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DESCRIPCION

Microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano y método para producir L-tript6fano mediante el
uso del mismo

Campo Técnico

La presente solicitud se refiere a un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano y un método
para producir L-triptéfano mediante el uso de este microorganismo.

Antecedentes de la Técnica

El L-triptéfano, que es un aminoacido esencial, se ha usado ampliamente como un aditivo para piensos, etc., y
ademas como materia prima para productos farmacéuticos, tales como soluciones de infusiéon e ingredientes de
alimentos saludables. El L-triptéfano se puede producir por un método de sintesis quimica, un método de reaccion
enzimatica, un método de fermentacion, etc., pero en la actualidad se usa principalmente el método de fermentacion
directa mediante el uso de un microorganismo.

Con respecto a la direccion del desarrollo de una cepa productora de L-triptéfano, el desarrollo progreso inicialmente
mediante la seleccion de mutaciones (patente coreana num. 1987-0001813), o por métodos para superar la
inhibicion por retroalimentacion del triptéfano por parte de las enzimas en las rutas de biosintesis junto con la
ingenieria genética, o por el aumento de la sintesis de enzimas en procesos metabdlicos, tales como el aumento de
la expresion de las enzimas de biosintesis de triptofano.

Mientras tanto, previamente se describe un método para mejorar los L-aminoacidos mediante el uso de la ruta de
Entner-Doudoroff (patente de Estados Unidos num. 7432085). La patente de Estados Unidos num. 7432085 se
refiere a un método para mejorar la produccion de un L-aminoacido que se produce por una ruta de biosintesis que
utiliza acido piravico como un intermediario, al aumentar las actividades de las enzimas involucradas en la ruta de
Entner-Doudoroff, y especificamente, una caracteristica clave de la patente es aumentar la actividad de 6-
fosfogluconato deshidratasa o 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa.

Sin embargo, los presentes inventores han confirmado por primera vez que, en el caso del L-triptéfano, a diferencia
de otros L-aminoacidos, cuando las actividades de 6-fosfogluconato deshidratasa y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato
aldolasa en la ruta de Entner-Doudoroff se inactivan, la capacidad de producir L-triptéfano se puede mejorar
significativamente, de esta manera se completa la presente invencion con respecto al microorganismo del género
Escherichia con una capacidad mejorada de producir L-triptéfano y un método para producir L-triptéfano mediante el
uso del microorganismo.

Descripcion
Problema Técnico
Un objetivo de la presente solicitud es proporcionar un microorganismo que produce L-triptéfano.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para producir eficazmente L-triptéfano mediante el
uso del microorganismo que produce L-triptéfano.

Solucién Técnica

Para lograr los objetivos anteriores, en un aspecto, la presente solicitud proporciona un microorganismo del género
Escherichia que produce L-triptéfano mediante la inactivacion de las actividades enddgenas de la 6-fosfogluconato
deshidratasa (edd) y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa (eda).

La invencion proporciona un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano, en donde se inactivan
las actividades enddgenas de la 6-fosfogluconato deshidratasa (Edd) y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa
(Eda). La invencion proporciona ademas un método para preparar L-triptéfano, que comprende: cultivar el
microorganismo del género Escherichia de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en un medio; y recuperar L-
triptéfano del medio de cultivo o del microorganismo que se cultiva.

Como se usa en la presente descripcion, el término "L-triptéfano”, se refiere a un L-aminoacido aromatico, que es un
a-aminoacido y un aminoacido esencial que no se sintetiza in vivo que tiene una formula quimica de C11H12N205.

Como se usa en la presente descripcion, el término "ruta de Entner-Doudoroff' se refiere a una ruta metabdlica del
carbono presente en un microorganismo del género Escherichia, que es una ruta que cataliza la conversiéon de
fuentes de carbono que se introducen en la ruta metabdlica del carbono en gliceraldehido-3-fosfato y piruvato a
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través de una reaccién enzimatica en serie de dos etapas por la 6-fosfogluconato deshidratasa y la 2-ceto-3-desoxi-
6-fosfogluconato aldolasa.

Como se usa en la presente descripcion, el término "6-fosfogluconato deshidratasa (Edd; EC 4.2.1.12)" se refiere a
una enzima involucrada en la ruta de Entner-Doudoroff, que cataliza la reaccién de conversion de 6-fosfo-D-
gluconato en 2-dihidro-3-desoxi-6-fosfo-D-gluconato. Especificamente, la enzima puede tener una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1, pero cualquier secuencia que tenga la actividad de la enzima se puede incluir sin
limitacidon. Adicionalmente, en una modalidad ilustrativa, el gen que codifica la 6-fosfogluconato deshidratasa se
puede representar por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2, pero cualquier secuencia que codifique la
enzima se puede incluir sin limitacion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa (Eda; EC 4.1.2.14)"
se refiere a una enzima involucrada en la ruta de Entner-Doudoroff, que cataliza la reaccion de conversién de 2-
dihidro-3-desoxi-6-fosfo-D-gluconato en gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. Especificamente, la enzima puede tener
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, pero cualquier secuencia que tenga la actividad de la enzima se
puede incluir sin limitaciéon. Adicionalmente, en una modalidad ilustrativa, el gen que codifica la 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato aldolasa se puede representar por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 4, pero cualquier
secuencia que codifique la enzima se puede incluir sin limitacion.

Cada una de las enzimas que se describieron anteriormente se pueden incluir sin limitacion, ademas de las
secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 1 a 3, cualquier secuencia de aminoacidos que
tenga una homologia del 70 % o mayor, especificamente 80 % o mayor, mas especificamente 90 % o mayor, incluso
mas especificamente 95 % o mayor, aun incluso mas especificamente 98 % o mayor, y aun mas especificamente
99 % o mayor, con cada una de las secuencias de aminoacidos enumeradas anteriormente, siempre que la enzima
exhiba un efecto sustancialmente igual o correspondiente a cada una de las enzimas. Adicionalmente, es obvio que
cualquier enzima modificada que tenga la homologia que se describid anteriormente y tenga el efecto
correspondiente a cada enzima puede pertenecer al alcance de la presente solicitud, aunque la enzima puede tener
una secuencia de aminoacidos con una eliminacion parcial, modificacion, sustituciéon o adicion.

Adicionalmente, los genes que codifican cada una de las enzimas pueden incluir ademas sin limitacién, ademas de
las secuencias de nucleétidos representadas por la SEQ ID NO 2 o 4, cualquier secuencia génica que codifique las
enzimas, que tenga una homologia del 80 % o mayor, especificamente 90 % o mayor, mas especificamente 95 % o
mayor, incluso mas especificamente 98 % o mayor, y aun incluso mas especificamente 99 % o mayor, con cada una
de las secuencias de nucleétidos enumeradas anteriormente, siempre que la secuencia codifique una enzima que
tenga un efecto sustancialmente igual o correspondiente a cada una de las enzimas. Adicionalmente, es obvio que
cualquier secuencia de nucledétidos que tenga las homologias anteriores puede pertenecer al alcance de la presente
solicitud, aunque la secuencia puede tener una eliminacion parcial, modificacion, sustitucion o adicion en esta.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homologia" se refiere a un porcentaje de identidad entre dos
fracciones de polinucleétidos o de polipéptidos. La correspondencia de secuencia de una fraccién con respecto a la
otra se puede determinar mediante una practica conocida en la técnica. Por ejemplo, la homologia se puede
determinar directamente mediante la alineacion de la informacion de la secuencia (por ejemplo, parametros tales
como la puntuacion, la identidad y la similitud) de dos moléculas polinuclectidicas o dos moléculas polipeptidicas
mediante el uso de un programa informatico (por ejemplo, BLAST 2.0) que esté faciimente disponible y que sea
capaz de alinear la informacion de la secuencia. Adicionalmente, la homologia se puede determinar mediante la
hibridacién de los polinucleétidos bajo la condicion de formar una cadena doble estable en las regiones homdlogas y
luego digerir la cadena hibridada con una nucleasa especifica de cadena simple para determinar el tamafio de los
fragmentos digeridos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "actividad enddgena" se refiere a un estado activo de una
enzima en un microrganismo en un estado natural o antes de la modificacion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "debilitamiento de la actividad de una enzima en comparacion
con su actividad enddgena" se refiere a un concepto que incluye un caso donde hay una disminucién en la actividad
de una enzima en un microorganismo en comparacion con la que originalmente poseia en su estado natural o antes
de la modificacion, un caso donde el nivel de expresion total de la proteina es inferior al de la cepa de tipo salvaje o
al de la cepa antes de la modificacién del microorganismo se debe a la inhibicién de la expresién o inhibicion de la
traduccion del gen que codifica el mismo, o una combinacién de estos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "inactivacion" se refiere a un caso donde el gen que codifica una
enzima en un microorganismo no se expresa en absoluto y un caso donde el gen se expresa pero no exhibe
actividad en comparacioén con la cepa de tipo salvaje o la cepa antes de la modificacion del microorganismo.

El debilitamiento o inactivacion de una actividad enzimatica se puede lograr mediante varios métodos que se

conocen bien en la técnica. Los ejemplos de los métodos pueden incluir un método para sustituir el gen que codifica
la enzima en el cromosoma con un gen mutado de modo que la actividad enzimatica se pueda reducir, lo que incluye
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el caso cuando se elimina la actividad enzimatica; un método para introducir una modificacién en la secuencia de
control de la expresion del gen que codifica la enzima en el cromosoma; un método para sustituir la secuencia de
control de la expresién del gen que codifica la enzima con una secuencia que tiene una actividad débil o nula; un
meétodo para eliminar una parte o la totalidad de un gen que codifica la enzima en el cromosoma; un método para
introducir un oligonucleétido antisentido (por ejemplo, ARN antisentido), que inhibe la traduccion del ARNm a una
enzima por una unién complementaria al transcrito del gen en el cromosoma; un método para hacer imposible la
union del ribosoma mediante la formacion de una estructura secundaria mediante la adiciéon artificial de una
secuencia de Shine-Dalgarno (SD) y su secuencia complementaria en el extremo frontal de la secuencia SD del gen
que codifica la enzima; un método de ingenieria genética de transcripcion inversa (RTE), que afiade un promotor de
manera que se transcriba inversamente en el extremo 3' del marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia
correspondiente, etc., e incluye ademas una combinacion de estos, pero no se limitan a ellos.

Especificamente, el método para eliminar parte o la totalidad de un gen que codifica una enzima se puede realizar
mediante la sustitucion del polinucleétido que codifica una proteina diana endégena dentro del cromosoma con un
polinucleétido o un gen marcador que tiene una eliminacién parcial en la secuencia de acido nucleico, mediante el
uso de un vector para la insercion cromosomica en la bacteria. En una modalidad ilustrativa del método para eliminar
parte o la totalidad de un gen, el gen se puede eliminar por recombinacion homologa.

Como se usa en la presente descripcion, el término “parte”, aunque puede variar en dependencia de los tipos de
polinucleétidos, se puede referir especificamente a de 1 nucleétido a 300 nucledtidos, mas especificamente de 1
nucledtido a 100 nucledtidos, e incluso mas especificamente de 1 nucledtido a 50 nucleétidos, pero no se limitan
particularmente a ello.

Como se usa en la presente descripcion, el término "recombinacion homodloga" se refiere a la recombinacion
genética que se produce a través del entrecruzamiento en los loci de la cadena genética que tienen una homologia
mutua.

Especificamente, la secuencia de control de la expresion se puede modificar por la induccion de una modificaciéon de
la secuencia de control de la expresion a través de la eliminacion, insercion, sustituciéon conservativa o no
conservativa, o una combinacién de estas en la secuencia de acido nucleico de la secuencia de control de la
expresion; o mediante la sustitucion con un promotor mas débil, etc. La secuencia de control de la expresion puede
incluir un promotor, una secuencia operadora, una secuencia que codifica una regién de unién a ribosomas y
secuencias que controlan la terminacién de la transcripcién y la traduccion.

Ademas, la secuencia génica en el cromosoma puede modificarse mediante la induccidon de una modificacién en la
secuencia por eliminacion, insercion, sustitucién conservativa o no conservativa, o una combinacién de estas en la
secuencia génica para debilitar aun mas la actividad enzimatica; o mediante la sustitucion con una secuencia génica
que se mejoro para tener una actividad mas débil o una secuencia génica que se mejord para no tener actividad.

En una modalidad ilustrativa de la presente solicitud, se confirmé que la inactivacion de la actividad se puede realizar
mediante al menos un método de mutacion seleccionado del grupo que consiste en una mutacién por insercion que
se realiza mediante la insercion de al menos un par de bases en el gen que codifica la 6-fosfogluconato deshidratasa
y en el gen que codifica la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; una mutacion por eliminacion que se realiza al
tener una eliminacion en al menos un par de bases dentro del gen; y una mutacién de transicion o transversion de
un par de bases que se realiza mediante la introduccion de un codon sin sentido o un codén diferente en el gen.

En la presente solicitud, el microorganismo del género Escherichia puede ser especificamente Escherichia coli, pero
no se limita a ello.

