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DESCRIPCION

Microorganismo con genes pckA/tdcBC inactivados y método de produccién de L-treonina usando el mismo.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo que produce L-treonina y a un método de produccién de L-
treonina usando el microorganismo. Mds particularmente, la presente invencién se refiere a un microorganismo que
contiene tanto el operdn tdcBC como el gen pckA inactivados en el cromosoma y que estd notablemente mejorado en
la productividad de L-treonina debido a la inactivacién de los dos genes, y a un método de produccién de L-treonina
usando un microorganismo de este tipo.

Descripcion de la técnica relacionada

Se sabe que la L-treonina es un aminodcido esencial, que se ha usado ampliamente como aditivo para forraje y
piensos para animales y como estimulador del crecimiento animal, asi como componente de disoluciones acuosas
médicas y otra materia prima para especialidades farmacéuticas. La L-treonina sélo la producen actualmente cinco
empresas de paises desarrollados, incluyendo la Ajinomoto Company en Japdn, y es de dos a tres veces mas cara que
la lisina que se sabe que es sumamente valiosa debido a su elevado precio de 5.000-6.000 ddlares por tonelada en el
mercado internacional. Por tanto, la L-treonina tiene un gran potencial de crecimiento en el mercado mundial.

La L-treonina se produce actualmente sélo mediante técnicas de fermentacién microbiana, usando principalmente
mutantes derivados de tipos naturales de microorganismos, incluyendo Escherichia coli, el género Corynebacterium,
el género Brevibacterium, el género Serratia y el género Providencia. Los ejemplos de estos mutantes incluyen aqué-
llos que tienen resistencia a andlogos de aminodcido o farmacos, y sus auxétrofos para el dcido diamino-pimélico,
metionina, lisina e isoleucina (publicacién de patente japonesa n.° Heisei 2-219582; publicacién de patente coreana n.°
2000-0013853, Appl. Microbiol. Biotechnol., 29:550-553, 1988). Sin embargo, tales cepas mutantes son desventajosas
en cuanto a que presentan una baja productividad de L-treonina y que sélo se hacen crecer en medios complementados
con los caros 4cido diamino-pimélico o isoleucina debido a sus propiedades auxotrdficas para el dcido diamino-pimé-
lico o la isoleucina. Es decir, en el caso de usar un mutante que requiere dcido diamino-pimélico para su crecimiento,
esta produccién fermentativa de L-treonina requiere costes elevados. Asimismo, en el caso de usar un auxétrofo de
isoleucina, el medio de fermentacién para este auxétrofo debe complementarse con la cara isoleucina, dando como
resultado un aumento de los costes de produccion de la L-treonina.

Estos problemas pueden superarse usando un mutante parcial para isoleucina tal como se da a conocer en la
publicacién de patente coreana n.° 92-8365, que no necesita isoleucina en un medio y produce altos niveles de L-
treonina con respecto a las cepas conocidas. Sin embargo, este método de mutacién clasico requiere mucho tiempo y
es ineficaz en la seleccion de cepas bacterianas novedosas que puedan producir altos niveles de L-treonina, y tiene la
mayor desventaja de estar limitado en la mejora de la productividad de L-treonina.

A este respecto, en lugar de emplear los auxétrofos, se han desarrollado otros métodos para la produccién masiva
de L-treonina, que emplean microorganismos productores de L-treonina recombinantes que tienen un aumento de la
actividad de enzimas que participan en la biosintesis de L-treonina mediante técnicas de ingenieria metabdlica. Es
decir, se afslan genes correspondientes a enzimas que estan implicadas en el metabolismo de la L-treonina usando téc-
nicas de recombinacién genética, se clonan en vehiculos génicos apropiados y se introducen en mutantes microbianos
para mejorar la productividad de L-treonina de los mutantes.

Los presentes inventores desarrollaron previamente un método de desarrollo de una cepa productora de L-treonina
usando tales técnicas de ingenieria metabdlica, tal como se da a conocer en la solicitud de patente coreana n.° 2001-
6976. En detalle, pueden conseguirse altos rendimientos de L-treonina empleando un microorganismo recombinante,
que tiene en el cromosoma una o mds copias de un gen que codifica para fosfoenol piruvato carboxilasa (a continuacién
en el presente documento, denominado simplemente “ppc”) que cataliza la formacién de oxaloacetato (OAA) como
precursor para la biosintesis de L-treonina a partir de fosfoenol piruvato (PEP) y un operén que incluye genes que
codifican para las tres enzimas que participan en la biosintesis de L-treonina a partir de aspartato, aspartocinasa 1-
homoserina deshidrogenasa (thrA), homoserina cinasa (thrB) y treonina sintasa (thrC).

