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DESCRIPCION

Microorganismo productor de O-acetil-homoserina y el método de produccién de O-acetil-homoserina usando el
microorganismo

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una cepa de Escherichia sp., capaz de producir O-acetil homoserina con alto
rendimiento. Ademas, la presente invencion se refiere a un método de produccién de O-acetil homoserina usando la
cepa.

2. Descripcion de la técnica relacionada
La metionina para uso en alimentacion animal, alimentos y medicinas pude sintetizarse quimica o biolégicamente.

En la ruta de sintesis quimica, por lo general, la metionina se produce mediante la hidrolisis de 5-(j-
metilmercaptoetil)-hidantoina. Sin embargo, la metionina sintetizada esta desventajosamente presente en una
mezcla de formas L y D que necesita un dificil proceso adicional para separarlas entre si. Con el fin de resolver este
problema, los inventores de la presente invencion desarrollaron un método bioldgico para sintetizar selectivamente
L-metionina, un producto quimico, para el que ya se ha solicitado una patente (WO 2008/103432). El método,
denominado de forma resumida “un proceso de dos etapas”, comprende la produccién fermentativa de un precursor
de L-metionina y la conversion enzimatica del precursor de L-metionina en L-metionina. El precursor de metionina
preferentemente incluye O-acetilhomoserina y O-succinil homoserina. El proceso de dos etapas es evaluado en
términos de haber superado los problemas de los que adolecen los métodos convencionales, tales como toxicidad
de sulfuro, regulacion de retroalimentacion en la sintesis de metionina mediante metionina y SAMe, y degradacion
de intermedios mediante cistationina gamma sintasa, O-succinilhomoserina sulfhidrilasa y O-acetilhomoserina
sulfhidrilasa. Ademas, en comparacién con el método de sintesis quimica convencional de produccién de DL-
metionina, el proceso de dos etapas tiene la ventaja de ser selectivo para L-metionina solamente, con la produccion
concomitante de acidos organicos, tales como acido succinico y acido acético como subproductos Uutiles.

Descubierta como intermedio en la ruta de biosintesis de metionina, la O-acetil-homoserina se usa como precursor
para la produccion de metionina (WO 2008/013432). La O-acetil-homoserina se sintetiza a partir de L-homoserina y
acetil-CoA con ayuda de O-acetil transferasa, tal como se muestra en la siguiente formula:

L-homoserina + Acetil-CoA — O-acetil-homoserina.

En la solicitud de patente de Estados Unidos N.° 12/062835 del cesionario de la presente invencion, se desvela una
cepa de microorganismo en la que se introduce un gen thrA responsable de la actividad aspartato quinasa y
homoserina deshidrogenasa y un gen metX derivado de Deinococcus que codifica homoserina acetil transferasa,
para mejorar la biosintesis de L-homoserina y O-acetil-homoserina, respectivamente, y un método para producir O-
acetil homoserina con alto rendimiento usando dicha cepa.

En este contexto, los inventores de la presente invencién concibieron que la intensificacion de las otras tres enzimas
responsables de las reacciones cataliticas en la ruta de biosintesis de homoserina, es decir, fosfoenolpiruvato
carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd), incrementaria
un rendimiento de produccién de O-acetil homoserina mayor que el método del documento US12/062835.

Como la intensificacién concomitante de una serie de las enzimas implicadas en la conversion de fosfoenolpiruvato
en O-acetilhomoserina de acuerdo con la presente invencion, se han realizado intentos de incrementar la
productividad de L-aminoacidos expresando simultaneamente las enzimas que desempefian papeles importantes en
las rutas de biosintesis de L-aminoacidos derivados de aspartato, tales como L-lisina, L-treonina y L-metionina.

El documento EP00900872 se refiere a la produccion eficaz de L-lisina, que presenta un incremento de las
actividades de una serie de enzimas implicadas en la biosintesis de lisina, incluyendo dihidropicolinato sintasa
(dapA), aspartoquinasa (lysC), dihidropicolinato reductasa (dapB), diaminopimelato deshidrogenasa (ddh),
tetrahidropicolinato succinilasa (dapD), succinil diaminopimelato diacilasa (lysE), aspartato semialdehido
deshidrogenasa (asd), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), en E. coli. Las patentes japonesas N.° JP2006-520460 y
JP2000-244921 describen la produccién eficaz de L-treonina en E. coli incrementando las actividades de aspartato
semialdehido deshidrogenasa (asd), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartoquinasa (thrA), homoserina
deshidrogenasa (thrA), homoserina quinasa (thrB) y treonina sintasa (thrC). Ademas, el documento WO
2007/012078 desvela una cepa recombinante de Corynebacterium capaz de producir niveles incrementados de L-
metionina en la que genes que codifican aspartoquinasa (lysC), homoserina deshidrogenasa (hom), homoserina
acetil transferasa (metX), O-acetilhomoserina sulfhidrilasa (metY), cistationina gamma sintasa (metB), transmetilasa
dependiente de cobalamina (metH), metionina sintasa independiente de cobalamina (metE), metiltetrahidrofolato
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reductasa (metF), y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (zwf) tienen el nivel de expresién incrementado, mientras que
genes que codifican proteina represora de metionina (mcbR), homoserina quinasa (hsk), S-adenosilmetionina
sintetasa (metK), y treonina deshidratasa (livA) tienen el nivel de expresién reducido.

Todas las patentes estan relacionadas con la produccion eficaz de L-aminoacidos derivados de aspartato, es decir,
L-lisina, L-treonina y L-metionina, respectivamente, que presenta el empleo de combinaciones de genes que
dependen de los productos respectivos.

