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DESCRIPCION

Microorganismo Escherichia sp que tiene productividad de I-triptofano y procedimiento para preparar I-triptofano
mediante el uso del mismo

[Campo técnico]

La presente divulgacion se refiere a un microorganismo del género Escherichia productor de L-triptofano, en que la
actividad de la fosfatasa se modifica para ser inactivada, y a un procedimiento para producir L-triptofano usando el
microorganismo.

[Técnica antecedente]

El L-triptofano, que es un aminoacido esencial, se ha utilizado ampliamente como materia prima para productos
farmacéuticos, tales como aditivos para alimentos para animales, soluciones de infusion, etc., y también se ha
utilizado ampliamente como ingrediente de alimentos saludables, etc. El L-triptofano se puede producir mediante un
procedimiento de sintesis quimica, un procedimiento de reaccién enzimatica, un procedimiento de fermentacion, etc.,
pero el procedimiento de fermentacion directa que utiliza un microorganismo se usa principalmente en la actualidad.

Un microorganismo tiene una via de biosintesis aromatica, en la que el piruvato de fosfoenol (PEP), que es un
intermediario en la glucdlisis, y eritrosa-4-fosfato (E4P), que es un producto de la via de fosfato de pentosa, inicia la
polimerizacién por 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa (EC 2,5,1,54). En la via anterior, PEP
y E4P estan conjugados con fosfato, y son sustancias que contienen alta energia. Ademas, en la via de biosintesis
aromatica posterior, la PEP esta involucrada en la reaccién cuando se lleva a cabo la reaccién 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) sintasa (EC 2.5.1.19), y PRPP se utiliza en la reaccion de antranilato
fosforribosiltransferasa. En consecuencia, se sabe que se requiere una gran cantidad de sustancias de alta energia
para la biosintesis de triptéfano. De acuerdo con estudios previos, se demostré mediante analisis cuantitativo
intracelular que se requiere el mayor nivel de energia para la biosintesis de triptofano entre 20 aminoacidos (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, (2002) V99, pp3695-3700). Por lo tanto, se puede considerar que PEP y E4P desempefian un
papel importante en las cepas que producen triptofano a alta concentraciéon en términos de suministro continuo de
precursores y uso eficiente de energia.

En consecuencia, para suministrar E4P de manera estable, se ha utilizado mas el procedimiento para aumentar la
biosintesis mediante la mejora de la expresion de los genes tktA (ID del gen NCBI: 12931960), que codifican la
transcetolasa (EC 2.2.1.1), (Current Opinion in Biotechnology, (2009) V20, pp651-658). Ademas, numerosos
estudios para reducir el uso de ATP, que es una sustancia de alta energia, estan en marcha para mantener el nivel
de energia intracelular (FEMS Microbiol Lett, (2009) V297, pp217-224). Gu et al (Microbial Cell Factories (2012) vol.
11, no. 30, pp 1-9) divulga la generacion de una cepa de E. coli con una produccién mejorada de triptofano. Shen et
al (Journal of Biomedicine and Biotechnology (2012) vol,2012, p. 605219, doi: 10,1155/2012/605219) ensefa la
produccion mejorada de triptofano en E. coli por medio de la sobreexpresion de las dos enzimas biosintéticas TktA y
PpsA. Sin embargo, todavia es necesario desarrollar un procedimiento para producir L-triptofano con alta eficiencia.

[Divulgacion]

[Problema técnico]

Los presentes inventores han realizado intensos esfuerzos de investigacion para desarrollar un procedimiento para
producir eficientemente L triptofano. Como resultado, los presentes inventores han desarrollado un procedimiento
para conservar la energia que se desperdicia innecesariamente mientras se mantiene la concentracion de E4P en
las células al evitar la descomposicion de E4P sintetizado en cepas productoras de triptofano, y confirmaron que se
mejord la productividad del L-triptofano, de este modo se completa la presente invencion.

Solucidén técnica

Un objeto de la presente divulgacion es proporcionar un microorganismo del género Escherichia productor de L-
triptofano.

Otro objeto de la presente divulgacion es proporcionar un procedimiento para producir L-triptofano usando el
microorganismo productor de L-triptofano.

[Efectos ventajosos]

La presente divulgacion proporciona un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptofano, en el que
la actividad de fosfatasa que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 se modifica para
inactivarse, de este modo muestra un efecto de que L-triptofano se puede producir de manera eficiente y econémica
con un alto rendimiento utilizando el microorganismo anterior. El L-triptofano producido a partir de los mismos se
puede aplicar no solo a alimentos para animales o aditivos para alimentos para animales, sino también a diversos
productos, como alimentos para humanos o aditivos alimentarios, farmacos, etc.
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Mejor modo

Un objeto de la presente divulgacion es proporcionar un microorganismo del género Escherichia que produce L-
triptofano.

Otro objeto de la presente divulgacion es proporcionar un procedimiento para producir L-triptofano usando el
microorganismo productor de L-triptofano.