La L-treonina se sintetiza a partir de aspartato mediante una ruta de multiples etapas, en la que se forma el aspartato
a partir de OAA convertido por PPC a partir PEP. La biosintesis de L-treonina se inhibe cuando esta presente glucosa
en niveles relativamente altos en los medios en comparacién con la tasa de crecimiento bacteriano y la tasa global
del ciclo del TCA. En esta situacion, se suprime la expresion del gen ppc, mientras que aumenta la expresién de un
gen que codifica para PEP carboxicinasa (a continuacion en el presente documento, denominado simplemente “pckA”)
que cataliza la conversiéon de OAA en PEP. Los niveles elevados de pckA dan como resultado la formacién de PEP
a partir OAA como precursor para la biosintesis de aminoacidos, en la que se sintetizan otros subproductos a partir
del PEP (Goldie H. Medina V., Mol. Gen. Genet., 220(2):191-196, 1990; Dang et al., E. coli and Salmonella, 1:191-
102, 1996). Por tanto, el gen pckA debe inactivarse esencialmente con el fin de producir L-treonina en altos niveles
aumentando el flujo de rutas metabdlicas responsables de la sintesis de L-treonina.
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Por otro lado, se conocen varias rutas para la degradacién de L-treonina, que incluyen las tres rutas siguientes.
Una implica una ruta que la inicia la treonina deshidrogenasa produciendo @-amino-g-cetobutirato. El a-amino-g-
cetobutirato o bien se convierte en acetil-CoA y glicina o bien se degrada espontdneamente para dar aminoacetona
que se convierte en piruvato. La segunda ruta implica a la treonina deshidratasa que produce a-cetobutirato que se
cataboliza adicionalmente para dar propionil-CoA y finalmente el intermedio del ciclo del TCA, succinil-CoA. La
tercera ruta utiliza treonina aldolasa (Neidhardt F.C. et al. Escherichia coli and Salmonella: cellular and molecular
biology, 2* ed. ASM press. Washington DC, pags. 369-370). Entre ellas, la treonina deshidratasa es un operén que
se expresa con hipoxia y altos niveles de treonina. Los presentes inventores desarrollaron un microorganismo con
productividad mejorada de L-reonina inactivando especificamente este gen del operdn (tdcBC) mediante una técnica
de recombinacién genética (publicacion de patente coreana n.° 2003-075902).

Por otro lado, la publicacién de patente internacional n.° WO 02/29080 A2 da a conocer un método de produccion
de L-treonina usando un microorganismo con el gen pckA defectuoso, que se prepara introduciéndolo en una cepa
de tipo natural del microorganismo, un vector recombinante que porta un gen pckA parcialmente delecionado. Sin
embargo, este microorganismo es problemdtico con respecto al rendimiento de produccién de L-treonina porque las
rutas para la degradacién y el flujo de entrada intracelular de la L-treonina sintetizada estdn todavia activadas en el
microorganismo.

La intensa y meticulosa investigacién que condujo a la presente invencién, llevada a cabo por los presentes in-
ventores sobre métodos de preparacién de un microorganismo que puede producir altos niveles de L-treonina incluso
cuando se hace crecer en un medio que contiene altas concentraciones de glucosa y que no degrada la L-treonina
producida, con el objetivo de resolver los problemas que se encontraban en la técnica anterior, dio como resultado el
hallazgo de que, cuando se inactiva su gen pckA cromosdmico mediante una técnica de recombinacidn genética, el mi-
croorganismo con el operén tdcBC desactivado desarrollado por los presentes inventores ha mejorado la productividad
de L-treonina en comparacidn con los microorganismos productores de L-treonina convencionales.

Por tanto, es un objeto de la presente invencidn proporcionar un microorganismo que puede producir eficazmente
altos niveles de L-treonina.

Sumario de invencion

Con el fin de lograr el objeto anterior, la presente invencion proporciona una cepa novedosa de E. coli, que contiene
tanto el operdn tdcBC como el gen pckA inactivados en el cromosoma.