El documento W0O2006/082252 se refiere a una cepa de Escherichia para producir alfa-cetobutirato a través de una
reaccion de gamma-eliminaciéon de OAH. El documento WO 2007/012078 se refiere a un microorganismo
recombinante con productividad de metionina intensificada.

En la presente invencion, estan disefiadas una serie de enzimas responsables de las etapas cataliticas desde
fosfoenolpiruvato a O-acetilhomoserina en la ruta de biosintesis de O-acetilhomoserina, para incrementar su nivel de
expresion para producir O-acetilhomoserina con mayor rendimiento, lo que no se ha mencionado nunca en la
documentacion anterior. Ademas, la combinacién de enzimas empleada en la presente invencion es diferente de la
empleada para la produccion del L-aminoacido derivado de aspartato, tal como L-lisina, L-treonina o L-metionina,
como productos finales, son diferentes.

Conduciendo a la presente invencion, una investigacion intensiva y exhaustiva sobre la produccién de O-acetil
homoserina con maximo rendimiento, llevada a cabo por los inventores de la presente invencién, dio como resultado
el descubrimiento de que la intensificacion concomitante de los genes que codifican aspartato quinasa y homoserina
deshidrogenasa (thrA), y homoserina acetil transferasa (metX) mas un gen que codifica al menos una enzima
seleccionada entre fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehido
deshidrogenasa (asd) en forma de un ADN genémico y/o un plasmido en una cepa de microorganismo podria
provocar un incremento significativo de la produccion de O-acetil homoserina.

Sumario de la invenciéon

Es, por lo tanto, un objetivo de la presente invencién proporcionar una cepa de microorganismo capaz de producir O-
acetil homoserina con alto rendimiento, que esta disefiada para fortificar una serie de genes responsables de las
enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de homoserina desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar un método de produccion de O-acetil homoserina con alto
rendimiento, usando la cepa de microorganismo.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una cepa de Escherichia sp., capaz de producir
O-acetil homoserina con alto rendimiento, con sobreexpresion de genes que codifican homoserina acetil transferasa,
aspartoquinasa, homoserina deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa y aspartato
semialdehido deshidrogenasa, en la que la cepa de Escherichia sp., se caracteriza ademas por la delecion de genes
metB, thrB, metJ y metA.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de produccion de O-acetil
homoserina en un medio de cultivo, que comprende fermentar la cepa en el medio de cultivo.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un método de produccién de L-
metionina y acetato, que comprende: (a) fermentar la cepa para producir O-acetil homoserina; (b) separar la O-acetil
homoserina; y (c) convertir la O-acetil homoserina, junto con metilmercaptano, en L-metionina y acetato en presencia
de una enzima seleccionada entre un grupo que consiste en cistationina gamma sintasa, O-acetil homoserina
sulfhidrilasa y O-succinil homoserina sulfhidrilasa.

De acuerdo con la presente invencién, por lo tanto, puede producirse O-acetil homoserina con alto rendimiento
fermentando una cepa de Escherichia sp., que ancla los seis genes de aspartato quinasa y homoserina
deshidrogenasa (thrA), homoserina acetil transferasa (metX), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato
aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd), responsables de la ruta de biosintesis
desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina, en forma de ADN cromosémico o ADN plasmidico. Ademas, la O-
acetil-L-homoserina producida por la cepa de la presente invenciéon puede convertirse, tal como se desvela en el
documento W02008/013432, titulado “Microorganism producing L-methionine precursor and method of producing L-
methionine and organic acid from the L-methionine precursor”, expedida a los inventores de la presente invencion,
en L-metionina con alto rendimiento.

La materia para la que se busca proteccion es tal como se expone en las reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se entenderan mas claramente a
partir de la siguiente descripcion detallada tomada junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 es una vista esquematica que muestra una ruta de biosintesis de O-acetil homoserina de la cepa de
acuerdo con la presente invencion;

La figura 2 es una vista esquematica que muestra el mapa genético y la construccion de un vector pSG-2ppc
para integracion cromosomica;

La figura 3 es una vista esquematica que muestra el mapa genético y la construcciéon de un vector pSG-2aspC
para integracion cromosomica;

La figura 4 es una vista esquematica que muestra el mapa genético y la construccion de un vector pSG-2asd
para integracion cromosomica; y

La figura 5 es una vista esquematica que muestra el mapa genético y la construccion de un vector de expresion
pCJ-thrA(M)-metX-CL;

