuencia de la proteina que tiene actividad NAD quinasa como una secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO. 4, y el gen nadK que codifica la NAD quinasa es preferentemente un polinucleétido que
tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 3.

En la presente invencion, puede realizarse la potenciacion de la actividad de NAD quinasa del género Escherichia
que tiene productividad de L-amino&cidos a través de varios métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
método puede incluir un método de insercion de la propia secuencia de bases que codifica NAD quinasa o un
polinucleétido que incluye una region reguladora de expresion extrafia en un cromosoma, un método que consiste
en aumentar el niumero de copias introduciéndola en sistema de vector, o0 un método que consiste en potenciar la
actividad enzimatica por sustitucion de la regién reguladora de expresion del gen con otra secuencia reguladora,
modificacion de toda o parte de la secuencia reguladora de la expresion, o mutacién del propio gen.

Mas preferentemente, la presente invencion puede aplicar el método que consiste en aumentar el nimero de copias
introduciendo la secuencia de bases que codifica NAD quinasa en ADN cromosémico de una cepa para potenciar la
actividad de NAD quinasa del microorganismo que pertenece al género Escherichia que tiene productividad de L-
aminodcidos.

Las personas especializadas en la técnica apreciaran que el aumento del nimero de copias de la NAD quinasa
dentro del ADN cromosomico presenta el mismo efecto que el aumento del nimero de copias de NAD quinasa
mediante el vector extracromosomico, o que el aumento del nivel de expresion por modificacion de la regién
reguladora de expresion del gen nadK que codifica NAD quinasa en el sitio intra- 0 extra-cromosémico o la mutacion
del propio gen. Si se utiliza un vector, se transforma el género Escherichia que tiene productividad de L-aminoacidos
con el vector recombinante introducido por la secuencia de bases, preparando asi un microorganismo del género
Escherichia que presenta una potenciacion de la actividad de quinasa.

El vector utilizado en la presente invencién no esta particularmente limitado y se puede utilizar cualquier vector de
expresion conocido. Preferentemente, puede utilizarse un vector pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19,
pBR322 0 pMW118.

De acuerdo con una realizacion de la presente invencién, el potenciamiento de la actividad NAD quinasa por
transformacion aumenta los niveles de NADP y NADPH intracelulares en una cepa.

Para aumentar la produccién de ATP, los autores de la presente invencion también han aplicado un método de
inactivacion de una actividad de una enzima codificada por el gen tehB.

En la presente invencion, se conoce el gen fehB gene (ID de gen NCBI: 945979) como un gen que codifica una
proteina de resistencia a telurito o una metiliransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina prevista, pero sus
funciones siguen sin estar aclaradas.
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Sin embargo, estudios recientes han notificado que la delecién del gen tehB en E. coli presenta un aumento del 150
% de la produccion de ATP en comparacion con una cepa parental, y sefialan que este resultado se atribuye a una
reduccion de la ATP necesaria para la biosintesis de S-adenosil metionina desde metionina (FEMS Microbiol Lett,
(2009) 297:217-224).

Concretamente, puede describirse una secuencia de la metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina
prevista mediante una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2. Por otra parte, el gen tehB que codifica la
enzima se deriva de E. coliy, preferentemente, un polinucleétido que tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO.
1.

El método de inactivacion de una actividad de la enzima codificada por el gen tehB abarca todos los métodos de
modificacién del correspondiente gen para impedir la produccién de la enzima codificada por el gen que tiene la
secuencia de bases of SEQ ID NO. 1. Un ejemplo de los métodos puede ser por delecién de todo o parte del gen por
recombinacion homéloga, supresién de la expresion de enzima por insercion de transposéon dentro del gen
correspondiente, supresion de la expresion de enzima por insercion de genes de resistencia a los antibioticos o
similar, pero no se limita a ellos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “transformacién” significa un método en el que se introduce
un gen en una célula hospedadora para su expresion en la célula hospedadora. Los genes transformados, si estan
en el estado de ser expresados en la célula hospedadora, comprenden cualquiera de los genes insertados en el
cromosoma de la célula hospedadora o que ocupan una posicién en otras partes del cromosoma. Por otra parte, el
gen comprende ADN y ARN como polinucleétido capaz de codificar un polipéptido. Siempre y cuando se pueda
introducir el gen en la célula hospedadora y expresarse en ella, se introduce el gen en cualquier tipo. Por ejemplo, se
puede introducir el gen en la célula hospedadora en el tipo de casete de expresion que es un expresoma de
polinucledtido que comprende en si elementos completos para expresar el gen. El casete de expresién que
comprende un promotor que esta operativamente conectado al gen, sefial de terminacion de transcripcion, sitio de
unién a ribosoma y sefial de terminacién de traduccién. El casete de expresion puede ser del tipo del vector de
expresion capaz de autoclonacion. El gen también puede introducirse en la célula hospedadora por si mismo o en el
tipo de expresoma de polinucleétido que se va a conectar operativamente con la secuencia necesaria para la
expresion en la célula hospedadora.

En la realizacién preferente de la presente invencién, el microorganismo transformado a través del método puede
ser E. coli y, preferentemente, E coli CA03-448(KCCM11167P), CA03-449(KCCM11168P) o CA04-
2001(KCCM11166P).

La presente invencion proporciona también un método para producir L-aminodcidos utilizando el microorganismo del
género Escherichia

En la realizacion preferente de la presente invencion, la presente invencion proporciona el método para producir L-
aminoacidos cultivando el microorganismo recombinante del género Escherichia que presenta una potenciaciéon de
la productividad de L-treonina o L-triptéfano en un medio que comprende sacarosa o glucosa como fuente de
carbonos principal.

Especificamente, la presente invencion proporciona un método para producir L-aminoacidos que comprende las
etapas de inocular y cultivar el microorganismo recombinante del género Escherichia en un medio de cultivo que
contiene total o parcialmente sacarosa o glucosa como fuente de carbono; y separar los L-aminoacidos del medio de
cultivo.

Los procedimientos de cultivo de la presente invencién se pueden llevar a cabo en un medio adecuado o en
condiciones de cultivo conocidas dentro de la técnica. Dependiendo de las cepas utilizadas, las personas
especializadas en la técnica pueden ajustar facilmente los procedimientos de cultivo. Entre los ejemplos de
procedimientos de cultivo se incluyen el tipo discontinuo, el tipo continuo y el tipo de alimentacién discontinua, pero
no se limitan a ellos. Preferentemente, los medios utilizados en el método de cultivo deberan satisfacer
preferentemente los requisitos de una cepa especifica.

El medio utilizado en la presente invencién contiene sacarosa o glucosa como fuente de carbono principal. Y
también es posible utilizar melazas que contienen una alta concentracion de sacarosa como fuente de carbono y el
medio puede contener una cantidad apropiada de diversas fuentes de carbono sin limitacion. Entre los ejemplos de
fuente de nitrégeno que se puede utilizar se incluyen una fuente de nitr6geno organico como peptona, extracto de
levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de macerado de maiz y harina de soja, y una fuente de
nitrégeno inorganico como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y
nitrato de amonio y se pueden utilizar en solitario o en cualquier combinacién de los mismos. Pueden afnadirse al
medio fuentes de fosforo como dihidrégeno fosfato potasico, hidrégeno fosfato dipotasico o las correspondientes
sales que contienen sodio. Por otra parte, el medio puede contener sales de metal como sulfato de magnesio y
sulfato ferroso. Asimismo, puede suplementarse el medio con aminoacidos, vitaminas y precursores apropiados.
Estos medios o precursores pueden anadirse a los cultivos a través de un método de tipo continuo o discontinuo.
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Durante el cultivo, pueden afadirse compuestos como hidroxido de amonio, hidréxido de potasio, amoniaco, acido
fosforico y acido sulfurico para ajustar el pH de los cultivos. Asimismo, durante el cultivo, pueden afadirse
apropiadamente agentes desespumantes como éster poliglicdlico de acido graso para reducir la formacién de
espumas en los cultivos. Para mantener los cultivos en estados aerdbicos, puede inyectarse en los cultivos oxigeno
0 gas que contiene oxigeno. Para mantener los cultivos en estados anaerobicos o microaerébicos, es posible no
afnadir ningln gas o inyectar gas nitrégeno, hidrégeno o diéxido de carbono en los cultivos.