En la cepa de E. coli con genes pckA/tdcBC inactivados, el gen pckA se inactiva introduciendo un fragmento del
gen pckA foraneo que contiene un gen de resistencia a antibidticos y un sitio de unién a recombinasa especifica de
sitio en cada uno de sus dos extremos en una cepa de E. coli que contiene un operdn asociado con la degradacion de
L-treonina, tdcBC, que estd inactivado, y luego permitiendo la recombinacién homoéloga entre el fragmento del gen
pckA fordneo y un gen pckA en el cromosoma para inactivar el gen pckA cromosémico.

Ademés, la presente invencidon proporciona un método de produccién de L-treonina usando la cepa de E. coli con
genes pckA/tdcBC inactivados.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencidn se entenderdn més clara-
mente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada en conjunto con los dibujos adjuntos, en los que:

la figura 1 es una vista esquemadtica que muestra un procedimiento de clonacién de un gen pckA;

la figura 2 es una vista esquemadtica que muestra un procedimiento de preparacién de un microorganismo recom-
binante en el que se introduce un fragmento de un gen pckA que contiene un gen de resistencia a cloranfenicol (car) y
sitios loxP, ApckA::loxpcat; y

la figura 3 es una fotografia que muestra un resultado de una transferencia de tipo Southern, en la que se identifica
un gen de resistencia a cloranfenicol (caf) que va a insertarse en un gen pckA en el cromosoma de una cepa de E. coli
productora de L-treonina (carril 1: cepa recombinante seleccionada en presencia de cloranfenicol segiin la presente
invencidn; carril 2: cepa original TRN212; y carril 3: marcador de tamafio).

Descripcion detallada de la invencion

Una cepa de E. coli, que contiene un operén asociado con la degradacion de L-treonina especificamente inactiva-
do mediante recombinacién genética y que tiene productividad mejorada de L-treonina debido a la inactivacion del
operén, puede usarse como cepa original en la presente invencién. Una cepa original preferida es una cepa de E. coli
TRN212 (nimero de registro: KCCM-10353; publicacién de patente coreana n.° 2003-075902), que la desarrollaron
los presentes inventores.
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La presente invencidn se caracteriza por preparar una cepa de E. coli novedosa que produce altos niveles y altos
rendimientos de L-treonina inactivando el gen pckA implicado en la inhibicién de la sintesis de L-treonina en una cepa
de E. coli original que contiene un operén asociado con la degradacién de L-treonina (tdcBC) inactivado. La inacti-
vacion de ambos genes tdcBC'y pckA da como resultado que se evite la degradacién y el flujo de entrada intracelular
de L-treonina, mediados por productos de traduccién del operdn #dcBC, y la inhibicién de la sintesis de L-treonina,
mediante por un producto de traduccién del gen pckA, lo que conduce a la produccién en altos niveles de L-treonina.

Por tanto, la presente invencidn proporciona una cepa de E. coli con genes pckA/tdcBC inactivados, que se prepara
introduciendo un fragmento del gen pckA fordneo que incluye un gen de resistencia a antibidticos que tiene un sitio
de unién a recombinasa especifica de sitio en cada uno de sus dos extremos en una cepa de E. coli que contiene un
operén asociado con la degradacion de L-treonina, tdcBC, que estd inactivado, y luego permitiendo la recombina-
cién homdloga entre el fragmento del gen pckA fordneo y un gen pckA en el cromosoma para inactivar el gen pckA
cromosémico.

Ademés, el gen pckA en el cromosoma de la cepa de E. coli original se inactiva mediante la eliminacién del gen de
resistencia a antibidticos incorporado en el gen pckA cromosémico mediante la actividad de la recombinasa especifica
de sitio expresada en la cepa bacteriana, y la presencia de una copia de un sitio de unién de la recombinasa especifica
de sitio en el gen pckA cromosémico.

La inactivacién del gen pckA en el cromosoma bacteriano se logra mediante la recombinacién homéloga con un
fragmento del gen pckA foraneo. El fragmento del gen pckA fordneo se inactiva mediante la insercién de un gen de
resistencia a antibiéticos en el mismo. Este fragmento del gen pckA inactivado fordneo se introduce en una cepa de
E. coli original y entonces se permite que se produzca una doble recombinacién cruzada entre un gen pckA en el
cromosoma bacteriano y el fragmento del gen pckA inactivado fordneo para inactivar el gen pckA en el cromosoma
bacteriano. La presencia del gen de resistencia a antibiéticos en el gen pckA inactivado foraneo facilita la seleccién de
células con el gen pckA inactivado.

