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DESCRIPCION

Microorganismo que tiene un nivel de energia intracelular mejorado y procedimiento de produccion de L-aminoacidos
utilizando el mismo

Campo técnico

La presente solicitud se refiere a un microorganismo recombinante que tiene un nivel de energia intracelular mejorado
y a un procedimiento para producir L-aminoacidos utilizando el microorganismo.

Antecedentes de la técnica

Para la produccion de un material deseado utilizando un microorganismo, se han utilizado principalmente
planteamientos especificos del material deseado, tales como la mejora de la expresion de genes que codifican enzimas
involucradas en la produccion del material deseado o la eliminacion de genes innecesarios. Por ejemplo, se han
desarrollado varias cepas utiles que incluyen a E. coli capaces de producir un L-aminoacido deseado con un alto
rendimiento mediante la mejora de una ruta biosintética del L-aminoacido. La produccion de alto rendimiento de los
materiales Utiles deseados utilizando microorganismos requiere la produccion y el mantenimiento de suficiente
energia.

Para la biosintesis in vivo de materiales tales como proteinas, acidos nucleicos, etc., se utiliza energia conservada en
forma de NADH, NADPH y ATP (adenosina-5'-trifosfato). Particularmente, el ATP es un portador de energia que
transporta la energia quimica producida en reacciones metabdlicas a diversas actividades de los organismos.

El ATP se produce principalmente en procesos metabdlicos de microorganismos. Las principales vias de produccion
de ATP intracelular son la fosforilacion a nivel de sustrato que tiene lugar a través de la glucdlisis o la fosforilacion
oxidativa que produce ATP a través del sistema de transporte de electrones utilizando el poder reductor acumulado
en el NADH, etc., através de la glucolisis. EI ATP generado se consume in vivo en actividades tales como la biosintesis,
movimiento, transduccién de sefiales y division celular. Por lo tanto, los microorganismos industriales utilizados para
la produccién de los materiales utiles deseados generalmente muestran una alta demanda de ATP. Por consiguiente,
se han realizado estudios para mejorar la productividad aumentando los niveles de energia intracelular en la
produccion en masa de materiales Utiles deseados (Biotechnol Adv (2009) 27:94-101).

El hierro es uno de los elementos esenciales para el mantenimiento de la homeostasis de los microorganismos, y E.
coli utiliza varias rutas para la absorcion de hierro (Mol Microbiol (2006) 62:120-131). Una de las rutas de absorcion
de hierro es absorber hierro a través de canales complejos de FhuCDB formados por proteinas FhuC, FhuD y FhuB.
Recientemente, se reveld que, en presencia de exceso de L-triptéfano en las células, la proteina TrpR que regula la
expresion de genes implicados en la biosintesis de L-triptéfano forma un complejo con L-triptéfano y, a su vez, este
complejo se une a una region reguladora del operdn fhuCDB, sugiriendo la posibilidad de una correlacion entre la
absorcion de hierro a través del complejo proteico FhuCDB y la biosintesis de L-triptéfano. Sin embargo, la funcién del
complejo proteico FhuCDB en la biosintesis de L-triptéfano, y su efecto sobre la absorcion de hierro aun no se tiene
clara (Nat Chem Biol (2012) 8:65-71).

El documento EP 1 829 965 se refiere a una cepa mutante de E. coli que tiene un ADN cromosdmico que es al menos
470 kpb mas corto que el de una cepa de E. coli de tipo salvaje, y que muestra la propiedad de que el nimero de
células después de un cierto periodo en cultivo es mayor que el de una cepa de tipo salvaje.

El documento WO 2007/024756 se refiere a cepas de E. coli MGl 655 con el genoma reducido. EI documento WO
2007/024756 menciona cepas que tienen una o mas de una tasa de crecimiento, eficiencia de transformacion,
expresion de proteinas, produccion de ADN, rendimiento de ADN y/o calidad de ADN igual o mejorada en comparacion
con la cepa parental y las cepas disponibles comercialmente.

Mademidis y col., 1998, Molecular and General Genetics, 258 (12): 156-165 se refiere a la actividad transportadora de
derivados de FhuA, FhuC, FhuD y FhuB en un sistema libre de efectos polares y a la estequiometria de los
componentes involucrados en la absorcion de ferricromo.

El documento WO 02/077183 se refiere a secuencias de acidos nucleicos antisentido que inhiben la proliferacion de
procariotas.

Los presentes inventores han estudiado procedimientos para mejorar los niveles de ATP y aumentar la capacidad de
produccion de materiales deseados Utiles tales como los L-aminoacidos, y descubrieron que los niveles de ATP
intracelular pueden mejorarse mediante la inactivacion de la funcion del complejo proteico FhuCDB mediante la
eliminacion del gen fhuCDB y, como resultado, se puede aumentar la capacidad de produccion de los materiales
deseados, completando de esta forma la presente solicitud.

Descripcion detallada de la invencién

PROBLEMA TECNICO
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Un objeto de la presente solicitud es proporcionar un microorganismo que tiene un nivel de ATP intracelular mejorado.

Otro objeto de la presente solicitud es proporcionar un procedimiento para producir un material deseado utilizando el
microorganismo que tiene el nivel de ATP intracelular mejorado.

SOLUCION TECNICA
La invencion es tal y como se define en las reivindicaciones adjuntas.
La presente invencién proporciona un procedimiento para producir L-aminoacidos, comprendiendo el procedimiento:

cultivar un microorganismo del género Escherichia en un medio y

recuperar L-aminoacidos de los medios de cultivo o del microorganismo;

en el que el microorganismo tiene un nivel de ATP intracelular aumentado, en comparacién con una cepa no
modificada, en el que una o mas proteinas seleccionadas de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5,
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 y una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7, que
constituyen un sistema de absorcion de hierro, estan inactivadas en el microorganismo;

en el que el microorganismo del género Escherichia tiene una capacidad mejorada para producir L-aminoacido, en
comparacion con una cepa no modificada; y

en el que el L-aminoacido es L-treonina o L-triptéfano.

El microorganismo es un microorganismo en el cual las actividades de una o mas de la proteina FhuC, la proteina
FhuD y la proteina FhuB que constituyen el sistema de absorcién de hierro, estan inactivadas y, por lo tanto, tiene un
mayor nivel de ATP intracelular, en comparacién con una cepa no modificada.

El término "FhuCDB", como se usa en el presente documento, es un componente de un sistema de absorcion de hierro
(sistema fhu) que incluye productos de expresion de fhuA, fhuC, fhuD y fhuB dispuestos en un operdn. El thuA codifica
el OMP multifuncional FhuA (79 kDa) que actia como un receptor para ferricromo-hierro, bacteriéfagos, toxinas
bacterianas y antibioticos. FhuA es especifico de Fe3*-ferricromo, y actia como un canal de apertura especifica de
ligando (Protein Sci 7, 1636-1638). Las otras proteinas del sistema fhu, en concreto, FhuD, FhuC y FhuB también son
esenciales para las funciones del sistema de absorcion de hierro. Una proteina periplasmica, FhuD y proteinas
asociadas a la membrana citoplasmatica, FhuC y FhuB forman el complejo FhuCDB, que funciona para transportar
ferricromo y otros compuestos de Fe®*-hidroxamato (Fe®*-aerobactina, Fe®*-coprogen) a través de la membrana
citoplasmatica desde el periplasma al citoplasma (J Bacteriol 169, 3844-3849). La absorcion de hierro a través del
complejo FhuCDB consume una molécula de ATP, y para este proceso de absorcion de hierro, un complejo proteico,
TonB-ExbB-ExbD proporciona energia (FEBS Lett 274, 85-88).

FhuC codifica una proteina asociada a la membrana citoplasmatica de 29 kDa y forma un canal para la absorcion de
hierro, junto con FhuD y FhuB. FhuC puede tener una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 vy,
especificamente, FhuC puede estar codificado por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 1.

FhuD codifica una proteina asociada a la membrana citoplasmatica de 31 kDa y forma un canal para la absorcion de
hierro, junto con FhuC y FhuB. FhuD puede tener una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 v,
especificamente, FhuD puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 2.

FhuB codifica una proteina asociada a la membrana citoplasmatica de 41 kDa y forma un canal para la absorcion de
hierro, junto con FhuC y FhuB. FhuB puede tener una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 vy,
especificamente, FhuB puede estar codificado por una secuencia de nucledétidos de la SEQ ID NO: 3.

Especificamente, aunque las proteinas tienen actividades idénticas, hay pequefas diferencias en las secuencias de
aminoacidos entre los sujetos. Por lo tanto, FhuC, FhuD y FhuB pueden tener las SEQ ID NO: 5, 6 y 7,
respectivamente. Ademas, en las secuencias de nucleotidos, se pueden hacer varias modificaciones en la region
codificante siempre que no cambien las secuencias de aminoacidos de las proteinas expresadas a partir de la regién
codificante, debido a la degeneracién de codones o teniendo en cuanta los codones preferentes por el organismo en
el que se van a expresar. La secuencia de nucledtidos descrita anteriormente se proporciona solo como un ejemplo
de varias secuencias de nucleétidos elaboradas mediante un procedimiento bien conocido por los expertos en la
materia, pero sin limitarse al mismo.