[Solucién al problemal]

Para lograr el objeto anterior, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona un microorganismo del género
Escherichia que produce L-triptofano, en el que la actividad de fosfatasa que comprende una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 se modifica para inactivarse. Por ejemplo, el microorganismo del género
Escherichia que produce L-triptofano puede ser un microorganismo en el que la productividad de L-triptofano
aumenta, en comparacion con un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptofano en el que la
actividad enddégena de fosfatasa no se modifica a estar inactivado

Como se usa en el presente documento, el término "L-triptofano” se refiere a un L-aminoacido aromatico, que es un
a-aminoacido y un aminoacido esencial no sintetizado in vivo que tiene una féormula quimica de C11H12N202. Para
aumentar la productividad de L-triptofano en un microorganismo, un procedimiento de suministro continuo de un
precursor, es decir, eritrosa-4-fosfato (E4P), en cepas productoras de triptofano; aumentar la expresion de los genes
tktA para utilizar eficientemente la energia; aumentar la biosintesis al bloquear las vias de ramificacion en la via de
biosintesis o usando menos ATP, etc., se ha usado convencionalmente.

Como se usa en la presente memoria, el término "fosfatasa" se puede referir a una proteina que cataliza una
reaccion para eliminar un grupo fosfato de un sustrato. La fosfatasa de la presente invencion, que tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, es una proteina codificada por el gen, yidA. Ademas, dicha fosfatasa
se designa como fosfoazucar fosfatasa (ID gen NCBI: 12933583) en la base de datos de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), y también se designa como fosfatasa de azicar en la base de datos EcoCyc
(http://www.ecocyc.org). La proteina cataliza la descomposicion de sustratos de fosfoazucar en azlcares y acidos
fosforicos. Sin embargo, no se ha aclarado la relevancia entre la enzima descrita de este modo y la mejora de la
produccién de triptofano.

La enzima descrita anteriormente puede incluir, sin limitaciéon, ademas de la secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID NO: 1, cualquier secuencia de aminoacidos que tiene una homologia de 70% o mas, especificamente
80% o mas, mas especificamente 90% o mas, incluso mas especificamente 95% o mas, alun mas especificamente
98% o mas, y aun todavia mas especificamente 99% o mas, con la secuencia de aminoacidos anterior, siempre que
una enzima exhiba un efecto sustancialmente igual o correspondiente a la enzima anterior. Ademas, es obvio que
una variante enzimatica que tiene una secuencia de aminodacidos con una supresiéon, modificacion, sustitucion o
adicién parcial también pertenece al alcance de la presente divulgacion, siempre que una secuencia de aminoacidos
tenga la homologia descrita anteriormente y exhiba el efecto correspondiente a cada enzima.

Los genes que codifican la fosfatasa que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 se pueden incluir
sin limitacién, siempre que tengan una secuencia capaz de codificar la enzima anterior y se puedan representar
como genes YyidA. Especificamente, los genes que codifican la enzima también pueden incluir, sin limitacion, ademas
de la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 2, cualquier secuencia de genes que codifica la
enzima, que tiene una homologia de 80% o mas, especificamente de 90% o mas, mas especificamente 95% o mas,
incluso mas especificamente 98% o mas, y aun mas especificamente 99% o mas, a la secuencia de nucledtidos
anterior, siempre que la secuencia del gen codifique una enzima que exhiba un efecto sustancialmente igual o
correspondiente a la enzima anterior. Ademas, es obvio que cualquier secuencia de nucledtidos que tiene la
homologia descrita anteriormente puede pertenecer al alcance de la presente divulgacion, aunque la secuencia de
nucleétidos puede tener una supresion, modificacion, sustitucion o adicion parcial en la misma.

Como se usa en la presente memoria, el término "homologia" se refiere a un porcentaje de identidad entre dos
restos polinucleotidicos o polipeptidicos. La correspondencia de secuencia de un resto a otro se puede determinar
mediante una técnica conocida en la materia. Por ejemplo, la homologia se puede determinar mediante la alineacion
directa de la informacién de la secuencia (por ejemplo, parametros tales como puntuacion, identidad y similitud) en
dos moléculas de polinucledtidos o dos moléculas de polipéptidos usando un programa de computadora (por
ejemplo, BLAST 2.0) que esta facilmente disponible y es capaz de alinear la informacion de secuencia. Ademas, la
homologia entre polinucleétidos se puede determinar mediante la hibridacién de los polinucleétidos bajo la condicion
de formar una cadena doble estable en las regiones homdlogas y posteriormente digerir la cadena hibridada por una
nucleasa especifica de cadena simple para determinar el tamario de los fragmentos digeridos.

Como se usa en la presente memoria, el término "actividad endégena” se refiere a un estado activo de una enzima
en un microorganismo en un estado natural o antes de la modificacion.