Los ejemplos no limitantes del gen de resistencia a antibidticos usado en la inactivacién del gen pckA incluyen
el gen de resistencia a cloranfenicol, gen de resistencia a kanamicina, gen de resistencia a gentamicina y gen de
resistencia a ampicilina.

Por otro lado, tras seleccionarse una cepa de E. coli con el gen pckA inactivado, se permite que se exprese una
recombinasa especifica de sitio para eliminar el gen de resistencia a antibidticos incorporado en el cromosoma bac-
teriano. Es decir, el gen de resistencia a antibidticos se incorpora en el gen pckA en el cromosoma bacteriano junto
con sitios de unién a recombinasa especifica de sitio y se elimina mediante la actividad de la recombinasa especifica
de sitio expresada en la cepa bacteriana. Los ejemplos no limitativos de la recombinasa especifica de sitio incluyen
sitios de unién de FLP, Cre y XerC/D. La eliminacién del gen de resistencia a antibidticos permite que se use de
nuevo el mismo gen de resistencia a antibidticos como marcador selectivo cuando va a desactivarse otro gen de la cepa
bacteriana idéntica.

En la presente invencion, con el fin de inactivar el gen pckA cromosémico, se usa un fragmento de un gen pckA que
contiene un gen de resistencia a cloranfenicol, estando unido cada uno de sus extremos a un sitio loxP. El sitio loxP lo
reconoce una recombinasa especifica de sitio, Cre. Mediante la actividad de la recombinasa Cre expresada en la cepa
de E. coli, el gen de resistencia a antibidticos ubicado entre los dos sitios l1oxP se elimina del cromosoma bacteriano.

La expresién de la recombinasa Cre en la cepa de E. coli puede lograrse mediante un método conocido en la
técnica. En la presente invencién, se introduce un pldsmido que porta un gen cre, pJW 168, en la cepa de E. coli para
expresar la enzima Cre en la misma.

En una realizacion de la presente invencidn, se amplificé un gen pckA parcial mediante PCR usando como molde
ADN gendmico aislado de una cepa de E. coli productora de L-treonina que incluia un operén tdcBC inactivado. El gen
pckA parcial amplificado se clond en un vector pT7Blue (Novagen Co.), produciendo asi un vector recombinante que
contenia un gen pckA parcial, pT7Blue/pckA. Ademas, se obtuvo un fragmento de ADN que contenia un gen de resis-
tencia a cloranfenicol y sitios 1oxP, loxpcat2, a partir de un pldsmido ploxpcat2 (Beatriz Palmeros et al., Gene, 247:255-
264, 2000), y se ligd en PT7Blue/pckA digerido con Nrul, generando asi un pldsmido recombinante que contenia un
fragmento de un gen pckA que inclufa un gen de resistencia a cloranfenicol y sitios loxP, pT7ApckA::loxpcat. Por tanto,
la presente invencién proporciona el pldsmido recombinante tal como se prepard anteriormente, pT7ApckA::loxpcat.

En otra realizacién de la presente invencidn, el fragmento del gen pckA que contenia un gen de resistencia a clo-
ranfenicol, estando unido cada extremo del mismo a un sitio loxP, se introdujo en una cepa de E. coli TRN212 que
contenia un operdn tdcBC que se inactivd mediante recombinacién homéloga usando un gen de resistencia a kanami-
cina que tenia un sitio loxP en cada uno de sus dos extremos. Entonces, se permitié que se produjera la recombinacién
homdloga entre un gen pckA en el cromosoma bacteriano y un fragmento del gen pckA fordneo que contenia el gen de
resistencia a cloranfenicol y los sitios 1oxP, produciendo asi una cepa de E. coli recombinante que contenia tanto un
gen fcdBC como un gen pckA inactivados en el cromosoma. La cepa de E. coli recombinante se designé “FTR2717”y
se deposito en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) el 20 de marzo de 2003 con el nimero de
registro de KCCM-10475.
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La cepa de E. coli FTR2717 recombinante muestra las siguientes caracteristicas:

(1) presenta resistencia a andlogos de treonina, andlogos de lisina, andlogos de isoleucina y andlogos de metionina
en comparacion con un tipo natural de la misma;

(2) su cromosoma contiene un gen ppc endégeno y un operdn de treonina endégeno que contiene los genes thrA,
thrB'y thrC asi como una o mds copias de un gen ppc exégeno y los genes thrA, thrB'y thrC exdgenos;

(3) incluye un gen del operén implicado en la degradacién de L-treonina, tdcBC, que estd inactivado; e

(4) incluye un gen pckA implicado en la inhibicién de la sintesis de L-treonina, que estd inactivado, de modo que
produce altos niveles de L-treonina con una alta concentracién de glucosa en un medio.

Puede obtenerse una mejor comprensién de la presente invencién a través de los siguientes ejemplos que se exponen
para ilustrar, pero que no deben interpretarse como el limite de, la presente invencion.

Ejemplo 1
Clonacion del gen pckA

Se preparé un vector recombinante que portaba un gen pckA (véase la figura 1). En primer lugar, se aislé el
ADN gendmico bacteriano de una cepa de E. coli productora de L-treonina que incluia un operén tdcBC inactivado,
TRN212 (nimero de registro: KCCM-10353), usando un sistema QIAGEN Genomic-tip (QIAGEN Co.). Usando el
ADN gendmico aislado como molde, se llevo a cabo la PCR para amplificar una regién parcial de aproximadamente
1,5 kb de un gen pckA. En la PCR, se us6 un conjunto de cebadores, que consiste en un cebador directo y un cebador
inverso representados por las SEQ ID NO: 1 y 2, respectivamente. Las condiciones de la PCR incluyeron 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C durante 30 s, hibridacién a 55°C durante 30 s y extension a 72°C durante 1 min. 30 s.

Se sometieron a electroforesis los productos de PCR en un gel de agarosa al 0,8% y se cort6 una banda de 1,5 kb
del gel. A partir de la banda cortada, se purificé un fragmento de ADN de 1,5 kb usando un kit DNA Gel Purification
(QIAGEN Co.) y se cloné en un vector pT7Blue digerido con EcoRV (Novagen Co.) mediante ligamiento de extremos
romos a 16°C, produciendo asf un vector recombinante que contenia un gen pckA parcial, pT7Blue/pckA. Entonces,
se transform6 una cepa de E. coli NM522 con el pT7Blue/pckA y se extendié sobre un medio sélido (LB: 1% de
NaCl, 1% de triptona, 0,5% de extracto de levaduras) que contenia ampicilina (100 mg/1), seguido por incubacién a
37°C durante la noche. Se inocularon las colonias que se hicieron crecer sobre el medio sélido en 3 ml de un medio
liquido que contenifa ampicilina, seguido por incubacién a 37°C durante la noche. Se aislé el ADN de plasmido de
las bacterias en cultivo usando un kit QIAGEN mini prep (QIAGEN Co.) y se analiz6 para determinar su tamaifio.
Ademads, se analiz6 la orientacion del gen pckA mediante mapeo de restriccién con Nrul y Stul. Después de eso, se
digirié el ADN de pldsmido con Nrul y se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 0,7%. A partir del gel, se
cort6 una banda de aproximadamente 4,3 kb y se purificé un fragmento de 4,3 kb a partir de la banda.

Ejemplo 2

Construccion de un vector recombinante que porta un gen pckA inactivado y preparacion de la cepa de E. coli con el
gen pckA inactivado

2-1) Construccion de un vector recombinante que porta un gen pckA inactivado

Se obtuvo un fragmento de ADN de 1,2 kb, loxpcat2, que contenia un gen de resistencia a cloranfenicol que tenia
un sitio loxP en cada uno de sus dos extremos, mediante digestion con Hincll de un pldsmido ploxpcat2 (plasmido
que porta un gen de resistencia a cloranfenicol que tiene sitios loxP en sus dos extremos; Beatriz Palmeros et al.,
Gene, 247:255-264, 2000, Profesor G. Gosset, Universidad de México). Se ligé el fragmento de ADN de 1,2 kb en el
pT7Blue/pckA digerido con Nrul preparado en el ejemplo 1 mediante ligamiento de extremos romos, produciendo asi
un vector recombinante de aproximadamente 5,7 kb que contenia un gen pckA inactivado, pT7ApckA::loxpcat (véase
la figura 2).