Se mantienen los cultivos a entre 27 y 37°C y, preferentemente a entre 30 y 35°C. Puede continuarse el cultivo hasta
obtener la cantidad deseada del material deseado y, preferentemente durante 10 a 100 horas.

El método de recogida y recuperacion de los aminoacidos producidos en la etapa de cultivo de la presente invencion
puede realizarse a través de un método apropiado conocido en la técnica, dependiendo de los procedimientos de
cultivo, por ejemplo, de tipo discontinuo, de tipo continuo o de tipo de alimentacion discontinua, para recoger el
aminodcido deseado del medio de cultivo.

Modo para la invencion

A continuacion, se describird la presente invencién con méas detalle haciendo referencia a los ejemplos. Sin
embargo, dichos ejemplos tienen un Unico fin ilustrativo y la invencion no queda limitada con dichos ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de cepa productora de L-treonina que presenta inactivacion de enzima codificada
por gen tehB derivado de E. coli

Se suprimid el gen tehB de una cepa productora de L-treonina, E.coli KCCM10541 (patente coreana NO. 10-
0576342) por recombinacion homologa.

E. coliKCCM10541 es una cepa derivada de una cepa productora de L-treonina, E coli. KFCC10718 (publicacién de
patente coreana NO. 10-1992-0008365) y su cepa parental, E coli KFCC 10718 tiene resistencia a un analogo de L-
metionina, un fenotipo auxétrofo de metionina, resistencia a un analogo de L-treonina, un fenotipo auxotrofo de
isoleucina permeable, resistencia a un analogo de L-lisina y resistencia a acido a-aminobutirico y es capaz de
producir L-treonina.

Se sabe que el gen tehB gene (ID Gen NCBI: 945979) que se va a suprimir codifica una metiltransferasa
dependiente de S-adenosil-L-metionina prevista. Cuando se suprime el gen, no se necesita ATP utilizada en la
produccion de S-adenosil metionina y, por lo tanto, se selecciond el gen tehB como gen diana para reducir el
consumo de energia, y tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 1.

Para inactivacion, se utilizé inactivacién en una etapa, que es una técnica que consiste en construir un mutante
utilizando una lambda Red recombinasa desarrollada por Datsenko KA et al. (Proc Natl Acad Sci Estados Unidos
(2000) 97:6640 6645).

Para confirmar la insercién en el gen, se utilizé un gen resistente a cloranfenicol como marcador. Para la eliminacion
del gen resistente a cloranfenicol, se utiliz6 un sistema de recombinacion especifico de sito Cre/loxP (BMC
Biotechnology (2001) 1:7).

Se realiz6 la reaccién en cadena de la polimerasa (en adelante, se hace referencia a ella como “PCR”) utilizando un
vector pMloxCm como matriz y los siguientes cebador 1 y cebador 2 que tenian una parte del gen tehB y una parte
de la secuencia de gen resistente a cloranfenicol en las condiciones: 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94 °C durante
30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos y elongacion a 72 °C durante 1 minuto, con el resultado de la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 1200 pb.

Tabla 1
[Tabla 1]
Cebador 1 5'-GCACACACTCTGAAGTACTGGAAGCGGTGAAAGTGGTTAA

ACCGGGTAAAACGCTGGATTAGGTGACACTATAGAACGCG -

3'(SEQ ID NO. 6)
Cebador2 | 5-CACCCTCTCCCAGCCTTCGTAATATCGACGTAATTCTCCCT

CTTTGAAGGCAAACGGGAATAGTGGATCTGATGGGTACC -3'
(SEQ ID NO. 7)

Por otra parte, se sometié a electroforesis el fragmento de ADN obtenido por amplificacién de PCR en un gel de
agarosa al 0,8 % y después se eluyo y se utilizd como plantilla para una PCR secundaria. Se llevd a cabo una PCR
secundaria utilizando el producto de PCR primaria eluido como matriz y los siguientes cebadores 3 y cebador 4 que
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tenian 20 pb de una secuencia complementaria para las regiones 5’ y 3’ del fragmento de ADN primario y que tenia
ademas las regiones 5 y 3’ del gen tehB en las condiciones: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 C durante 30
segundos, hibridacién a 55 °C durante 30 segundos y elongacién a 72 C durante 1 minuto, con el resultado de la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 1300 pb. Se someti6é a electroforesis el fragmento de
ADN obtenido a través del procedimiento anterior en gel de agarosa al 0,8 % y después se eluyd utilizando
recombinacion.

Tabla 2

[Tabla 2]
Cebador 3 5'- GTGACGAAAACTATTTTACTGATAAATATGAATTAACCCG-

CACACACTCTGAAGTACTG -3' (SEQ ID NO. 8)
Cebador 4 5- GTCGGTGCGGTGCAGCTCGCCGACGTCTTCATTG-

TATTTCACCCTCTCCCAGCCTTCGTA -3' (SEQ ID NO. 9)

Se prepar6 E. coli KCCM 10541 con productividad de treonina, que habia sido transformado con plasmido pKD46 de
acuerdo con el método desarrollado por Datsenko KA et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.(2000) 97:6640-6645, GenBank
No. AY048746), como cepa competente y se llevd a cabo la transformacion introduciendo el fragmento de gen de
1300 pb obtenido por PCR. Se seleccionaron las cepas obtenidas en medio LB suplementado con cloranfenicol. Se
confirmé una delecion del gen tehB con un producto de PCR de aproximadamente 2000 pb obtenido por PCR
utilizando los siguientes cebador 5 y cebador 6.

Tabla 3
[Tabla 3]
Cebador 5 5-TTTAGGCGCAGGCGTTTTCT -3 (SEQ ID NO. 10)
Cebador 6 5-TTTTACGTGCCAGCATCGTG -3’ (SEQ ID NO. 11)

Después de retirar el plasmido pKD46, se introdujo la cepa de E. coli recombinante primaria que tenia resistencia a
cloranfenicol con un plasmido pJW168 para eliminar el gen marcador de cloranfenicol de la cepa (gen, (2000)
247,255-264). Se llevo a cabo la PCR utilizando los cebadores 5 y 6 para obtener un producto de PCR de 832 pb, lo
que indicd que la cepa obtenida finalmente tenia la delecion deseada.

Ejemplo 2: Construccion de vector aumentando el numero de copias del gen nadK de E.colien cromosoma

Se amplificé el gen nadK por PCR utilizando el cromosoma de E. coli W3110 (GeneBank numero de acceso:
AC000091) cepa adquirida de la Coleccién de Cultivos Tipo Americana (ATCC) como plantilla.

Concretamente, se llevé a cabo la PCR utilizando los siguientes cebadores 7 y 8 en las condiciones: 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién a 55 °C durante 30 segundos y elongacion a 72 °C
durante 1 minuto con el resultado de la amplificacion del fragmento de gen de 1407 pb (SEQ ID NO.5).

La secuencia amplificada contiene la secuencia codificante de nadK asi como 501 pb de la region autopromotora
prevista. Por otra parte, el cebador 7 tiene un sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para EcoR |, y el
cebador 9 tiene un sitio de reconocimiento de enzima de restriccién para Xba |.

Tabla 4

[Tabla 4]
Cebador7 | 5-CCCGAATTCGCGTCAGCTCAATGCCTTCA-3 (SEQID NO. 12)
Cebador8 | 5-GGGTCTAGAGCTGGCGTAAAATTAGAATA- 3’ (SEQ ID NO. 13)

Se traté el polinucle6tido obtenido con las enzimas de restriccion, Xba | 'y EcoR |, y se clon6 en los sitios Xba | y
EcoR | del vector pINT17E, seguido de la transformacion en E.coli BW25113. A continuacién, se propagaron las
células en medio sélido LB Cm (LB + plaga de agar con cloranfenicol). Se obtuvieron los vectores clonados de las
colonias aplicando procedimientos mini-prep convencionales, y se designaron como nadK_pINT17E. En la Fig. 1 se
muestra el diagrama del vector FIG. 1.

Ejemplo 3: Preparacion de cepa productora de L-treonina que tiene inactivacion de la enzima codificada por
el gen tehB —derivado de E.coliy potenciacion de la actividad NAD quinasa a través del aumento del numero

de copias en el cromosoma

Se utilizaron la cepa con delecién del gen tehB preparada de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1 y el
vector nadK_pINT17E preparado de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 2 para aumentar el nimero de
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copias de NAD quinasa.