El término "homologia", como se usa en el presente documento, se refiere a un grado de identidad entre bases o
restos de aminoacidos después de que ambas secuencias se alinean para que coincidan mejor en ciertas regiones
comparables en una secuencia de aminoacidos o nucleétidos de un gen que codifica una proteina. Si la homologia es
suficientemente alta, los productos de expresion de los genes correspondientes pueden tener una actividad idéntica o
similar. El porcentaje de la identidad de secuencia puede determinarse usando un programa de comparacion de
secuencias conocido, por ejemplo, BLASTN (NCBI), CLC Main Workbench (CLC bio), MegAlign™ (DNASTAR Inc),
etc.

El término "microorganismo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo que tiene el nivel
de ATP intracelular mejorado y que es del género Escherichia. Especificamente, el microorganismo puede ser E. coli.
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La "cepa no modificada", como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo que no esta
modificado por una técnica de biologia molecular tal como la mutacion o la recombinacién. Especificamente, la cepa
no modificada se refiere a un microorganismo antes de aumentar el nivel de ATP intracelular, en el cual el nivel
intracelular de ATP se aumenta al inactivar uno o mas de uno de FhuC, FhuD y FhuB que constituyen el sistema de
absorcion de hierro, complejo FhuCDB, teniendo asi una reduccion del consumo intracelular de ATP. Es decir, la cepa
no modificada se refiere a un microorganismo original del cual deriva el microorganismo recombinante.

El microorganismo incluye la inactivacion de uno o mas de uno de FhuC, FhuD y FhuB y, especificamente, la
inactivacion de una combinacién de FhuC, FhuD y FhuB y, mas especificamente, la inactivacion de todo FhuC, FhuD
y FhuB.

El término "inactivacion”, como se usa en el presente documento, significa que la actividad de la proteina
correspondiente se elimina o debilita por mutacién debido a la delecién, sustitucion o insercién de parte o la totalidad
del gen que codifica la correspondiente proteina, por modificacion de una secuencia reguladora de la expresion para
reducir la expresion del gen, por modificacion de la secuencia del gen cromosomico para debilitar o eliminar la actividad
de la proteina, o por combinaciones de las mismas.

Especificamente, la delecion de parte o de la totalidad del gen que codifica la proteina puede realizarse mediante el
reemplazo de un polinucledtido que codifica una proteina diana endégena en el cromosoma, con un polinucleétido del
que se elimina una secuencia parcial o con un gen marcador a través de un vector de insercion en el cromosoma
bacteriano. Ademas, se puede inducir una mutacién usando un mutageno tal como sustancias quimicas o luz UV,
obteniendo de este modo un mutante que tiene la delecion del gen correspondiente, pero sin limitarse al mismo.

La expresion "secuencia reguladora de la expresion”, como se usa en el presente documento, una secuencia de
nucledtidos que regula una expresion génica, se refiere a un segmento capaz de aumentar o disminuir la expresion
de un gen particular en un sujeto, y puede incluir un promotor, un sitio de unién del factor de transcripcion, un sitio de
union a ribosomas, y una secuencia que regula la terminacion de la transcripcion y la traduccion, pero sin limitarse al
mismo.

Especificamente, la modificacion de la secuencia reguladora de la expresion para causar una disminucion en la
expresion génica puede realizarse induciendo mutaciones en la secuencia reguladora de la expresion mediante
delecion, insercion, sustitucion conservativa o no conservativa de la secuencia de nucleétidos o una combinacién de
las mismas para debilitar ain mas la actividad de la secuencia reguladora de la expresion, o reemplazando la
secuencia reguladora de la expresion con la secuencia que tiene una actividad mas débil, pero sin limitarse al mismo.

El microorganismo es un microorganismo del género Escherichia que tiene una capacidad de produccion mejorada de
los L-aminoacidos L-treonina o L-triptéfano, en comparacion con una cepa no modificada. En el microorganismo del
género Escherichia de la presente solicitud, una o mas de las proteinas que constituyen el complejo FhuCDB se
inactivan para inactivar la via de absorcion de hierro y, por lo tanto, la absorcion de hierro a través de esta via reduce
el consumo de ATP. Como resultado, el microorganismo del género Escherichia tiene un nivel mejorado de ATP
intracelular, en comparacion con la cepa no modificada y, en consecuencia, el microorganismo tiene la capacidad de
produccién mejorada de los L-aminoacidos L-treonina o L-triptéfano.

La expresion "microorganismo que tiene la capacidad de produccion mejorada” se refiere a un microorganismo que
tiene una capacidad de producciéon mejorada de los L-aminoacidos L-treonina o L-triptéfano, en comparaciéon con una
cepa no modificada o una célula parental antes de la modificacion.

En una realizacién especifica, el microorganismo puede ser E. coli que tiene una capacidad de produccién de L-
triptéfano mejorada, en el que dichas una o mas de FhuC, FhuD y FhuB de E. coli que tienen una capacidad de
produccion de L-triptéfano se inactivaron, y que tiene un nivel de ATP intracelular mejorado, en comparacion con una
cepa no modificada. La E. coli que tiene la capacidad de produccién de L-triptéfano se puede obtener aumentando la
expresion de un gen del operén de L-triptéfano, eliminando la inhibicion por retroalimentacion por producto final del L-
triptéfano, o eliminando la inhibicion y la atenuacion del gen del operdn de L-triptéfano a nivel transcripcional, pero sin
limitarse al mismo.

En una realizacién especifica de la presente solicitud, el microorganismo puede ser E. coli que tiene una capacidad
de produccién mejorada de L-treonina, en el que dichas una o mas de FhuC, FhuD y FhuB de la E. coli que tiene una
capacidad de produccion de L-treonina se inactivaron y que tiene un nivel de ATP intracelular mejorado, en
comparacién con una cepa no modificada. La E. coli que tiene la capacidad de producciéon de L-treonina puede
obtenerse aumentando la expresion de un gen del operén de L-treonina, eliminando la inhibicién por retroalimentacion
por producto final de la L-treonina, o eliminando la inhibicién y atenuacion del gen del operén de L-treonina a nivel
transcripcional, pero sin limitarse al mismo.

En el procedimiento para producir L-aminoacidos de acuerdo con una realizacion especifica de la presente solicitud,
el cultivo del microorganismo que tiene la capacidad de produccion de L-aminoacidos puede realizarse de acuerdo
con un medio apropiado y en condiciones de cultivo conocidas en la técnica. Los expertos en la materia pueden ajustar
facilmente los procedimientos de cultivo de acuerdo con el microorganismo seleccionado. Los ejemplos de los
procedimientos de cultivo incluyen los de tipo discontinuo, tipo continuo y de tipo discontinuo alimentado, pero no se
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limita a los mismos.

Un medio utilizado para el cultivo debe cumplir los requisitos para el cultivo de un microorganismo especifico. Los
medios de cultivo para diversos microorganismos se describen en una referencia ("Manual of Methods for General
Bacteriology" por la American Society for Bacteriology, Washington D.C., USA, 1981.). Estos medios incluyen una
variedad de fuentes de carbono, fuentes de nitrogeno y oligoelementos. La fuente de carbono incluye hidratos de
carbono tales como la glucosa, lactosa, sacarosa, fructosa, maltosa, almidén y celulosa; lipidos tales como aceite de
soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; acidos grasos tales como el acido palmitico, acido estearico
y acido linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y acidos organicos tales como el acido acético. Estas fuentes
de carbono pueden utilizarse solas o en conjunto, pero sin limitarse a las mismas. La fuente de nitrégeno incluye
fuentes de nitrdgeno organico, tales como peptona, extracto de levadura, jugo de carne, extracto de malta, licor de
maceracion de maiz (CSL) y harina de frijol y fuentes de nitrégeno inorganico tales como urea, sulfato de amonio,
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrogeno pueden
utilizarse solas o en conjunto, pero sin limitarse a las mismas. Adicionalmente, el medio puede incluir dihidrégeno
fosfato de potasio, hidrogeno fosfato de dipotasio y las correspondientes sales que contienen sodio de los mismos
como fuente de fésforo, pero sin limitarse al mismo. También, el medio puede incluir un metal tal como el sulfato de
magnesio o el sulfato de hierro. Ademas, también se pueden agregar aminoacidos, vitaminas y precursores
apropiados.

Ademas, para mantener el cultivo en condiciones aerdbicas, se puede inyectar oxigeno o gas que contiene oxigeno
(por ejemplo, aire) en el cultivo. La temperatura del cultivo puede ser generalmente de 20 °C-45 °C y, especificamente,
de 25 °C-40 °C. El cultivo puede continuar hasta que la produccién de L-aminoacidos tales como L-treonina o L-
triptéfano alcance el nivel deseado y, especificamente, un tiempo de cultivo puede ser de 10 horas-100 horas.