Especificamente, la cepa original del microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano mediante la
inactivacién de las actividades de edd y eda puede no estar particularmente limitada siempre que el microorganismo
pertenezca al género Escherichia. Por ejemplo, el microorganismo que produce L-triptéfano puede ser un
microorganismo en el que, para aumentar la ruta de biosintesis, las actividades del gen en la ruta competitiva, el
regulador en la ruta direccional del operon triptéfano y el gen para introducir y descomponer el triptéfano se
debilitaron o inactivaron, y/o se sobreexpreso la actividad del operon triptéfano. Los métodos para debilitar o
inactivar la actividad son los mismos que se explicaron anteriormente, y los métodos que se conocen en la técnica
se incluyen sin limitacién. Adicionalmente, los métodos para sobreexpresar la actividad del operdn triptéfano que se
conocen en la técnica se incluyen sin limitacion. Por ejemplo, los métodos pueden incluir un método de introduccion
adicional de un polinucleétido, que incluye parte o la totalidad de la secuencia de nucleétidos del gen del operon o
una region de control de la expresion que se introduce desde el exterior, en el cromosoma; un método para
aumentar el numero de copias mediante la introduccién en un sistema vector; un método para aumentar la actividad
del operon mediante la sustitucion de la secuencia de control de la expresion que controla la expresion del gen con
otra secuencia de control de la expresion, una modificacién que tiene una mutacién inducida en parte o la totalidad
de la secuencia de nucledtidos de la region de control de la expresion y una introduccion de una modificacion del
propio gen, etc., pero no se limitan a ellos. Especificamente, el microorganismo puede ser E. coli, en la que parte o
la totalidad del gen pheA, el gen trpR, el gen mtry el gen tnaAB se elimina y/o el operdn triptéfano se sobreexpresa.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2918459 T3

En la presente solicitud, el gen edd, el gen eda, el gen pheA, el gen {rpR, el gen mtr, el gen tnaAB y el operon
triptéfano, y las secuencias de proteinas que estos codifican se pueden obtener de una base de datos conocida, por
ejemplo, GenBank de NCBI, pero no se limitan a ello. Adicionalmente, los detalles especificos con respecto al gen
pheA, el gen trpR, el gen miry el gen tnaAB se pueden encontrar en la descripcion de la patente coreana num. 10-
0792095.

A partir de las modalidades ilustrativas de la presente solicitud, se confirmé que, con respecto a la inactivacion de las
actividades de 6-fosfogluconato deshidratasa y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa en diversas cepas
originales, cualquier microorganismo del género Escherichia, independientemente de su cepa original, mejord
significativamente la produccion de L-triptéfano cuando las actividades de 6-fosfogluconato deshidratasa y 2-ceto-3-
desoxi-6-fosfogluconato aldolasa se inactivaron juntas.

La presente solicitud proporciona un método para preparar L-triptéfano, que incluye el cultivo de un microorganismo
del género Escherichia que produce L-triptéfano mediante la inactivacion de las actividades enddgenas de la 6-
fosfogluconato deshidratasa (edd) y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa (eda) de la presente solicitud; y
recuperar L-triptéfano del medio de cultivo o del microorganismo que se cultiva.

El medio y otras condiciones de cultivo que se usan para cultivar el microorganismo de la presente solicitud
particularmente no se limitan, sino que se pueden usar cualquier medio convencional para el cultivo de
microorganismos del género Escherichia. Especificamente, el microorganismo de la presente solicitud se puede
cultivar en un medio convencional que contiene fuentes apropiadas de carbono, fuentes de nitrogeno, fuentes de
fésforo, compuestos inorganicos, aminoacidos y/o vitaminas, etc., en condiciones aerdbicas mientras se ajusta la
temperatura, el pH, etc.

Los ejemplos de las fuentes de carbono a usar en la presente solicitud pueden incluir carbohidratos tales como
glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, manitol, sorbitol, etc.; alcoholes tales como alcoholes de azucar, glicerol,
piruvato, lactato, citrato, etc.; y aminoacidos tales como acido organico, acido glutamico, metionina, lisina, etc.
Adicionalmente, nutrientes organicos naturales tales como hidrolizado de almidén, melaza, melaza de cafa, salvado
de arroz, almidon de yuca, melaza de cafa de azucar, licor de maceracion de maiz, etc., y especificamente,
carbohidratos tales como glucosa y melaza pretratada estéril (es decir, melaza convertida en un azucar reductor),
etc. Ademas, se pueden usar sin limitacion diversas otras fuentes de carbono en una cantidad adecuada. Estas
fuentes de carbono se pueden usar solas o0 en una combinacién de dos 0 mas.

Los ejemplos de las fuentes de nitrdgeno a usar en la presente solicitud pueden incluir compuestos inorganicos,
tales como amoniaco, sulfato de amonio, cloruro de amonio, acetato de amonio, fosfato de amonio, carbonato de
amonio, nitrato de amonio, etc.; aminoacidos, tales como acido glutamico, metionina, glutamina, etc.; y fuentes de
nitrégeno organico tales como peptona, NZ-amina, extracto de carne, extracto de levadura, extracto de malta, licor
de maceracion de maiz, hidrolizado de caseina, pescado o productos de descomposicion de este, y torta de soja
desgrasada o productos de descomposicion de esta, etc. Estas fuentes de nitrégeno se pueden usar solas o en
combinacién de dos o mas.

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

En la presente solicitud, el pH de un cultivo se puede ajustar durante el cultivo por la adicion de forma adecuada al
cultivo de un compuesto tal como hidroxido de amonio, hidroxido de potasio, amoniaco, acido fosférico y acido
sulfurico. Durante el periodo de cultivo, se puede afadir un agente antiespumante, tal como éster de poliglicol de
acido graso, para evitar la generacion de espuma. Adicionalmente, se puede inyectar en el cultivo oxigeno o un gas
que contenga oxigeno para mantener un estado aerdbico del cultivo; o se puede inyectar gas nitrégeno, hidrégeno o
diéxido de carbono sin la inyeccion de un gas para mantener un estado anaerébico o microaerébico del cultivo.

La temperatura del cultivo generalmente puede estar en un intervalo de 27 °C a 40 °C, y especificamente, de 30 °C
a 37 °C, pero no se limita a ello. El cultivo se puede continuar hasta que se obtenga la cantidad de materiales utiles
deseados, y especificamente de 10 horas a 100 horas, pero no se limita a ello.

El L-triptéfano se puede recuperar mediante un método adecuado que se conoce en la técnica, por ejemplo, cultivo
discontinuo, cultivo continuo o cultivo discontinuo alimentado, etc., de acuerdo con el método de cultivo de la
presente solicitud.

La recuperacion ademas puede incluir una etapa de purificacion.
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Los L-aminoacidos se pueden liberar en el medio de cultivo que se cultiva o se pueden contener en los
microorganismos.

Efectos Ventajosos de la Invencién

La presente solicitud proporciona un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano mediante la
inactivacién de la actividad endégena de la 6-fosfogluconato deshidratasa y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato
aldolasa y, de este modo, la presente solicitud proporciona un efecto que el L-triptéfano se puede producir con
mayor rendimiento y con mayor eficiencia y rentabilidad mediante el uso del microorganismo.

Modos para llevar a cabo la invencion

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

Ejemplo Comparativo 1: Preparacion de una cepa original (ApheAAtrpRAmtrAtnaABI/pCL1920-Ptrc-trpO)

(1) Preparacién de una cepa de tipo salvaje en la que se inactivan las proteinas que codifican los genes pheA, trpR,
miry tnaAB

Para aumentar la ruta de biosintesis del triptéfano por la cepa original, el gen pheA, que es un gen en la ruta
competitiva; el gen trpR, que es un regulador del operdn triptéfano y de la ruta direccional; el gen mtr, que es un gen
para introducir triptéfano; y los genes thaA y tnaB, que son genes para introducir y descomponer triptéfano, se
inactivaron todos, y de esta manera se examina mejor la capacidad de producir triptéfano del microorganismo de la
presente solicitud. La corismato mutasa/prefenato hidratasa que codifica el gen pheA; el represor transcripcional
trpR que codifica el gen trpR; el triptéfano/indol: simportador de H* por el gen mtr; y la triptofanasa y el triptéfano:
simportador de H* que codifica los genes thaA y tnaB en forma de un operdn se inactivaron todos por recombinacion
homéloga de los genes en E. coli W3110 (ATCC® 39936™). Para este fin, se emplea el método de inactivacion de
una sola etapa mediante el uso de la recombinasa lambda Red que desarrollaron Datsenko KA y otros, y la
inactivacion se realizo en base al método que se describe en la patente coreana nim. 10-0792095. Las secuencias
de los cebadores que se usan en el Ejemplo Comparativo 1 que se describe en la presente descripcion, y el Ejemplo
Comparativo 2 y los Ejemplos 1y 3 que se describen a continuacion se muestran en la Tabla 3 mas abajo.

Especificamente, aproximadamente 1100 pares de fragmentos génicos se amplificaron por PCR mediante el uso del
gen pKD3 como molde, junto con una parte del gen pheA que tiene una secuencia de SEQ ID NO: 6 y los cebadores
1y 2 que tienen una secuencia de nucleétidos parcial del gen de resistencia al cloranfenicol del gen pKD3. Luego,
los fragmentos de ADN que se obtienen por PCR se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, se
eluyeron y se usaron como molde para la segunda PCR. Para obtener los fragmentos de ADN 5'y 3' del gen pheA
en E. coli, se amplificaron por PCR aproximadamente 250 pares de fragmentos génicos mediante el uso del
cromosoma de E. coli W3110 como molde, junto con los cebadores 3 y 4 y los cebadores 5 y 6. Luego, los
fragmentos de ADN que se obtienen por PCR se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, se
eluyeron y se usaron como molde para la segunda PCR.

En lo anterior, las secuencias de nucleétidos de 18 pares entre el cebador 1 y el cebador 4 son complementarias y
las secuencias de nucleotidos de 20 pares entre el cebador 2 y el cebador 5 son complementarias, y de este modo
los fragmentos que se obtienen por el cebador 1y el cebador 2, los que se obtienen por el cebador 3 y el cebador 4,
y los que se obtienen por el cebador 5 y el cebador 6 se pueden unir como un solo fragmento. Los fragmentos de
PCR que se obtienen de este modo se amplificaron 5 veces por PCR sin usar ningun cebador, se trataron con los
cebadores 3 y 6 y se amplificaron de nuevo 25 veces por PCR. Como un resultado, se amplificaron fragmentos
génicos con un tamafo de aproximadamente 1600 pares de bases.

Luego, E. coli W3110, que se transformé con pKD46, se preparé en células competentes de acuerdo con el método
que desarrollaron Datsenko KA y otros, se introdujeron fragmentos génicos con un tamafio de aproximadamente
1600 pares de bases que se obtienen por PCR y se sembré en medio LB sdlido que contiene cloranfenicol (30
mg/L). Después de confirmar por PCR que el gen pheA en la cepa que se obtiene de este modo era inactiva al tener
un tamafo de 1600 pares de bases, se preparo la cepa E. coli W3110 ApheA.

De igual modo, las proteinas que codifica el gen trpR que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 8, el gen mtr que tiene
la secuencia de SEQ ID NO: 10, y los genes tnaA y tnaB que tienen las secuencias de SEQ ID NO: 12 y 14 se
inactivan mediante el uso de los cebadores de la Tabla 3, se construye de esta manera una cepa W37170
ApheAAtrpRAmtrAtnaAB.

(2) Preparacion de vectores que se introducen con genes que exhiben la capacidad de producir triptéfano
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Para proporcionar la capacidad de producir triptéfano a la cepa de tipo salvaje, W3110ApheAAtroRAmtrAtnaAB, que
se prepar6 anteriormente, se inserté al vector pCL71920 el promotor de Pirc y el gen del operdn triptéfano y, de esta
manera, se prepard pCL1920-Ptrc-trpO.

Especificamente, para insertar el promotor de Pfrc en el vector pCL1920, se recuperé el plasmido pCL1920, se trato
con Hindlll'y Pstl, y se preparé el promotor de Ptrc por PCR con la repeticién de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94
°C durante 30 segundos, hibridacion a 58 °C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C durante 30 segundos
mediante el uso de pTrcHis B (Invitrogen, EE. UU.) como molde junto con los cebadores 23 y 24. Los fragmentos del
promotor de Ptrc que se obtienen de este modo se escindieron con Hindlll y Pstl y se ligaron con el vector pCL1920,
se construye de esta manera un vector pCL1920-Ptrc.

Luego, para la construccion del vector pCL1920_Ptrc_trpO, se prepard el vector pCL1920-Ptrc por tratamiento con
Pstl y fosfatasa alcalina, y se amplifico el gen del operdn triptofano a partir del ADN cromosomico de E. coli
KCCM10812P (patente coreana num. 10-0792095). El gen trpE, que es el primer gen del gen del operén
correspondiente, tiene una forma de inhibicion por retroalimentacion. Para la amplificacion se realizé PCR mediante
el uso del ADN cromosomico de E. coli KCCM10812P como molde, junto con los cebadores 25 y 26 con la repeticion
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 58 °C durante 30 segundos, y
polimerizacion a 72 °C durante 5 minutos. Los fragmentos de ADN que se obtienen de este modo se trataron con
Pstl y se ligaron con el vector pCL1920-Ptrc que se prepar6 anteriormente, y el vector que se obtuvo como resultado
se denomina pCL1920_Ptrc_trpO (SEQ ID NO: 15).