2-2) Preparacion de la cepa de E. coli con el gen pckA inactivado

Se introdujo el vector recombinante pT7ApckA::loxpcat, preparado en el ejemplo 2-1), en una cepa de E. coli
NMS522. Se extendi6 la cepa NM522 transformada sobre un medio sélido (LB: 1% de NaCl, 1% de triptona, 0,5%
de extracto de levaduras) que contenia ampicilina y cloranfenicol, seguido por incubacién a 37°C durante la noche.
Se inocularon las colonias que se hicieron crecer sobre el medio sélido en 3 ml de un medio liquido que contenia
ampicilina, seguido por incubacién a 37°C durante la noche. Se aislé el ADN de plasmido de las bacterias en cultivo
usando un kit QTAGEN mini prep y se analiz6 para determinar su tamafio y la orientacion del gen pckA insertado.
Después de eso, se digirié doblemente el ADN de plasmido con Pstl y Kpnl, y se someti6 a electroforesis en un gel
de agarosa al 0,7%. A partir del gel, se corté una banda de 2,7 kb y se purificé un fragmento de 2,7 kb a partir de la
banda.
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Se introdujo el fragmento del gen pckA que contenia un gen de resistencia a cloranfenicol que tenia sitios loxP
en sus dos extremos, ApckA::loxpcat, en una cepa de E. coli productora de L-treonina, TRN212 (nimero de registro:
KCCM-10353), mediante electroporacion. Después de eso, se extendio la cepa TRN212 transformada sobre un medio
sdlido que contenia cloranfenicol para seleccionar s6lo las células resistentes a cloranfenicol, dando como resultado
una seleccion de células en las que se sustituyd un gen pckA en el cromosoma por el fragmento del gen pckA foraneo
(ApckA::loxpcat). Se evaluaron los clones seleccionados para determinar si el gen pckA cromosémico estd especifi-
camente desactivado, mediante andlisis de transferencia de tipo Southern segiin el mismo método que en el ejemplo
experimental 1, a continuacién.

Se transformaron los clones seleccionados, que se identificé que tenfan un gen pckA especificamente desactivado
en el cromosoma mediante andlisis de transferencia de tipo Southern, con un plasmido pJW168 (donacién del Prof.
Guillermo Gosset de la Universidad de México) que contiene un gen cre que codifica para una recombinasa especi-
fica de sitio que reconoce sitios loxP. Se cultivaron las células transformadas en un medio de cultivo que contenia L-
arabinosa 10 mM durante la noche para eliminar el gen de resistencia a cloranfenicol incorporado en el cromosoma
bacteriano. Entonces, se diluyé el liquido de cultivo 107 veces y se extendié sobre un medio sélido de LB comple-
mentado con ampicilina (100 mg/l), seguido por incubacién a 30°C durante la noche. Se inoculé cada una de las 100
colonias que se hicieron crecer sobre el medio sélido en 3 ml de cada medio liquido de LB que contenian o no am-
picilina, seguido por incubacién a 37°C durante la noche. Se determinaron las colonias que se destruian en el medio
que contenia cloranfenicol pero que sobrevivieron en el medio que no contenia cloranfenicol. En esta seleccion, s6lo
se seleccionaron los clones que tenian una delecion del gen de resistencia a cloranfenicol.

Ejemplo experimental 1
Evaluacion de la desactivacion del gen pckA en el cromosoma mediante transferencia de tipo Southern

Se cultivaron la cepa TRN212 como cepa original y uno de los clones resistentes a cloroanfenicol seleccionados
en el ejemplo 2-2) durante la noche en 3 ml de un medio liquido que contenia cloranfenicol (15 mg/l). Entonces, se
aisl6 el ADN gendmico de las células en cultivo usando un kit genémico 20 de QIAGEN vy se digiri6 con EcoRV
durante la noche. Se separaron los fragmentos de ADN resultantes en un gel de agarosa al 0,7% dependiendo de
su tamafio. Tras la electroforesis, se transfirieron los fragmentos de ADN separados sobre una membrana de nailon
(membrana Biodyne B, Young Sci.) durante la noche mediante transferencia capilar (Molecular Cloning, vol. 1., pags.
6.31-6.38). Se secé la membrana y luego se expuso a una luz UV (120 mJ/cm?, SpectroLinker™) para inmovilizar
los fragmentos de ADN sobre la membrana (Molecular Cloning, vol. 1., pdg. 6.45). Se incub6 la membrana resultante
en una disolucién de prehibridacién I (Roche n.° 1093657) a 55°C durante 2 h y se hibrid6é con una sonda de ADN
desnaturalizado durante 1la noche en un horno de hibridacién (BAMBINO 230300) a 55°C.