El procedimiento para producir L-aminoacidos de acuerdo con la presente solicitud incluye la recuperacion de los L-
aminoacidos L-treonina o L-triptéfano a partir de los medios de cultivo o del microorganismo asi obtenido. La
recuperacion de L-aminoacidos puede realizarse mediante un procedimiento apropiado conocido en la técnica,
dependiendo del procedimiento de cultivo del microorganismo de la presente solicitud, por ejemplo, de tipo discontinuo,
tipo continuo o de tipo discontinuo alimentado, con el fin de purificar o recuperar los L-aminoacidos deseados del
cultivo del microorganismo, pero sin limitarse al mismo.

Efectos ventajosos de la invenciéon

De acuerdo con la presente solicitud, cuando un microorganismo del género Escherichia tiene un nivel mejorado de
ATP intracelular, en comparacion con una cepa no modificada, y se usa un procedimiento para producir un material
deseado usando el mismo, el alto nivel de ATP intracelular mejora la expresion génica, la biosintesis, el transporte de
materiales, etc., produciendo eficientemente de esta manera el material Util deseado incluyendo proteinas, L-
aminoacidos, etc.

Descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra los niveles de ATP intracelular de E. coli de acuerdo con una realizacién especifica de la
presente solicitud, en comparaciéon con una cepa no modificada;

La figura 2 muestra los niveles de ATP intracelular de E. coli derivada del tipo salvaje que tiene una capacidad de
produccién de L-triptéfano de acuerdo con una realizacién especifica de la presente solicitud, en comparacién con
una cepa no modificada;

La figura 3 muestra los niveles intracelulares de ATP de E. coli que tiene una capacidad de produccion de L-
treonina de acuerdo con una realizaciéon especifica de la presente solicitud, en comparacién con una cepa no
modificada;

La figura 4 muestra los niveles intracelulares de ATP de la E. coli que tiene una capacidad de produccién de L-
triptéfano de acuerdo con una realizacién especifica de la presente solicitud, en comparaciéon con una cepa no
modificada;

La figura 5 muestra la capacidad de produccién de L-treonina de E. coli que tiene una capacidad de produccion de
L-treonina de acuerdo con una realizacion especifica de la presente solicitud, en comparacién con una cepa no
modificada; y

La figura 6 muestra la capacidad de produccion de L-triptéfano de E. coli que tiene una capacidad de produccion
de L-triptéfano de acuerdo con una realizacion especifica de la presente solicitud, en comparacién con una cepa
no modificada.

Descripcidn de la invencion

En lo sucesivo en el presente documento, la presente solicitud se describira con mas detalle con referencia a ejemplos.
Sin embargo, estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no se pretende que el ambito de la presente solicitud
esté limitado por estos ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacion de E. coli W3110 de tipo salvaje que tiene inactivacion de proteinas codificadas por
los genes fhuC, fhuD y fhuB
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En este ejemplo, los genes fhuC, fhuD y fthuB de E. coli W3110 (ATCC® 39936™) de tipo salvaje se eliminaron
mediante recombinacion homdloga, respectivamente.

Los genes fhuC, fhuD y fhuB que van a ser eliminados tienen secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1,2y 3,
respectivamente, y estos genes existen en la forma del operon de la SEQ ID NO: 4.

Para eliminar a fhuC, fhuD y fhuB, se realiz6 una inactivacion en un solo paso utilizando la recombinasa lambda Red
desarrollada por Datsenko KA, y col. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97:6640-6645). A modo de marcador para
confirmar la insercién en el gen, se utilizé un gen de cloranfenicol de pUCprmfmloxC, que se prepar6 ligando un
promotor rmf a pUC19 (New England Biolabs (USA)) y ligando un casete mutado loxP-CmR-loxP obtenido de
pACYC184 (New England Biolab) al mismo (solicitud de patente coreana N.° 2009-0075549).

Primero, la reaccion primaria en cadena de la polimerasa (mas adelante denominada 'PCR’) se realiz6 usando el
pUCprmfmloxC como una plantilla y combinaciones de cebadores de las SEQ ID NO: 8y 9,10y 11,12y 13,y 8y 13
que tienen una parte de los genes fhuC y fhuB y una secuencia parcial del gen de resistencia al cloranfenicol del gen
pUCprmfmloxC bajo las condiciones de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a
55 °C durante 30 segundos y elongacién a 72 °C durante 1 minuto, obteniendo de esta manera productos de PCR de
aproximadamente 1,2 kb, AfhuC1st, AfhuD1st, AfhuB1st y AfhuCDB1st.

A continuacion, los productos de PCR de 1,2 kb, AfhuC1st, AfhuD1st, AfhuB1st y AfhuCDB1st obtenidos por PCR se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % y luego se eluyeron y se usaron como plantilla para la PCR
secundaria. La PCR secundaria se realizé6 usando los productos eluidos de la PCR primaria como plantillas y las
combinaciones de cebadores de las SEQ ID NO: 14 y 15, 16 y 17, 18 y 19, 14 y 19 que contienen secuencias de
nucledtidos de 20 pb de las regiones 5" y 3’ de los productos de PCR obtenidos en la PCR primaria bajo las condiciones
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos y elongacion
a 72 °C durante 1 minuto, obteniendo de esta manera productos de PCR de aproximadamente 1,3 kb, AfhuC, AfhuD,
AfhuB y AfhuCDB. Los productos de PCR obtenidos de este modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa
al 0,8%, luego se eluyeron y se usaron en recombinacion.

La E. coliW3110, que se transformo con un vector pKD46 de acuerdo con el procedimiento de inactivacion en un paso
desarrollado por Datsenko KA y col. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97:6640-6645), se prepar6 a modo de cepa
competente, y la transformacion se realizé introduciendo el fragmento de gen de 1,3 kb obtenido mediante la PCR
primaria y secundaria. Las cepas se cultivaron en el medio LB suplementado con cloranfenicol y se seleccionaron los
transformantes que tienen resistencia al cloranfenicol. La eliminacion de alguno o de la totalidad de fhuC, fhuD 'y fhuB
se confirmé mediante los productos de PCR de aproximadamente 4,4 kb, aproximadamente 4,3 kb, aproximadamente
3,3 kb, y aproximadamente 1,6 kb que se amplificaron por PCR utilizando genomas obtenidos de las cepas
seleccionadas como plantillas y los cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21.

Después de la eliminacién de pKD46 de las cepas recombinantes primarias que tienen resistencia al cloranfenicol
obtenidas de este modo, se introdujo un vector pJW168 (Gene, (2000) 247, 255-264) en las cepas recombinantes
primarias que tienen resistencia al cloranfenicol para eliminar el gen marcador de cloranfenicol de las cepas (Gene,
(2000) 247, 255-264). Se realizd una PCR utilizando cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21 para obtener productos de
PCR de aproximadamente 3,4 kb, aproximadamente 3,3 kb, aproximadamente 2,2 kb y aproximadamente 0,6 kb,
manifestando que las cepas finalmente obtenidas tenian delecion de alguno o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD
y fhuB. Las cepas se designaron como E. coli W3110_AfhuC, W3110_AfhuD, W3110_AfhuB y W3110_AfhuCDB,
respectivamente.

Ejemplo 2: Mediciéon de los niveles de ATP intracelular en el derivado de E. coli de tipo salvaje con los genes
fhuC, fhuD y fhuB eliminados

En este ejemplo, Los niveles intracelulares de ATP en las cepas preparadas en el ejemplo 1 se midieron de manera
practica.

Para este fin, se emple6 "An Efficient Method for Quantitative determination of Cellular ATP Synthetic Activity" ("Un
Procedimiento Eficaz para la determinacion Cuantitativa de la Actividad Sintética de ATP Celular") desarrollado por
Kiyotaka Y. Hara y col., en el que se usa la luciferasa, (J Biom Scre, (2006) Vol. 11, N.° 3, p. 310-17). En resumen, La
E. coliW3110, que es una cepa no modificada utilizada en el ejemplo 1y la E. coli W3110_AfhuCDB obtenida por
delecion génica se cultivaron respectivamente durante la noche en un medio liquido LB que contiene glucosa. Después
del cultivo, los sobrenadantes se retiraron por centrifugacion, las células obtenidas de este modo se lavaron con Tris-
Cl 100 mM (pH 7,5) y luego se trataron con tampén PB (tampdn permeable: 40 % [v/v] de glucosa, 0,8% [v/v] de Triton
X-100) durante 30 minutos para liberar el ATP intracelular de las células. A continuacion, los sobrenadantes se retiraron
mediante centrifugacion y se afiadié luciferina como sustrato para la luciferasa a las células. Las células se dejaron
reaccionar durante 10 minutos. La produccion de color por la luciferasa se midié usando un luminémetro para
determinar cuantitativamente los niveles de ATP. Los resultados se proporcionan en la figura 1. Los resultados de la
figura 1 se registraron como el promedio de tres experimentos repetidos.