En primer lugar, se introdujo plasmido pKD46 en la cepa con delecion del gen tehB preparada de acuerdo con el
método descrito en el Ejemplo 1, y se prepar6 como cepa competente, y se transformé la cepa con el vector
nadK_pINT17E. Se llevé a cabo el cultivo a 37 °C durante 1~2 dias para obtener colonias. Se llevé a cabo la PCR
utilizando los cebadores 8 y 9 para confirmar si el gen se insertaba en el cromosoma de las colonias obtenidas. Se
llevé a cabo la PCR en las siguientes condiciones: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
hibridacion a 55 °C durante 45 segundos y elongacion a 72 °C durante 2 minutos, con el resultado de la
amplificacion de un fragmento de gen de aproximadamente 2000 pb.

Tabla 5

[Tabla 5]
| Cebador9 [ 5-TGGTATTCACTCCAGAGCGA-3' (SEQID NO. 14) |

Después de separar el plasmido pKD46 de la cepa recombinante primaria que tenia resistencia cloranfenicol, se
introdujo el plasmido pJW168 para eliminar el gen marcador cloranfenicol de la cepa (gen (2000) 247, 255-264). Se
llevé a cabo PCR utilizando los cebadores 10 y 11 para obtener un producto de PCR de aproximadamente 1500 pb,
lo que indica que, deseablemente, estan presentes dos copias consecutivas del gen nadK en el cromosoma.

Se designé el E. coli transformado KCCM10541AtehBnadK copia2 (CA03-448).
Tabla 6
[Tabla 6]

Cebador 10 | 5-GCATCAGCACCGCGATAAA- 3’ (SEQ ID NO. 15)
Cebador 11 5-CATGTGTTGTCAGTGCAGT-3’ (SEQ ID NO. 16)

Ejemplo 4: Preparacion de cepa productora de L-triptéfano gue tiene inactivacion de la enzima codificada

por el gen tehB derivado de E. coli y potenciacion de actividad NAD quinasa aumentando su numero de
copias en el cromosoma.

Se preparé E. coli transformado de la misma manera que en los Ejemplos 1 a 3, con la excepcién de que se utilizd
una cepa productora de L-triptéfano, E.coli KCCM 10812.

La cepa parental utilizada en este ejemplo, E.coli KCCM 10812P, es una cepa derivada de E. coli mutante que tiene
productividad de L-fenilalanina (KFCC 10066), y que se caracteriza por que se libera auxotrofia de triptéfano, se
inactivan los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB y se mutan los genes aroG y trpE genes en el cromosoma (patente
coreana NO. 10-0792095).

El E.coli transformado se designé KCCM10812AtehBnadK copia2 (CA04-2001).

Ejemplo comparativo 1: Preparacion de cepa productora de L-treonina o L-triptéfano gue tiene inactivacion
de la enzima codificada por el gen tehB

Para suprimir el gen tehB, se utilizaron la cepa productora de L-treonina, E.coli KCCM10541, y la cepa productora de
triptéfano, E.coli KCCM10812, tal como se describe en el Ejemplo 1. Se aplicé inactivacién en una etapa, que es una
técnica de construccién de mutante con el empleo de una lambda Red recombinasa desarrollada por Datsenko KA
et al. (Proc Natl Acad Sci Estados Unidos., (2000) 97:6640-6645), y el sistema de recombinacion especifica de sitio
Cre/loxP (BMC Biotechnology.(2001) 1:7).

Se llevé a cabo la PCR utilizando los cebadores 5 y 6 para obtener productos de PCR de 832 pb, lo que indicd que
las cepas obtenidas finalmente tenian la delecién deseada y se designaron las cepas KCCM10541AtehB vy
KCCM10812PAtehB, respectivamente.

Ejemplo comparativo 2: Preparacion de cepas productores de L-treonina o L-triptéfano que presenta una
potenciacion de la actividad de NAD quinasa

De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 3, se aument6 el nimero de copias del gen nadK a dos copias en
el cromosoma de las cepas productoras de treonina y triptéfano para preparar cepas que tenian potenciacion de la
actividad de NAD quinasa.

Se introdujo el plasmido pKD46 en la cepa productora de treonina, KCCM10541, y la cepa productora de triptéfano,
KCCM10812, y se prepararon como células competentes, y se transformaron las cepas con el vector
nadK_pINT17E. A continuacion, se llevo a cabo el cultivo a 37 °C durante 1-2 dias para obtener colonias, se llevo a
cabo la PCR utilizando los cebadores 8 y 9 para confirmar si el gen se habia insertado o no en el cromosoma de las
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colonias obtenidas.

Después de eliminar el plasmido pKD46 de la cepa recombinante primaria que tenia resistencia a cloranfenicol, se
introdujo el plasmido pJW168 para eliminar el gen marcador de cloranfenicol de la cepa (Gen, (2000) 247, 255-264).
Se realiz6 la PCR utilizando los cebadores 10 y 11 para obtener productos de PCR de aproximadamente 1500 pb, lo
que indicé que estaban deseablemente presentes dos copias consecutivas del gen nadK en el cromosoma. Se
designaron las cepas preparadas KCCM10541 nadK copia2 y KCCM10812 nadK copia2, respectivamente.

Ejemplo Experimental 1: Titulacion de cepa productora de L-treonina que presenta una potenciacion de la
actividad de NAD quinasa e inactivacion de la enzima codificada por el gen tehB

En primer lugar para proporcionar la cepa productora de L-treonina con capacidad de asimilar sacarosa, se
construy6 un vector a pAcscBAR’-mak (publicacion de patente coreana NO. 10-2010-0092765) (SEQ ID NO. 21) del
siguiente modo:

Después de construir pAcscBAR, se clon6 el gen mak para dar pAcscBAR. Para la construccion de pAcscBAR, se
utilizaron los cebadores 12 y 13 para amplificar un polinucleétido de la region cscB, en el que se eliminé cscK.

Tabla 7
[Tabla 7]
Cebador 12 5'-CGCGATATCTAGCATATGCCGGGTACCGCACTAGTTGAG

AGTAAACGGCGAAGT- 3' (SEQ ID NO. 17)
Cebador 13 | 5'- ATTCGGCCGGAGCCCTGCAGGTGCACGAGTA-

CATTTGAGCGACTGT- 3' (SEQ ID NO. 18)

Se llevé a cabo la PCR en las siguientes condiciones: tras la desnaturalizacion a 94 °C durante 3 minutos, seguido
de 25 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 56 °C durante 30 segundos y
elongacion a 72 °C durante 1 minuto y 30 segundos, y a continuacién elongacion a 72 °C durante 7 minutos, con el
resultado de la amplificacion de un polinucleétido de 1521 pb. Se trataron el polinucleétido obtenido y pAcscBAR con
enzimas de restriccion, EcCoRV y Eagl, respectivamente y se clonaron y transformaron para dar E.coli DH5a. Se
seleccionaron colonias que contenian pAcscBAR por PCR utilizando las colonias cultivadas en medio LB y se
obtuvieron los plasmidos utilizando procedimientos mini-prep de plasmido convencionales. Se confirmé la ausencia
de mutacion por analisis de secuencia de cscBAR unido en los sitios Xbal y Eagl del plasmido pAcscBAR obtenido.

Se utilizaron los cebadores 14 y 15 y el cromosoma de E.coli W3110 como matriz para amplificar un polinucleétido
que contenia el gen mak y se cloné para dar los sitios de enzima de restriccion Pstl y Eagl de pAcscBAR para
construir el vector pAcscBAR’-mak.

Tabla 8

[Tabla 8]
Primer 14 5'- CACTGCAGTGGGGTAAATGCCATCG- 3 (SEQ ID NO. 19)
Primer 15 5-AACGGCCGTCTCGGTGCTCATTACT3’ (SEQ ID NO. 20)

Se llevé a cabo la PCR en las siguientes condiciones: tras la desnaturalizacion a 94 °C durante 3 minutos, seguido
de 25 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 56 °C durante 30 segundos y
elongacion a 72 °C durante 1 minuto y 30 segundos y, a continuacion, elongacion a 72 °C durante 7 minutos, con el
resultado de la amplificacion de un polinucleétido de 1388 pb. Se trataron el polinucleétido obtenido y pAcscBAR con
enzimas de restriccién, Pstl y Eagl, respectivamente y se clonaron y transformaron para dar E.coli DH5a. Se
seleccionaron colonias que contenian pAcscBAR’-mak por PCR utilizando las colonias cultivadas en medio LB y se
obtuvieron plasmidos utilizando procedimientos de mini-prep de plasmido convencionales. Se confirmé la ausencia
de mutacién por analisis de secuencia de cscBAR-mak unida a los sitios Xbal y Eagl del plasmido pAcscBAR’-mak
obtenido.