Se prepar6 la sonda de ADN tal como sigue. En primer lugar, se aislé un plasmido ploxpcat2 usando un kit de
QIAGEN Yy se digiri6 con Hincll para producir un fragmento de ADN (de aproximadamente 1,2 kb) que contiene un
gen de resistencia a cloranfenicol que tiene un sitio loxP en cada uno de sus dos extremos. Se llevé a ebullicién el
fragmento de 1,2 kb en agua durante 5 min. y se enfrié rdpidamente en hielo, produciendo asi un ADN monocatenario.
Entonces se marcé el ADN monocatenario con DIG-UDP usando un kit de deteccién y marcaje de DIG (Roche n.°
1093657) mediante incubacion a 37°C durante la noche.

Tras la hibridacién, se lavé la membrana con las disoluciones de lavado I y II (Roche n.° 1093657) para eliminar
las moléculas de ADN unidas de manera no especifica. Se enmascar6é la membrana lavada usando una disolucién
de prehibridacién II (Roche n.° 1093657) a temperatura ambiente durante 30 min. y entonces se hizo reaccionar con
un anticuerpo anti-DIG que se une especificamente a DIG-UTP a temperatura ambiente durante 30 min. Se lavé la
membrana con una disolucién de lavado III (Roche n.° 1093657) para eliminar los anticuerpos anti-DIG unidos de
manera no especifica y se revelaron usando un kit de deteccion y marcaje (Roche n.® 1093657) a temperatura ambiente
hasta que aparecieron bandas. Se facilitan los resultados en la figura 3.

Tal como se muestra en la figura 3, en el caso de la cepa original TRN212, no se detecté ninguna banda (carril
2) porque la cepa TRN212 no contenia un gen de resistencia a cloranfenicol. Por el contrario, el clon resistente a
cloranfenicol seleccionado segun la presente invencién mostré una banda de aproximadamente 3,6 kb (carril 1). Estos
resultados indican que los clones seleccionados contienen un gen de resistencia a cloranfenicol en su cromosoma.

Ejemplo 3

Comparacion de los clones seleccionados por sus rendimientos de produccion de L-treonina tras el cultivo en matraces
Erlenmeyer

Entre los clones de E. coli recombinantes finalmente seleccionados del ejemplo 2-2) en los que se eliminé el gen de
resistencia a cloranfenicol introducido, se evaluaron treinta clones para determinar su productividad de L-treonina. Se
cultivé cada uno de ellos en un matraz Erlenmeyer que contenia un medio de cultivo preparado segtin la composicién
enumerada en la tabla 1, a continuacién. Entonces, se evalué cada liquido de cultivo para determinar los rendimientos
de produccién de L-treonina. Brevemente, tras hacerse crecer cada uno de los treinta clones sobre un medio sélido
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de LB a 32°C, se inocul6 un asa de una tnica colonia para cada clon en 25 ml del medio de cultivo y se cultivé a
32°C durante 48 h a 250 rpm. Tras haberse centrifugado cada uno de los liquidos de cultivo, se diluy6 250 veces el
sobrenadante con agua destilada. Se midi6 la concentracién de L-treonina en el sobrenadante diluido mediante HPLC.
Se facilitan los resultados en la tabla 2, a continuacién.