(3) Preparacion de una cepa a la que se inserta un vector que contiene el operén triptéfano

Después de preparar células competentes de la cepa que se prepara en el Ejemplo Comparativo 1 (1), se introdujo a
la cepa el vector que se prepard en el Ejemplo Comparativo 1 (2) y, de esta manera, se prepard una cepa de tipo
salvaje W3110 ApheAAtrpRAmirAtnaABI/pCL1920-Ptrc-trpO que produce triptéfano.

Ejemplo 1: Preparacion de una cepa AeddAeda a partir de la cepa original del Ejemplo Comparativo 1

En la cepa de tipo salvaje W3110 ApheAAtrpRAmirAtnaABIpCL1920-Ptrc-trpO que se prepard en el Ejemplo
Comparativo 1, el grupo de genes edd-eda se elimind simultaneamente mediante recombinacién homologa y, de
esta manera, se prepard una cepa en la que se inactivaron tanto la 6-fosfogluconato deshidratasa como la 2-ceto-3-
desoxi-6-fosfogluconato, codificadas por el gen edd (SEQ ID NO: 2) y el gen eda (SEQ ID NO: 4).

Especificamente, para la preparacion de la cepa anterior, se usd el método de inactivacion de una sola etapa, que
es una tecnologia de generacién de mutantes mediante el uso de la recombinasa lambda Red que desarrollaron
Datsenko KA y otros. Como marcador para confirmar la insercion en un gen, se usa el gen de cloranfenicol de
pUCprmfmloxC (publicacién de solicitud de patente coreana num. 2009-007554). Se amplificaron aproximadamente
1200 pares de fragmentos génicos por PCR con la repeticion de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos y polimerizacion a 72 °C durante 1 minuto, mediante el uso de
pUCprmfmloxC como molde junto con los cebadores 27 y 28 que tienen una parte del grupo de genes edd-eda y una
secuencia de nucleotidos parcial del gen de resistencia al cloranfenicol del gen pUCprmfmioxC.

Adicionalmente, los fragmentos de ADN que se obtienen por amplificacion por PCR se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, se eluyeron y se usaron como molde para la segunda PCR. La segunda
PCR se disefid para obtener 20 pares de secuencias de nucleétidos complementarias en las regiones 5'y 3' de los
primeros fragmentos de ADN, y se amplificaron aproximadamente 1300 pares de fragmentos génicos por PCR con
la repeticion de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30
segundos y polimerizacion a 72 °C durante 1 minuto, mediante el uso del primer producto de PCR como molde junto
con los cebadores 29 y 30, a los que se afnadieron las regiones 5' y 3' del grupo de genes edd-eda. Los fragmentos
de ADN que se obtienen de este modo se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, se eluyeron y
se usaron para la recombinacion.

La bacteria E. coli que se transformé con pKD46 de acuerdo con el método que desarrollaron Datsenko KA y otros,
se prepard en un estado competente, y en esta se introdujo para su transformacién el fragmento génico con un
tamafo de 1300 pares de bases que se obtuvo por PCR. La cepa que se obtiene de este modo se selecciona de un
medio LB que contiene cloranfenicol, y el producto de PCR que se obtiene mediante el uso de los cebadores 31y 32
tenia un tamano de 1626 pares de bases, lo que confirmo que el grupo de genes edd-eda se elimind.

A la primera cepa recombinante que tiene resistencia al cloranfenicol, después de eliminar pKD46, se introdujo
pJW168, se elimina de esta manera el gen marcador de cloranfenicol de la bacteria (Gene, (2000) 247, 255 - 64). La
bacteria que se obtiene finalmente fue un producto que se amplifica por PCR, que se obtiene mediante el uso de los
cebadores 31 y 32, que tiene un tamafio de 580 pares, de este modo se confirma que se realizé la eliminacion
deseada. Adicionalmente, después de preparar la cepa en un estado competente, la cepa se transformé mediante la
introduccion en esta del vector que se prepar6 en el Ejemplo Comparativo 1, se prepara de esta manera una cepa
W3110ApheAAtrpRAmtrAtnaABAeddAedalpCL1920-Ptrc-trpO que produce triptéfano.
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Ejemplo 2: Confirmacién de la capacidad de producir triptéfano de la cepa AeddAeda

La evaluacion del titulo se realizd6 mediante el uso de la cepa que se prepard en el Ejemplo Comparativo 1y el
Ejemplo 1. Para la evaluacién del titulo, la bacteria se inoculd con un asa de platino, se cultivd en medio LB sdlido
durante la noche y se inoculé con un asa de platino en cada matraz con 25 ml de medio de titulo que tiene la
composicion que se muestra en la Tabla 1 mas abajo. Después de la inoculacion, la cepa se cultivd a 37 °C a una
velocidad de 200 rpm durante 42 horas, y los resultados que se obtienen se muestran en la Tabla 2 mas abajo.
Todos los resultados usados representan el valor promedio de los resultados que se obtienen en tres matraces
diferentes.

Tabla 1
Composicién Concentracion (por litro)
Glucosa 30g
K2HPO4 19
(NH4)2804 10g
NaCl 19
MgSQO4-7H20 19
Citrato de sodio 5¢g
Extracto de levadura 29
Carbonato de calcio 409
Citrato de sodio 59
Fenilalanina 0,159
Tirosina 0,19
pH 6,89
Tabla 2
Cepa DO Consum?g?l;? glucosa L—tr(ig}lc';f*ano
W3110ApheAAtrpRAmtr AtnaAB/pCL1920-Ptrc-trpO 30,1 247 0,78
Ejemplo 1 (W3110ApheAAtrpRAmtrAtnaABA 295 25 1 103
eddAedalpCL1920-Ptrc-trpQ) ’ ’ ’

* valor que se mide en el punto de tiempo de 22 horas
= valor que se mide en el punto de tiempo de 42 horas

Como resultado del experimento anterior, como se mostro en la Tabla 2 anterior, cuando se eliminé el grupo de
genes edd-eda sugerido en la presente solicitud, no hubo una diferencia significativa en el consumo de glucosa en
comparacion con el de la cepa original del Ejemplo Comparativo 1, sin embargo, se demostré que la cantidad de
produccion de triptéfano aumenta en aproximadamente un 32 % en comparacion con la de la cepa original. Se cree
que este resultado se debe al hecho de que la reaccién procedié a ribulosa 5-fosfato sin pérdida de 6-
fosfogluconato, que es un sustrato, por la eliminacion en la ruta de Entner Doudoroff y, de este modo, no solo
aumento la cantidad de NADPH sino también la cantidad de 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) y eritrosa 4-fosfato
(E4P), se mejora de esta manera la capacidad de producir triptéfano.

Ejemplo 3: Preparacion de una cepa AeddAeda a partir de la cepa original depositada
La cepa E. coli KCCM11166P productora de L-triptéfano (patente coreana num. 10-1261147) que se deposito en el

Centro de Cultivo de Microorganismos de Corea (KCCM) se tratd de la misma manera que en el Ejemplo 1y, de
esta manera, se prepard una cepa KCCM11166PAeddAeda, en la que se elimind el grupo de genes edd-eda.
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Tabla 3

Gen

Ndmero del
cebador

Secuencia (5' — 3')

SEQ
ID NO

pheA

1

AGGCAACACTATGACATCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

16

2

GGTCGCCATTAACAACGTGGCATATGAATATCCTCCTTA
G

17

TATTGAGTGTATCGCCAAC

18

CGATGTCATAGTGTTGCC

19

CCACGTTGTTAATGGCGACC

20

TTCATTGAACGGGTGATTTC

21

trpR

N ol o A W

TCCGCACGTTTATGATATGCTATCGTACTCTTTAGCGAG
TACAACCGGGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

22

GCCACGTCTTATCAGGCCTACAAAATCAATCGCTTTTCA
GCAACACCTCTCATATGAATATCCTCCTTAG

23

GCGCCGGGCGTATCGACGCA

24

10

GCATATCATAAACGTGCGGA

25

1"

TGTAGGCCTGATAAGACGTG

26

12

AAGGGGCGATCGGCGTGTTT

27

mtr

13

ATGGCAACACTAACCACCACCCAAACGTCACCGTCGCT
GCTTGGCGGCGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

28

14

TTACTGATACACCGGCAGTAAATTAAAGCTCGATAAAA
TATGCACCAGTGCATATGAATATCCTCCTTAG

29

15

GCAGCCGTTACATTGGTAAC

30

16

GTGGTGGTTAGTGTTGCCAT

31

17

TACTGCCGGTGTATCAGTAA

32

18

TCAAACCGTCAGCACGGCTG

33

thaAB

19

ATGAAGGATTATGTAATGGAAAACTTTAAACATCTCCCT
GAACCGTTCCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

34

20

TTAGCCAAATTTAGGTAACACGTTAAAGACGTTGCCGA
ACCAGCACAAAACATATGAATATCCTCCTTAG

35

21

TTAAGCGAAATCACCGGGGAA

36

22

ATGTCCGAGCACTGGCGC

37




10

15

20

25

30

35

40

ES2918459 T3

Gen Numero del |Secuencia (5' — 3') SEQID
cebador NO
pCL1920 -Ptrc-trp O 23 CCCAAGCTTGCTGTTGACAATTAATCAT 38
24 AAAACTGCAGCTGTTTCCTGTGTGAAAT 39
25 AAAACTGCAGATGCAAACACAAAAACCGACT 40
26 AAAACTGCAGTTAACTGCGCGTCGCCGCTTTC 41
edd-eda 27 42
AAACGCGTTGTGAATCATCCTGCTCTGACAACTCAATTT
CAGGAGCCTTTGCCGCCAGCTGAAGCTTTAC
% ACAGCACGCTTTTCAGCGCCAGGTAGTCACGGTAGTTA *
GCCGGAGAAATATAGTGGATCTGATGGGTACC
* TGCCCTATGAGCTCCGGTTACAGGCGTTTCAGTCATAAA 44
TCCTCTGAATGAAACGCGTTGTGAATCATCC
% ATCGCCCGCTTCCAGCGCATCTGCCGGAACCAGCCAGG *
AACCACCGATGCACAGCACGCTTTTCAGCGCC
31 CATGATCTTGCGCAGATTGTA 46
32 CATGATCTTGCGCAGATTGTA 47

Ejemplo 4: Confirmacién de la capacidad de producir triptéfano de la cepa AeddAeda

La evaluacion del titulo se realiza mediante el uso de la cepa depositada KCCM11166P y la cepa que se preparo en

el Ejemplo 3.

Para la evaluacion del titulo, la bacteria se inoculdé con un asa de platino, se cultiva en medio LB sélido durante la
noche y se inoculd con un asa de platino en cada matraz con 25 ml de medio de titulo que tiene la composicion que
se muestra en la Tabla 4 mas abajo. Después de la inoculacién, la cepa se cultivd a 37 °C a una velocidad de
200 rpm durante 42 horas, y los resultados que se obtienen se muestran en la Tabla 5 mas abajo. Todos los
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resultados usados representan el valor promedio de los resultados que se obtienen en tres matraces diferentes.
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Como resultado del experimento anterior, como se mostré en la Tabla 5 anterior, cuando se elimind el grupo de
genes edd-eda sugerido en la presente solicitud, no hubo una diferencia significativa en el consumo de glucosa en
comparacion con el de la cepa original, sin embargo, se demostré que la cantidad de produccién de triptéfano
aumenta en aproximadamente un 21 % en comparacion con la de la cepa original. Se cree que este resultado se

ES2918459 T3

Tabla 4
Composicién Concentracion (por litro)
Glucosa 60 g
K2HPO4 19
(NH4)2804 10¢g
NaCl 19
MgSQO4-7H.0 19
Citrato de sodio 59
Extracto de levadura 29
Carbonato de calcio 409
Citrato de sodio 59
Fenilalanina 0,15¢
Tirosina 0,19
pH 6,89
Tabla 5
Cepa DO Consumo de glucosa (g/l)’ L-triptofano (g/1)”
KCCM11166P 22,9 31,0 5,7
KCCM11166PAeddAeda 23,6 30,7 6,9
* valor que se mide en el punto de tiempo de 33 horas
= valor que se mide en el punto de tiempo de 48 horas

debe a la mejora en la capacidad de producir triptéfano, como se mencioné en el Ejemplo 2 anterior.

Los presentes inventores han confirmado que la cepa que se basa en KCCM11166P, en la que se inactivo el grupo
de genes edd-eda, tiene una capacidad de producir triptéfano mejorada, denominaron a la cepa "CA04-2800" y la

depositaron en el KCCM el 15 de noviembre de 2013, y se le asignoé el numero de depdsito KCCM11473P.

Los resultados anteriores sugieren que la inactivacion simultdnea de las actividades de edd-eda en un
microorganismo del género Escherichia que tiene la ruta de Entner-Doudoroff puede mejorar la capacidad de
producir triptéfano, en comparacién con el microorganismo sin la inactivacion de las actividades de edd-eda.