Como se usa en la presente memoria, el término "modificado para ser inactivado” se refiere a un caso cuando el gen
que codifica una enzima no se expresa en absoluto y/o un caso cuando el gen se expresa pero no muestra actividad
3
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o una disminucioén en actividad en comparacién con la de la cepa nativa o la cepa antes de la modificacion.

La inactivacion de la actividad de una enzima en comparacion con su actividad endégena se refiere a un caso en el
que no hay actividad o una disminucién de la actividad de una enzima en un microorganismo en comparacion con la
que originalmente poseia en su estado natural o antes de la modificacion. La disminucién de la actividad se refiere a
un concepto que incluye un caso en el que la actividad de una enzima en si es menor que la de una enzima
originalmente poseida en un microorganismo debido a la modificacién del gen que codifica la enzima, un caso en el
que el nivel de actividad enzimatica total en las células es mas baja que la de la cepa nativa o la de la cepa antes de
la modificacion debido a la inhibicion de la expresion o la inhibicion de la traduccion del gen que codifica la misma, o
un caso combinado de la misma.

El procedimiento para modificar tal actividad enzimatica para la inactivacion se puede lograr mediante varios
procedimientos bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de los procedimientos pueden incluir un procedimiento
para sustituir el gen que codifica la enzima en el cromosoma con un gen mutado de modo que se pueda reducir
actividad de la enzima, que incluye el caso en que se elimina la actividad de la enzima; un procedimiento para
eliminar parte o la totalidad del gen que codifica la enzima; un procedimiento para sustituir la secuencia de control de
expresion del gen que codifica la enzima con una secuencia que tiene actividad débil o nula; un procedimiento para
introducir una modificacion en la secuencia de control de expresion del gen en el cromosoma que codifica la enzima;
un procedimiento para suprimir parte o la totalidad del gen en el cromosoma que codifica la enzima; un
procedimiento para introducir un oligonucleétido antisentido (por ejemplo, ARN antisentido), que inhibe la traduccion
del ARNm a una enzima mediante una unién complementaria al transcripto del gen en el cromosoma; un
procedimiento para hacer imposible la unién de un ribosoma al formar una estructura secundaria mediante la adicién
artificial de una secuencia Shine-Dalgarno (SD) y su secuencia complementaria en el extremo frontal de la secuencia
SD del gen que codifica la enzima; un procedimiento de manipulacién genética de transcripcion inversa (RTE), que
afiade un promotor que se transcribe de manera inversa en el extremo terminal 3' del marco de lectura abierto (ORF)
de la secuencia correspondiente, etc., y también puede incluir una combinacién de los mismos, pero no son
particularmente limitado a los mismos.

Especificamente, el procedimiento para suprimir parte o la totalidad de un gen que codifica la enzima se puede
realizar mediante la sustitucion de un polinucledtido que codifica una proteina diana endégena dentro del
cromosoma con un polinucleétido o un gen marcador que tiene una supresion parcial en la secuencia de acido
nucleico, usando un vector para inserciéon cromosémica en las bacterias. En un ejemplo de realizacion del
procedimiento para suprimir parte o la totalidad de un gen, se puede usar un procedimiento para suprimir el gen
mediante recombinacién homaloga.

Como se usa en la presente memoria, el término "parte", aunque puede variar de acuerdo con los tipos de
polinucleédtidos, se puede referir especificamente a 1 nucledtido a 300 nucledtidos, mas especificamente 1
nucledtido a 100 nucledtidos, y ain mas especificamente 1 nucleétido a 50 nucledtidos, pero no esta particularmente
limitado a los mismos.

Como se usa en la presente memoria, el término "recombinacion homdloga" se refiere a la recombinacion genética
que se produce a través de un cruzamiento en los locus de la cadena genética que tiene homologia mutua.

Especificamente, el procedimiento de modificacién de la secuencia de control de la expresién se puede llevar a cabo
mediante la induccién de la modificacién de la secuencia de control de la expresion mediante supresion, insercion,
sustitucion no conservadora o conservadora, o una combinacién de los mismos en la secuencia de acido nucleico de
la secuencia de control de expresién; o mediante la sustituciéon con un promotor mas débil, etc. La secuencia de
control de expresién puede incluir un promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica una region
de unidn a ribosoma y secuencias que controlan la terminacion de la transcripcion y traduccion.

Ademas, el procedimiento de modificacion de la secuencia génica en el cromosoma se puede llevar a cabo mediante
la induccidon de una modificacién en la secuencia mediante supresion, insercién, sustitucién no conservadora o
conservadora, 0 una combinaciéon de las misma en la secuencia génica para debilitar ain mas la actividad
enzimatica; o mediante la sustitucion con una secuencia de gen que se mejoré para tener una actividad mas débil o
una secuencia de gen que se mejord para no tener actividad.

De acuerdo con un ejemplo de realizacion de la presente divulgacion, con el fin de inactivar la actividad endégena de
fosfatasa que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, se encontré que la productividad de L-
triptofano en varias Escherichia coli que producen L-triptofano, en que el gen, yidA, que codifica la fosfatasa se
suprime, se incrementd en comparacion con las cepas originales en las que no se suprime yidA. Por lo tanto, se
confirmoé que un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptofano, en el que la actividad endogena
de la fosfatasa se modifica para inactivarse, pudo producir eficientemente L-triptofano.