Descripcion de las realizaciones preferidas

De acuerdo con un aspecto de la misma, la presente invencion se refiere a una cepa de Escherichia sp., capaz de
producir O-acetil homoserina con alto rendimiento, con sobreexpresion de genes que codifican homoserina acetil
transferasa, aspartoquinasa, homoserina deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa
y aspartato semialdehido deshidrogenasa, en la que la cepa de Escherichia sp., se caracteriza ademas por la
delecion de genes metB, thrB, metJ y metA.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién “precursor de L-metionina” pretende referirse a un
metabolito descubierto en la ruta de biosintesis de metionina o un derivado de la misma, y particularmente a O-acetil
homoserina.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “cepa que produce O-acetil homoserina” pretende referirse
a un microorganismo eucariota o procariota que puede producir O-acetili homoserina por via intracelular o
extracelular y particularmente a un microorganismo modificado genéticamente que puede acumular O-acetil
homoserina en su interior. Los ejemplos de la cepa utiles en la presente invencion incluyen Escherichia sp., Erwinia
sp., Serratia sp., Providencia sp., Corynebacteria sp., Pseudomonas sp., Leptospira sp., Salmonella sp.,
Brevibacteria sp., Hypomononas sp., Chromobacterium sp., Norcardia sp., hongos y lavaduras, con preferencia por
Escherichia sp., Corynebacteria sp., y Leptospira sp., y levaduras. Mas preferida es Escherichia sp. Mucho mas
preferida es Escherichia coli. AUn mucho mas preferida es una cepa de E. coli que puede producir L-lisina, L-
treonina, L-isoleucina o L-metionina. Lo mas preferido es un derivado de la cepa de E. coli de N.° de acceso del
KCCM (Korean Culture Center of Microorganisms) 10921P o KCCM 10925P depositada por el cesionario de la
presente invencion (US12/062835), o de FTR2533 (N.° de acceso KCCM 10541).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “introduccion e intensificacidon de actividad” pretende
significar un incremento de la actividad intracelular de una enzima codificada por el gen correspondiente, que puede
conseguirse, generalmente, mediante la sobreexpresion del gen. Existen muchas estrategias para la sobreexpresion
de un gen diana. Por ejemplo, la sobreexpresion puede implementarse mediante la modificacion de una base en la
region promotora y/o 5-UTR para el gen diana, introduciendo la copia extra del gen diana en el cromosoma, o
mediante la introduccién del gen diana en combinacién con un promotor autélogo o uno heterélogo sobre un vector,
seguido por la transformacion del vector en una cepa de microorganismo. Ademas, una mutacion en el ORF (marco
abierto de lectura) del gen diana puede dar como resultado la sobreexpresion del mismo. En términos numéricos,
cuando se produce sobreexpresion, la proteina correspondiente incrementa su actividad o concentraciéon en un 10
%, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %, 1000 % o hasta 2000 %, en comparacion con
cuando se expresa en un estado natural. Las estrategias para la introduccion e intensificacion de la actividad de un
gen incluyen transformacion con un plasmido que porta el gen correspondiente, un incremento del numero de copias
de genes, el empleo de un promotor fuerte para el gen, o una mutacién en un promotor preexistente para el gen.

En una realizacion preferida de la misma, la presente invencién proporciona una cepa de microorganismo capaz de
producir O-acetil homoserina con mayor rendimiento, con la introduccion e intensificacion de la actividad de una
serie de seis enzimas que consisten en aspartato quinasa y homoserina deshidrogenasa (thrA), homoserina acetil
transferasa (metX), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC), y aspartato
semialdehido deshidrogenasa (asd), y un método de produccion de O-acetil homoserina usandola. Preferentemente,
aspartato quinasa y homoserina deshidrogenasa (thrA) u homoserina acetil transferasa (metX) se introducen en y se
intensifican en células mediante transformaciéon con un vector de expresidon que porta los genes correspondientes
mientras que dos o mas copias de un gen que codifica al menos una seleccionada entre fosfoenolpiruvato
carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd) pueden estar
ubicadas en el genoma de la cepa de microorganismo. De la forma mas preferente, todos estos tres genes estan
ubicados en dos o mas copias en el genoma de E. col.
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Con mayor detalle, la cepa de microorganismo esta disefiada para incrementar el nivel del gen metX que codifica
homoserina O-acetiltransferasa responsable de la primera etapa de la ruta de biosintesis de metionina, que causa
una mejora de la sintesis del precursor de L-metionina O-acetil homoserina. En el presente documento, metX se
refiere, en general, a un gen que codifica una proteina que tiene la actividad de homoserina, O-acetiltransferasa.
Para uso en la presente invencion, nueva, homoserina O-acetiltransferasa exégena puede originarse a partir de
diversos microorganismos. Los ejemplos de los microorganismos a partir de los que puede obtenerse un gen que
codifica homoserina O-acetiltransferasa, incluyen Corynebacterium sp., Leptospira sp., Deinococcus sp.,
Pseudomonas sp., o Mycobacterium sp., aunque no se limitan a estos. Preferentemente, la homoserina O-
acetiltransferasa puede estar codificada por un gen que se origina a partir de una cepa seleccionada entre un grupo
que consiste en Corynebacterium glutamicum, Leptospira meyeri, Deinococcus radiodurans, Pseudomonas
aeruginosa y Mycobacterium smegmatis. Mas preferentemente, la homoserina O-acetiltransferasa tiene una
secuencia de aminoacidos de la base de datos UniProt N.° de acceso Q9RVZ8 (SEQ ID NO. 18), NP_249081 (SEQ
ID NO. 19) o YP_886028 (SEQ ID NO. 20). Se sabe que el gen metX que se origina a partir de Leptospira meyeri
muestra resistencia a la inhibicion por retroalimentacién (J Bacteriol. Enero de 1998; 180(2): 250-5. Belfaiza J et al.).
También se descubri6 que las otras homoserina O-acetiltransferasas eran refractarias a inhibiciéon por
retroalimentacion en estudios previos de los inventores de la presente invencion.

Por ejemplo, la introduccion e intensificacion de homoserina O-acetiltransferasa puede implementarse mediante la
introduccion de metX o mediante la modificacion de una base en la region 5'-UTR y/o promotora para el gen diana.
Preferentemente, el gen diana en combinacién con un promotor autélogo o heterdlogo se inserta en un vector,
seguido por la transformacion del vector en una cepa de microorganismo. La introduccion e intensificacion de metX
da como resultado un incremento de la sintesis del precursor de metionina.