<110> CJ CheilJedang Corporation

<120>

Microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano y método para producir L-triptéfano

mediante el uso del mismo

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>

<211>
<212>

OPA15164-PCT

KR 10-2014-0076698
2014-06-23

47
Kopatentin 2.0
1

603
PRT

1"
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<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(603)
edd

Met

Arg

Ser

Phe

Arg

65

His

Glu

Asp

Arg

Phe

145

Leu

Pro

Ile

Glu

Gly

225

Leu

Leu

Asn

Asn

Asn

Glu

Thr

Ala

50

Asn

Gln

Ala

Gly

Glu

130

Asp

Thr

Ser

Arg

Ser

210

Thr

Pro

Thr

Glu

Gly
290

Pro

Thr

Val

35

Ala

Asn

Pro

Asn

Val

115

Val

Gly

Met

Gly

Gln

195

Glu

Ala

Gly

Ala

Trp

275

Ile

Gln

Arg

20

His

Cys

Ile

Tyr

Ala

100

Thr

Ile

Ala

Ala

Pro

180

Leu

Ala

Asn

Ser

Ala

260

Met

Val

Leu

Ser

Arg

Gln

Ala

Glu

85

Val

Gln

Ala

Leu

Ala

165

Met

Tyr

Ala

Thr

Ser

245

Ala

Pro

Ala

Leu

Ala

Ser

Pro

Ile

70

His

Gly

Gly

Met

Phe

150

Leu

Ala

Ala

Ser

Asn

230

Phe

Ala

Ile

Leu

Arg

Tyr

Gln

Glu

55

Ile

Tyr

Gln

Gln

Ser

135

Leu

Ser

Ser

Glu

Tyr

215

Gln

Val

Arg

Gly

Leu
295

ES2918459 T3

Val

Leu

Leu

40

Asp

Thr

Pro

Val

Asp

120

Ala

Gly

Phe

Gly

Gly

200

His

Met

His

Gln

Lys

280

Ala

Thr

Ala

25

Ala

Lys

Ser

Glu

Ala

105

Gly

Ala

Val

Gly

Leu

185

Lys

Ala

Val

Pro

Val

265

Met

Thr

Asn

10

Arg

Cys

Ala

Tyr

Ile

90

Gly

Met

Val

Cys

His

170

Pro

Val

Pro

Val

Asp

250

Thr

Ile

Gly

12

Arg

Ile

Gly

Ser

Asn

75

Ile

Gly

Glu

Gly

Asp

155

Leu

Asn

Asp

Gly

Glu

235

Ser

Arg

Asp

Gly

Ile

Glu

Asn

Leu

60

Asp

Arg

Val

Leu

Leu

140

Lys

Pro

Lys

Arg

Thr

220

Phe

Pro

Met

Glu

Ser
300

Ile

Gln

Leu

45

Lys

Met

Lys

Pro

Ser

125

Ser

Ile

Ala

Glu

Met

205

Cys

Met

Leu

Thr

Lys

285

Thr

Glu

Ala

30

Ala

Ser

Leu

Ala

Ala

110

Leu

His

Val

Val

Lys

190

Ala

Thr

Gly

Arg

Gly

270

Val

Asn

Arg

15

Lys

His

Met

Ser

Leu

95

Met

Leu

Asn

Pro

Phe

175

Val

Leu

Phe

Met

Asp

255

Asn

Val

His

Ser

Thr

Gly

Leu

Ala

80

His

Cys

Ser

Met

Gly

160

Val

Arg

Leu

Tyr

Gln

240

Ala

Gly

Val

Thr
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Met

305

Asp

Tyr

Val

Asp

Pro

385

Ser

His

Lys

Val

Leu

465

Ala

Leu

Ser

Ala

Arg

545

Glu

Val

Gly

2

His

Asp

Pro

Pro

Val

370

Trp

Leu

Gly

Thr

Val

450

Leu

Asn

Leu

Gly

Tyr

530

Val

Leu

Gly

Ala

1812
ADN
Escherichia coli

gen
(1)..(1812)
edd

Leu

Phe

Asn

Val

355

Asn

Leu

Asp

Gly

Ser

435

Phe

Asp

Gly

Asp

Ala

515

Asp

Asn

Ala

Thr

Glu
595

Val

Ser

Gly

340

Leu

Thr

Asn

Ser

Thr

420

Ala

Glu

Arg

Met

Arg

500

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

580

Gln

Ala

Asp

325

Pro

Val

Val

Asn

Asn

405

Lys

Val

Ser

Asp

Pro

485

Cys

Gly

Gly

Gln

Arg

565

Arg

Gly

Met

310

Leu

Ala

Arg

Ala

Gly

390

Val

Val

Pro

Gln

Cys

470

Glu

Phe

Lys

Leu

Thr

550

Glu

Glu

Ala

Ala

Ser

Asp

Glu

Gly

375

Glu

Ile

Leu

Val

His

455

Val

Leu

Lys

Val

Leu

535

Gly

Pro

Leu

Thr

ES2918459 T3

Arg

Asp

Ile

Leu

360

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

440

Asp

Val

His

Ile

Pro

520

Ala

Glu

His

Phe

Cys
600

Ala

Val

Asn

345

Leu

Gly

Asp

Ser

Gly

425

Asn

Val

Val

Lys

Ala

505

Ser

Lys

Leu

Ile

Ser

585

Ile

Ala

Val

330

His

Lys

Leu

Trp

Phe

410

Asn

Gln

Met

Val

Leu

490

Leu

Ala

Val

Thr

Pro

570

Ala

Thr

13

Gly

315

Pro

Phe

Ala

Ser

Arg

395

Glu

Leu

Val

Pro

Arg

475

Met

Val

Ile

Arg

Leu

555

Asp

Leu

Phe

Ile

Leu

Gln

Gly

Arg

380

Glu

Gln

Gly

Ile

Ala

460

His

Pro

Thr

His

Asp

540

Leu

Leu

Arg

Gln

Met

Ala

Leu

365

Tyr

Gly

Pro

Arg

Glu

445

Phe

Gln

Pro

Asp

Val

525

Gly

Val

Ser

Glu

Ile

Ala

Ala

350

Leu

Thr

Ala

Phe

Ala

430

Ala

Glu

Gly

Leu

Gly

510

Thr

Asp

Asp

Ala

Lys
590

Asn

Arg

335

Gly

His

Leu

Glu

Ser

415

Val

Pro

Ala

Pro

Gly

495

Arg

Pro

Ile

Glu

Ser

575

Leu

Trp

320

Leu

Gly

Glu

Glu

Lys

400

His

Met

Ala

Gly

Lys

480

Val

Leu

Glu

Ile

Ala

560

Arg

Ser
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<400> 2

atgaatccac
tctgcttatc
gcatgcggta
aaaagcatgt
caccagcctt
gttggtcagg
ggaatggaat
tcccataaca
ctgacgatgg
atggcaagcg
aaagtggacc
tgtactttct
ttgccaggct
gctgcgcecgtce
atgatcgatg
actaaccaca
gatgacttct
ccggccgata
ctcaaagcag
tatacccttg
tcactcgaca
aaagtgttaa
aaccaggtga
tttgaagcgg
gcgaacggaa
tgtttcaaaa
tcagctatcc
ggggacatca
gaactggctg
cgtgaattat
atcacttttt

<210> 3
<211> 213

aattgttacg
tcgcccggat
acctggcaca
tgcgtaacaa
atgaacacta
ttgcgggcegg
tgtcgctgcect
tgtttgatgg
cagccctgte
gtttgccaaa
gcatggcctt
acggtactgc
cttcttttgt
aggttacacg
agaaagtggt
ccatgcacct
ctgacctttc
ttaaccactt
gcctgctgcea
aaccatggct
gcaatgtgat
gcggtaacct
ttgaagcgcc
gtttgctgga
tgccagaatt
ttgcgttagt
acgtaacacc
ttcgtgtgaa
ctcgcgaacc
tcagcgcecctt

aa

cgtaacaaat
agaacaagcg
cggtttcgcet
tatcgccatc
tccagaaatc
tgttccggeg
aagccgcgaa
tgctctgttc
gtttggtcat
taaagaaaaa
actggagtca
caacaccaac
tcatccggat
catgaccggt
ggtgaacggt
ggtggcgatg
tgatgttgta
ccaggcggca
tgaagatgtc
gaataatggt
cgcttcctte
gggccgtgcg
agcggttgtt
ccgcgattgt
acataaactc
taccgatgga
agaagcctac
tggacagaca
gcacattcct

gcgtgaaaaa

ES2918459 T3

cgaatcattg
aaaacttcga
gcctgccagce
atcacctcct
attcgtaaag
atgtgtgatg
gtgatagcga
ctcggtgtgt
ttgcctgcgg
gtgcgtattc
gaagccgcgt
cagatggtgg
tctccgetge
aatggtaatg
atcgttgcac
gcgcgcegegyg
ccgctgatgg
ggtggcgtac
aatacggtgg
gaactggact
gaacaacctt
gttatgaaaa
tttgaaagcc
gtcgttgttg
atgccgccac
cgactctccg
gatggcgggce
ggcgaactga
gacctgagcg

ctgtccggtg

aacgttcgcg
ccgttcatcg
cagaagacaa
ataacgacat
ccctgcatga
gtgtcaccca
tgtctgcggce
gcgacaagat
tgtttgtgcce
gccagcttta
cttaccatgc
tggagtttat
gcgatgcttt
aatggatgcc
tgctggcgac
ccggtattca
cacgtctcta
cggttctggt
caggttttgg
ggcgggaagyg
tctctcatca
cctctgeegt
agcatgacgt
tccgtcatca
ttggtgtatt
gcgcttcagg
tgctggcaaa
cgctgctggt
cgtcacgcgt

ccgaacaggg

14

cgagactcgc
ttcgcagttg
agcctctttg
gctctccgeg
agcgaatgcg
ggggcaggat
ggtggggctg
tgtcccgggt
gtctggaccg
tgccgaaggt
gccgggaaca
ggggatgcag
gaccgccgca
gatcggtaag
cggtggttcce
gattaactgg
cccgaacggt
gcgtgaactg
tctgtctcgt
ggcggaaaaa
tggtgggaca
gccggttgag
tatgccggcece
ggggccaaaa
attggaccgg
taaagtgccg
agtgcgcgac
agacgaagcg
gggaacagga

cgcaacctgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1812
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<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

PRT
Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(213)
eda

3

Met

1

Val

Ala

Arg

Pro

65

Ala

Thr

Pro

Leu

Ala

145

Thr

Ser

Glu

Glu

4

Lys

Val

Lys

Thr

50

Glu

Glu

Glu

Gly

Lys

130

Leu

Gly

Val

Ala

Gly
210

642
ADN
Escherichia coli

gen
(1)..(642)
eda

Asn

Pro

Ala

35

Glu

Ala

Val

Pro

Ile

115

Glu

Gln

Gly

Leu

Gly

195

Ala

Trp

Val

20

Leu

Cys

Ile

Thr

Leu

100

Ser

Phe

Ala

Ile

Cys

180

Asp

Lys

Lys

Ile

Val

Ala

Val

Glu

85

Leu

Thr

Lys

Ile

Ser

165

Ile

Tyr

Leu

Thr

Val

Ala

Val

Gly

70

Ala

Lys

Val

Phe

Ala

150

Pro

Gly

Asp

Ser

Val

Gly

Asp

55

Ala

Gly

Ala

Ser

Phe

135

Gly

Ala

Gly

Arg

ES2918459 T3

Ala

Lys

Gly

40

Ala

Gly

Ala

Ala

Glu

120

Pro

Pro

Asn

Ser

Ile
200

Glu

Lys

25

Val

Ile

Thr

Gln

Thr

105

Leu

Ala

Phe

Tyr

Trp

185

Thr

Ser

10

Leu

Arg

Arg

Val

Phe

90

Glu

Met

Glu

Ser

Arg

170

Leu

Lys

15

Ile

Glu

Val

Ala

Leu

75

Ala

Gly

Leu

Ala

Gln

155

Asp

Val

Leu

Leu

His

Leu

Ile

60

Asn

Ile

Thr

Gly

Asn

140

Val

Tyr

Pro

Ala

Thr

Ala

Glu

45

Ala

Pro

Ser

Ile

Met

125

Gly

Arg

Leu

Ala

Arg
205

Thr

Val

30

Val

Lys

Gln

Pro

Pro

110

Asp

Gly

Phe

Ala

Asp

190

Glu

Gly

15

Pro

Thr

Glu

Gln

Gly

95

Leu

Tyr

Val

Cys

Leu

175

Ala

Ala

Pro

Met

Leu

Val

Leu

Leu

Ile

Gly

Lys

Pro

160

Lys

Leu

Val
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atgaaaaact
atcgtggtaa
gtgcgcgttc
gccaaagaag
gcagaagtca
ctgaaagctg
ctgatgctgg
ggcggcgtga
acgggtggta
atcggtggtt
actaagctgg
<210> 5