En la presente invencion, el microorganismo que produce L-triptofano se refiere a un microorganismo capaz de
producir L-triptofano a partir de una fuente de carbono en los medios anteriores. Ademas, el microorganismo que
produce L-triptofano puede ser un microorganismo recombinante. Especificamente, los tipos de microorganismos no
estan particularmente limitados siempre que un microorganismo pueda producir L-triptofano. Sin embargo, el
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microorganismo puede ser un microorganismo que pertenece a los géneros Enterobacter, Escherichia, Erwinia,
Serratia, Providencia, Corynebacterium y Brevibacterium, y especificamente un microorganismo que pertenece al
género Escherichia.

Mas especificamente, el microorganismo del género Escherichia puede ser especificamente Escherichia coli. Sin
embargo, cualquier microorganismo perteneciente al género Escherichia que pueda aumentar la productividad de L-
triptofano al inactivar la actividad fosfatasa se puede incluir sin limitacion.

Especificamente, la cepa original del microorganismo del género Escherichia que produce L-triptofano por
inactivacion de la actividad fosfatasa puede no estar particularmente limitada siempre que el microorganismo tenga
productividad de triptofano. Por ejemplo, el microorganismo que produce triptofano puede ser un microorganismo en
el cual, para mejorar la via de biosintesis de triptofano, se debilitaron o inactivaron las actividades del gen en la via
competitiva, el regulador en la via direccional del operdn triptofano y el gen para introducir y descomponer triptofano
fueron debilitado o inactivado, y/o se sobreexpreso la actividad del operdn triptofano. El procedimiento para debilitar
o inactivar la actividad es el mismo que se explico anteriormente, y los procedimientos conocidos en la técnica se
pueden incluir sin limitacién. Ademas, los procedimientos para sobreexpresar la actividad del operdn triptofano
conocidos en la técnica se incluyen sin limitacion. Por ejemplo, los procedimientos pueden incluir un procedimiento
para insertar adicionalmente un polinucleétido, que incluye parte o la totalidad de la secuencia de nucledtidos del
gen operdn o una region de control de expresion introducida desde el exterior, en el cromosoma; un procedimiento
para aumentar el nimero de copias mediante la introduccién en un sistema de vector; un procedimiento para
mejorar la actividad del operon mediante la sustitucion de la secuencia de control de expresion que controla la
expresion génica con otra secuencia de control de expresion, una modificacion que tiene una mutacioén inducida en
parte o la totalidad de la secuencia de nucleétidos de la region de control de expresién, y una introduccion de una
modificacion del gen mismo, etc., pero no estan limitados al mismo. Especificamente, el microorganismo puede ser
Escherichia coli, en el que parte o la totalidad del gen pheA, el gen trpR, el gen mir y/o el gen tnaAB estan
suprimidos y/o triptofano esta sobreexpresado.

En la presente divulgacion, ademas del gen pheA, gen trpR, gen mir, gen tnaAB y opero6n triptofano, y las
secuencias de proteinas codificadas por ellos, las secuencias de ADN y proteinas utilizadas en la presente
divulgacion se pueden obtener a partir de una base de datos conocida, por ejemplo, GenBank de NCBI, pero no se
limitan a los mismos. Ademas, los detalles especificos con respecto al gen pheA, gen trpR, gen mir, gen tnaAB, etc.
se pueden encontrar en las divulgaciones de la Patente Coreana Num. 10-0792095 y la Publicacion de Patente
Coreana Num. 10-2013-0082121, y la totalidad de las memoria descriptivas de las mismas se pueden incluir como
referencias de la presente divulgacion.

A partir de ejemplos de realizaciones de la presente divulgacion, se confirmé que, como resultado de la inactivacion
de la actividad de fosfatasa en varias cepas originales, cualquier microorganismo del género Escherichia que
produce L-triptofano, independientemente de su cepa original habia tenido significativamente mejora la productividad
de L-triptofano cuando se inactiva la actividad de fosfatasa.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir L-triptofano, que comprende el
cultivo del microorganismo del género Escherichia de la presente divulgacion que produce L-triptofano, en el que la
actividad de fosfatasa que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 se modifica para inactivarse,
en un medio; y recuperar L-triptofano del medio cultivado o del microorganismo cultivado.

El medio y otras condiciones de cultivo usadas para cultivar el microorganismo de la presente divulgacion no estan
particularmente limitados, pero se puede usar cualquier medio usado para el cultivo convencional del
microorganismo del género Escherichia. Especificamente, el microorganismo de la presente divulgacion se puede
cultivar en un medio convencional que contiene fuentes de carbono, fuentes de nitrogeno, fuentes de fosforo,
compuestos inorganicos, aminoacidos y/o vitaminas apropiadas, etc., en condiciones aerdbicas mientras se ajusta la
temperatura, el pH, etc.