Ademas, la cepa de microorganismo esta disefiada para incrementar la actividad de aspartoquinasa u homoserina
deshidrogenasa para mejorar la sintesis del precursor de O-acetil homoserina, homoserina. En el presente
documento, thrA se refiere, en general, a un gen que codifica un péptido que tiene la actividad de aspartoquinasa y
homoserina deshidrogenasa. Preferentemente, la aspartoquinasa y homoserina deshidrogenasa es codificada por
un gen de la base de datos Uniprot N.° de acceso AP_000666. El gen thrA puede introducirse preferentemente
mediante un plasmido y permanecer como un ADN plasmidico. Es decir, un vector de expresion que porta el gen
thrA puede transformarse en la cepa. Mas preferentemente, tanto metX como thrA se introducen en la cepa y
permanecen como ADN plasmidicos en la cepa. Es decir, un vector de expresion que porta tanto metX como thrA se
transforma en la cepa.

En una realizacion de la presente invencion, la cepa de microorganismo que produce O-acetil-L-homoserina puede
prepararse de la siguiente manera.

En primer lugar, la cepa de microorganismo esta disefiada para acumular O-acetil-L-homoserina incrementando el
numero de copias de genes que codifican respectivamente fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato
aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd). Para esto, estos genes se clonan en
vectores pSG respectivos Utiles para la integracion de un gen en un cromosoma, seguida por transformacion con los
vectores pSG para incrementar el nimero de los genes respectivos a dos o mas copias. Como resultado, la
expresion de los genes mejora. A continuacion, los genes que codifican aspartato quinasa y homoserina
deshidrogenasa (thrA) y homoserina acetil transferasa (metX) se introducen como ADN plasmidicos en la cepa de
microorganismo. A este respecto, un operdn thrA-metX compuesto por un gen thrA (aspartato quinasa y homoserina
deshidrogenasa), un gen metX (homoserina acetil transferasa) derivado de Deinococcus, y un promotor CJ1 se
construye y se clona en pCL1920, un plasmido de bajas copias, seguido por la transformacion del plasmido
recombinante en la cepa que tiene 2 copias de cada uno de los genes (fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato
aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd)). Por lo tanto, la cepa de microorganismo
mejora en cada etapa de la ruta de biosintesis desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina.

Una serie de las enzimas son responsables de las etapas cataliticas de la ruta de biosintesis desde
fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina tal como se muestra en las siguientes formulas de reaccion. Por
consiguiente, la sobreexpresion de los genes en serie causa la acumulacion intracelular de O-acetil homoserina.

Fosfoenolpiruvato + H,O + CO, <-> Oxaloacetato + Fosfato

Oxaloacetato + Glutamato <-> Aspartato + a-cetoglutarato

Aspartato + ATP <-> Aspartil-4-fosfato + ADP

Aspartil-4-fosfato + NADPH <-> Aspartato-semialdehido + Fosfato + NADP+

Aspartato-semialdehido + NADPH <-> Homoserina

Homoserina + Acetil-CoA <-> O-Acetil-Homoserina + CoA
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Genes que codifican respectivamente fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa, aspartato
semialdehido deshidrogenasa, aspartato quinasa y homoserina deshidrogenasa, y homoserina acetil transferasa se
expresan, generalmente, como ppc, aspC, asd, thrA y metX. Estos genes pueden obtenerse de las secuencias
gendémicas de Escherichia coli y Deinococcus radiodurans R1 desveladas previamente (Mol Syst Biol. 2006; 2:
2006.0007. Publicacion en linea, 21 de febrero de 2006., Science. 19 de noviembre de 1999; 286(5444): 1571-7).
Ademas, las secuencias génicas pueden obtenerse de bases de datos publicas tales como las construidas por el
National Center for Biotechnology Information (NCBI) o el DNA Data Bank of Japan (DDBJ). Por ejemplo, el N.° de
ID. del GenBank 89110074 se da a ppc, el N.° de ID. del GenBank 85674274 a aspC, el N.° de ID. del GenBank
89110578 a asd, el N.° de ID. del GenBank 89106886 a thrA, y el N.° de ID. del GenBank 1799718 a metX. La cepa
de microorganismo preparada de este modo se mejora en una serie de etapas cataliticas que se prolongan desde
aspartato a O-acetil homoserina en la ruta de biosintesis, produciendo de este modo O-acetil-L-homoserina con alto
rendimiento. Esta cepa que produce O-acetil homoserina, CJM-XPA2 (pCJ-thrA(M)-metX-CL), llamada “Escherichia
coli CA05-0567" se depositdé en la KCCM (Korean Culture of Microorganisms, Eulim build, Hongje-1-Dong,
Seodaemun-ku, Sedl, 361-221, Corea) el 11 de agosto de 2009, con el N.° de acceso KCCM11025P.

Una cepa que produce L-metionina puede prepararse basandose en una cepa que produce L-lisina-, L-treonina-, o
L-isoleucina, y preferentemente basandose en una cepa que produce L-treonina. En este caso, estas cepas ya han
sido adaptadas para sintetizar homoserina y pueden genomanipularse adicionalmente para producir el precursor de
metionina en una gran cantidad incrementando la expresion de metX.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “cepa que produce L-treonina” pretende referirse a un
microorganismo procariota o eucariota que puede producir L-treonina de forma intracelular. Los ejemplos de la cepa
util en la presente invencion incluyen Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp., Corynebacteria sp.,
Pseudomonas sp., o Brevibacteria sp., con preferencia por Escherichia sp. Mas preferida es Escherichia coli.