<211> 386
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 5

Met

1

Leu

Val

Ile

Ala

65

Ile

Asn

Gly

Glu

Thr

Asp

Glu

Asp

50

His

Glu

Lys

Ser

Gln

ggaaaacaag
aaaaactgga
tggaagtgac
tgcctgaage
ctgaagcggg
ctaccgaagg
gtatggacta
aagccctgca
tttctccgge
cctggctggt

cgcgtgaagce

Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(386)
pheA

Ser Glu

Glu Lys

20

Val
35

Gly

Arg Glu

His Leu

Asp Ser

Ile Asn

100
Tyr Ser
115

Phe Ile

130

Gln
145

Val

Glu Thr

tgcagaatca
acacgcggtg
tctgcgtacc
gattgtgggt
tgcacagttc
gactattcct
cggtttgaaa
ggcgatcgceg
taactaccgt
tccggcagat

tgtagaaggc

Asn Pro Leu

Leu Leu Ala

Lys Ala Lys

Leu
55

Arg Asp

Ala
70

Asp His

Val
85

Leu Thr

Pro His Ser

His Leu Ala

Glu Ser Gly

135

Gln
150

Gly Ala

ES2918459 T3

atcctgacca
ccgatggcaa
gagtgtgcag
gccggtacgg
gcaattagcc
ctgattccgg
gagttcaaat
ggtccgttct
gactacctgg
gcgctggaag

gctaagctgt

Leu Ala

Leu

ccggcccggt
aagcgttggt
ttgacgctat
tgctgaatcc
cgggtctgac
ggatcagcac
tcttccecgge
cccaggtccg
cgctgaaaag
cgggcgatta

aa

Arg Glu

10

Leu
25

Leu

Leu Leu

40

Leu Glu

Tyr Ile

Gln Gln

Ala

Ser

Arg

Thr

Ala

Glu Arg

His

Arg

Ile
60

Leu

Arg Leu

75

Leu Leu

90

Ala Arg

105

Ala
120

Arg
Cys Ala

Asp Tyr

Ile

Gln

Lys

Ala

Ala Phe

Tyr Ala

Lys

Arg

Pro

45

Thr

Phe

Gln

Leu

Ala

tgtaccggtt
tgctggtggg
ccgtgctatce
acagcagctg
cgagccgctg
tgtttccgaa
tgaagctaac
tttctgcccg
cgtgctgtgce

cgaccgcatt

Ile Ser

15

Glu
30

Leu

Val Arg

Leu Gly

Gln Leu

Gln His

95
Gly Pro
110

Arg His

125

Phe Ala

140

Val
155

Val

16

Asp

Pro

Ile Phe

Ile Glu

Ala

Ala

Asp

Lys

Ile

80

Leu

Lys

Phe

Asn

Asn
160

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642
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Thr

Ser

Leu

His

Ser

Leu

Val

Pro

Ser Gly

Ile
180

Ser

Ser
195

Gly

Gln Pro

210

His

225

Val

Gly

Gln

Asn

Trp

Ala

Gly

Arg

Val

Lys Ile

Gln Ala

Thr Leu

260

Gln
275

Asn

Ser Asp

290

Gly

305

His

Pro

Ala

Met

Gln

Asn

Trp

Glu

Lys

Gln Ala

Leu Ile

Glu Glu

340
Met Gln
355

Val Leu

370

Pro
385

<210> 6

<211> 1161
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

gen

<400> 6

atgacatcgg
ttattagcgt
ctctcgcatc

acgctcggta

Thr

Escherichia coli

(1)..(1161)
pheA

aaaacccgtt
tactggcaga
gcccggtacg

aagcgcacca

Ala
165

Ile Asn

Val Gly Glu

Thr Thr Asp

Phe Gln Gln

215

Glu Tyr Thr

230

Lys Ser Pro

245

Tyr Gly Leu

Phe Thr Arg

Gln Val Pro

295

Ala
310

Gly Leu

Met Thr

325

Arg

Met Phe Tyr

Lys Ala Leu

Gly Cys Tyr

375

actggcgctg
acggcgcgaa
tgatattgat

tctggacgcecc

ES2918459 T3

Asp Val

Tyr

Asp Leu

170

Thr
185

Met

Leu Ser

200

Cys Ser

Glu

Ser

His Val

Leu

Thr

Lys

Thr

Ala

Thr Ile

Ile Asn

Leu

Asp

Thr

His
175

Gln

His
190

Cys

Val Tyr

205

Phe Leu

220
Ser Ala
235

Ala Leu

250

Gln Val

265

Phe
280

Val
Ala Lys
Val Glu

Leu Glu

Leu

Val

Thr

Ala

Ser

Glu Arg

Leu Ala

Asn

Ala

Gly

Ile

Arg

Arg Tyr

Met Glu

Glu
255

Ser

Glu Ala

270

Lys Ala

285

Thr Leu

300
Leu Leu
315

Arg Pro

330

Leu Asp

345

Lys Glu

360

Pro Ser

cgagagaaaa
ctggccgtcg
cgtgaacgcg

cattacatta

Ile

Leu

Glu

Gln Ala

Gly Glu

Leu

Val

Ile

Asn

Ile

Met Ala

Leu Arg

His Gly

335
Leu Glu
350

Thr Arg

365

Val
380

Asn

tcagcgcgcet
aggtgggaaa
atttgctgga

ctcgcctgtt

17

Val

Pro Val

ggatgaaaaa
agccaaactg
aagattaatt

ccagctcatc

Thr

Leu

Ser

Pro

Lys

240

Ala

Asn

Ile

Thr

Asn

320

Asn

Ser

Ser

Asp

60

120

180

240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

attgaagatt
ccgcactcag
cgccagtatg
gatattttta
accagctccg
gttggcgaga
tccaccatca
aatcgttatc
gttgcacagg
tacggtttgce
gtggtgttgg
ttaatggcga
cacaatctga
atgttctatc

gagttagggg

gtgcctgttg

<210> 7

<211> 108
<212> PRT
<213>
<220>
<221>

<222>

<223> trpR

<400> 7

Met

Gln

Asp

Glu

Glu

65

Thr

Arg

Ala

Glu

Leu

Ala

50

Met

Ile

Gln

ccgtattaac
cacgcatcgce
ctgcccgtca
atcaggtgga
gtgccataaa
tgacgttaac
atacggtcta
cgcactggaa
caaaatcacc
aggtactgga
cgcgtaaagc
ccgggcaaca
ttatgacccg
tggatattca
aaatcacccg

atccaacctg

Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(108)

Gln Gln

Leu
20

Trp
His Leu
35

Leu Gly

Ser Gln
Thr Arg

Leu
100

Trp

tcagcaggct
ttttctcgge
ctttgagcaa
aaccggccag
cgacgtttac
tatcgaccat
cagccatccg
gattgaatat
gcatgttgct
gcgtattgaa
cattaacgtg
agccggtgceg
tctggaatca
ggccaatctt
ttcaatgaag

a

Ser Pro Tyr

Arg Phe Val

Pro Leu Leu

Thr Val

55

Arg

Glu
70

Arg Leu

Gly Ser Asn

85
Glu

Glu Val

ES2918459 T3

ttgctccaac
cccaaaggtt
ttcattgaaa
gccgactatg
gatctgctgc
tgtttgttgg
cagccattcc
accgaaagta
gcgttgggaa
gcaaatcagc
tctgatcagg
ctggttgaag
cgcccgatte
gaatcagcgg

gtattgggct

Ser Ala

Ala

aacatctcaa
cttattccca
gtggctgcgce
ccgtcgtacc
aacataccag
tctccggcecac
agcaatgcag
cgtctgcggce
gcgaagctgg
gacaaaactt
ttccggcgaa
cgttgctggt
acggtaatcc
aaatgcaaaa

gttacccaag

Met Ala

10

Leu
25

Asp

Asn Leu

40

Arg Ile

Asn

Lys

Ser Leu

Leu

Met

Val

Glu

Lys

Lys Asn

Leu Thr

Glu Glu

60

Leu
75

Gly

Ala Ala

90

Leu
105

Leu

Lys

Ser Asp

18

Glu

Ala

Pro

45

Leu

Ala

Pro

taaaattaat
tcttgcggeg
caaatttgcc
gattgaaaat
cttgtcgatt
tactgattta
caaattcctt
aatggaaaag
cggcactttg
cacccgattt
aaccacgttg
actgcgcaac
atgggaagag
agcattgaaa

tgagaacgta

Gln Arg

15
Tyr Gln
30

Asp Glu

Leu Arg

Gly Ile

vVal Glu

95

His

Asn

Arg

Gly

Ala

80

Leu

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1161l
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<210> 8

<211> 327
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

gen

trpR

<400> 8

atggcccaac
cgttttgtcg
ctgatgctga
ctgttgcgceg
acgattacgc
gaagaggtgt
<210> 9

<211> 414
<212> PRT
<213>
<220>
<221>

<222>

<223> mtr

<400> 9
Met

1

Val

Pro

Ile

Ala

65

Asp

Phe

Ile

Ala

Ala

Val

Val

Phe

50

Asn

Leu

Val

Leu

Ala

Escherichia coli

(1)..(327)

aatcacccta
acctgcttaa
cgccagatga
gcgaaatgag
gtggatctaa

tgctgaaaag

Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(414)

Thr Leu

Ile Ile

20

Val
35

Met

Thr Trp

Leu Asn

Leu Gly

Leu Tyr

100
His His
115

Gly Phe

130

ttcagcagcg
gaatgcctac
gcgcgaagcg
ccagcgtgag
cagcctgaaa

cgattga

Thr Thr Thr

Gly Gly Thr

Ser Gly Ala

Phe Met

55

Cys

Tyr Arg Ile

70

Lys
85

Gly Trp

Ile Leu Thr

Thr Phe Ala

Phe Ala

135

Gly

ES2918459 T3

atggcagaac
caaaacgatc
ttggggactc

ttaaaaaatg

gccgcgeccyg

Gln Thr

Ser

agcgtcacca
tccatttacc
gcgtgcgtat
aactcggcgce

tcgagctgcg

Pro Ser

10

Ile Ile

25
Trp Phe
40

Leu His

Ser

Gly

Asn Val

Gly

Phe

Ser

Ser

Val

Ala Gly

Ser

Trp

Leu
60

Gly

Phe
75

Asp

Asn Gly

90

Ala
105

Tyr

Glu
120

Met

Leu Leu

Tyr

Ser

Val

Ile Ser

Leu Asn

Leu

Met

Met

45

Met

Thr

Ile

Ala

Val

ggagtggtta
gttgttaaac
tgtcgaagag
aggcatcgcg

ccagtggctg

Leu Gly

15

Phe
30

Ser
Ala Ala
Ile Leu
Ile Thr

Ile
95

Ser

Ser
110

Gly

Pro Ala

125

Ala Phe

140

19

Val

Val Trp

Gly

Leu

Leu

Glu

Lys

80

Ala

Ser

Arg

Leu

60

120

180

240

300

327
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ser

145

Val

Pro

Tyr

Gly

Ile

225

Thr

Ile

Leu

Phe

Leu

305

Gly

Gly

Leu

Ala

Lys

385

Val

10

Thr

Ile

Ala

Leu

Asn

210

Val

Ile

Gly

Ser

Ser

290

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

370

Pro

His

1245
ADN
Escherichia coli

gen
(1)..(1245)

mtr

10

Lys

Thr

Thr

Leu

195

Val

Lys

Trp

Ile

Gly

275

Asn

Asp

Leu

Leu

Ala

355

Arg

Met

Ile

Ala

Phe

Leu

180

Met

Pro

Cys

Leu

Ala

260

Val

Phe

Tyr

Lys

Phe

340

Thr

Lys

Ile

Leu

Val

Phe

165

Phe

Thr

Ser

Leu

Leu

245

Glu

Leu

Ala

Leu

Thr

325

Pro

Ile

Arg

Ala

Ser
405

Ser

150

Leu

Asn

Leu

Leu

Val

230

Ala

Lys

Asn

Val

Ala

310

Ala

Asn

Trp

Phe

Leu

390

Ser

Arg

Thr

Val

Pro

Met

215

Tyr

Thr

Gly

Ser

Ala

295

Asp

Leu

Gly

Ala

Gly

375

Ile

Phe

ES2918459 T3

Met

Phe

Ala

Phe

200

Lys

Gly

Met

Gly

Arg

280

Ser

Leu

Leu

Phe

Ala

360

Ser

Leu

Asn

Thr

Gly

Glu

185

Cys

Tyr

Thr

Gly

Asn

265

Ser

Ser

Phe

Thr

Leu

345

Ile

Pro

Val

Leu

Ala

Ser

170

Ser

Leu

Tyr

Leu

Asn

250

Ile

Leu

Phe

Gly

Phe

330

Tyr

Val

Lys

Phe

Leu
410

20

Ile

155

Leu

Asn

Ala

Gly

Met

235

Ile

Asp

Asp

Leu

Phe

315

Ala

Ala

Pro

Phe

Gly

395

Pro

Val

Leu

Ala

Ser

Lys

220

Ala

Pro

Val

Leu

Gly

300

Asp

Pro

Ile

Ala

Arg

380

Val

Val

Leu

Gly

Ser

Phe

205

Asp

Leu

Arg

Leu

Leu

285

Val

Asp

Pro

Gly

Leu

365

Val

Gly

Tyr

Gly

His

Tyr

190

Gly

Pro

Ala

Pro

Val

270

Leu

Thr

Ser

Val

Tyr

350

Leu

Trp

Asn

Gln

Ala

Val

175

Ala

Tyr

Lys

Leu

Glu

255

Gln

Val

Leu

Ala

Val

335

Ala

Ala

Gly

Ala

Lys

160

Gln

Pro

His

Thr

Tyr

240

Phe

Ala

Val

Gly

Val

320

Gly

Gly

Arg

Gly

Leu
400
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atggcaacac
ggcggcacca
tttttctggt
atgattctgg
gatttgctgg
atcctgacct
atgtcactaa
gtggtgtggt
gtcattacct
ttcaacgtcg
tgtctggcat
gatccgaaaa
accatctggt
gagaagggcg
agtctggatc
gtaacgctgg
ggccgcttga
ccgaacggat
attgttccgg