Como se muestra en la figura 1, los niveles intracelulares de ATP se incrementaron en E. coli W3110_AfhuC,
W3110_AfhuD, W3110_AfhuB y W3110_AfhuCDB preparados en el ejemplo 1, y en cualesquiera o en la totalidad de
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los derivados de E. coli de tipo salvaje, en los que fhuC, fhuD, y fhuB fueron eliminados, en comparacion con la cepa
no modificada, E. coliW3110.

Ejemplo 3: Preparacion de la cepa productora de L-triptéfano derivada del tipo salvaje que tiene inactivacion
de proteinas codificadas por los genes fhuC, fhuD, y fhuB y medicion de los niveles de ATP intracelular

En este ejemplo, alguno o la totalidad los genes de fhuC, fhuD y fhuB de una cepa productora de L-triptéfano derivada
del tipo salvaje, E. coliW3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA (publicacion de patente coreana N.° 10-2013-0082121)
fue/fueron eliminado/eliminados mediante recombinacion homéloga como en el ejemplo 1 para preparar las cepas
W3110 trpA2_AfhuC/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA, W3110 trpA2_AfhuD/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA, W3110
trpA2_AfhuB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA y W3110 trpA2_AfhuCDB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA. En estas cepas preparadas
de este modo, se midieron los niveles intracelulares de ATP de la misma manera que en el ejemplo 2 y los resultados
se proporcionan en la figura 2.

Como se muestra en la figura 2, se incrementaron los niveles intracelulares de ATP en las cepas, que se prepararon
mediante la eliminacién de alguno o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD'y fhuB en la cepa productora de L-triptéfano
de tipo salvaje, en comparacion con una cepa no modificada y una cepa control.

Ejemplo 4: Examen de titulacion de la cepa productora de L-triptéfano derivada del tipo salvaje que tiene
inactivacion de proteinas codificadas por los genes fhuC, fhuD y thub

Como se describe en el ejemplo 3, la cepa productora de L-triptéfano derivada del tipo salvaje, W3110 trpA2/pCL-
Dtrp_atttrpEDCBA y las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular preparadas mediante la eliminacion de
cualquiera o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD y fhuB se sometieron a titulacion utilizando glucosa como fuente
de carbono.

Cada una de las cepas se inoculdé mediante un asa de platino en un medio sélido LB y se cultivd en una incubadora a
37 °C durante la noche, y luego se inoculé mediante un asa de platino en 25 ml de un medio de titulacién que contenia
glucosa que contenia la composicion de la tabla 1. Después, Las cepas se cultivaron en una incubadora a 37 °Cy a
200 rpm durante 48 horas. Los resultados se proporcionan en la tabla 2. Todos los resultados se registraron como el
promedio de tres experimentos repetidos.

[Tabla 1]
Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 60g
KzHPO4 1 g
(N H4)2304 15 g
NaCl 1g
MgS0O4-H20 19
Citrato de sodio 5g
Extracto de 2
levadura 9
CaCOs 4049
L-fenilalanina 0,15g
L-tirosina 0,1g
pH 6,8
[Tabla 2]
c Cantidad de produccion de L-triptéfano
epa *
(mg/l)
W3110 trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 562
W3110 trpA2 AfhuC/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 781
W3110 trpA2_ AfhuD/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 816
W3110 trpA2_AfhuB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 779
W3110 trpA2 AhuCDB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 796
* medida a las 48 horas

Como se muestra en la tabla 2, se demostré que las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular, preparadas en
el ejemplo 3 mediante la eliminacién de alguno o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD, y fhuB en la cepa W3110
trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA de tipo salvaje productora de L-triptéfano, incrementaron la produccion de L-triptéfano
hasta aproximadamente el 63%, en comparacion con la cepa no modificada trpA2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA. En vista
de los niveles intracelulares de ATP constatados en la figura 2, estos resultados indican que las capacidades de
produccion de L-triptéfano de las cepas se incrementaron por los niveles incrementados de ATP intracelular.

Ejemplo 5: Preparacion de la cepa productora de L-treonina y la cepa productora de L-triptéfano que tienen
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inactivacion de proteinas codificadas por los genes fhuC, fhuD and fhuB

En este ejemplo, los genes fhuC, fhuD, y fhuB de la cepa productora de L-triptéfano KCCM10812P (patente coreana
N.°0792095) y de la cepa productora de L-treonina KCCM10541 (patente coreana N.° 0576342) se eliminaron
respectivamente mediante recombinacion homadloga, como en el ejemplo 1.

La cepa no modificada que tiene capacidad de produccién de L-triptéfano, E. coli KCCM10812P es una cepa derivada
de una variante de E. coli (KFCC 10066) que tiene capacidad de produccion de L-fenilalanina, y es una cepa de E. coli
recombinante que tiene capacidad de produccién de L-triptéfano, caracterizada porque la auxotrofia cromosémica de
triptéfano se desensibilizé o se elimind, los genes pheA, trpR, mir and tnaAB se atenuaron y los genes aroG and trpE
se modificaron.

Ademas, la cepa no modificada que tiene capacidad de produccion de L-treonina, E. coli KCCM10541P, es una cepa
derivada de E. coli KFCC10718 (publicacion de patente coreana N.° 1992-0008365), y es una E. coli que tiene
resistencia al analogo de L-metionina, un fenotipo auxotroéfico para metionina, resistencia al analogo de L-treonina, un
fenotipo auxotrofico para isoleucina obtenido por inactivacion parcial, resistencia al analogo de L-lisina y resistencia al
acido a-aminobutirico, y capacidad de produccién de L-treonina.

Los genes fhuC, fthuD y fhuB a eliminar se eliminaron de E. coli KCCM10812P y E. coli KCCM10541P
respectivamente, de la misma manera que en el ejemplo 1. Como resultado, se prepararon una cepa productora de L-
treonina, KCCM10541_AfhuCDB, y una cepa productora de L-triptéfano, KCCM10812P_AfhuCDB.

Ejemplo 6: Medicion de los niveles de ATP en cepas productoras de L-treonina y cepas productoras de L-
triptéfano que tienen inactivacion de proteinas codificadas por los genes fhuC, fhuD y fhub

En este ejemplo, Los niveles intracelulares de ATP en las cepas preparadas en el ejemplo 5 se midieron de manera
practica.

Los niveles intracelulares de ATP se midieron de la misma manera que en el ejemplo 2. Los resultados se proporcionan
en las figuras 3y 4. Los resultados de las figuras 3 y 4 se registraron como el promedio de tres experimentos repetidos.
Como grupos control, se usaron la cepa productora de L-treonina (E. coli KCCM10541P_AysaAydaS) y la cepa
productora de L-triptéfano (E. coli KCCM10812P-AysaAydaS), delecionadas con ysa e ydaS, que se sabe que tienen
niveles de ATP intracelular mas altos que las cepas no modificadas, E. coli KCCM10812P y E. coli KCCM10541P
usadas en el ejemplo 3 (patente coreana N.° 1327093).

Como se muestra en las figuras 3 y 4, Las cepas con eliminacién de fhuC, fhuD y fhuB preparadas a partir de la cepa
productora de L-treonina y de la cepa productora de L-triptéfano en el ejemplo 3, mostraron niveles incrementados de
ATP intracelular, en comparacioén con la cepa no modificada y con la cepa control.

Ejemplo 7: Examen de titulacion de la cepa productora de L-treonina que tiene las proteinas inactivadas
codificadas por los genes fhuC, fhuD y fhub

Como se describe en el ejemplo 5, las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular, que se prepararon por
eliminacion de los genes fhuC, fhuD y fhuB en un microorganismo productor de L-treonina, E. coli KCCM10541P
(patente coreana N.° 0576342), se sometieron a titulaciéon usando glucosa como fuente de carbono. La cepa
productora de L-treonina delecionada con ysa e ydaS (E. coli KCCM10541P_AysaAydaS) se usé como grupo de
control para comparar los resultados de la titulacion.

Cada una de las cepas se cultivé en un medio sélido LB en una incubadora a 33 °C durante la noche, y luego se
inocul6 mediante un asa de platino en 25 ml de un medio de titulacion que contiene glucosa que contiene la
composicion de la tabla 3. Después, Las cepas se cultivaron en una incubadora a 33 °C y a 200 rpm durante 50 horas.
Los resultados se proporcionan en la tabla 4 y la figura 5. Todos los resultados se registraron como el promedio de
tres experimentos repetidos.