En una realizacion preferida de la presente invencién, puede usarse la cepa que produce L-treonina FRT2533
desvelada en el documento WO 2005/075625. FTR2533 se deriva de Escherichia coli TFR7624 que se origina a
partir de la Escherichia coli N.° de acceso KCCM10236 que se basa, a su vez, en Escherichia coli TF4076.
Escherichia coli N.° de acceso KCCM10236 expresa a niveles altos el gen ppc que codifica una enzima responsable
de la formacion de oxaloacetato a partir de PEP, junto con los genes que codifican enzimas esenciales para la
biosintesis de treonina a partir de aspartato, incluyendo thrA (aspartoquinasa, 1-homoserina deshidrogenasa), thrB
(homoserina quinasa), y thrC (treonina sintasa), mostrando de este modo productividad incrementada de L-treonina.
Escherichia coli TFR7624 (KCCM10538) porta un gen tyrR inactivado que reprime la expresion del gen tyrB
necesario para la biosintesis de L-treonina. Escherichia coli FTR2533 (KCCM10541) es una cepa de E.coli que
produce L-treonina que porta un gen galR inactivado.

En una realizacion preferida de la presente invencion, puede usarse CJM2-X/pthrA(M)-CL (N.° de acceso KCCM
10925P), desvelada en el documento US 12/062835. Esta cepa se deriva de E. coli FTR2533 delecionando los
genes metB, thrB, metJ y metA e insertando un gen metX derivado de Deinococcus radiodurans en el locus de
metA, seguido por transformacién con un vector de expresion que porta un gen thrA.

Ademas, en una realizacion preferida de la presente invencion, puede usarse CJM-X/pthrA(M)-CL (N.° de acceso
KCCM 10921P), desvelada en el documento US 12/062835. Esta cepa se deriva de E.coli CJM002 (N.° de acceso
KCCM10568) delecionando los genes metB, thrB, metJ y metA e insertando un gen metX derivado de Deinococcus
radiodurans en el locus de metA, seguido por transformacién con un vector de expresion que porta un gen thrA.

En ejemplos concretos de la presente invencion, dos copias de cada uno de los genes ppc, aspC y asd se integran
en el cromosoma de E. coli. Con este fin, se construyen plasmidos recombinantes para la integracion de genes
respectivos, tal como se muestra en la figura 2 para pSG-2ppc, la figura 3 para pSG-2aspC, y la figura 4 para pSG-
2asd. Ademas, un vector de expresion recombinante pCJ-thrA(M)-metX-CL se construye para expresar tanto thrA
como metX simultaneamente (figura 5). Los vectores recombinantes pSG-2ppc, pSG-2aspC y pSG-2asd se
transforman secuencialmente en la cepa CJM-X/pthrA(M)-CL intensificada con los genes thrA y metX, desvelada en
el documento US 12/062835 (N.° de acceso KCCM 10921P). La cepa transformada tiene dos copias de cada uno de
los genes ppc, aspC y asd integradas en el cromosoma de la misma y se llama CJM-XPA2. Después de la
transformacion con el vector pCJ-thrA(M)-metX-CL, esta cepa mutante se cultiva en matraces para analizar
cuantitativamente la produccion de O-acetil homoserina. En comparacion con el control CJM-X/pthrA(M)-CL (N.° de
acceso KCCM 10921P), se descubrié que el rendimiento de produccion de O-acetil se incrementaba en un 3,6 % del
29,1 % al 32,7 % en la cepa que tenia dos copias de cada uno de los genes ppc, aspC, asd (responsables de la
conversion de fosfoenolpiruvato en aspartato) integradas en el cromosoma de la misma, y en hasta un 16,9 % del
29,1 % al 46 % en la cepa que anclaba todos los genes ppc, aspC, asd, thrA'y metX (responsables de la ruta de
biosintesis desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina) en forma de ADN cromosémico o ADN plasmidico.
Considerando el hecho de que el rendimiento de produccion de O-acetil homoserina era del 32,7 % tras la
intensificacion de solamente los genes ppc, aspC y asd (responsables de la conversion de fosfoenolpiruvato en
aspartato) y del 37,5 % tras la intensificacion de solamente thrA y metX, cuando todos los genes responsables de
toda la ruta de biosintesis que se extiende desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina se intensifican juntos, el
rendimiento de produccién de O-acetil homoserina se incrementa adicionalmente al 46 % (ejemplo 2, tabla 2). Por lo
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tanto, la cepa preparada de acuerdo con la presente invencion produce O-acetil homoserina en mayor rendimiento
que la contrapartida de tipo silvestre.

De acuerdo con otro aspecto de la misma, la presente invencion se refiere a un método de produccién de O-acetil-
homoserina, que comprende la fermentacion de la cepa de E. coli que produce O-acetil-homoserina en un medio de
cultivo para acumular O-acetil-homoserina en el medio.

De acuerdo con un aspecto adicional de la misma, la presente invencion se refiere a un método de produccion de L-
metionina y acetato, que comprende (a) producir O-acetil-homoserina mediante la fermentacién de la cepa de
Escherichia sp., que produce O-acetil homoserina de la presente invencion; (b) separar la O-acetil homoserina; y (c)
convertir la O-acetilhomoserina separada, junto con metilmercaptano, en L-metionina y acetato en presencia de una
transferasa seleccionada entre cistationina gamma sintasa, O-acetilhomoserina sulfhidrilasa y O-succinilhomoserina
sulfhidrilasa.

Cuando se usa en conexion con la cepa de la presente invencion, el método de produccién de L-metionina, que se
basa en el uso de la enzima convertidora, cistationina gamma sintasa, O-acetilhomoserina sulfhidrilasa u O-
succinilhomoserina sulfhidrilasa, tal como se desvela en el documento WO 2008/013432, expedido a los inventores
de la presente invencion, puede provocar un mayor rendimiento en la produccion de L-metionina.