gtctggggtg

gtgcatattt

<210>
<211>
<212>
<213>

1"
471
PRT

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 11

Met

Glu

Lys

Asp

Glu Asn

Pro

Leu

taaccaccac
ttattggcgce
caatggcggc
aagctaacct
gcaaaggctg
atgcctatat
acgtcccggce
tgagcactaa
tcttcctcac
ccgaaagcaa
cgtttggtta
ccatcgtgaa
tgctggcgac
gtaatattga
tgctgctggt
gtttgtttga
aaacggcatt
tcctgtacge
cgctgttage
gcaagccgat

tatcgagctt

Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(471)
tnaA

Phe

Val Lys

20

Ser Gly Met

35

Leu Thr

50

ccaaacgtca
agggatgttt
gctgatcttt
gaattacaga
gaacgtggtc
ttctgccagt
acgggcggcg
agccgtcagt
ctttggtagce
tgcgtcttat
tcacggtaac
atgtctggtg
gatgggtaac
tgtgctggta
cgtgttctca
ctatctggca
gctgaccttt
cattggttat
ccgtgcatcg
gattgcgctg

taatttactg

Lys His Leu

Arg Thr Thr

Asn Pro Phe

Asp Ser Gly

55

ES2918459 T3

ccgtcecgcetge
tctctgccag
acctggttct
atcggttcga
aacggcattt
ggttcgattc
ggttttggtt
cgcatgacag
ctgctggggc
gcaccgtatc
gtgccaagcc
tacggtacgc
atcccgegte
caggcgttaa
aactttgcgg
gatctgtttg
gccccgecag
gctggtttag
cgtaaacgct
attctggtgt

ccggtgtatc

Pro Glu

Pro

ttggcggcgt
tggtcatgtc
gtatgctgca
gttttgacac
ccattgcctt
tgcatcacac
ttgcattgct
cgattgtgct
atgtgcagcc
tgttgatgac
tgatgaagta
tgatggcgct
cggagtttat
gcggcgtact
tagcgagttc
gtttcgacga
ttgtgggggg
cggctaccat
ttggcagccc
ttggcgtcgg

agtaa

Phe

10

Arg Ala
25

Leu Leu

40

Thr Gly

21

Tyr Arg Glu

Asp Ser

Ala

Glu

Val Thr

60

Arg Ile

Glu

Asp

Gln

ggtgattatc
cggggcgtgg
ttccggettg
catcaccaaa
tgtgctctat
cttcgcagag
ggtagcgttt
gggggcgaaa
tgcgacattg
cctgccgttce
ttacggcaaa
ggcgctgtat
cggtattgca
gaacagccgt
gttcctcgge
ctcggctgtg
gctgttgttc
ctgggcggca
gaaattccgc

caacgcactg

Arg Val
15

Ala
30

Ile

Val Phe

45

Ser Met

Ile

Ile

Ile

Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1245
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Ala

65

Tyr

Ile

Leu

Val

Ile

145

Thr

Glu

Ala

Asn

Val

225

Arg

Thr

Met

Asp

Pro

305

Gly

Gln

Gln

Pro

Leu

385

Leu

Ala

Ala

Pro

Ile

Ala

130

Asn

Gly

Arg

Thr

Leu

210

Met

Glu

Tyr

Val

Val

290

Thr

Leu

Val

Gln

His

370

Tyr

Gly

Met

Leu

Thr

Lys

115

Phe

Gly

Val

Gly

Ile

195

Lys

Asp

Ala

Lys

Pro

275

Tyr

Tyr

Tyr

Gln

Ala

355

Ile

Lys

Arg

Met

Ala

His

100

Lys

Ser

Cys

Arg

Ile

180

Thr

Ala

Ser

Glu

Tyr

260

Met

Thr

Gly

Asp

Tyr

340

Gly

Pro

Val

Asp

Arg

Glu

85

Gln

Arg

Asn

Thr

Tyr

165

Glu

Ser

Met

Ala

Tyr

245

Ala

Gly

Glu

Gly

Gly

325

Leu

Gly

Ala

Ala

Pro
405

Gly

70

Ser

Gly

Glu

Tyr

Val

150

Asp

Glu

Asn

Tyr

Arg

230

Lys

Asp

Gly

Cys

Leu

310

Met

Val

His

Asp

Gly

390

Lys

Asp

Val

Arg

Gln

Phe

135

Arg

Phe

Val

Ser

Ser

215

Phe

Asp

Met

Leu

Arg

295

Glu

Asn

Asp

Ala

Gln

375

Ile

Thr

ES2918459 T3

Glu

Lys

Gly

Glu

120

Phe

Asn

Lys

Gly

Ala

200

Ile

Ala

Trp

Leu

Leu

280

Thr

Gly

Leu

Gly

Ala

360

Phe

Arg

Gly

Ala

Asn

Ala

105

Lys

Asp

Val

Gly

Pro

185

Gly

Ala

Glu

Thr

Ala

265

Cys

Leu

Gly

Asp

Leu

345

Phe

Pro

Ala

Lys

Tyr

Ile

90

Glu

Gly

Thr

Tyr

Asn

170

Asn

Gly

Lys

Asn

Ile

250

Met

Met

Cys

Ala

Trp

330

Glu

Val

Ala

Val

Gln
410

22

Ser

75

Phe

Gln

Leu

Thr

Ile

155

Phe

Asn

Gln

Lys

Ala

235

Glu

Ser

Lys

Val

Met

315

Leu

Glu

Asp

Gln

Glu

395

Leu

Gly

Gly

Ile

Asp

Gln

140

Lys

Asp

Val

Pro

Tyr

220

Tyr

Gln

Ala

Asp

Val

300

Glu

Ala

Ile

Ala

Ala

380

Ile

Pro

Ser

Tyr

Tyr

Arg

125

Gly

Glu

Leu

Pro

Val

205

Asp

Phe

Ile

Lys

Asp

285

Gln

Arg

Tyr

Gly

Gly

365

Leu

Gly

Cys

Arg

Gln

Ile

110

Ser

His

Ala

Glu

Tyr

190

Ser

Ile

Ile

Thr

Lys

270

Ser

Glu

Leu

Arg

Val

350

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

Tyr

95

Pro

Lys

Ser

Phe

Gly

175

Ile

Leu

Pro

Lys

Arg

255

Asp

Phe

Gly

Ala

Ile

335

Val

Leu

Cys

Phe

Ala
415

Tyr

80

Thr

Val

Met

Gln

Asp

160

Leu

Val

Ala

Val

Gln

240

Glu

Ala

Phe

Phe

Val

320

Ala

Cys

Leu

Glu

Leu

400

Glu
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Leu

Asp

Ile

Leu Arg

Phe

Lys

Leu
420

Ile
435

Ile

Gly Leu

450

Thr Ala

465

<210> 12
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<221> gen
<222>

<223> tnaA

<400> 12

atggaaaact
cgtaccactc
ctggatagcg
cagagcatgc
tatgcgttag
cagggccgtg
aaaggcctgg
ggccatagcc
acgggcgtgce
gaagaagttg
ggtggtcagc
gatattccgg
cgtgaagcag
gccgatatgce
tgcatgaaag
caggaaggct
ggtctgtatg
ctggtcgatg
ttcgttgatg
ctggcctgceg

ttaggccgceg

1416

Lys Leu

Escherichia coli

(1)..(1416)

ttaaacatct
gcgcttatcg
aagatgtttt
aggctgcgat
ccgagtcagt
gcgcagagca
atcgcagcaa
agatcaacgg
gttacgactt
gtccgaataa
cggtttcact
tggtaatgga
aatacaaaga
tggcgatgtc
acgacagctt
tcccgacata
acggcatgaa
gtctggaaga
ccggtaaact
agctgtataa

atccgaaaac

Thr Ile Pro

Glu Ala Phe

Thr Phe Thr

455

Glu
470

Lys Val

ccctgaaccg
tgaagaggca
tatcgattta
gatgcgcggce
gaaaaatatc
aatctatatt
aatggtggcg
ctgtaccgtg
taaaggcaac
cgtgccgtat
ggcaaactta
ctccgecgcege
ctggaccatc
cgccaagaaa
ctttgatgtg
tggcggcctg
tctcgactgg
gattggcgtt
gttgccgcat
agtcgccggt

cggtaaacaa

ES2918459 T3

Arg Ala
425

Lys His

440

Tyr Glu

ttccgcattce
attattaaat
ctgaccgaca
gacgaagcct
tttggttatc
ccggtactga
ttctctaact
cgtaacgtct
tttgaccttg
atcgttgcaa
aaagcgatgt
tttgctgaaa
gagcagatca
gatgcgatgg
tacaccgagt
gaaggcggcg
ctggcttatc
gtctgccagce
atcccggcag
atccgtgcgg

ctgccatgcecc

Thr Tyr Thr Gln

Val Lys Glu Asn

430

445

Pro Lys Val Leu

460

gtgttattga
ccggtatgaa
gcggcaccgg
acagcggcag
aatacaccat
ttaaaaaacg
atttctttga
atatcaaaga
agggattaga
ccatcaccag
acagcatcgc
acgcctattt
cccgcgaaac
tgccgatggg
gcagaaccct
cgatggagcg
gtatcgcgceca
aggcgggcgg
accagttccc
tagaaattgg

cggctgaact

23

gccagtaaaa
cccgttectg
ggcggtgacg
tcgtagctac
tccgactcac
cgagcaggaa
taccacgcag
agccttcgat
acgcggtatt
taactctgca
gaagaaatac
catcaagcag
ctacaaatat
cggcctgctg
ttgcgtggtg
tctggcggta
ggtacagtat
tcacgcggca
ggcacaggcg
ctctttcctg

gctgcgttta

Thr His Met

Ala Ala Asn

Arg His Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

accattccgce gcgcaacata tactcaaaca catatggact tcattattga agcctttaaa

catgtgaaag agaacgcggc gaatattaaa ggattaacct ttacgtacga accgaaagta

ES2918459 T3

ttgcgtcact tcaccgcaaa acttaaagaa gtttaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

13

415
PRT
Escherichia coli

PEPTIDO
(1)..(415)
tnaB

13

Met

1

Val

Asp

Ala

Leu

65

Ile

Leu

Ser

Val

Ser

145

Ile

Ser

Pro

His

Lys

225

Tyr

Thr

Ile

Leu

Trp

50

Asn

Gly

Tyr

Glu

Gly

130

Leu

Ser

Ile

Tyr

Gly

210

Leu

Leu

Asp

Ala

Ala

35

Phe

Tyr

Asn

Ile

Thr

115

Ile

Ala

Phe

Leu

Ile

195

Asn

Ile

Phe

Gln

Gly

20

Gly

Ser

Pro

Thr

Leu

100

Ile

Cys

Ala

Val

Arg

180

Phe

Ile

Lys

Trp

Ala

Thr

Ala

Met

Val

Trp

85

Thr

Ser

Thr

Ser

Ile

165

Asp

Met

Pro

Ser

Leu
245

Glu

Val

Trp

Leu

Gly

70

Asn

Tyr

Met

Ala

Arg

150

Val

Ala

Ala

Ser

Val

230

Tyr

Lys

Ile

Phe

His

55

Ser

Ile

Ala

Asn

Ile

135

Ile

Phe

Thr

Leu

Leu

215

Val

Cys

Lys

Gly

Phe

40

Ser

Ser

Ile

Tyr

Leu

120

Phe

Thr

Gly

Ser

Pro

200

Ile

Phe

Thr

His

Gly

25

Trp

Gly

Phe

Ser

Ile

105

Gly

Val

Ser

Ser

Thr

185

Val

Ile

Gly

Met

Ser

10

Gly

Gly

Leu

Asn

Gly

90

Ser

Tyr

Ala

Leu

Phe

170

Thr

Cys

Cys

Ser

Gly

250

24

Ala

Met

Ala

Leu

Thr

75

Ile

Ala

His

Ser

Phe

155

Phe

Ala

Leu

Tyr

Leu

235

Asn

Phe

Phe

Phe

Leu

60

Ile

Thr

Asn

Ala

Val

140

Leu

Phe

Gly

Ala

Gly

220

Leu

Ile

Trp

Ala

Ile

45

Leu

Thr

Val

Gly

Asn

125

Leu

Gly

His

Thr

Ser

205

Lys

Ala

Pro

Gly

Leu

30

Leu

Glu

Lys

Ala

Ala

110

Pro

Trp

Leu

Val

Ser

190

Phe

Arg

Leu

Arg

Val

15

Pro

Ile

Ala

Asp

Phe

95

Ile

Arg

Ile

Lys

Asp

175

Tyr

Gly

Lys

Val

Glu
255

Met

Val

Ile

Asn

Leu

80

Val

Ile

Ile

Ser

Ile

160

Tyr

Phe

Phe

Asp

Ile

240

Ser

1320

1380

1416
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Phe

Ser

Val

Lys

Phe

Phe

Ala Ile

260

Leu
275

Gly

Ser Asn

290

Gly

305

Gly

Leu

Gly

Ile

Leu

Gly

Tyr

Leu

Lys

Phe Asp

Arg Phe

Ile
340

Leu

Cys Ala

355

Ala Arg

370

Gly
385

Leu

<210> 14
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<221>
<222>
<223>

gen

tnaB

<400> 14

atgactgatc
acagtaattg
tggggtgccet
ttagaagcaa
atcggtaaca
acttatgcct
ggctatcacg
ttgtggataa
atctcctttg
gatgccacca
gtgtgtctgg