Se introdujo pAcscBAR’-mak construido en la cepa de E. coli recombinante KCCM10541AtehB nadK copia2 del
Ejemplo 3, la cepa parental E. coli KCCM10541 y la cepa KCCM10541 con la delecién del gen tehB (designado
KCCM10541AtehB) y la cepa KCCM10541que tiene un aumento del nimero de copias del gen nadK (designado
KCCM10541 nadK copia2) preparado en los Ejemplos comparativos 1 y 2, respectivamente, y a continuacién, se
llevé a cabo la titulacion.

Se cultivd cada una de las cepas que tenian diferentes caracteristicas genéticas en medios soélidos LB en una
incubadora a 33 °C durante toda la noche. A continuacion, se inoculé 1 asa bacteriolégica de platino en 25 ml de
medio de titulacién que contenia sacarosa, tal como se muestra en la tabla 9 y se cultivé en la incubadora a 33 °C y
a 200 rpm durante 48 horas. En la tabla 10 se muestran los resultados. Todos los resultados fueron representados
como el valor medio obtenido de tres matraces.
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Tabla 9
[Tabla 9]

Composicion Concentracioén (por litro)

Sacarosa 70 g

KH2PO4 29

(NH4)2S04 259

MgS047H20 19

FeS047H20 5 mg

MnS044H20 5 mg

L- metionina 0,15¢g

Extracto de levadura 29

Carbonato calcico 30¢g

pH 6,8

Tabla 10
[Tabla 10]

Cepa DO Consumo de azicar (g/) * | L-treonina(g/l)* *
KCCM10541/ pAcscBAR-mak 16,2 34,7 31,8
KCCM10541 tehB/ pAcscBAR-mak 15,2 35,7 32,2
KCCM 10541 nadK copia2/ pAcscBAR-mak 16,4 36,6 32,9
KCCM 10541 tehBnadK copia2/ pAcscBAR-mak 14,9 37,4 34,7
* valor medido 24-h
** valor medido 48-h

Tal como se muestra en la Tabla 10, cuando solamente se suprimié el gen tehB, la capacidad de asimilaciéon de
sacarosa fue similar a la de la cepa parental. Sin embargo, cuando se potencié la actividad NAD quinasa, la
capacidad de asimilacion de sacarosa aument6 a aproximadamente 2 g, en comparacion con la cepa parental.

Asimismo, cuando se suprimié el gen tehB, se redujo la densidad celular a aproximadamente 6 % en comparacién
con la cepa parental, pero su productividad de treonina fue similar a la de la cepa parental. Sin embargo, cuando se
introdujeron las dos mutaciones al mismo tiempo, se redujo la densidad celular a aproximadamente 8 %, la
capacidad de asimilacién de sacarosa aument6é a aproximadamente 8 % y también aumenté la productividad de
treonina a 9 % en comparacion con la cepa parental.

Ademads, se sometieron a ensayo la cepa recombinante E.coli KCCM10541AtehB nadK copia2 del Ejemplo 3, la
cepa parental E. coli KCCM10541 y la cepa KCCM10541AtehB y la cepa KCCM10541 nadK copia2 preparada en
los Ejemplos comparativos 1y 2 por titulacién utilizando glucosa como fuente de carbono. Se cultivé cada una de las
cepas que tenian diferentes caracteristicas genéticas en medios sélidos LB en una incubadora a 33 °C durante toda
la noche. A continuacién, se inocul6 1 asa bacteriolégica de platino en 25 ml de medio de titulacion que contenia
glucosa, tal como se muestra en la Tabla 11 a continuacion y se cultivé en la incubadora a 33 °C y a 200 rpm
durante 48 horas. En la Tabla 12 se muestran los resultados. Todos los resultados representan el valor medio
obtenido de los tres matraces.

Tabla 11
[Tabla 11]
Composicién Concentracioén (por litro)
Glucosa 70 g
KH2PO4 19
(NH4)2S04 28 ¢
MgS0O47H20 0,59
FeS047H20 5 mg
MnS044H20 5 mg
Extracto de levadura 29
L- metionina 0,15¢g
Carbonato calcico 30¢g
pH pH 6,8
Tabla 12
[Tabla 12]
Cepa DO | Consumo de azucar (g/l) * | L-treonina(g/l)* *
KCCM10541 14,0 | 26,7 27,6
KCCM10541 tehB 13,2 | 26,9 28,7

10
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Cepa DO | Consumo de azucar (g/l) * | L-treonina(g/l)* *
KCCM 10541 nadK copia2 13,8 | 28,9 28,4
KCCM 10541 tehBnadK copia2 | 12,5 | 30,3 30,1

* valor medido 24-h
** valor medido 48-h

La cepa KCCM10541 AtehB nadK copia2, E. coli productora de L-treonina con delecion del gen tehB y potenciacion
de actividad NAD, y con capacidad de asimilacion de glucosa fue designada CA03-448, y la cepa KCCM10541
AtehBnadK copia2/pAcscBAR’-mak, la cepa KCCM10541 AtehB nadK copia2 a la que se proporcion6 capacidad de
asimilacién de sacarosa, fue designada CA03-449. Y fueron depositadas en la Autoridad Depositaria Internacional
del Centro de cultivos de microorganismos coreano, que es filical de la Coleccion de Cultivos de la Federacion
Coreana de Colecciones de Cultivo (con domicilio en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seul, Corea) el 10
de enero de 2011, con numeros de depdsito asignados (acceso) KCCM11167P y KCCM11168P respectivamente.

Ejemplo Experimental 2: Titulacion de cepa productora de L-triptéfano que presenta una potenciacion de la
actividad de NAD guinasa e inactivacion de la enzima codificada por el gen tehB

Se sometieron a ensayo la cepa recombinante E. coli KCCM10812AtehB nadK copia2 del Ejemplo 4, la cepa
parenteral E.coli KCCM10812, y la cepa KCCM10812AtehB y la cepa KCCM10812 nadK copia2 preparadas en los
Ejemplos comparativos 1y 2 por titulacion utilizando glucosa como fuente de carbono.

Para la titulacién, se inoculd 1 asa bacteriol6gica de platino de la cepa y se cultivé en medios sélidos LB durante
toda la noche. A continuacion, se inocul6é 1 asa bacterioldgica de platino en 25 ml de medio de titulacion de matraz
que tenia la composicion que se indica en la siguiente Tabla 13 y después se cultivd a 372 C y a 200 rpm durante 48
horas. En la tabla 14 se muestran los resultados. Todos los resultados se representan como el valor medio obtenido
de los tres matraces.

Tabla 13
[Tabla 13]

Composicion Concentracién (por litro)

Glucosa 60 g

KH2PO4 1g

(NH4)2S04 10g

NaCl 19

MgS0O47H20 1g

Citrato sodico 59

Extracto de levadura 29

Carbonato calcico 409

Citrato so6dico 5¢

Fenilalanina 0,15¢g

Tirosina 01g

pH 6,8

Tabla 14
[Tabla 14]

Cepa DO | Consumo de azucar (g/l) * | L-triptéfano(g/l)* *
KCCM10812P 13,0 | 54,8 6,8
KCCM10812P tehB 14,5 | 55,0 7,0
KCCM10812P nadK copia2 13,3 | 57,6 6,9
KCCM10812P tehBnadK copia2 | 14,2 | 57,3 7,7
* valor medido 33-h
** valor medido 48-h

Tal como se muestra en la Tabla 14, cuando se suprimi6 el gen fehB, aumenté la densidad celular a
aproximadamente 10 % en comparacion con la cepa parental. Cuando se potencié la actividad NAD quinasa, mejor6
la capacidad de asimilacion de glucosa pero no hubo diferencia en la productividad de triptéfano, en comparacion
con la cepa parental.