La cepa que produce O-acetil-L-homoserina preparada anteriormente puede cultivarse en un medio y en condiciones
conocidos en la técnica. Como es bien entendido por los expertos en la materia, el método de cultivo puede
ajustarse de acuerdo con la cepa usada. La fermentacion puede llevarse a cabo en un lote, en un cultivo de tipo
continuo o en uno semicontinuo, aunque no se limita a esto. En la siguiente referencia: “Biochemical Engineering” de
James M. Lee, Prentice-Hall International Editions, pags. 138-176, se describen diversos métodos de fermentacion.

El medio de cultivo tiene que cumplir las condiciones de cultivo para una cepa especifica. Diversos medios de cultivo
de microorganismos se describen en la siguiente referencia: “Manual of Methods for General Bacteriology” de la
American Society for Bacteriology, Washington D. C., EE. UU., 1981. En general, un medio de cultivo incluye
diversas fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno y oligoelementos. Los ejemplos de la fuente de carbono incluyen
carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidén y celulosa; grasas tales como aceite
de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido
estearico, y acido linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y acidos organicos tales como acido acético. Estas
fuentes de carbono pueden usarse en solitario o en combinacién. Los ejemplos de la fuente de nitrégeno incluyen
fuentes de nitrégeno organicas, tales como peptona, extracto de levadura, salsa de carne, extracto de malta, licor de
maiz fermentado (CSL) y harina de alubias, y fuentes de nitrégeno inorganicas tales como urea, sulfato de amonio,
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio, que pueden usarse en solitario o en
combinacion. Adicionalmente, el medio puede contener dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio
y/o las sales que contienen sodio, correspondientes de los mismos. Ademas, en el medio puede haber metal en
forma de sales, como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. Ademas, también pueden afadirse aminoacidos,
vitaminas y precursores apropiados. Los medios o los precursores pueden afiadirse al cultivo de forma discontinua o
continua.

El pH del cultivo puede ajustarse con un compuesto adecuado, por ejemplo, hidréxido de amonio, hidroxido de
potasio, amoniaco, acido de fosfato, y acido sulfdrico. Con el fin de inhibir la generacién de burbujas en el cultivo,
puede usarse un agente desespumante tal como éster poliglicdlico de acidos grasos. Para crear condiciones
aerobicas, el medio de cultivo puede airearse con oxigeno o gas que contiene oxigeno (por ejemplo, aire). El medio
de cultivo se mantiene a 20 ~ 45 °C y preferentemente a 25 ~ 90 °C. La cepa se cultiva a un nivel deseado del
precursor de L-metionina preferentemente durante 10 ~ 160 h.

Una mejor comprension de la presente invencion puede obtenerse a través de los siguientes ejemplos que se
describen para ilustrar, pero no debe interpretarse que limitan la presente invencion.

EJEMPLO 1: Preparacion de la cepa que produce O-acetil homoserina

<1-1> Construccion del vector pSG, para integracion cromosémica de ppc
Para el uso en la integracion de ppc en el cromosoma de E. coli, se construyé un vector pSG-2ppc.

La secuencia basica del gen ppc se obtuvo de la base de datos GenBank del NIH (NCBI-gi: 89110074). Tomando
como base esta secuencia basica, se sintetizaron dos conjuntos de cebadores para la amplificacion del gen ppc: un
conjunto que comienza desde 200 pb cadena arriba del coddn de inicio del ORF de ppc y que contiene los sitios de
las enzimas de restriccion EcoRI y Sacl (SEQ ID NO. 1y 2); y el otro conjunto que comienza desde 200 pb cadena
arriba del coddn de inicio del ORF de ppc y que contiene los sitios de las enzimas de restriccion Sacl y Kpnl (SEQ ID
NO. 3 y 4). Aunque el ADN cromosomico de Escherichia coli W3110 sirvid como plantilla, se realizé6 PCR usando un
conjunto de cebadores de SEQ ID NO. 1y 2 o SEQ ID NO. 3 y 4 en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad
PfuUltra™ (Stratagene), con 30 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s; hibridacién a 50 °C durante 30 s; y
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extension a 72 °C durante 4 min.

Los productos de PCR obtenidos de este modo fueron dos tipos de genes ppc de aproximadamente 3,1 kb que
contenian sitios de EcoRl y Sacl, y sitios de Sacl y Kpnl en su interior, respectivamente.

Después de la digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y Sacl, y Sacl y Kpnl, respectivamente, los dos genes
ppc amplificados se ligaron entre si y se insertaron en un vector pSG76-C tratado con enzimas de restriccion EcoRI
y Kpnl (J Bacteriol. Julio de 1997; 179(13): 4426-8), para construir un plasmido recombinante pSG-2ppc que porta
dos copias del gen ppc. La figura 2 muestra el mapa genético y la construccion del vector pSG-2ppc para integracion
cromosomica de 2 copias de ppc.

<1-2> Construccion del vector pSG para integracion cromosémica de aspC
Para uso en la integracién de aspC en el cromosoma de E. coli, se construyd un vector pSG-2aspC.

La secuencia basica del gen aspC se obtuvo de la base de datos GenBank del NIH (NCBI-gi: 85674274). Tomando
como base esta secuencia basica, se disefid un conjunto de cebadores para la amplificacion del gen aspC para
comenzar desde 200 pb cadena arriba del codén de inicio del ORF de aspC y contener el sitio de la enzima de
restriccion BamHI (SEQ ID NO. 5y 6).