aaacgcaaag

Asn

Cys

1248

Leu Ile

Trp Phe

Escherichia coli

(1)..(1248)

aagctgaaaa
gtggaggtat
ttatccttat
atttaaatta
cctggaacat
atatctctgce
ctaatccacg
gttcgttagce
tgatcgtgtt
gcaccactgc
cgtcatttgg

ataagttaat

Ile Ser Ser

Thr Lys Gln

Ala Val

295

Leu

Leu Ala

310

Tyr

Lys Thr Val

325
Phe

Pro Asn

Thr Ile Trp

Phe
375

Lys Lys

Ala
390

Pro Ile

Gly Asn Val

405

aaagcactct
gtttgcttta
cattgcctgg
tcctgtcgge
tatcagcggt
taatggtgcg
tattgtcggg
cgccagtcgce
tggttctttc
gggaacgtct
tttccacggc

caaaagcgtg

ES2918459 T3

Gly Gly

265

His
280

Gly
Ala Ser
Leu

Asp

Leu Leu

Asn

Ile

Ser

Phe

Thr

Val Asp

Ile Glu

Ser

Phe

Leu Val

270

Cys Leu

285

Phe Phe

300
Lys Ile
315

Phe Leu

330

Phe
345

Gly

Ala
360

Val
Pro Asn
Val Ile

Phe Asn

Ile

Ile

Gln

Leu

Val

Tyr Gly

Ile Pro

Gly

Asp

Pro

Ile

Ala

Val Thr

Ser

Asn

Ala
335

Pro

Gly
350

Gly

Val Leu

365

Phe
380

Met

Phe
395

Gly

Leu Pro

410

gcattttggg
cctgttgatc
ttttcaatgc
tccagtttta
attaccgttg
atcattagtg
atctgcacag
attacctcat
ttcttccatg
tacttcccgt
aatattccca

gtatttggtt

gtgttatggt
ttgccggtge
ttcattccgg
acaccatcac
ccttcgttcet
aaacgatatc
ccattttcgt
tgttcctcgg
tcgattactc
atatctttat
gcctgattat

cgctgctggce

25

Thr

Ile

Lys

Val Trp

Thr Val

Phe Gly

415

tatagcaggt
ctggtttttc
gttattgtta
caaagattta
ctatatcctc
aatgaatttg
tgccagcgta
gctgaagatt
catcctgcge
ggctttgccg
ttgctatgga

gctggtgatt

Lys

Leu

Leu

His

320

Leu

Ala

Ala

Gly

Ile
400

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tatctcttct
atctcctcag
ggcattatcg
ggtgtcacgc
ggcgggegtt
ttcccgaacg
gtcattattc

acggtctggg

ttgtgctggt

<210> 15
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<223>
<400> 15

cccgtcttac
ttcccgactg
aggcacccca
gataacaatt
attaatcatc
aacagctgca
atcgcgacaa
tgctggaatc
gtgcgctgceg
gcgaagccct
caccaaactg
gcttatgctc
cgaaggaaga
gatttgaaga
tcgctgaaac
tgtttgctcce
agcaactgac

aatgtaatca

gcgctggaga

ggctctattg
gcggcaacgt
agttttgcct
tggggttgtt
tcaaaaccgt
gctttattta
ccgcagtgcet
gcggcaatct

tcggcaacgt

11155

Secuencia Artificial

pCL1920_Ptrc_trpO

tgtcgggaat
gaaagcgggce
ggctttacac
tcacacagga
cggctcgtat
gatgcaaaca
tcccaccgeg
cgcagatatc
cattacagct
cctggcacta
ccgtgtgcectg
cctttcggtt
acgagaagcc
tttaccgcaa
gctgatggtg
gaatgaagaa
cgaagccgcg
gagcgatgaa

aattttccag

cacgatgggg
tgattcgctg
gctggtgttc
cgattatctg
gctgttaacc
cgggatcggc
tgcaatcaaa
tattccggceg

ctttaacgtg

tcgcgttgge
agtgagcgca
tttatgcttc
aacagctatg
aatgtgtgga
caaaaaccga
ctttttcacc
gacagcaaag
ttaggtgaca
ctggataacg
cgcttccccece
tttgacgctt
atgttcttcg
ctgtcagcgg
attgaccatc
gaaaaacaac
ccgccgcetge
gagttcggtg

gtggtgccat

ES2918459 T3

aatattccgce
gtgaaatcgt
tctaacttag
gcggacctgt
ttcctgccac
ggtgccgggce
gctcgcaaga
attgtcattc

ttacctaaat

cgattcatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
attgtgagcg
ctctcgaact
agttgtgtgg
atgatttaaa
ctgtcacaat
ccctgectge
ctgtcagtcc
tccgtttatt
gcggcectgtt
aaaataactg
agaaaaaaag
gtctcactgc
cagtggtttc
gcgtagtgcg

ctcgcegttt

gcgaaagctt
tcctcecggcecac
ctgttgccag
ttaagattga
ctgcgttgtt
tgtgcgccac
agtttcccaa
tctttggtat

ttggctaa

atgcagctgg
tgtgagttag
gttgtgtgga
cgccaagctt
gataacaatt
gctaacctgc
ggatcgtccg
aagcctgctg
ccaggcactt
gggtgtggaa
actgctggat
gcagaatctg
ctcttatgac
ccctgattte
cacccgtatt
tcgcctgaac
cgtgccgcat
tttgttgcaa

ctctctgccce

26

taaggcgata
caaacagcac
ttcgttcttt
taactcccac
gtatctgatc
catctgggcg
tcagatgttc

aaccgtgatt

cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgagcg
gctgttgaca
tcacacagga
gaaggcgctt
gcaacgctgc
ctggtagaca
tccggcaacg
agtgaacaat
gaagacgccc
ttgaatgtac
cttgtggcgg
tgtttttatc
caggccagcc
gaactacgtc
atgcgttgtg
aaagcgattc

tgcccecgtceac

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1248

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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cgctggcggce
aggataatga
ccagccgcca
atggttcact
aagagctgtc
gcacccccgg
tgcacctcgt
atcgcgcectg
taattgccga
ccgcgcatgg
tcgccaccgt
acgaaacccg
aggagacttt
cctggcagat
ggcgcaaacc
tggcccecggt
caagctgccc
ctatgtcggt
tcaggcgatg
tggcagtaac
agtacgtcac
cacccagggc
agccaacacg
agaaagccac
ggcggcegetg
aaccgcgcta
cgtcggtact
cgccgeggcec
tggttcgtcc
gcgecaggceg
attccgccac
ggggccattg
actggtgctg

gcacagcggc

ctattacgtg
tttcacccta
gattgagatc
ggacagagat
tgaacatctg
cagccgctac
ctctcgcgta
tatgaatatg
ggcggaaggt
cgatctcgac
gcaagcgggt
taacaaagcc
ctgatggctg
cagttgcgca
ttaattgaac
gtgccgagcg
attattggca
caggcgggcg
tttgccggat
attccggceccg
gatgcggatc
gctcgecctge
ctgcaaccga
cagctgtttt
gtgagcatga
ctggaaaacg
ggcggtgacg
tgtgggctga
gatctgctgg
ctggatgagt
gcgatgccgg
attaacccgg
ccgattgccg

gggatggatg

ctgaaaaaga
tttggcgcgt
tacccgattg
ctcgacagcc
atgctggttg
gtcgccgatc
gtcggcgaac
gggacgttaa
cgtcgccgceg
acctgcattg
gctggtgtag
cgcgctgtac
acattctgcect
gcaatgggca
gcctggcgac
aagccggttg
tttgcctcgg
aaattctcca
taacaaaccc
gtttaaccat
gcgtttgtgg
tggaacaaac
ttctggaaaa
cagcggtggt
aaattcgcgg
cagcgccgtt
gcagcaacag
aagtggcgaa
cggcgttcgg
taggtgtatg
ttcgccagceca
cgcatccgcece
aaaccttgcg

aagtttcatt

ES2918459 T3

gtaatcccag
cgccggaaag
ccggaacacg
gtattgaact
atctcgcccg
tcaccaaagt
tgcgtcacga
gcggtgcecgec
gcagctacgg
tgatccgctce
tccttgattce
tgcgcgctat
gctcgataat
taacgtggtg
catgagcaat
tatgccggaa
acatcaggcg
cggtaaagcc
gctgccggtg
caacgcccat
attccagttc
gctggcctgg
actgtatcag
gcgtggcgag
tgagcacccg
ccecgcgeccg
tatcaatatt
acacggcaac
tattaatctt
tttcctettt
actgaaaacc
gctggcgtta
cgtgctgggg

acacgcgccg

cccgtacatg
ctcgctcaag
cccacgcggt
ggaaatgcgt
taatgatctg
tgaccgttat
tcttgacgcce
gaaagtacgc
cggcgcggta
ggcgcetggtg
tgttccgcag
tgccaccgceg
atcgactctt
atttaccgca
ccggtgctga
ctcctcaccc
attgtcgaag
tccagcattg
gcgcgttatc
tttaatggca
catccggaat
gcgcagcaga
gcgcagacgc
ctgaagccgg
aacgagatcg
gattatctgt
tctaccgcca
cgtagcgtct
gatatgaacg
gcgccgaagt
cgcaccctgt
attggtgttt
tatcaacgcg

acaatcgttg

27

ttttttatgc
tatgatgcca
cgtcgcgceccg
accgatcata
gcacgcattt
tcctatgtga
ctgcacgctt
gctatgcagt
ggttatttca
gaaaacggta
tcggaagccg
catcatgcac
ttacgtacaa
accatattcc
tgctttctcce
gcttgcgtgg
cttacggggg
aacatgacgg
actcgctggt
tggtgatggc
ccattctcac
aactagagcc
ttagccaaca
aacaactggc
ccggggcagce
ttgctgatat
gtgcgtttgt
ccagtaaatc
ccgataaatc
atcacaccgg
tcaatgtgct
atagtccgga
cggcggtggt

ccgaactgca

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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tgacggcgaa
ccaggagcaa
acaaggtaaa
gcgcctgcecat
cagtggttcc
cgttttagcg
accgctggcec
acagggtgcg
gatccgtgat
aatttcggtg
cagccaaatc
ctatctggcg
cgaccaatat
agtcagtaat
caacaaccgc
gaaactgggg
gcgcgagtta
cgatttgcac
gcgtgggcaa
tgttgcgaca
accgttgcag
taaggtgtta
tacgctgcgt
aaccctgccc
tggaagcggg
gctggcgggg
acttgatttt
ctcggttttc
ccctattttg
cagctggaag
gacctgctga
gccgggacga
aaaactaacc

atcgccgaaa

attaaaagct
ctggcaggcg
ggcgacgecg
ggccatgaag
gcttacgaca
aaaatcgtcg
agttttcaga
cgcacggcgt
gatttcgatc
ctgactgatg
gcceccgcage
cgctattacc
cgccagcttg
gaagaggaac
gatctgcgtg
cacaacgtga
agccacttcg
gccgceccgtge
gatgctaaag
tcaccgecgtt
tatgttggcg
tcgetggcegg
gaagctctgc
gcccgcgagt
caacgttttg
ggcttaggcg
aattctgctg
cagacgctgce
gtgagtttgg
aagcttttgt
aaaactatgc
acaccacgct
aggtgctggg

ccggtgeccgg

atcagctcac
gaacaccgga
cccatgaagc
atctgcaagc
gagtcaccgc
cagacaaggc
atgaggttca
ttattctgga
cagcacgcat
agaaatattt
cgattttatg
aggccgatgce
ccgcecegtege
aggagcgcgc
atttgtcgat
cggtaatcag
ctaacggttt
gccgggtgtt
cagcttatga
gcgtcaacgt
tgttccgcaa
cagtgcaact
cagcacatgt
ttcagcacgt
actggtcact
cagataactg
tagagtcgca
gcgcatatta
cggcatgtac
cagtgcgcaa
cgggcgtcca
gtatctcaag
gcaggcgttg

tcagcatggc

ES2918459 T3

cgcagaagac
agaaaaccgt
agccgtcgcet
caatgcgcaa
actggcggca
gatttgggta
gccgagcacg
gtgcaagaaa
tgccgcecatt
tcaggggagc
taaagacttc
ctgcttatta
tcacagtctg
cattgcattg
tgatctcaac
cgaatccggce
tctgattggt
gctgggtgag
cgcgggcegeg
tgaacaggcg
tcacgatatt
gcatggtaat
tgccatctgg
tgataaatat
attaaatggt
cgtggaagcg
accgggcatc
aggaaaggaa
gtgccacaaa
aaagatcctg
accgcgctga
cgtgaagatt
ctggcgaagc

gtggcgtcgg

tttggcctga
gacattttaa
gcgaacgtcg
accgttcttg
cgagggtaaa
gaagcccgca
cgacattttt
gcgtcgceccgt
tataaacatt
tttaatttcc
attatcgacc
atgctttcag
gagatggggg
ggagcaaagg
cgtacccgceg
atcaatactt
tcggcgttga
aataaagtat
atttacggtg
caggaagtga
gccgatgtgg
gaagaacagc
aaagcattaa
gttttagaca
caatcgcttg
gcacaaaccg
aaagacgcac
caatgacaac
tcctgatgcece
aatttcaggc
ccaaatgcca
tgctgcacgg
ggatgggtaa