Sin embargo, cuando se introdujeron las dos mutaciones al mismo tiempo, aumenté la densidad celular, también
mejoré la capacidad de asimilacion de glucosa y aumenté la productividad de triptéfano a aproximadamente 14 %.

La cepa KCCM10812P AtehB nadK copia2, E. coli productor de L- triptéfano con delecién del gen tehB y
potenciacion de la actividad de NAD quinasa, se designé CA04-2001, y fue depositada en la Autoridad Depositaria
Internacional del Centro de cultivos de microorganismos coreano, que es filical de la Coleccion de Cultivos de la
Federacién Coreana de Colecciones de Cultivo (con domicilio en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Sedl,
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<160> 21

<170> Kopatentln 1.71

<210> 1
<211> 594
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 1

atgatcatte
gaagtactgg
aatggtogta
aatgcecatga
cacaccogag
tegactgtgg
caacgttgea
tatccatgta

gaaggetggg

aacggtaatc

<210>2
<211>197
<212> PRT

gtgacgaaaa
aagcggtgaa
acagtcttta
gtatcgccaa
tocgttgatct
tgectgatgtt
ctaaacetgg
cogteggett
agagggtgaa

gtattaaact

<213> Secuencia artificial

<220>

ctattttact
agtggttaaa
cctggeagoc
cgtcegagege
gaataacctc
cettgagget
tggttacaac
cecgtttgece

atacaatgaa

gcgtttogece

gataaatatg
ccgggtaaaa
aatggttatg
attaaatcca
acatttgata
aaaaccatcce
ctgattgtgg
ttcaaagagy
gacgtcggeg

acgatgctgg

aattaacccg
cgetggatet
atgttgacgc
ttgaaaatct
gacagtacga
cegggttgat
cggogatgga
gagaattacg
agctgcaccy

cacgtaaaaa

<223> Metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina prevista

<400> 2

Met Ile Ile Arg Asp Glu Asn Tyr Phe

1

5

Arg Thr His Ser Glu Val Leu Glu Ala
20

25

Lys Thr Leu Asp Leu Gly Cys Gly Asn

35

40

Ala Ala Asn Gly Tyr Asp Val Asp Ala

50

55
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Thr Asp Lys Tyr

10

Val Lys Val Val

Gly Arg Asn Ser

Trp Asp Lys Asn

Corea) el 10 de enero de 2011, con el numero de dep6sito asignado (acceso) KCCM11166P.

cacacactcet
gggctgtgge
atgggataaa
ggataattta
ttttattctt
tgecaatatg
taccegetgat
tegatattac
caccgacgco

atga

Glu
Lys
30

Leu
45

Ala

60

Met

Leu Thr
15
Pro Gly

Tyr Leu

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540

594



10

Ile

65

His

Asp

Ile

Tyr

Val

145

Glu

Arg

Len

<210> 3
<211> 879
<212> ADN

Ala

Thr

Phe

Pro

Asn

130

Gly

Gly

Thr

Ala

Asn

Ile

Gly

115

Len

Phe

Trp

Asp

Arg
195

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> gen nadK

<400> 3

Val

Val

Leu

100

Leu

Ile

Pro

Glu

Ala

180

Lys

Glu

Val

85

Ser

Ile

Val

Phe

Arg

165

Asn

Lys

ES 2664 837 T3

Arg

70

Asp

Thr

Ala

Ala

Ala

150

Val

Gly

Ile

Len

Val

Asn

Ala

135

Phe

Lys

Asn

Lys

Asn

Val

Met

120

Met

Lys

Tyr

Arg

13

Ser

Asn

Leu

105

Gln

Asp

Glu

Asn

Ile
185

Ile

Len

20

Met

Arg

Thr

Gly

Glu

170

Lys

Glu

75

Thr

Phe

Cys

Ala

Glu

155

Asp

Leu

Asn

Phe

Leu

Thr

Asp

140

Len

Val

Arg

Len

Asp

Glu

Lys

125

Tyr

Arg

Gly

Phe

Asp

Arg

Ala

110

Pro

Pro

Arg

Glu

Ala
190

Asn

Gln

95

Lys

Gly

Cys

Tyr

Leu

175

Thr

Len

80

Tyr

Thr

Gly

Thr

Tyr

160

Hisg

Met



10

atgaataatc
acaacacatg
caacaaateg
gggcaactag
cgcacacteg
ctgactgacc
tacatcagcg
cgcatcagca
gagttegaag
atttegacge
coectetetygy
ctggtcataa

gaaatcagtt

cgtegetgtyg

ttaagcacca

<210> 4
<211> 292
<212> PRT

atttcaagtg
aaatgctcta
cteoacgaact
ctgatetege
cecgttacga
ttgacceccga
agaaacgttt
cocgogataaa
tgtatatega
caacaggcete
atgegattac
acagcagcag

gogacageca

attaccatct

agctceggctg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> NAD quinasa

<400> 4

ES 2664 837 T3

tattggeoatt
ccgetggetyg
geaactgaag
ggtagtegtt
tattaaagtt
taacgcoccag
tttgctggaa
tgaagtggtyg
cgagatettt
cacegectat
cotggtgeoce
cacgatcecgt

gatagcactg

gaatctgatt

gtcaaaaaaa

gtgggacacc

tgcacaaaag
aatgtgaaaa
ggtggcgacy
attggaateca
caacagttag
gogcaagtcet
cttcatccag
gegbtttete
tecetetetyg
atgtteeege
ctgogttttt

ccgattcagg

catccgaaag

ttattctaa

14

cacggcaccc
gttacgaggt
ctggeacget
gtaatatget
accgtggoaa
ccgatgtget
gtcagcaaga
gcaaagtggc
agegatetga
caggeggtae
atacgttgte
cgcatcgeoyg

aaggtgaaga

attacagtta

cactgcactg
catcgttgag
cgeggagatt
gggcgeggca
coetgggttte
ggaaggccac
ttgccagaaa
gcatatgatt
tggactaatt
tattetgace
agoacgacea
taacgacctg