Aunque el ADN cromosomico de Escherichia coliW 3110 sirvié como plantilla, se realizé PCR usando un conjunto de
cebadores de SEQ ID NO. 5y 6 en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra™ (Stratagene), con 30
ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s; hibridacion a 50 °C durante 30 s; y extension a 72 °C durante 2
min.

El producto de PCR obtenido de este modo fue un gen aspC de aproximadamente 1,5 kb que contenia un sitio de
BamHI en su interior.

Después de la digestion con la enzima de restriccion BamHI, el gen apsC amplificado se ligé a un vector pSG76-C
tratado con la misma enzima de restriccion para construir un plasmido recombinante pSG-2aspC que porta dos
copias del gen aspC. La figura 3 muestra el mapa genético y la construccién del vector pSG-2aspC para integracion
cromosomica de 2 copias de aspC.

<1-3> Construccion del vector pSG para integracion cromosémica de asd
Para uso en la integracion de asd en el cromosoma de E. coli, se construy6 un vector pSG-2asd.

La secuencia basica del gen asd se obtuvo de la base de datos GenBank del NIH (NCBI-gi: 89110578). Tomando
como base esta secuencia basica, se sintetizaron dos conjuntos de cebadores para la amplificacion del gen asd: un
conjunto que comienza desde 200 pb cadena arriba del coddn de inicio del ORF de asd y que contiene los sitios de
las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal (SEQ ID NO. 7 y 8); y el otro conjunto que comienza desde 200 pb cadena
arriba del codén de inicio del ORF de asd y que contiene los sitios de las enzimas de restriccion Xbal y EcoRI (SEQ
ID NO. 9y 10).

Aunque el ADN cromosomico de Escherichia coliW 3110 sirvié como plantilla, se realizé PCR usando un conjunto de
cebadores de SEQ ID NO. 7y 8 o SEQ ID NO. 9y 10 en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra™
(Stratagene), con 30 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s; hibridaciéon a 50 °C durante 30 s; y extension
a 72 °C durante 2 min.

Los productos de PCR obtenidos de este modo fueron dos clases de genes asd de aproximadamente 1,5 kb que
contenian sitios EcoRI y Xbal, y sitios Xbal y EcoRlI en su interior, respectivamente.

Después de la digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal, los genes asd amplificados se ligaron entre si
y se insertaron en un vector pSG76-C tastado con la enzima de restriccion EcoRI para construir un plasmido
recombinante pSG-2asd que porta dos copias del gen asd. La figura 4 muestra el mapa genético y la construccion
del vector pSG-2asd para integracion cromosoémica de 2 copias de asd.

<1-4> Construccion de pCJ-thrA(M)-metX-CL recombinante para la expresion de ThrA y MetX

Para la biosintesis de O-acetil homoserina, se intensificaron thrA y metX mediante la introduccion de un vector de
expresion recombinante que porta los genes.

Una secuencia de nucledtidos del gen metX se obtuvo del GenBank del NIH (NCBI gi: 1799718). Tomando como
base esta secuencia de nucledtidos, se disefid un conjunto de cebadores para cubrir un ORF de metX que varia
entre ATG y TAA y tienen el sitio de la enzima de restriccion Hindlll en ambos extremos del mismo (SEQ ID NO. 11y
12).
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Usando los cebadores de las SEQ ID NO. 11 y 12, se realizé PCR en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad
con 30 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C durante 30 s; hibridacion a 50 °C durante 30 s; y extension a 72 °C
durante 2 min durante la cual el ADN cromosémico de Deinococcus radiodurans R1 servia como plantilla.

El producto de PCR obtenido de este modo era un gen metX de aproximadamente 1 kb que contenia el sitio de la
enzima de restriccion HindlIl.

Después de la digestion con la enzima de restriccion Hindlll, el gen metX amplificado se ligd al vector de expresion
de thrA, plasmido pCJ-thrA(M)-CL, desvelado en el documento US12/062835, que se tratd previamente con la
misma enzima de restriccidn, para construir un vector de expresién recombinante que porta tanto thrA como metX,
denominado pCJ-thrA(M)-metX-CL (figura 5).

<1-5> Preparacién de una cepa que produce O-acetil-homoserina

El plasmido pSG-2ppc que porta dos copias del gen ppc, construido en el ejemplo <1-1>, se transformo en la cepa
desvelada en el documento US12/062835, CJM-X/pthrA(M)-CL (N.° de acceso KCCM 10921P), seguido por
incubacion en placas LB-Cm (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/l, cloranfenicol 25 pg/l) para
seleccionar 10 colonias resistentes a cloranfenicol para cada transformante. El transformante seleccionado anclaba
el vector pSG-2ppc en el sitio de ppc cromosémico del mismo. A continuacion, la cepa con dos copias del gen ppc
insertada en su interior se transformé con pAScep, un vector de expresion que porta la enzima de restriccion I-Scel,
para escindir el sitio de I-Scel presente en el vector pSG, seguido por la seleccion en LB-Ap (extracto de levadura 10
g/l, NaCl 5 g/l, Triptona 10 g/I, Ampicilina 100 pg/l). Como resultado, se seleccioné una cepa en la que 2 copias del
gen ppc se anclaron en el cromosoma de la misma, con el vector pSG76-C eliminado de la misma. EI mismo
procedimiento que en el plasmido pSG-2ppc se repiti6 para los vectores pSG76C-2aspC y pSG76C-2asd,
construidos en los ejemplos <1-2> y <1-3>, respectivamente, en orden. Finalmente, se obtuvo una cepa de CJM-
X/pthrA(M)-CL (N.° de acceso 10921P) con dos copias de cada uno de ppc, asd y aspC insertadas en el cromosoma
de la misma, y se llamé CJM-XPA2.