TABLA 1
Nutrientes Cantidad por 1 1
Glucosa 70 g
Sulfato de amonio 28 g
KH,PO, 1,0 g
MgS0, - 7TH,0 0,5 g
FeS04 - 7TH,0 5 mg
MnSO, - 8H,0O 5 mg
Carbonato de calcio 30 g
L-metionina 0,15 g
Extracto de levaduras 2 g
pH (7,0)
TABLA 2
El nGmero de clones 2 5 14 9

Rendimiento de produccidn de

. 20-23 23-24,5 | 24,5-26 26
L-treonina (g/1l) g

La cepa original TRN212 mostré un rendimiento de produccién de L-treonina de 23 g/l. Entre los treinta clones
sometidos a prueba, se encontré que veintiocho tenian una mejor productividad de L-treonina que la cepa TRN212,
tal como se muestra en la tabla 2. En particular, nueve clones mostraron un rendimiento de produccién de L-treonina
superior a 26 g/, lo que fue aproximadamente un 13,04% superior que el rendimiento de la cepa TRN212. Entre los
treinta clones, se seleccioné un clon con el mayor rendimiento de L-treonina (mds de 26 g/1) y se designé “FTR2717
(nimero de registro: KCCM-10475)”.

Aplicabilidad industrial

Tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento, la presente invencién proporciona un microor-
ganismo con el gen pckA inactivado, que se prepara introduciendo un gen de resistencia a antibidticos en el ADN
cromosOmico de una cepa de E. coli original que produce altos niveles de L-treonina, es decir, una cepa de E. coli que
contiene un operén tdcBC implicado en la degradacion de L-treonina, que esta inactivado, mediante una técnica de
recombinacién de ADN. Puesto que su operén tdcBC estd inactivado, el microorganismo segun la presente invencién
tiene el efecto de evitar la degradacion y el flujo de entrada intracelular de L-treonina. Ademas, debido a la inactivacién
del gen pckA implicado en la inhibicién de la sintesis de L-treonina, el microorganismo de la presente invencion tiene
rutas mas activadas para la biosintesis de L-treonina. Por tanto, el microorganismo de la presente invencion es util
para la produccién masiva de L-treonina debido a que puede producir L-treonina en altos niveles y altos rendimientos
incluso en presencia de altas concentraciones de glucosa.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Escherichia coli productora de L-treonina que comprende el operén tdcBC y el gen pckA que estdn
ambos inactivados.

2. Cepa de Escherichia coli segin la reivindicacién 1, en la que el gen pckA se inactiva introduciendo un gen
pckA inactivado en una cepa de Escherichia coli original que contiene un operdn asociado a la degradacién de L-
treonina, tdcBC, que estd inactivado, en la que dicho gen pckA inactivado se prepara insertando un gen de resistencia
a antibidticos que tiene un sitio de unién a recombinasa especifica de sitio en cada uno de los dos extremos del mismo
en un gen pckA y luego permitiendo la recombinacion homoéloga entre dicho gen pckA inactivado y el gen pckA en el
cromosoma para inactivar el gen pckA cromosémico.

3. Cepa de Escherichia coli segtn la reivindicacion 2, en la que el gen pckA se inactiva mediante la eliminacién del
gen de resistencia a antibidticos incorporado en el mismo mediante la actividad de la recombinasa especifica de sitio
expresada en la cepa de Escherichia coli 'y la presencia de una copia del sitio de unién de la recombinasa especifica de
sitio en el gen pckA cromosémico.

4. Cepa de Escherichia coli segtn la reivindicacién 2, en la que la recombinasa especifica de sitio es FLP, Cre o
XerC/D.

5. Cepa de Escherichia coli seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la cepa es Escherichia
coli FTR2717 (KCCM-10475).

6. Método de produccién de L-treonina usando la cepa de Escherichia coli segin una cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 5.

7. Plasmido recombinante pT7ApckA::loxpcat, prepardndose el plasmido recombinante mediante la clonacién de
un gen pckA parcial de 1,5 kb en un vector pT7Blue para producir un pT7Blue/pckA, obteniéndose un fragmento de
ADN que contiene un gen de resistencia a cloranfenicol y sitios loxP, loxpcat2, y el ligamiento del fragmento de ADN
de loxpcat2 en el plasmido pT7Blue/pckA digerido con Nrul.
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FIG 1
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FIG. 2
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FIG 3
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> MICROORGANISMO CON GENES pckA/tdcBC INACTIVADOS y METODO DE PRODUCCION DE L-

TREONINA USANDO EL MISMO

<150> Documento KR10-2003-0021458

<151> 04-04-2003
<160> 2
<170> Kopatentln 1.71

<210>1

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para PCR

<400> 1
gttaacaccc ccaaaaagac

<210>2

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PCR

<400> 2

gataaagagt tcgcagttcg t

20

21
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