cccttgceccag

28

caccctacca
cacgtttgtt
ccatgttaat
aggtactgcg
tgatgcaaac
aacagcagca
atgatgcgcect
caaaaggcgt
acgcttcggce
tccececategt
cttaccagat
tactggatga
tgctgaccga
tcgttggcat
agcttgcgcecce
acgctcaggt
tggcccatga
gtggcctgac
ggttgatttt
tggctgcgge
tggacaaagc
tgtatatcga
gcgtcggtga
acggccaggg
gcaacgttct
gctgcgeegg
gtcttttggc
attacttaac
tgctctgcge
tcagttcaac
gaacattaca
cggcgcgcat
aaccgaaatc

cgccctgcetce

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220
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ggcctgaaat
tttcgtatgce
aaagatgcct
atgctgggca
atgattggcg
gttatcgcecct
gaaaccaacg
cacggcgcac
atgcaaaccg
ccgtctgtceg
attaccgatg
ccggcgctgg
gataaagagc
gttcacgata
cccagttgaa
gcattgagca
agttaggtat
tgcgcgectt
gccagaaaca
aaggcattga
ccgatgtgcecc
cacctatctt
acggtcgtgg
ccgcgttacce
tgcagggatt
cgggcgcgat
agaaaatgct
aactgcaggt
ttacaacgtc
cccecttteg
ttgcgcagcecce
ggtatttcac
agccagcccc

taatgcggat

gccgtattta
gcttaatggg
gtaacgaggc
ccgcagctgg
aagaaaccaa
gtgttggcgg
tcggcctgat
cgctaaaaca
aagacgggca
gcccacaaca
atgaagccct
aatcctccca
agctactggt
ttttgaaagc
ggagcgcaaa
gtcattgaaa
ccccecttetee
tgcggcaggt
cccgaccatt
tgagttttat
agttgaagag
catctgcccg
ttacacctat
cctcaatcat
tggtatttcc
ttctggttcg
ggcggcactg
cgactctaga
gtgactggga
ccagctggcg
tgaatggcga
accgcatatg
gacacccgcc

gttgcgatta

tatgggtgcc
tgcggaagtg
gctgcgcgac
cccgcatcect
agcgcagatt
cggttcgaat
tggtgtggag
tggtcgcgtg
gattgaagaa
cgcgtatctt
tgaagccttc
cgccctggcece
ggttaacctt
acgaggggaa
gaaggcgcat
attatcgata
gacccactgg
gtgactccgg
cccattggcece
gcccagtgceg
tccgcecgecct
ccaaatgccg
ttgctgtcac
ctggttgcga
gccccggatce
gccattgtta
aaagtttttg
ggatccccgg
aaaccctggce
taatagcgaa
atggcgcctg
gtgcactctc
aacacccgct

cttcgccaac

ES2918459 T3

aaagacgttg
atcccggtgce
tggtccggta
tatccgacca
ctggaaagag
gccatcggceca
ccaggtggtc
ggtatctatt
tcttactcca
aacagcactg
aaaacgctgt
catgcgttga
tccggtcecgeg
atctgatgga
tcgttcecttt
cgctaattga
cggatggccc
cacaatgttt
tgttgatgta
aaaaagtcgg
tccgccagge
atgacgacct
gagcaggcgt
agctgaaaga
aggtaaaagc
aaatcatcga
tacaaccgat
gtaccgagcect
gttacccaac
gaggcccgca
atgcggtatt
agtacaatct
gacgagctta

tattgcgata

aacgccagtc
atagcggttc
gttacgaaac
ttgtgcgtga
aaggtcgcct
tgtttgctga
acggtatcga
tcggtatgaa
tctcecgeecgg
gacgcgctga
gcctgcacga
aaatgatgcg
gcgataaaga
acgctacgaa
cgtcacgctc
agccggtgcet
gacgattcaa
tgaaatgctg
tgccaatctg
cgtcgattcg
cgcgttgegt
gctgcgccag
gaccggcgca
gtacaacgct
agcgattgat
gcaacatatt
gaaagcggcg
cgaattcact
ttaatcgcct
ccgatcgcecce
ttctccttac
gctctgatgce
gtaaagccct

acaagaaaaa

29

gcctaacgtt
cgcgacgctg
cgcgcactat
gtttcagcgg
gccggatgece
tttcatcaat
aactggcgag
agcgccgatg
actggatttc
ttacgtgtct
agggatcatc
cgaaaacccg
catcttcacc

tctctgtttg

ggtgatccgg
gacgcgctgg
aacgccactc
gcactgattc
gtgtttaaca
gtgctggttg
cataatgtcg
atagcctctt
gaaaaccgcg
gcacctccat
gcaggagctg
aatgagccag
acgcgcagtt
ggccgtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
gcatctgtgc
cgcatagtta
cgctagattt

gccagccttt

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260
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catgatatat
gacttgacct
taagccgcgce
ccttggtgat
ccaagcgatc
actgggccgg
cggttactgce
cccagtcggg
gttcaggaac
ctcttgcttt
ctgcaagaat
gccacggaat
tctctccagg
catcaagcct
catccactgc
tgacgccaac
tgtttaactt
tcaaacatcg
ccccaaaaaa
gttcggtcaa
gaaccgaaca
acccggcaac
gcaaggtttc
aggtgctgtg
gcttgccggt
agcatcgttt
aactgcgggt
gctccaagga
ggaattaatt
ttatcagaat
gaattgccat
tgattcgata
aagttgtctc

tctattaggt

ctcccaattt
gatagtttgg
cgcgaagcgg
ctcgccttte
ttcttcttgt
caggcgctcc
gctgtaccaa
cggcgagttc
cggatcaaag
tgtcagcaag
gtcattgcgce
gatgtcgtcg
ggaagccgaa
tacggtcacc
ggagccgtac
tacctctgat
tgttttaggg
acccacggcg
acagtcataa
ggttctggac
ggcttatgtc
cttgggcagc
ggtctccacg
cacggatctg
ggtgctgacc
gttcgcccag
caaggatctg
tcgggcecttg
cccacgggtt
cgcagatccg
gattttttcc
agcagcatcg
aggtgttcaa

gttacatgct

gtgtagggct
ctgtgagcaa
cgtcggcttg
acgtagtgga
ccaagataag
attgcccagt
atgcgggaca
catagcgtta
agttcctccg
atagccagat
tgccattctc
tgcacaacaa
gtttccaaaa
gtaaccagca
aaatgtacgg
agttgagtcg
cgactgccct
taacgcgctt
caagccatga
cagttgcgtg
cactgggttc
agcgaagtcg
catcgtcagg
ccctggette
ccggatgaag
cttctgtatg
gatttcgatc
atgttacccg
ttgctgcccg
gcttcagccg
ccacgggagyg
cctgtttcag
tttcatgttc

gttcatctgt
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tattatgcac
ttatgtgctt
aacgaattgt
caaattcttc
cctgtctagce
cggcagcgac
acgtaagcac
aggtttcatt
ccgctggacc
caatgtcgat
caaattgcag
tggtgacttc
ggtcgttgat
aatcaatatc
ccagcaacgt
atacttcggce
gctgcgtaac
gctgcttgga
aaaccgccac
agcgcatacg
gtgccttcat
aggcatttct
cattggcggce
aggagatcgg
tggttcgcat
gaacgggcat
acggcacgat
agagcttggce
caaacgggct
gtttgccggce
cgtcactggce
gctgtctatg
tagttgcttt

tacattgtcg

gcttaaaaat
agtgcatcta
tagacattat
caactgatct
ttcaagtatg
atccttcggce
tacatttcgce
tagcgcctca
taccaaggca
cgtggctggce
ttcgcgctta
tacagcgcgg
caaagctcgc
actgtgtggce
cggttcgaga
gatcaccgct
atcgttgctg
tgcccgagge
tgcgccgtta
ctacttgcat
ccgtttccac
gtcctggcectg
cttgctgttc
aagacctcgg
cctcggtttt
gcggatcagt
catcgtgcgg
acccagcctg
gttctggtgt
tgaaagcgct
tccegtgttg
tgtgactgtt
gttttactgg

atctgttcat

30

aataaaagca
acgcttgagt
ttgccgacta
gcgcgegagg
acgggctgat
gcgattttgce
tcatcgccag
aatagatcct
acgctatgtt
tcgaagatac
gctggataac
agaatctcgc
cgcgttgttt
ttcaggccgce
tggcgctcga
tccctcatga
ctccataaca
atagactgta
ccaccgctge
tacagcttac
ggtgtgcgtc
gcgaacgagc
ttctacggca
ccgtcgeggce
ctggaaggcg
gagggtttgc
gagggcaagg
cgcgagcagg
tgctagtttg
atttcttcca
tcggcagctt
gagctgtaac
tttcacctgt

ggtgaacagc

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300
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tttgaatgca
atctgtgcat
gtttgttagt
cgtatttagce
aaccattgag
gctgaatttt
aatctgatgt
gttcggttac
ggcggcectceg
ttggtttcaa
acatgaactt
ttagttcttt
catgttccag
cactaaaaac
tctcaaagcc
ttgctttagce
ggttataagt
gtagtgccac
tcgctagttc
gattttaatc
tttgagttgt
ctagaccctc
ttataattta
tgtataactc
ttgctcctct
cgggcaaatc
tttcgtgaca
tacaggcgcc
acgggcttct
gttcagcagt
gtcattcaga
<210> 16

<211> 38

<212> ADN
<213>

ccaaaaactc
atggacagtt
cttgatgctt
cagtatgttc
atcatactta
tgcagttaaa
aatggttgtt
gagatccatt
cttatcaacc
aacccattgg
aaattcatca
taataaccac
attatatttt
taattctaat
tttaaccaaa
taatacacca
gaacgatacc
acagcataaa
atttgctttg
actataccaa
gggtatctgt
tgtaaattcc
tagaataaag
actactttag
acaaaacaga
gctgaatatt
ttcagttcgce
ttttatggat
cagggcgttt
tcctgcececte

ctggctaatg

Secuencia Artificial

gtaaaagctc
ttccectttga
cactgataga
tctagtgtgg
ctttgcatgt
gcatcgtgta
ggtattttgt
tgtctatcta
accaatttca
ttaagccttt
aggctaatct
tcataaatcc
atgaattttt
ttttcgcttg
ggattcctga
taagcatttt
gtccgttcectt
attagcttgg
aaaacaacta
ttgagatggg
aaattctgct
gctagacctt
aaagaataaa
tcagttccge
ccttaaaacc
ccttttgtct
tgcgctcacg
tcatgcaagg
tatggcgggt
tgattttcca

cacccagtaa
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tgatgtatct
tatgtaacgg
tacaagagcc
ttcgttgttt
cactcaaaaa
gtgtttttct
caccattcat
gttcaacttg
tattgctgta
taaactcatg
ctatatttgc
tcatagagta
ttaactggaa
agaacttggc
tttccacagt
ccctactgat
tccttgtagg
tttcatgctc
attcagacat
ctagtcaatg
agacctttgce
tgtgtgtttt
aaaagataaa
agtattacaa
ctaaaggctt
ccgaccatca
gctctggcag
aaactaccca
ctgctatgtg
gtctgaccac

ggcagcggta

31

atctttttta
tgaacagttg
ataagaacct
ttgcgtgagce
ttttgcctca
tagtccgtta
ttttatctgg
gaaaatcaac
agtgtttaaa
gtagttattt
cttgtgagtt
tttgttttca
aagataaggc
atagtttgtc
tctcgtcatc
gttcatcatc
gttttcaatc
cgttaagtca
acatctcaat
ataattacta
tggaaaactt
ttttgtttat
aagaatagat
aaggatgtcg
aagtagcacc
ggcacctgag
tgaatggggg
taatacaaga
gtgctatctg
ttcggattat

tcatcaacag

caccgttttc
ttctactttt
cagatccttc
catgagaacg
aaactggtga
tgtaggtagg
ttgttctcaa
gtatcagtcg
tctttactta
tcaagcatta
ttcttttgtg
aaagacttaa
aatatctctt
cactggaaaa
agctctctgg
tgagcgtatt
gtggggttga
tagcgactaa
tggtctaggt
gtccttttce
gtaaattctg
attcaagtgg
cccagccctg
caaacgctgt
ctcgcaagcect
tcgctgtctt
taaatggcac
aaagcccgte
actttttgct
cccgtgacag

gctta

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11155
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<220>
<223>

<400>

ES2918459 T3

Cebador 1

16

aggcaacact atgacatcgt gtaggctgga gctgcttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggtcgccatt aacaacgtgg catatgaata tcctccttag

<210>
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo del género Escherichia que produce L-triptéfano, en donde se inactivan las actividades
endogenas de la 6-fosfogluconato deshidratasa (Edd) y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa (Eda).

El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la 6-fosfogluconato deshidratasa tiene una
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1.

El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa
tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3.

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

El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde una totalidad o una parte del gen pheA, el
gen trpR, el gen mtry el gen tnaAB se elimina adicionalmente.

Un método para preparar L-triptéfano, que comprende:
cultivar el microorganismo del género Escherichia de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en un

medio; y
recuperar el L-triptéfano del medio de cultivo o del microorganismo que se cultiva.
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