tgtectgatt

tttcaacaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

879



Met

Pro

Lys

Leu

Asp

€5

Arg

Asn

Leu

Leu

Ala

145

Glu

Asp

Ser

vVal

Ser

225

Glu

Asp

Lys

Lys

<210>5
<211> 1407
<212> ADN

Asn

Thr

Gly

Lys

50

Leu

Thr

Leu

Ala

Glu

130

Ile

Phe

Gly

Ala

Pro

210

Ser

Ile

Val

Asp

Lys
290

Asn

Ala

Tyr

35

Asn

Ala

Leu

Gly

Asp

115

Ala

Asn

Glu

Len

Gly

195

Met

Ser

Ser

Leu

Tyr
275

Len

<213> Secuencia artificial

His

Leu

20

Glu

Val

Val

Ala

Phe

100

Val

Gln

Glu

val

Ile

180

Gly

Phe

Thr

Cys

Ile
260

Ser

Phe

Phe

Thr

val

Lys

Val

Arg

85

Leu

Leu

Val

val

Tyr

165

Ile

Pro

Pro

Ile

Asp
245

Arg

Tyr

ES 2664 837 T3

Lys

Thr

Ile

Thr

Val

70

Tyr

Thr

Glu

Cys

val

150

Ile

Ser

Ile

His

Arg

230

Ser

Arg

Phe

Cys

Hig

Val

Gly

55

Gly

Asp

Asp

Gly

Gln

135

Leu

Asp

Thr

Len

Thr

215

Leu

Gln

Cys

AEn

Ile

Glu

Glu

40

Thr

Gly

Tle

Leu

His

120

Gln

His

Glu

Pro

Thr

200

Leu

Arg

Ile

Asp

Thr
280

15

Gly

Met

25

Gln

Len

Asp

Lys

Asp

105

Tyr

Asp

Pro

Ile

Thx

185

Pro

Ser

Phe

Ala

Tyr
265

Leu

Ile

10

Leu

Gln

Ala

Gly

Val

90

Pro

Ile

Cys

Gly

Phe

170

Gly

Ser

Ala

Ser

Len
250

Hisg

Ser

val

Tyr

Ile

Glu

Asn

75

Tle

Asp

Ser

Gln

Lys

155

Ala

Ser

Len

Arg

His

235

Pro

Leu

Thr

Gly

Arg

Ala

Ile

60

Met

Gly

Asn

Glu

Lys

140

Val

Phe

Thr

Asp

Pro

220

Arg

Ile

Asn

Lys

His

Trp

His

45

Gly

Len

Tle

Ala

Lys

125

Arg

Ala

Ser

Ala

Ala

205

Leu

Arg

Gln

Leu

Leu
285

Pro

Leu

Glu

Gln

Gly

Asn

Gln

110

Arg

Ile

His

Gln

Tyr

190

Ile

val

Asn

Glu

Ile
270

Gly

Arg

15

Cys

Leu

Len

Ala

Arg

95

Gln

Phe

Ser

Met

Arg

175

Ser

Thr

Ile

Asp

Gly
255

Hisg

Trp

His

Thr

Gln

Ala

Ala

80

Gly

Gln

Len

Thr

Tle

160

Ser

Len

Len

Asn

Leu

240

Glu

Pro

Ser



10

15

<220>

ES 2664 837 T3

<223> Producto de PCR obtenido con el uso de Cebador 7 y Cebador 8

<400> 5

ccogaattog
cagccacttc
teteocagege
ccatttogge
gagettegag
gctcaactgce
caggegtttt
gctaacttog
atcaatcotte
gtgggacace
tgcacaaaag
aatgtgaaaa
ggtggegacy
attggaatca
caacagttag
gegeaagtet
ctteoatocag
gcgttttcte
tceoctctety
atgttceoccoge

ctgegttttt

cegatteagg
catccgaaag

ttattctaat

<210>6
<211> 80
<212> ADN

cgtcagectca
cagcgcacga
gaatttgtgg
ttttacacge
attegeaact
ctcaatctct
ctgttcttta
cttattatgg
geaacaagga
cacggcacee
gttacgaggt
ctggcacgct
gtaatatgct
accgtggcaa
cegatgtget
gteagcaaga
gcaaagtgge
agcgatctga
caggcggtce
atacgttgtc

cgeategeeg

aaggtgaaga
attacagtta

tttacgecag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 1

<400> 6

gcacacactc tgaagtactg gaagcggtga aagtggttaa acogggtaaa acgctggatt

atgccttcaa
tccaggctat
gettttteoaa
aaaatgcegt
tttteatege
tcgtgetgat
ctactcatga
ggatcagttt
ccteggaaaa
cactgeacty
categttgag
cgcggagatt
gggcgcggca
cctgggttte
ggaaggecac
ttgocagaaa
gcatatgatt
tggactaatt
tattctgace
agcacgacca

taacgacetyg

tgtoctgatt
tttcaacaca

ctetaga

aggtgacact atagaacgeg

ccatcgecaga
caatcaccgg
tatecagtte
cacgtteacyg
geggatocac
ccatgataat
atttectecge
cagggtttca
atgaataate
acaacacatg
caacaaatog
gggcaactag
cgcacactcg
ctgactgace
tacatcageg
cgeatcagea
gagttcegaag
atttcgacge
cocctctetgg
ctggtcataa

gaaatcagtt

cgtegetgtyg

ttaagcacea

16

catatcoggy
cagcaattcocyg
agtacgacga
ggtctggget
ctgoteagea
ttcttececggg
gtttttttog
agggaagcac
atttcaagty
aaatgetcta
ctcacgaact
ctgatctcge
cccgttacga
ttgaccccga
agaaacgttt
cegegataaa
tgtatatega
caacaggctc
atgcgattac
acagcagcag

gogacageca

attacecatet

agetaggety

ttagctttat
ttgatgaatt
egeaggtttt
tcagecaget
gaagettotyg
gcttgeocecet
cattcatecte
tcacattgtc
tattggeatt
ccegetggetyg
gcaactgaag
ggtagtcgtt
tattaaagtt
taacgceccag
tttgetggaa
tgaagtggtyg
cgagatettt
caccgeoctat
cctggtgeoce
cacgatcogt

gatagcactyg

gaatctgatt

gtcaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407

60

80
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35
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55

60

ES 2664 837 T3

<210>7

<211> 80

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador 2

<400>7

caccctectee cagecttegt aatatcgacg taattctceccece tetttgaagg caaacgggaa 60

tagtggatct gatgggtacc

<210>8

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3

gtgacgaaaa ctattttact gataaatatg aattaacceg cacacactct gaagtactg

<210>9

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador 4

<400>9
gtegatgcgg tacageotege cgacgtette attgtattte acectetece agecttegta

<210> 10

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5

<400> 10
tttaggcgea ggegtittict 20

<210> 11

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 6

<400> 11
ttittacgtgc cagcatcgtg 20

<210> 12

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 7

<400> 12
cecegaatteg catcagetea atgectica 29

17

80

59

80 80
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15

20

25
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35

40

45

50

55
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<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 8

<400> 13
gggtctagag ctggcgtaaa attagaata 29

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 9

<400> 14
togtattcac tccagagega 20

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 10

<400> 15
gcatcageac cgegataaa 19

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 11

<400> 16
catgtgttgt cagtgcagt 19

<210> 17

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 12

<400> 17
cgegatatet ageatatgec gggtacegea ctagttgaga gtaaacggeg aagt

<210> 18

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 13

<400> 18

18

54
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15

20

25

30

35
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attcggcegg agecctgeag gtgecacgagt acatttgage gactgt

<210> 19
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 14

<400> 19

cactgeagtyg gggtaaatge categ

<210> 20
<211>25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 15

<400> 20

aacggeegte teggtgetea ttact

<210> 21
<211> 9129
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

25

25

<223> Vector pAcscBAR’-mak

<400> 21

tatggcaatg
tttecatgag
gcagttteta
coctaaagygy
cagttttgat
caaatattat
cgtctgtgat
gtggeaggge
tacgectgaa
cggtegtegy
gtttattgac
ctcaggcetct
goctgataaa
gcageatect
tatggtggea
ttgeatgata

gaaggagcta

aaagacggtg
caaactgaaa
cacatatatt
tttattgaga
ttaaacgtgg
acgcaaggeg
ggcttccatyg
ggggcgtaat
taagtgataa
tteagggeag
taccggaagce
cccegtggag
aacggttagc
goegatgcoaga
ggcecegtyy
aagaagacaqg

ccggacagog

agctggtgat
cgtttteate
cgcaagatgt
atatgttttt
ccaatatgga
acaaggtgct
tcggcagaat
ttttttaagg
taageggaty
ggtegttaaa
agtgtgaccg
gtaataattg
gcttegttaa
tocggaacat
cegggggact
tcataagtge

gtgcggactg

atgggatagt
goetoctggagt
ggegtgttac
cgtotocageoe
caacttcotte
gatgcoccgetyg
gcttaatgaa
cagttattgg
aatggcagaa
tageoagetta
tgtgottecte
acgatatgat
tacagatgta
aatggtgeoag
gttgggeget
ggcegacgata

ttgtaactca

19

45

gttcacccectt
gaataccacy
ggtgaaaacc
aatcectyggy
goccecogttt
gogattcagg
ttacaacagt
tgeccttaaa
attcogaaage
tgtetattge
aaatgcctga
catttattct
ggtgttccac
ggegettgtt
googgcacet
gteatgoced

gaataagaaa

gttacaccgt
acgatttecyg
tggoctattt
tgagttteac
tcaccatggg
ttcatcatge
actgcgatga
cgectggtge
aaattcgacce
tggtttaceg
ggoccagtttyg
gecctoccaga
agggtagcca
teggegtagy
gtectacgag
gogeoacacay

tgaggccget

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

1020



catggoegttyg
cgggcaactt
accgaagacc
cegttagoteg
cagggtecte
cgagatgoge
gttggtttge
gaatcoogtta
cogogacgeoa
cagttocatg
gaagttagge
acctgoctgg
atcataatgg
gegteggeeq
cctacgeggt
atcggagcac
cttttgtagg
acgtttttta
gcttegectt
goocaacegt
caggategag
gcaatgccag
tcagegeatyg
tttcaataca
ctteogtecat
tatgcgeceg
ataccgtcty
cgtcatttge
gaccgttgag
caggaatgcec
acgtggegat