Ejemplos de las fuentes de carbono que se utilizaran en la presente divulgacion pueden incluir carbohidratos tales
como glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, manitol, sorbitol, etc; alcoholes tales como alcoholes de azucar, glicerol,
piruvato, lactato, citrato, etc.; y aminoacidos tales como acido organico, acido glutamico, metionina, lisina, etc.
Ademas, nutrientes organicos naturales tales como hidrolizado de almidén, melaza, melaza negra, salvado de arroz,
almidon de yuca, melaza de cafa de azucar, licor macerado de maiz, etc., y especificamente, carbohidratos tales
como glucosa y melaza pretratada estéril (es decir, melaza convertida en un azicar reductor), etc. Ademas, se
pueden usar sin limitacion varias otras fuentes de carbono en una cantidad adecuada. Estas fuentes de carbono se
pueden usar solas o en combinaciéon de dos o mas, pero sin limitacién.

Ejemplos de las fuentes de nitrégeno que se usaran en la presente divulgacion pueden incluir compuestos
inorganicos tales como amoniaco, sulfato de amonio, cloruro de amonio, acetato de amonio, fosfato de amonio,
carbonato de amonio, nitrato de amonio, etc; aminoacidos tales como acido glutamico, metionina, glutamina, etc.; y
fuentes de nitrégeno organico tales como peptona, NZ-amina, extracto de carne, extracto de levadura, extracto de
malta, licor macerado de maiz, hidrolizado de caseina, pescado o productos de descomposicién de los mismos, torta
de soja desgrasada o productos de descomposicion de los mismos, etc. Estas fuentes de nitrégeno se pueden usar
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solo o en una combinacién de dos o mas, pero sin limitacion.

Ejemplos de las fuentes de fosforo que se utilizaran en la presente solicitud pueden incluir fosfato de potasio
monobasico, fosfato de dipotasio dibasico, sales que contienen sodio correspondientes, etc., pero no se limitan a los
mismos. Los ejemplos de compuestos inorganicos pueden incluir cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro de
hierro, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso, carbonato de calcio, etc., y adicionalmente, se pueden incluir
aminoacidos, vitaminas y/o precursores adecuados para un medio de cultivo. Estos medios o precursores se pueden
afadir a un cultivo mediante un cultivo por lote o un cultivo continuo.

En la presente divulgacion, el pH de un cultivo se puede ajustar durante el cultivo mediante la adicion de un
compuesto tal como hidréxido de amonio, hidréxido de potasio, amoniaco, acido fosférico y acido sulfurico al cultivo
de una manera apropiada. Ademas, durante el cultivo, se puede usar un agente antiespumante tal como un poliglicol
éster de acido graso para inhibir la formaciéon de espuma. Ademas, se puede inyectar oxigeno o un gas que contiene
oxigeno en el cultivo para mantener un estado aerdbico del cultivo; o se puede inyectar gas nitrégeno, hidrégeno o
diéxido de carbono sin la inyeccién de un gas para mantener un estado anaerdbico o microaerdbico del cultivo.

La temperatura de cultivo generalmente puede estar en un intervalo de 27 °C a 40 °C, y especificamente, de 30 °C a
37 °C, pero sin limitacion. El cultivo puede continuar hasta que obtener la cantidad deseada de materiales Utiles, y
especificamente durante 10 horas a 100 horas, pero el tiempo de cultivo no esta limitado a ello.

El L-triptofano se puede recuperar mediante un procedimiento adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, cultivo
por lote, cultivo continuo o cultivo alimentado por lote, etc., de acuerdo con el procedimiento de cultivo de la presente
divulgacion.

La recuperacién también puede incluir una etapa de purificacién. La etapa de purificacion puede purificar L-triptofano
recuperado usando un procedimiento adecuado conocido en la técnica.

[Modo de invencidn]

A continuacion, la presente divulgacion se describira en detalle con los ejemplos de realizaciones acompafantes.
Sin embargo, los ejemplos de realizaciones descrita en la presente son solo para fines ilustrativos y no se deben
interpretar como limitantes del alcance de la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Preparacion de cepa de tipo salvaje deficiente en yidA

En el ejemplo, se intento la preparacion de una cepa en la que la actividad de fosfatasa se inactiva a partir de una
cepa que produce L-triptofano.

Para mejorar la productividad de triptofano en la cepa W37110, una cepa de Escherichia coli de tipo salvaje, es decir,
un microorganismo representativo del género Escherichia, el gen yidA que codifica la fosfatasa se suprimié mediante
recombinacién homoéloga de la cepa W3110 trpA2 (Publicacion de patente coreana Num. 10-2013-0082121), en la
que se mejoro la productividad triptofano y en el que se suprimieron el gen tnaAB en la forma de un operén del gen
pheA (ID del gen NCBI: 12934467) que codifica corismato mutasa/prefenato deshidratasa (CM-PDT), el gen tnaA (1D
del gen NCBI: 12933600) que codifica triptofanasa, y el gen tnaB (ID del gen NCBI: 12933602) que codifica un
importador de triptofano.