[Tabla 3]
Composicion | Concentracion (por litro)
Glucosa 70g
KH2P04 2 g
(NH4)2304 25 g
MgS0O4-H20 19
(continuacion)
Composicion | Concentracion (por litro)
FeSO4 H,0 5 mg
MnSO4-H,0O 5mg
Extracto de 2
levadura 9
CaCOs 30g
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[Tabla 4]
Cepa DOss2 | Consumo de glucosa (g/l)* Cantidad de pro(c;;ﬁ?gn de L-treonina
KCCM10541P 22,8 41,0 28,0+0,5
KCCM10541P_AvsaAAydaS| 23,9 421 29,8+ 0,9
KCCM10541P_AfhuCDB 23,1 41,8 30,5+1
* medida a las 30 horas
** medida a las 50 horas

Como se muestra en la tabla 4, se demostré que la cepa de E. coli productora de L-treonina recombinante preparada
de acuerdo con la presente solicitud mostré una actividad fisioldgica similar a la de la cepa no modificada, y una
produccién de L-treonina incrementada hasta aproximadamente un 9%, en comparacién con la cepa no modificada.
En vista de los niveles intracelulares de ATP constatados en la figura 3, estos resultados indican que las capacidades
de produccién de L-treonina de las cepas se incrementaron por el aumento de los niveles intracelulares de ATP.

Ejemplo 8: Examen de titulacion de la cepa productora de L-triptéfano que tiene inactivacion de proteinas
codificadas por los genes fhuC, fhuD and fhuB

Como se describe en el ejemplo 5, las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular, que se prepararon por
eliminacion de los genes fhuC, fhuD y fhuB en un microorganismo productor de L-triptéfano, KCCM10812P (patente
coreana N.° 0792095), se sometieron a titulacion usando glucosa como fuente de carbono. La cepa productora de L-
triptéfano delecionada con ysa e ydaS (E. coli KCCM10812P_AysaAydaS) se usé como grupo control para evaluar la
titulacion de la misma manera que en el ejemplo 4.

Los resultados se proporcionan en las tablas 5 y 6. Todos los resultados se registraron como el promedio de tres
experimentos repetidos.

[Tabla 5]
Cepa DOsoo | Consumo de glucosa (g/l)* Cantidad de prod(l;(/:lc):l?n de L-triptéfano
KCCM10812P 18,2 45,7 55+0,2
KCCM10812P_AysaAAydaS| 18,3 46,3 6,7+0,1
KCCM10812P_A fhuCDB 17,9 47,4 7,1+£0,5
* medida a las 33 horas
** medida a las 48 horas

Como se muestra en la tabla 5, se demostré que la cepa recombinante de E. coli productora de L-triptéfano preparada
de acuerdo con la presente solicitud mostré una actividad fisioldgica similar a la de la cepa no modificada, y una
produccion de L-triptéfano incrementada hasta aproximadamente un 30%, en comparacion con la cepa no modificada.
En vista de los niveles intracelulares de ATP constatados en la figura 4, estos resultados indican que las capacidades
de produccién de L-triptéfano de las cepas se incrementaron por los niveles incrementados de ATP intracelular.

La cepa recombinante de la presente solicitud, CA04-2801 (KCCM10812P_AfhuCDB) se depositd en el Korean Culture
Center of Microorganisms, una autoridad depositaria internacional, el 15 de noviembre de 2013, bajo la referencia N.°
KCCM11474P.

<110> CJ Cheiljedang

<120> Microorganismos con nivel de ATP intracelular mejorado y procedimiento para la produccién de L-
aminodcidos usando los mismos

<130> PN103858
<160> 21
<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211>798

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(798)
<223> ORF de fhuC
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<400> 1
atgcaggaat

gtgcceggge
ggtctgattg
cagccgccegt
aaagcgtttg
accgtgegtg
ggggcggcag
gcgcatcgge
ctggtggege
gcccaccagg
gtcattgecg
ctgegeggeg
ctcgaaatga

gtgagttttg

<210> 2
<211> 891
<212> ADN

acacgaatca
gcacgctttt
gtcacaacgg
cggaagggga
cccgcaaagt
aactggtggce
atcgcgaaaa
tggtcgatag
aggatagccg
ttgatgtgct
tgttgcacga
gtgaaatgat
tttatggcat

tttattga

<213> Escherichia coli

<220>
<221>gen

<222> (1)..(891)
<223> ORF de fhuD

<400> 2
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ttccgatace
gcatccgcetg
ttctggtaaa
gattcttctt
ggcttatttg
gattggtcgt
agtcgaggaa
tctctetgge
ttgtctgttg
gtcgetggtg
tatcaatatg
tgctcaggga

ccecgatgggt

acttttgcac
tcgttaacct
tccactetge
gatgcccaac
ccgcagcagce
tacccgtgge
gctatctcge
ggcgaacgtc
ctcgacgaac
caccgtttaa
gcggcacgcet
acgcctgegg

attttgecege

10

tgcgtaatat
ttecctgeegg
tcaaaatgct
cgctggaaag
ttccteecgge
atggcgcgcet
tggttggctt
agcgggegtyg
cgacctecgge
gtcaggagcg
actgtgatta

aaattatgcg

atccggeggg

ctcetttegt
gaaagtgacc
tggccgtcat
ctggagcagce
agaagggatg
ggggcgettt
aaaaccgctg
gatcgccatg
gctggatatc
tggcctgacg
tctggtegece
cggcgaaacc

tgctgcacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798
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atgagcggcet
ttgttatggce
ctggagtggt
gataccatca
gteggtttge
gtctggtegg
ggatttaact
atggcagatt
tttatcegea
acgcttatcg
cttgatgagt
gccgtcagta
gacaacagca
gtccgegeeg

gcaatgcact

<210> 3
<211> 1983
<212> ADN

tacctcttat
agatgaatac
tgccggtgga
actatcgcecct
gcacagaacc
caggatatgg
tcagtgacgg
tacttaacct
gcatgaaacc
atccgegceca
acggcatccce
tcgategtcet
aagacatgga
gacgctttca

ttgtgegegt

<213> Escherichia coli

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1983)
<223> ORF de fhuB

<400> 3

gtgagtaaac
acggcgctca
gcetggtcege
cgtctggega
caagtgctgce
ctggggatta
gcgcaggcag
ctgtcgecgg
aatcagttac

ggaacgctga

gaattgcegcet
cctggatgaa
cggatattga
tttegetget
gtaacccget
ccgtcactac
gggcttgtgt
taacgctgat
tggttatctt

cgcaaaccga
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ttecgegeegt
cgcccacgceg
attactgctg
gtgggtcage
taaccttgaa
cccttcacca
caaacagccg
gcaaagcgca
ccgetttgtg
tatgctggtce
aaatgcctgg
ggcggcgtat
tgcgctaatg
gcgcgtacct

tctggataac

tttececeggeg
cttctcgecag
cgtcatcgag
ggtgggcgeg
ggcggagcecg
gctetgggeg
tgttggcetta
tctcgegggyg

ccatcatgac

ctggggcgge

cgactgttaa
gcggctattg
gcgcteggea
gaaccaccat
ctgctgaceg
gaaatgctgg
ttggcgatgg
gcggaaacgce
aagcgtggtg
ttcggtccaa
caaggggaaa
aaagacgttg
gcaacgccgce
gcagtctggt

gccatcggag

ttattgetgg
gcgetgecge
cagatgattt
ggtctgggge
acgacgcttg
atccctggtg
attgtctttg
ttggtagtga
caactgcaaa

gttgagegtt

11

cggcgatgge
atcccaatcg
tcgtgectta
tgcecggacte
aaatgaaacc
ctcgtattge
cgcgtaaatc
atttagcgca
cgegteegtt
acagcttgtt
ccaacttctg
atgtgctctg
tgtggcagge
tttatggtgce

gtaaagcgtg

cgctgttagt
gtagccagtg
ttcactacag
tggtgggegt
gcgttgctac
cgatggcgag
gcgtegegtg
gcctttattg
gcatgtttct

tatggeccgea

gcttteteeg
tattgtggceg
cggcgtggeg
agtgatcgac
atcgtttatg
gcegggtege
gctgacggaa
atatgaagac
attgctgacg
ccaggaaatt
gggcagtacc
ttttgatcac
catgcecgttt
gacgctctcg

a

gattgteget
ggcgcaggct
cttgttgecg
gctgtttcag
aggcgcgcaa
ccagtttgcet
ggggaaacgg
cggcgcaatce
gtggagcact

gctgetggge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

891

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ggtgtgatgce
gtggcgegea
attgtcatca
gcgecgetge
tcgttgattg
gtgtggatgg
tggctgttge
gcggctgaac
gctgtggtgg
gecgttgeteg
ggcgtcatge
agcccggaag
ctggtgccgg
acgctgttga
ctggcgggga
ggtgacccge
gatgcgcagg
tgccgecget
gcgcetgacge
acgatgacta
atgggctttce
ctggtgttcg
ctgctgtcaa
taa