ggtacaactg

acteteagte
cageagcacy
attcatgttg
cgtateggtyg
aacgacagga
cgogtgcggc
geoatteacag
gegaggtgec
acgeggggay
tgctegeoega
tggtaagage
acageatgge
ggaaggecat
teteggtget
tetggeacat
ttattgocgg
cetgataaga
ctettgtgge
acgcaccgyge
ttgatataaa
aatattcacg
ttceogetace
tecgetcaaa
accttgttta
ccacggtage
cccattgaat
cgcteoceget
cagccgeact
ceoaggttgaa
catacctacce
cgtttcaata

ctcceoctygea

ES 2664 837 T3

atagtategt
taggggactt
ttgetcaggt
attecattoetyg
gcacgatcat
tgctggagat
ttetoegeaa
geeggetteoo
geagacaagy
ggoggcataa
cgoegagoegat
ctgcaacgeg
ccagcctege
cattacttat
tttgeoaggee
atgcggcgty
cgeggoaage
cataaccacyg
gtttcacatt
cggtctacat
acatgtgeca
ggatocgettt
cgacgataat
cegeaataac
ggattgtgte
geocacgoccy
geocgcgocat
tccegotgoa
ttggcattct
gttocogoget
gtctgeoggt

tegoccagty

ggtatecaceg

coegegtttoo
cgcagacgtt
ctaaccagta
gegoacccegt
ggcggacgcg
gaattgattg
attcaggtceg
tatagggcgg
atcgeegtga
cettgaaget
ggcateocoga
gtcgcgaacyg
tgecggatge
tgataagacg
aacgccttat
gtegeateag
cagegecgeyg
cgoogaecgaa
tgeteatece
gegattttge
cttcaaccag
ccategegaa
aagggactte
cceacteace
cgecgeatce
ctactgectte
acctogoget
tcaccacace
geoccocgtoge
aatcatcacg

caatcactte

20

gttggtteca
agactttacg
ttgcagcage
aggcaaccooc
ggccaggaco
atggatatgt
getocaatte
aggtggeccg
cgoctacaat
cgatcagegg
gtecotgatg
tgeogoegga
ccagcaagac
gacgtgaacy
cggcaagogt
ccggectacg
geatgatgeg
tacgacgety
gacaaattgt
gcoeoeccagg
cagcageage
gocggataatt
tecogtgece
ctegagataa
tgeogtgeca
cgtgeccgata
tgaaaccgec
taagtcttta
ggtgtaagge
ctgoctocogee
cggegtggge

agttttyggtg

ctetetgttg
aaacacggaa
agtcgettea
goecagectag
caacgctgec
tctgocaagg
ttggagtggt
getecatgea
ccatgocaac
tecagtgate
gtegtcatoet
agogagaaga
gtagcccage
cettateoge
cgcatcagge
gttctggcac
ccaattgoct
gaatcacagt
ttaatcaact
acaatcacat
tegtagegac
tcactgectt
gaaataaagyg
cgeagttogt
ttgoegeooga
atcacggcaa
agacagttag
tocgaatgget
gaaattgage
atatcaaceca
agacgatgge

ccgectaaat

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15460

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29490



cgataccetat
caaccggatt
acaaggccgt
gegagattte
cactgcaggt
ttaggogatt
agagctateg
ccataactat
agacaatacc
cagtoggogt
agatcgtcga
cacaaagtygy
cgaacagcge
tttttggece
ceacctggaa
aacctgaata
ccacaataaa
ctttttttac
tgttgatcat
tgatactaaa
cgegegetgt
geaaaccogea
cagaaaaatt
ccaggatgaa
tgecgtagaa
attccgtocoe
gcgaccagga
tgaatggaat
agagataaga
atategacte

acccgaccta

acgcacggta
ggcaatgeaa
ggaaattatc
gotgogtgea
gcacgagtac
attagcaggy
acaacaacaqg
ttgetogegt
cgaaattgcg
tgaaagcage
cgacaggogc
aacctcaatg
gcaggaaagyg
tacccogatte
tgagttgaga
aaagacagga
tatgacgaaa
cccteccgea
cataaataca
aaatatgeog
tecatatteg
toccgecaga
getttgeoagt
actcatacac
catcataaat
tgtcaaccct
aataaaaaaqg
actcagtgec
gcgacttege
coteagttag

taaacccact

ES 2664 837 T3

ctetecttat
ggcocgecgac
atgctgtggt
gaagagatygy
atttgagcga
ctaagcattt
gaaaaagttt
tttttactca
aagaaaactg
acaatcccaa
ttatcaaagt
gecatgtaaca
atacgcaacyg
acaaagaaaqg
taaccataca
aaaagttgtt
acecagaagt
tctgcegeta
goegcacaaata
gcaaagaacqg
aaatgaaaat
tacocccage
aacggttcat
cagatgagcg
agaatgetgg
agatgtcctt
agaaatgagt
ataattacct
cgtttacttc
cagogtteott

tgttcecgect

ttttttcaat
aattcgttat
tcaaaaattt
aaaaacagct
ctgtaccaga
tactattatt
acgtetatat
agaagaaaat
tctggtagee
gegaactgge
ttgccacget
acttecactaa
ccataatcac
gaataatecge
ggcgegttee
gatcaaaaat
ttegatcoott
cgcactggtg
gocgagaccaa
cgccaatage
ttegegeocat
caaaaaacag
aaacgtaaat
gtttcttcag
taaactggtt
tcagccaaat
aactggatge
gocctgtogtte
tcaactagtg
tgoattaacyg

aatctggcga

21

atcaatageg
catgeoeeget
aatggtttac
agecteogaty
acatgaatga
attttceggt
tgetgaaggt
gecaaatage
tgcgtggtca
aatttgaaaa
gtatttgaag
tgaaataate
aactccgata
catgcacage
tacategtgt
gttatagaaa
gaaaactgeg
atccttatct
ccagaagtty
atagocaaaa
ttttteggtg
cgcccccaga
cataaacggt
accgagttta
gaccgaataa
agcgtataac
aaaacgatag
aaaasattca
cggtacccygy
caccaaaagqg

ttcccaccge

tagagacgga
aaatttaacyg
cgtottageo
geatttacce
ggegtttgga
tgagggatat
acaggogttt
aacatcaggcec
aagagtatcc
ccaatcagaa
acggatatga
caggggttaa
agtaatgcat
gettegagta
gattegaata
gaccacgtoo
ataaaatcct
ttaaaacgca
atatggggac
gatceccagg
aagctatcaa
attagaccta
ceggteaaga
tcctgaacga
agtgtaccta
gaccaccaca
tacgcatttc
cgtcoctattte
catatgctag
atcatecoce

aacgttagct

3000
2060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800



ggcgcgocgc
gcatccoacta
goatagtgat
gatcacaaaa
agggacttta
gattaaaatg
gcaccggogt
cgatccaaac
gatgagogaa
ctggeageat
ttoaggtagt
getegatggt
ggatggtatt
cttoogegat
agatccagge
cttegatege
ctttttcage
gggatacagt
acgacttttt
accacaaagc
ggaatcgtca
gotatcagag
ccagcageat
cgogcaagea
cggattacag
tttgtggegy
gogtgacacy
cgacggggaa
gctttatgec
acataatatc
ccttocacgac

tgaattgtgg

caggacaagy
aaacccatac
aaacctattt
cgtcatagtt
tttttataaa
acgcoaatate
aacactttct
ggoctgatot
cactggggge
gagcoctattg
goetgtegatg
geaggtaatyg
catctecgaga
cctaaagtgt
aacacggggc
gtactggcec
cttggegatc
taccgaaate
gcacaatccyg
tttttagecga
atgoccetecaa
ageoaatggca
caatctgtct
gttgagatte
ctoggeactyg
tattacocac
ctogoeootaa
goggtgatga
tcccacggag
aggtggaaca

cttcaataat

tcagocggogy
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cagtaggcge
tttggetgac
ttegoaaaat
aacgttaaca
agttaacgtt
gattgeoatge
atccccattt
ggtttaacga
caatgcactyg
cgctagegee
acaatggtgt
acgatgcaat
aacagggtgt
ggcgtgaage
agatcctgct
acgctgatge
agcattatct
getttoaaag
ggeattttac
aggatggtcyg
aacgtgaagg
aacttctaca
ctococogeac
agttgeagty
gaatgoggot
acgagaattt
ggatatttat
gtagtcgaat
tggctgtgct
acggatcaacg
atgcaatgca