Especificamente, para la supresion del gen, yidA, que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2, se
empled el procedimiento de inactivacién en una etapa usando lambda Red recombinasa desarrollada por Datsenko
KA et al (Proc Natl Acad Sci USA, (2000) 97: 6640-6645). Como marcador para confirmar la insercion del gen, se
ligd un promotor rmf a pUC19 (New England Biolabs (USA)), y se utilizé el gen de cloranfenicol de pUCprmfmloxP
que se obtuvo mediante la ligacion del casete mutante, loxP CmR-loxP, que se obtuvo de pACYC184 (Nuevo
England Biolab), se utilizd (Publicacién de Patente Coreana N° 10-2009-0075549)

Primero, la reaccidon en cadena de la polimerasa primaria (en adelante denominada PCR) se realizé usando
pUCprmfmloxP como un molde y combinaciones de cebadores de las SEQ ID NO: 3 y 4 que tienen una parte del
gen yidA y una secuencia de nucledtidos parcial del gen resistente a cloranfenicol del gen pUCprmfmloxP en
condiciones de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, apareamiento a 55 °C durante 30
segundos y elongacion a 72 °C durante 1 minuto, de este modo se obtiene AyidA1st (aproximadamente 1,2 kb), un
producto de PCR. Posteriormente, AyidA1st (1,2 kb), el producto PCT, obtenido por PCR, se sometio a electroforesis
en un gel de agarosa 0,8%, se eluyd y posteriormente se us6 como molde para PCR secundaria. La PCR
secundaria se realizé usando el producto de PCR primario eluido como molde y las combinaciones de cebadores de
SEQ ID NO: 5 y 6 que contienen secuencias de nucledtidos de 20 pb de las regiones 5'y 3' del producto de PCR
obtenido en la PCR primaria bajo las condiciones de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
apareamiento a 55 °C durante 30 segundos y elongacién a 72 °C durante 1 minuto, de este modo se obtiene un
producto de PCR AyidA (aproximadamente 1,3 kb). El producto de PCR asi obtenido se sometid a electroforesis en
un gel de agarosa 0,8%, y posteriormente se usé en la recombinacion.

W3110 trpA2 de E. coli, que se transformé con un vector pKD46 de acuerdo con el procedimiento de inactivacion de
6
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una etapa desarrollado por Datsenko KA et al. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97: 6640-6645), se preparé como
una cepa competente, y la transformacion se realizé mediante la introduccion del fragmento de gen, AyidA (1,3 kb)
obtenido por PCR primaria y secundaria. Las cepas se cultivaron en el medio LB que contiene cloranfenicol, y
posteriormente se seleccionaron los transformantes primarios que tienen resistencia al cloranfenicol.

Después de la eliminacién de pKD46 de las cepas recombinantes primarias asi obtenidas que tienen resistencia al
cloranfenicol, se introdujo un vector pJW168 (Gene, (2000) 247, 255-264) para eliminar el gen marcador de
cloranfenicol de las cepas (Gene, (2000) 247, 255-264). La PCR se realiz6 usando cebadores de las SEQ ID NO: 7 y
8 para obtener un producto de PCR (aproximadamente 0,5 kb), lo que indica que las cepas finalmente obtenidas
tenian supresion del gen yidA. Las cepas que tienen supresion de dicho gen se designaron como W3110 trpA2 yidA.

Las secuencias de los cebadores usados en el Ejemplo se enumeran en la Tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1]
. SEQID
Cebador Secuencia NO:
yidA- aatctacctggggaactc AT GgetattaaactcattpetatcgatatggaAgp TeACACTAT 5
CmF2 | AgAACgCg
yidA- cgeccacaga T T AattcageacatactictcaatagcaaacgecacgecaTAgTegATCTgA .
Cm-RZ | TeggTACC
yidA-F1 | ggtgttgtactgatttttgagcggaatcgegttagecatgggtcaggaaccaatctacctggggaactcAT 5
yidA-F1 | gcagtaaaccaataatcagtaagcgggoaaacgegtitatgetgtitigoccgoccacagaT TAaticage B
YidA | ATTGATGCGCTCTCACCGCA 7
conF1
yidA
GCCTCTGGGTGAATAGTATT 8
conR1

Ejemplo 2: Preparacion de la cepa productora de triptofano en la que esta inactivada la fosfatasa

En el Ejemplo, se us6 KCCM11166P (Patente coreana NUum. 10-1261147), que es otra cepa de Escherichia coli que
produce triptofano, como la cepa original, y el gen yidA que codifica la fosfatasa se suprimié mediante recombinacion
homologa de la misma manera que se describié en el Ejemplo 1.