<210> 4

<211> 3667
<212> ADN

tgacgttgcet
atctcggget
gtgcgetget
tggcaaaaat
gtgcgetgat
aagtgtccac
cgcgtttacg
gccaacatgt
tggcgetgte
aggatttaat
tggcggtgge
tgctggggat
gtaatgcctt
tcattatgat
tggcgttaag
gaatggcgca
tctggegeac
ggctgaccat
cgacgcgaat
ttggaccgtt
gacggacgat
ctgactggtg

cctttatecgg

<213> Escherichia coli

<220>
<221>gen

<222> (1)..(3667)
<223> operén fhuCDB

<400> 4
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gctacttegt
ggccttgteg
ggtgaacgct
gctgggggcg
cctetggett
cggtteggte
cagcattage
gctggegttt
gtttggtcgt
gccctggege
gggctgtatt
tagctcegge
tggctggetg
cgcecgecgge
caccgcegtte
agtgctgacce
cggaattgtg
tttaccgetg
tgcgetgetg
gagttttgtt
gccacacatc
tgggcggatg

cgcgceccatat

ccgttaaccce
cttgegegte
gtggggatta
cggegtctge
tccgatcaaa
actgcgttga
gcgccggata
gcecetegegg
gatgcgcacg
tggcecgegaa
attcagcgac
gcggegtttg
ttacctgcag
cgeggtggat
accatgcettt
tggatttccg
atggtgattt
ggtggtgata
ctgttagecgg
ggtttaatgg
gtaatttcgg
gtgectgttte

tttatctatt

tgatggggct
tggcagecgcet
tcggcetttat
tgccacgact
tcatcctcetg
tcggtgegece
tgaaggtcaa
gcggegtget
gctggacgtg
ttatggecgge
tgaccggaaa
gcgtggtgtt
gcagtctcgg
tttcecccaca
tgatgatgtt
gttcgaccta
tgctggegat
ccgcccgage
cttgecctgac
caccgcatat
cgctggtggg
cattccagat

tgttgagaaa

tgatgatggce
gtegctggeg
cgggttgttce
gatgctggcg
gctgactcge
gctgctactg
cgatcgtgtce
gctgttgatg
ggcgagcggyg
gctgtttgeg
cccgatggeca
gatgctgttt
cgcggeggtg
ccgtatgtta
gcaggcaagt
caacgcgacc
tacccegetg
cgtaggaatg
ggcgaccgcg
tgcgecggatg
tggtttactg

cceggegggg

gcagagccgt

atgcaggaat acacgaatca ttccgatacc acttttgcac tgecgtaatat ctecectttcegt

12

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

1983

60



gtgcccggge
ggtctgattg
cagcecgecegt
aaagcgtttg
accgtgegtg
ggggcggcag
gcgcatcgge
ctggtggege
gcccaccagg
gtcattgceg
ctgecgeggeg
ctcgaaatga
gtgagttttg
cgatggeget
ccaatcgtat
tgcettacgg
cggactcagt
tgaaaccatc
gtattgcgcee
gtaaatcgcect
tagcgcaata
gtcegttatt
gcttgtteca
acttctgggg
tgctetgttt
ggcaggccat
atggtgcgac
aagcgtgagt
cgctacggeg
ggctgectgg

gccgegtetg

gcacgctttt
gtcacaacgg
cggaagggga
cccgcaaagt
aactggtggce
atcgcgaaaa
tggtcgatag
aggatagccg
ttgatgtgct
tgttgcacga
gtgaaatgat
tttatggecat
tttattgatg
ttcteegttyg
tgtggegetg
cgtggeggat
gatcgacgtc
gtttatggtce
gggtcgegga
gacggaaatg
tgaagacttt
gctgacgacg
ggaaattctt
cagtaccgcecce
tgatcacgac
gcegtttgte
gctecteggea
aaacgaattg
ctcacctgga
tcgecggata

gcgatttege

ES 2754355713

gcatccgetg
ttctggtaaa
gattcttett
ggcttatttg
gattggtecgt
agtcgaggaa
tctectetgge
ttgtctgttg
gtegetggtg
tatcaatatg
tgctcaggga
cccgatgggt
agcggcttac
ttatggcaga
gagtggttge
accatcaact
ggtttgcgeca
tggtcggcag
tttaacttca
gcagatttac
atccgcagca
cttatcgatc
gatgagtacg
gtcagtatcg
aacagcaaag
cgcgccggac
atgcactttg
cgecttttece
tgaacttctc

ttgacgtcat

tgctggtggg

tcgttaacct
tccactetge
gatgcccaac
ccgecageage
taccegtgge
gctatctege
ggcgaacgtc
ctcgacgaac
caccgtttaa
gcggcacgcet
acgcctgegg
attttgecege
ctcttatttce
tgaataccge
cggtggaatt
atcgectgtg
cagaacctaa
gatatggccce
gtgacggcaa
ttaacctgca
tgaaaccccg
cgcgceccatat
gcatcccaaa
atcgtctgge
acatggatgce
gctttcageg
tgcgegttet
ggcgttattg
gcaggcgcetg
cgagcagatg

cgcegggtetg

13

ttcctgeegg
tcaaaatgct
cgctggaaag
ttceteegge
atggcgeget
tggttggcett
agcgggcgtyg
cgacctegge
gtcaggagcg
actgtgatta
aaattatgcg
atceggeggg
gcgecgtega
ccacgcggceg
actgctggeg
ggtcagcgaa
ccttgaactg
ttcaccagaa
acagccgttg
aagcgcagcg
ctttgtgaag
gctggtette
tgcctggcaa
ggcgtataaa
gctaatggca
cgtacctgea
ggataacgcce
ctggcgcetgt
ccgegtagece
atttttcact

gggctggtgg

gaaagtgacc
tggccgtecat
ctggagcagce
agaagggatg
ggggcgettt
aaaaccgctg
gatcgccatg
gctggatatc
tggecctgacg
tctggtegee
cggcgaaacc
tgctgecacct
ctgttaacgg
gctattgatc
ctcggcecatceg
ccaccattge
ctgaccgaaa
atgctggetce
gcgatggege
gaaacgcatt
cgtggtgege
ggtccaaaca
ggggaaacca
gacgttgatg
acgccgetgt
gtectggtttt
atcggaggta
tagtgattgt
agtgggcgcea
acagcttgtt

gegtgetgtt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



tcagcaagtg
gcaactgggg
tgctgcgecag
acggctgteg
aatcaatcag
cactggaacg
gggcggtgtg
tggcgtggeg
ggcgattgtce
gttecgegecg
ggcgtegttg
tegegtgtgg
actgtggctg
tgtcgegget
gatggctgtg
cggggcgttg
tgcgggegte
ggcaagcccg
gtttctggtg
ggtgacgctg
gttactggcg
aagtggtgac
gaccgatgeg
gctgtgeege
aatggcgctg
cgcgacgatg
gatgatgggc
actgctggtg
ggggctgctg

ccgttaa

<210>5
<211> 265
<212> PRT

ctgegtaacc
attaccgtca
gcaggggctt
ccggtaacge
ttactggtta
ctgacgcaaa
atgctgacgt
cgcaatctcg
atcagtgcgce
ctgctggcaa
attggtgcgce
atggaagtgt
ttgccgegtt
gaacgccaac
gtggtggcge
ctcgaggatt
atgctggegg
gaagtgctgg
ccgggtaatg
ttgatcatta
gggatggcgt
ccgegaatgg
caggtctggce
cgctggcetga
acgccgacgce
actattggac
tttcgacgga
ttegcetgact

tcaaccttta

<213> Escherichia coli

ES 2754355713

cgctggecgga
ctacgctctg
gtgttgttgg
tgattctege
tcttccatceca
ccgactgggg
tgctgctact
ggctggecett
tgctggtgaa
aaatgctggg
tgatcctctg
ccaccggttce
tacgcagcat
atgtgctggce
tgtegtttgg
taatgccctg
tggcgggctg
ggattagctc
cctttggetg
tgatcgeege
taagcaccge
cgcaagtget
gcaccggaat
ccattttacc
gaattgcgcet
cgttgagttt
cgatgccaca
ggtgtgggeg

tcggegegece

gccgacgacg
ggcgatcect
cttaattgtc
ggggttggta
tgaccaactg
cggcgttgag
tcgtecgtta
gtcgettgeg
cgctgtgggg
ggcgeggegt
gctttcecegat
ggtcactgcg
tagcgecgeceg
gtttgcecte
tecgtgatgeg
gcgetggecg
tattattcag
cggcgcggceg
gctgttacct
cggcecgeggt
gttcaccatg
gacctggatt
tgtgatggtg
gctgggtggt
gctgetgtta
tgttggttta
catcgtaatt
gatggtgctg

atattttatc

14

cttggcgttg
ggtgegatgg
tttggcgtceg
gtgagccettt
caaagcatgt
cgtttatgge
accctgatgg
cgtctggecag
attatcggcet
ctgctgecac
caaatcatcc
ttgatcggtg
gatatgaagg
gcgggcggceg
cacggctgga
cgaattatgg
cgactgaccg
tttggcgtgg
gcaggcagtc
ggattttcce
cttttgatga
tceggttega
attttgctgg
gataccgcce
gcggettgee
atggcaccge
tcggcgetgg
tttcecattcce

tatttgttga

ctacaggecge
cgagccagtt
cgtgggggaa
attgcggege
ttetgtggag
cgcagctget
ggcttgatga
cgctgteget
ttatcgggtt
gactgatgct
tctggctgac
cgecegetget
tcaacgatcg
tgctgetgtt
cgtgggcgag
cggegetgtt
gaaacccgat
tgttgatgcet
tcggegegge
cacaccgtat
tgttgcagge
cctacaacge
cgattaccce
gagccgtagg
tgacggcgac
atattgcgeg
tgggtggttt
agatccecgge

gaaagcagag

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3667
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<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(265)