taaaaacaga

ccgtctgatt
atttttttee
egtoatggat
tttgtgatat
aacaattcac
ggogoaaaac
tcacctogeg
tegttateac
gggacatgee
aggagacgat
cototoactt
togogaagta
gatcctcact
cgacacatgg
ttatcgogge
gggtgaaage
gatgttttec
tggogtaata
tgaacttgat
gogtattgtt
atgggcagge
acgocoggta
aatcagcaat
ggcgetgaag
gtatattgat
agacggctac
cgatacatea
ctatccgeag
gcaacatgga
agogggcaaqg
gctteoceogec

tgoccgacge
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ctggcaagag
cttaaattea
ttactaaaac
tcatogeoatt
caaatttget
geoctagoaa
cctoctgeeyg
gogttttate
accagogacy
aatgacaaagq
atctacaceog
caatgtetgg
ccaccagaag
tggatggtag
agttcgttge
tatatgtggg
ccgcagggasa
ccoggaatgt
aacgggcatg
atcggetgga
tgcatgacge
cacgaagetg
aaatatgttt
aacagtgatg
aaccaatotg
cgtagtatte
toocgtggaag
cocagaagaac
gcactctgge
ggatoogogt
cgataatgte

caaccagatt

atctacgace
tetgagttac
atgcoatatte
tatgaaagta
taaccaggat
aactteatga
ggtggatgaa
aacatcatece
atatgatcoca
acgggtgttt
gacacagtotyg
ctaccagteg
gaatcatgca
teggggogaa
gtgaatggac
aatgtccgga
tgaatgccga
ggtcgecagy
acttttatge
tggatatgtg
tggogogega
agtogttacg
tgcaggaaaa
cogaacatta
agegacttgt
ccctcccgea
tatttattaa
gggaactgte
tactgggtta
cactctteoee
atgtggaagc

atcaaagecoe

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

8720



attacggcga
aaggctgcge
tgggcattga
tgtttcacct
cgataccctyg
gcecgogagea
ggtaacgcty
tcaggcagoeyg
gcaagcaget
ctattccage
ggagtggtag
cgeatettac
cggtcacgey
atcgacacte
gtaaaacggyg
gacacagcaa
ctgttctoge
togttttggt
tttttcgaayg
gcagteacca
ctcctctaaa
tggacteaag
gcatacagtc
gacaaacgcyg
cgcacgaggyg
caccactgat
aacggetttg
aatctecgec
agteagtgag
cagecttttt

gtaagecagt

catcctgegg
gatcgttace
gtaaacttge
cagccagatc
ttgocaaoge
aatgctgtgt

ggtcatccge

tgatatatcg
gacgtgcege
cgaactcget
cegtgtectg
gggcggaaag
ttgcaggacy
cegocaggeg
cactgtagea
tacaataaaa
caacgagtct
ctgogegtaa
gttctctgag
aaacttgtec
tcaattacca
acgatagtta
cagcttggag
gcecataacag
ageogecagg
ttgagcgtca
cegeggeccet
ccgttcegtaa
cgaggaageqg
tetcootgeca

atacactccg
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gattegtace
acatatcaga
gagateggtyg
tegttcagea
actttcoggt
tgattcatat
cacacagttc
cagccccatt
gegggcageg
ggeggtttge
cgacagcacg
atcaggaaca
cacagattet
tgagacatee
gaaacagacyg
aataacaata
agaaatattt
tctottgete
ctaccaactc
tttecagttta
gtggctgetyg
ccggataagg
cgaactgect
cggaatgaca
gggaaacgcc
gatttcgtga
ctcacttece
gccatttecg
gaatatatcec
catgaageac

ctagegetga

cccttogeca
acatcaaaat
tagtgateat
tcacgccagg
agccagaagc
tgtgeagtgt
gccaatacaa
gtagtataga
tcatcttcag
toaatggcaa
gcgagagteg
taattcaggg
geattatgea
tttaatgaag
tcactggcga
attecccggac
tatctgatta
tgaaaacgaa
tttgaaccga
gecttaaceg
ccagtggtge
egeageggte
acccggaact
cocggtaaace
tggtatcttt
tgcttgtcag
tgttaagtat
ctcgoogcag
tgtatcacat
tteactgaca

tgtecggegyg

23

gaagaacctg
ctggtttgec
cacctgttge
cctgctcaaa
ataacggttg
aatcatcagg
tattttcacc
taatgcocatc
aaaaaatatt
gcagaatatc
acggettacg
tetggattge
tcacccggga
ccatacccaa
gatccaacge
aattgtecce
ataagatgat
aaaaccgcct
ggtaactggce
gogeatgact
ttttgecatgt
ggactgaacy
gagtgtcagg
gaaaggcagg
atagtcocctgt
gggggcggag
ctteoetggea
tcgaacgacc
attctgetga
cecteateay

tgettttgee

ataagccaca
cggtttgaag
catgtgaaat
tccctgecga
acgatagcoc
gatataactyg
atacagagac
cggacgygtgg
gattaaaaaa
aacagagaaa
tcocttgageg
ctgcaatacy
gactgtecate
gocgtttgec
cctatcacct
agttcegect
cttcttgaga
tgcagggegg
ttggaggage
tcaagactaa
ctttcogagt
gggggttegt
cgtggaatga
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tettecagga
gagcgtagog
cgcaceggtg
tgocaacata

gttacgeace

8780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

£520

8580



acccogtcag
caaaaacacc
cgaataaata
tgataccggg
aggttecaac
gagattttca
tgatatatcc
tacctataac
taagcacaag

ggaattceg

tagctgaaca
atcatacact
cctgtgacgg
aageectggy
tttcaccata
ggagctaagg
caatggecatc
cagaccgtto

ttttatccgg
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ggagggacay

aaatcagtaa
aagatcactt
coaacttttg
atgaaataag
aagctaaaat
gtaaagaaca
agctggatat

cctttattca

ctgatagaaa
gttggcageca
cgcagaataa
gegaaaatga
atcactacceyg
ggagaaaaaa
ttttgaggea
tacggeccttt

cattcttgce

24

cagaagccac
tcacccgacg
ataaatcctyg
gacgttgate
ggegtatttt
atcactggat
tttcagtcag
ttaaagaccg

cgectgatga

tggagcacct
cactttgoge
gtgtccetgt
ggcacgtaag
ttgagttate
atacecaccegt
ttgctcaatg
taaagaaaaa

atgctcatcc

8640

8700

8760

8820

BEBO

8940

8000

9060

8120

9129



10

15

20

25

30

35

ES 2664 837 T3

REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo del género Escherichia que tiene productividad de L-aminoé&cido, en el que se transforma el
microorganismo para tener una actividad de NAD quinasa potenciada y una actividad inactivada de la enzima que
tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la NAD quinasa es una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se potencia la actividad de NAD quinasa a través
de uno o mas métodos de aumento del nimero de copias por insercién cromosémica o introduccién de vector,
sustitucion o modificacién de la regién reguladora de expresion.

4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la inactivacion se lleva a cabo a través de uno o
mas métodos de delecion de la totalidad o una parte del gen por recombinacion homéloga, supresion de la expresién
de enzima por insercién de transposén dentro del gen correspondiente y supresion de expresion de enzima por
insercién de genes con resistencia a antibiotico.

5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el microorganismo del género Escherichia es
E.coli.

6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el L-aminoacido es L-treonina o L-triptéfano.

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que se proporciona capacidad de asimilacién de
sacarosa al microorganismo del género Escherichia.

8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el microorganismo del género Escherichia es un
E. coli productor de L-treonina, CA03-448, que tiene el No. de depésito KCCM11167P o CA03-449, que tiene el No.
de depodsito KCCM11168P.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el microorganismo del género Escherichia es un
E. coli productor de L-triptéfano, CA04-2001, que tiene el No. de depdsito KCCM11166P.

10. Un método para producir L-aminoacidos que comprende las etapas de inoculacién y cultivo del microorganismo
del género Escherichia de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en un medio de cultivo que contiene total o
parcialmente sacarosa o glucosa como fuente de carbono, y separacion del L-aminoacido del medio de cultivo.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el L-aminodacido es L-treonina o L-triptéfano.
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[Fig. 1]
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