Se confirmd que las cepas finalmente obtenidas tenian una supresion del gen yidA debido al producto de PCR
(aproximadamente 0,5 kb) que se obtuvo por PCR usando los cebadores de las SEQ ID NOs: 7 y 8, y
posteriormente las cepas se denominaron como CA04-2805.

Ejemplo 3: Evaluacion de la productividad de triptofano en cepas tipo salvaje deficientes en yidA

A fin de comparar la productividad del triptofano de W3110 trpA2 yidA, preparada en el Ejemplo 1, y W3110 trpA2,
que es la cepa original, pCL-Dtrp_att-trpEDCBA y pBAC-Dtrp_att-trpDCBA se introdujeron en cada cepa mediante el
procedimiento de transformacién. Los vectores introducidos eran vectores en que la expresion del operén de
triptofano estaba aumentada de modo que el triptofano se puede producir en exceso debido a que se liberé el
mecanismo de control en la regién de control del operén de triptofano operdn (Publicacion de la patente coreana
Num. 10-2013-0082121). Las cepas con el vector introducido se cultivaron en medio de prueba de triptofano de
acuerdo con la composicion listada en la siguiente Tabla 2, y se comparo su productividad de L-triptofano.

[Tabla 2]
Composicién del medio de prueba de triptofano
Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 2g
KoHPO4 19
(NH4)2S04 129
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NaCl 19
NazHPO4H20 5 g
MgS0O4-H20 19

Composicion del medio de prueba de triptofano

Composicion Concentracion (por litro)
MnSO4-H,0O 15 mg
CUSO4-H,0 3 mg
ZnS04H0 30 mg
Citrato de sodio 19
Extracto de levadura 19
Fenilalanina 0,15g
pH 6,8

Un asa de platino de cada una de las cepas cultivadas durante la noche en el medio sélido LB en un incubador a 37
°C se inoculé en el medio de prueba (25 ml) de la Tabla 2. Posteriormente, los resultantes se cultivaron en un
incubador a 37 °C y 200 rpm durante 48 horas para comparar la concentracion de triptofano (Tabla 3).

[Tabla 3]
Cepa Concentracion de triptofano (g/L)
W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-troEDCBA, pBAC-Dtrp _ att-trpoDCBA 0,5
W3110 trpd 2 yidA/pCL-Dirp_att-trpoEDCBA, pBAC-Dtrp_ att-trpoDCBA 0,7

Los resultados anteriores mostraron que la productividad de triptofano en la cepa, en que la actividad de la fosfatasa
codificada por el gen yidA estaba inactivada, se increment6 en 40% en comparacion con la actividad de la fosfatasa
que no estaba inactivada. Por lo tanto, se confirmé que la productividad de triptofano no se pudo mejorar por la
inactivacion de la fosfatasa codificada por yidA. A partir de tales resultados, se puede interpretar que se inhibid la
degradacion de E4P, un importante precursor para la biosintesis del triptofano, y de este modo se mantuvo la
concentracion de E4P en las células. Como resultado, se conserva la energia que se desperdicia innecesariamente
y se usa en la biosintesis de triptofano.

Ejemplo 4: Evaluacion de la productividad de triptofano en cepas deficientes en yidA

A fin de medir el titulo de triptofano de la cepa deficiente en yidA (CA04-2805) preparada en el Ejemplo 2 y la cepa
original (KCCM11166P), las cepas se cultivaron en el medio de titulacion de triptofano preparado de acuerdo con las
composiciones listadas en la Tabla 4, y posteriormente se confirmé la mejora de la eficiencia de la produccion de L-
triptofano.

[Tabla 4]
Composicion del medio de prueba de triptofano
Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 60g
KoHPO4 19
(NH4)2S04 1049
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NaCl 19
MgSO, 7H20 19
Citrato de sodio 59
Extracto de levadura 29

(continuacion)

Composicion del medio de prueba de triptofano
Composicion Concentracion (por litro)
Carbonato de calcio 4049
Fenilalanina 0,15g
Tirosina 0,19
pH 6,8

Un asa de platino de cada una de KCCM11166P E. coliy CA04-2805 E. coli cultivadas durante la noche en el medio
LB sélido en un incubador a 37 °C se inoculd en el medio de titulacion (25 ml) de la Tabla 4. Posteriormente, los
resultantes se cultivaron en un incubador a 37 °C y 200 rpm durante 48 horas para comparar la tasa de consumo de
glucosa y la concentracion de triptofano.

Como resultado, como se describe en la siguiente Tabla 5, se confirmé que la concentracién de triptofano de CA04-
2805, la cepa en la que la actividad de fosfatasa codificada por el gen yidA estaba inactivada, se incrementé en
aproximadamente 10% en comparacion con la de KCCM11166P, la cepa original que era un control.