<223> FhuC
<400> 5
Met

1

Ile

Thr

Gly

Glu

65

Lys

Ala

Trp

Glu

Val

145

Leu

Ala

Leu

Asn

Glu

225

Leu

Gly

<210>6
<211> 296
<212> PRT

Gln

Ser

Phe

Lys

50

Gly

Ala

Glu

His

Glu

130

Asp

Val

Leu

Ser

Met

210

Met

Glu

Ala

Glu

Phe

Pro

35

Ser

Glu

Phe

Gly

Gly

115

Ala

Ser

Ala

Asp

Gln

195

Ala

Ile

Met

Ala

<213> Escherichia coli

Tyr

Arg

20

Ala

Thr

Ile

Ala

Met

100

Ala

Ile

Leu

Gln

Ile

180

Glu

Ala

Ala

Ile

Pro
260

Thr

Val

Gly

Leu

Leu

Arg

85

Thr

Leu

Ser

Ser

Asp

165

Ala

Arg

Arg

Gln

Tyr

245

Val

ES 2754355713

Asn

Pro

Lys

Leu

Leu

70

Lys

Val

Gly

Leu

Gly

150

Ser

His

Gly

Tyr

Gly

230

Gly

Ser

His

Gly

Val

Lys

55

Asp

Val

Arg

Arg

Val

135

Gly

Arg

Gln

Leu

Cys

215

Thr

Ile

Phe

Ser

Arg

Thr

40

Met

Ala

Ala

Glu

Phe

120

Gly

Glu

Cys

Val

Thr

200

Asp

Pro

Pro

Val

Asp

Thr

25

Gly

Leu

Gln

Tyr

Leu

105

Gly

Leu

Arg

Leu

Asp

185

Val

Tyr

Ala

Met

Tyr
265

15

Thr

10

Leu

Leu

Gly

Pro

Leu

90

Val

Ala

Lys

Gln

Leu

170

Val

Ile

Leu

Glu

Gly
250

Thr

Leu

Ile

Arg

Leu

75

Pro

Ala

Ala

Pro

Arg

155

Leu

Leu

Ala

Val

Ile

235

Ile

Phe

His

Gly

His

60

Glu

Gln

Ile

Asp

Leu

140

Ala

Asp

Ser

Val

Ala

220

Met

Leu

Ala

Pro

His

45

Gln

Ser

Gln

Gly

Arg

125

Ala

Trp

Glu

Leu

Leu

205

Leu

Arg

Pro

Leu

Leu

30

Asn

Pro

Trp

Leu

Arg

110

Glu

His

Ile

Pro

Val

190

His

Arg

Gly

His

Arg

15

Ser

Gly

Pro

Ser

Pro

95

Tyr

Lys

Arg

Ala

Thr

175

His

Asp

Gly

Glu

Pro
255

Asn

Leu

Ser

Ser

Ser

80

Pro

Pro

Val

Leu

Met

160

Ser

Arg

Ile

Gly

Thr

240

Ala



<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(296)
<223> FhuD

<400> 6

ES 2754355713

16



Met

Ala

Ile

Leu

Tyr

65

Val

Pro

Leu

Gln

Leu

145

Phe

Leu

Pro

Ala

Asp

225

Asp

Ala

Trp

<210>7
<211> 660
<212> PRT

Ser

Leu

Asp

Leu

50

Arg

Gly

Ser

Ala

Pro

130

Asn

Ile

Leu

Asn

Trp

210

Arg

Asn

Met

Phe

Gly

Ser

Pro

35

Ala

Leu

Leu

Phe

Arg

115

Leu

Leu

Arg

Leu

Ser

195

Gln

Leu

Ser

Pro

Tyr

Leu

Pro

20

Asn

Leu

Trp

Arg

Met

100

Ile

Ala

Gln

Ser

Thr

180

Leu

Gly

Ala

Lys

Phe

260

Gly

Pro

Leu

Arg

Gly

Val

Thr

85

Val

Ala

Met

Ser

Met

165

Thr

Phe

Glu

Ala

Asp

245

Val

Ala

275

ES 2754355713

Leu

Leu

Ile

Ile

Ser

70

Glu

Trp

Pro

Ala

Ala

150

Lys

Leu

Gln

Thr

Tyr

230

Met

Arg

Thr

Ile

Trp

Val

Val

55

Glu

Pro

Ser

Gly

Arg

135

Ala

Pro

Ile

Glu

Asn

215

Lys

Asp

Ala

Leu

Ser

Gln

Ala

40

Pro

Pro

Asn

Ala

Arg

120

Lys

Glu

Arg

Asp

Ile

200

Phe

Asp

Ala

Gly

Ser

Arg

Met

25

Leu

Tyr

Pro

Leu

Gly

105

Gly

Ser

Thr

Phe

Pro

185

Leu

Trp

Val

Leu

Arg

265

Ala

Arg

10

Asn

Glu

Gly

Leu

Glu

90

Tyr

Phe

Leu

His

Val

170

Arg

Asp

Gly

Asp

Met

250

Phe

Met

280

Asp Asn Ala Ile Gly Gly Lys Ala
290

295

17

Arg

Thr

Trp

Val

Pro

75

Leu

Gly

Asn

Thr

Leu

155

Lys

His

Glu

Ser

Val

235

Ala

Gln

His

Leu

Ala

Leu

Ala

60

Asp

Leu

Pro

Phe

Glu

140

Ala

Arg

Met

Tyr

Thr

220

Leu

Thr

Arg

Phe

Leu

His

Pro

45

Asp

Ser

Thr

Ser

Ser

125

Met

Gln

Gly

Leu

Gly

205

Ala

Cys

Pro

Val

Val

Thr

Ala

30

Val

Thr

Val

Glu

Pro

110

Asp

Ala

Tyr

Ala

Val

190

Ile

Val

Phe

Leu

Pro

270

Arg

Ala

15

Ala

Glu

Ile

Ile

Met

95

Glu

Gly

Asp

Glu

Arg

175

Phe

Pro

Ser

Asp

Trp

255

Ala

Val

285

Met

Ala

Leu

Asn

Asp

80

Lys

Met

Lys

Leu

Asp

160

Pro

Gly

Asn

Ile

His

240

Gln

Val

Leu



<213> Escherichia coli

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(660)

<223> FhuB
<400> 7

Met

1

Val

Pro

Ile

Ser

65

Gln

Thr

Gly

Gly

Thr

145

Asn

Leu

Arg

Leu

Leu
225

Ser

Ile

Arg

Glu

50

Leu

Val

Gly

Ala

Leu

130

Leu

Gln

Trp

Leu

Arg

210

Gly

Lys

Val

Ser

35

Gln

Leu

Leu

Ala

Met

115

Ile

Ile

Leu

Ser

Trp

195

Pro

Leu

Arg

Ala

20

Gln

Met

Val

Arg

Gln

100

Ala

Val

Leu

Leu

Thr

180

Pro

Leu

Ala

Ile

Thr

Trp

Ile

Gly

Asn

85

Leu

Ser

Phe

Ala

Val

165

Gly

Gln

Thr

Leu

ES 2754355713

Ala

Ala

Ala

Phe

Ala

70

Pro

Gly

Gln

Gly

Gly

150

Ile

Thr

Leu

Leu

Ser
230

Leu

Leu

Gln

His

55

Gly

Leu

Ile

Phe

Val

135

Leu

Phe

Leu

Leu

Met

215

Leu

Phe

Thr

Ala

40

Tyr

Leu

Ala

Thr

Ala

120

Ala

Val

His

Thr

Gly

200

Gly

Ala

Pro

Trp

25

Ala

Ser

Gly

Glu

Val

105

Ala

Trp

Val

His

Gln

185

Gly

Leu

Arg

18

Ala

10

Met

Trp

Leu

Leu

Pro

90

Thr

Gln

Gly

Ser

Asp

170

Thr

Val

Asp

Leu

Leu

Asn

Ser

Leu

Val

75

Thr

Thr

Ala

Lys

Leu

155

Gln

Asp

Met

Asp

Ala
235

Leu

Phe

Pro

Pro

60

Gly

Thr

Leu

Gly

Arg

140

Tyr

Leu

Trp

Leu

Gly

220

Ala

Leu

Ser

Asp

45

Arg

Val

Leu

Trp

Ala

125

Leu

Cys

Gln

Gly

Thr

205

Val

Leu

Ala

Gln

30

Ile

Leu

Leu

Gly

Ala

110

Cys

Ser

Gly

Ser

Gly

190

Leu

Ala

Ser

Leu

15

Ala

Asp

Ala

Phe

Val

95

Ile

Val

Pro

Ala

Met

175

Val

Leu

Arg

Leu

Leu

Leu

Val

Ile

Gln

80

Ala

Pro

Val

Val

Ile

160

Phe

Glu

Leu

Asn

Ala
240



Ile

Ile

Leu

Trp

vVal

305

Trp

Asn

Ala

Gly

Asp

385

Gly

Asn

Phe

Trp

Ile

465

Leu

Leu

Ser

Ile

Leu

545

Ala

Val

Gly

Leu

Leu

290

Ser

Leu

Asp

Gly

Arg

370

Leu

Val

Pro

Gly

Leu

450

Met

Ala

Gln

Gly

Val

530

Thr

Leu

Tle

Leu

Pro

275

Ser

Thr

Leu

Arg

Gly

355

Asp

Met

Met

Met

vVal

435

Leu

Ile

Gly

Ala

Ser

515

Met

Ile

Thr

Ser

Phe

260

Arg

Asp

Gly

Pro

vVal

340

Val

Ala

Pro

Leu

Ala

420

val

Pro

Ala

Met

Ser

500

Thr

val

Leu

Pro

Ala

245

Ala

Leu

Gln

Ser

Arg

325

Ala

Leu

His

Trp

Ala

405

Ser

Leu

Ala

Ala

Ala

485

Gly

Tyr

Ile

Pro

Thr
565

ES 2754355713

Leu

Pro

Met

Ile

Val

310

Leu

Ala

Leu

Gly

Arg

390

val

Pro

Met

Gly

Gly

470

Leu

Asp

Asn

Leu

Leu

550

Arg

Leu

Leu

Leu

Ile

295

Thr

Arg

Glu

Leu

Trp

375

Trp

Ala

Glu

Leu

Ser

455

Arg

Ser

Pro

Ala

Leu

535

Gly

Ile

Val

Leu

Ala

280

Leu

Ala

Ser

Arg

Met

360

Thr

Pro

Gly

Vval

Phe

440

Leu

Gly

Thr

Arg

Thr

520

Ala

Gly

Ala

Asn

Ala

265

Ser

Trp

Leu

Ile

Gln

345

Ala

Trp

Arg

Cys

Leu

425

Leu

Gly

Gly

Ala

Met

505

Asp

Ile

Asp

Leu

19

Ala

250

Lys

Leu

Leu

Ile

Ser

330

His

val

Ala

Ile

Ile

410

Gly

val

Ala

Phe

Phe

490

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu
570

Val

Met

Ile

Thr

Gly

315

Ala

Val

val

Ser

Met

395

Ile

Ile

Pro

Ala

Ser

475

Thr

Gln

Gln

Pro

Ala

555

Leu

Gly

Leu

Gly

Arg

300

Ala

Pro

Leu

Val

Gly

380

Ala

Gln

Ser

Gly

Val

460

Pro

Met

vVal

Val

Leu

540

Arg

Leu

Ile

Gly

Ala

285

Val

Pro

Asp

Ala

Ala

365

Ala

Ala

Arg

Ser

Asn

445

Thr

His

Leu

Leu

Trp

525

Cys

Ala

Ala

Tle

Ala

270

Leu

Trp

Leu

Met

Phe

350

Leu

Leu

Leu

Leu

Gly

430

Ala

Leu

Arg

Leu

Thr

510

Arg

Arg

VvVal

Ala

Gly

255

Arg

Ile

Met

Leu

Lys

335

Ala

Ser

Leu

Phe

Thr

415

Ala

Phe

Leu

Met

Met

495

Trp

Thr

Arg

Gly

Cys
575

Phe

Arg

Leu

Glu

Leu

320

vVal

Leu

Phe

Glu

Ala

400

Gly

Ala

Gly

Ile

Leu

480

Met

Ile

Gly

Trp

Met

560

Leu
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Thr

Met

His

Asp

625

Leu

Lys

<210> 8
<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Ala

Ile

610

Trp

Leu

Gln

<223> Cebador 1

<400> 8
ctecetttegt gtgececggge gecacgetttt gecatcegetg tegttaacct aggtgacact

atagaacgcg

<210>9
<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2

<400> 9

Thr

Pro

595

Val

Cys

Ser

Ser

Ala

580

His

Ile

Gly

Thr

Arg
660

Thr

Ile

Ser

Arg

Phe
645

ES 2754355713

Met

Ala

Ala

Met

630

Ile

Thr

Arg

Leu

615

Val

Gly

Ile Gly
585

Met Met
600
Val Gly

Leu Phe

Ala Pro

Pro

Gly

Gly

Pro

Tyr
650

Leu

Phe

Leu

Phe

635

Phe

Ser

Arg

Leu

620

Gln

Ile

Phe

Arg

605

Leu

Ile

Tyr

Val

590

Thr

Val

Pro

Leu

Gly

Met

Phe

Ala

Leu
655

caataaacaa aactcacagg tgcagcaccc gccggatgceg gcaaaatacc tagtggatct

gatgggtacc

<210> 10
<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3

<400> 10

cgactgttaa cggcgatgge gctttctecg ttgttatgge agatgaatac aggtgacact

atagaacgcg

<210> 11
<211>70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

20

Leu

Pro

Ala

Gly

640

Arg

60

70

60

70

60

70
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<223> Cebador 4

<400> 11
tcacgcttta cctececgatgg cgttatccag aacgegcaca aagtgcattg tagtggatct

gatgggtacc

<210> 12

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 5

<400> 12

gtgagtaaac gaattgcgct tttcccggeg ttattgetgg cgetgttagt aggtgacact

atagaacgcg

<210> 13

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 6

<400> 13

aggttgacag cagcccegece gggatctgga atggaaacag caccatccege tagtggatct

gatgggtacc

<210> 14

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 7

<400> 14
atgcaggaat acacgaatca ttccgatacc acttttgcac tgcgtaatat ctcectttegt

gtgceeggge

<210> 15

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 8

<400> 15

gccatcegeeg ttaacagtcecg acggcgcgaa ataagaggta agccgctcat caataaacaa

aactcacagg

<210> 16

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

21
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<220>
<223> Cebador 9

<400> 16
cctgtgagtt ttgtttattg atgagecgget tacctettat ttecgegeegt cgactgttaa

cggcgatgge

<210> 17

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 10

<400> 17
aatcactaac agcgccagca ataacgccgg gaaaagcgca attcgtttac tcacgettta

ccteegatgg

<210> 18

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 11

<400> 18
tcggcaatge actttgtgeg cgttectggat aacgeccatcg gaggtaaage gtgagtaaac

gaattgcgcet

<210> 19

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 12

<400> 19
ttaacggctce tgctttctca acaaatagat aaaatatggc gcgccgataa aggttgacag

cagccecgece

<210> 20

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 13

<400> 20
gaatacgtcg ccagctgctt taacac 26

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 14

22
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<400> 21
tggtttgtcg gatgcggcegt gaac
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccién de L-aminoacidos, comprendiendo el procedimiento:

cultivar un microorganismo del género Escherichia en un medio y

recuperar L-aminoacidos de los medios de cultivo o del microorganismo;

en el que el microorganismo tiene un nivel de ATP intracelular aumentado, en comparacién con una cepa no
modificada, en el que una o mas proteinas seleccionadas de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5,
una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 y una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7, que
constituyen un sistema de absorcion de hierro, estan inactivadas en el microorganismo;

en el que el microorganismo del género Escherichia tiene una capacidad mejorada para producir L-aminoacido, en
comparacion con una cepa no modificada; y

en el que el L-aminoacido es L-treonina o L-triptéfano.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que todas las proteinas que tienen secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NO: 5, 6 y 7 estan inactivadas.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo es E. col.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha una o mas proteinas se inactivan por mutacion
debido a delecion, sustitucion o insercion de parte o la totalidad del gen que codifica la correspondiente proteina, por
modificacion de una secuencia reguladora de la expresion para reducir la expresion del gen, por modificacion de la
secuencia del gen cromosomico para debilitar o eliminar la actividad de la proteina, o por combinaciones de las
mismas.

24
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FIG. 1

NIVEL DE ATP INTRACELULAR (%)

I I ]
% zft ‘\\& . v d
Sy Z ‘% L
7, 8 \ . s \\\?§ : 4 4
7, O / // \\k\ v
///// N /.:f"; \\\\ P Y
,/ J e \ Gt A \\ S
/,/ NS I N . g
%Y Y p
Vg / \ ' 7
. 7 /// \ &
N DN & |
W3110 W3110 W3110 W3110 W3110
AfhuC AfhuD AfhuB AfhuCDB

25




ES 2754355713

FIG. 2

NIVEL DE ATP INTRACELULAR (%)
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FIG. 3
NIVEL DE ATP INTRACELULAR (%)
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FIG. 4
NIVEL DE ATP INTRACELULAR (%)
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FIG. 5
CONCENTRACION DE L-TREONINA (g/L)
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FIG. 6

CONCENTRACION DE L-TRIPTOFANO (g/L)
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