[Tabla 5]
Cepa Concentracion de triptofano (g/L)
KCCM11166P 7,48
CA04-2805 8,23

Los presentes inventores han confirmado que la cepa a base de KCCM11166P, que es una cepa deficiente en yidA
en la que la actividad de fosfatasa estaba inactivada, tiene una mayor capacidad de producir triptofano, y la cepa se
denomina como "CA04-2805" o "CA04-2805 (KCCM11166P_AyidA)" y depositada en KCCM el 5 diciembre de
2014, donde se asigno el numero de depdsito KCCM11636P.

Los resultados anteriores sugieren que en el microorganismo de la presente divulgacion del género Escherichia
productor de triptofano, la cepa que inactiva la actividad de fosfatasa puede mejorar la capacidad productora de L-
triptofano en comparacion con la modificada que se inactiva.

Si bien la presente divulgacion se ha descrito con referencia a las realizaciones ilustrativas particulares, los expertos
en la técnica a la que pertenece la presente divulgacion entenderan que la presente invencion se puede realizar en
otras formas especificas. En consecuencia, las realizaciones descritas anteriormente se consideran ilustrativas en
todos los aspectos y no restrictivas. Ademas, el alcance de la presente divulgacion se define mediante las
reivindicaciones adjuntas en vez de en la descripcion detallada, y se debe entender que todas las modificaciones o
variaciones derivadas de los significados y el alcance de la presente divulgacion y sus equivalentes se incluyen en el
alcance de las reivindicaciones anexas.
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<110> CJ Cheilledang Corporation

<120> MICROORGANISMO ESCHERICHIA SP QUE TIENE PRODUCTIVIDAD DE L-TRIPTOFANO Y
PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR L-TRIPTOFANO MEDIANTE EL USO DEI MISMO

<130> OPA16040-PCT

<150> KR 10-2015-0067659
<151>2015-05-14

<160> 8

<170> Kopatentin 2,0
<210>1

<211> 270

<212> PRT

<213> Escherichia

<400> 1
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<210> 2

<211> 813

<212> ADN
<213> Escherichia

<220>
<221>gen
<222> (1)..(813)
<223> yidA
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<400> 2

atggctatta
atttcacccg
ctaacgacgg
cagccgggcg
agcaccgtgg
cgcgaagtcg
gatatcagcet
gaagcggaga
gccatccteg
ctgaaaagtg
gtgaaatcac
caggaaaacg
attccttcag

gcgtttgeta

<210> 3
<211>70
<212> ADN

aactcattgce
ccgttaaaaa
gtcgecegta
actactgcat
cgcaaactgc
gttctcattt
actacacggt
aaatggaccc
accaggctat
cgecgtactt
tggcegacgt
atatcgcaat
tgaaagaagt

ttgagaagta

<213> Secuencia artificial

<220>

tatcgatatg
tgcgattgece
tgcaggtgtg
tacttataac
tctcagctat
ccacgccectg
gcatgaatcce
caatacccag
cgcgegtatt
cctcgaaatc
gttaggtatt
gattgaatat
ggcgaacttt

tgtgctgaat

<223> Cebador YIDA-CM-F2 Primer

<400> 3

aatctacctg gggaactcat ggctattaaa ctcattgcta tcgatatgga aggtgacact

atagaacgcg

<210> 4
<211>70
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> yidA-Cm-R2 Primer

<400> 4
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gatggcaccc
gcagctcgeg
cacaactacc
ggcgegetgg
gacgactatc
gaccgcacca
ttegttgeca
ttcctgaaag
ccgcaggaag
ctcgataaac
aaaccggaag
gcaggegteg
gtcaccaaat

taa

ttctgetgee
ccecgtggegt
tgaaagagct
tacagaaggc
gtttcctgga
cgctgtacac
ccatteceget
tgatgatgat
tgaaagagaa
gcgttaacaa
aaatcatggce
gtgtggegat

ctaaccttga

12

cgatcacacc
gaatgtcgtg
gcatatggaa
cgctgatggt
aaaactctct
cgccaaccegt
ggtgttctge
tgatgaaccc
atataccgtg
aggtacgggg
gattggcgat
ggataacgct

agatggegtg

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

813

60

70
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30

35

40

45

cgcccacaga ttaattcage acatacttct caatagcaaa cgccacgcecca tagtggatct

gatgggtacc

<210>5

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador yidA-F1
<400> 5

ggtgttgtac tgatttttga gcggaatcgec gttagcatgg gtcaggaacc aatctacctg

gggaactcat

<210> 6

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador yidA-R1
<400> 6

gcagtaaacc aataatcagt aagcgggcaa acgcgtttat getgtttgec cgeccacaga

ttaattcagce

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador yidA conF1

<400>7
attgatgcgc tctcaccgca

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador yidA conR1

<400> 8
gcctctgggt gaatagtatt

20

20
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptofano, en el que la actividad de fosfatasa que
comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 se modifica para inactivarse.

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

Un procedimiento de produccion de L-triptofano, que comprende:

(i) cultivar el microorganismo del género Escherichia de la reivindicacion 1 o 2 en un medio; y

(i) recuperar el L-triptofano del medio cultivado o el microorganismo cultivado.
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