Ademas, la cepa CJM-XPA2 se transformé con el vector pCJ-thrA(M)-metX-CL construido en el ejemplo <1-4>y a
continuacion se cultivd en LB-Sp (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/, Triptona 10 g/l, espectinomicina 25 ug/l)
para seleccionar 10 colonias resistentes a espectinomicina. La CJM-XPA2 (pCJ-thrA(M)-metX-CL), llamada
“Escherichia coli CA05-0567" se depositdé en la KCCM (Korean Culture of Microorganisms, Eulim build, Hongje-1-
Dong, Seodaemun-ku, Seul, 361-221, Corea) el 11 de agosto de 2009, con el N.° de acceso KCCM11025P. Se
compararon entre si para productividad de O-acetil homoserina.

EJEMPLO 2: Fermentacién para la producciéon de O-acetil homoserina

Con el fin de examinar las cepas preparadas en el ejemplo 1 para la capacidad de producir el precursor de
metionina, O-acetil homoserina, éstas se cultivaron en matraces Erlenmeyer.

Para este cultivo, se empled el medio de valoracién cuantitativa de O-acetil-homoserina mostrado en la tabla 1.

TABLA 1
Composicién del medio para la produccién de O-acetil-homoserina
Composicion Concentracion (por litro)
Glucosa 60g
Sulfato de amonio 179
KH2PO4 109
MgSO, * 7H,0 0,59
FeSO4 « 7H.0 5mg
MnSO, * 8H,0 5mg
ZnS0y4 5mg
CaCOs3 30g
Extracto d levadura 29
Metionina 0,15g
Treonina 0,15g

Se generaron colonias individuales en placas de LB durante la incubacion durante una noche a 32 °C, se recogieron
con asas de platino y se inocularon respectivamente en 25 ml del medio de valoracion cuantitativa de O-acetil
homoserina, seguido por cultivo a 32 °C durante 42 ~ 64 h con agitacion a 250 rpm. Cada cultivo se analizd
cuantitativamente para O-acetil homoserina usando HPLC. Los datos del andlisis se resumen en la tabla 2, a
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continuacion.

En comparacion con la CJM-X/pthrA(M)-CL de control (N.° de acceso KCCM 10921P), tal como se muestra en la
tabla 2, se descubrié que el rendimiento de producciéon de O-acetil homoserina se incrementaba en un 3,6 % del
29,1 % al 32,7 % en la cepa que tiene dos copias de cada uno de los genes ppc, aspC, asd, responsables de la
conversion de fosfoenolpiruvato en aspartato, integradas en el cromosoma de la misma, y en hasta un 16,9 % del
29,1 % al 46 % en la cepa que ancla todos los genes ppc, aspC, asd, thrA y metX, responsables de la ruta de
biosintesis desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina, en forma de ADN cromosémico o ADN plasmidico.

Tomados conjuntamente, los datos obtenidos en los ensayos en matraz indican que, considerando el hecho de que
el rendimiento de produccion de O-acetil homoserina es del 32,7 % tras la intensificacién de solamente los genes
ppc, aspCy asd, responsables de la conversion de fosfoenolpiruvato en aspartato, y el 37,5 % tras la intensificacion
de solamente thrA y metX, cuando todos los genes responsables de toda la ruta de biosintesis que se extiende
desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina se intensifican juntos, el rendimiento de produccion de O-acetil
homoserina se incrementa adicionalmente hasta el 46 %. Por lo tanto, la cepa preparada de acuerdo con la presente
invencion producia O-acetil homoserina con mayor rendimiento que la contrapartida de tipo silvestre.

TABLA 2
Ensayos en matraz para la produccion de O-acetil-homoserina
Cepa Plasmido Produccién de OAH (g/l) Rendimiento (%)
CJM-X/pthrA(M)-CL (N.° de - 17,5 29,1
acceso KCCM 10921P) pCJ-thrA(M)-metX-CL 22,5 37,5
CJM-XPA2 - 19,6 32,7
pCJ-thrA(M)-metX-CL 27,6 46,0

Aplicabilidad industrial

Tal como se ha descrito hasta ahora, la presente invencién proporciona una cepa de Escherichia sp., que produce
O-acetil homoserina con alto rendimiento en un medio de cultivo cuando se fermenta en el medio. Ademas, la O-
acetil homoserina puede convertirse, junto con metilmercaptano, mediante el proceso de dos etapas en L-metionina,
con la produccién concomitante de acido acético.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CJ Cheiljedang Corporation

<120> Microorganismo productor de O-acetil-homoserina y el método de produccién de O-acetil-homoserina
usando el microorganismo

<130> OPA09052

<150> US12/550.121
<151> 28-08-2009

<160> 20
<170> Kopatentin 1.71

<210> 1

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para ppc

<400> 1
gccggaatte tgtcggatge gatacttgeg ¢ 31

<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador inverso para ppc

<400> 2
gaaggagctc agaaaaccct cgcgcaaaag

<210> 3

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para ppc

<400> 3
gccggageote tgtcggatge gatacttgeg ¢

<210> 4

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para ppc

<400> 4
gaagggtacc agaaaaccct cgcgcaaaag

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para aspC

<400> 5
tccgagetca taagcgtage gcatcaggea

<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para aspC

<400>6
tccgagetcg tccacctatg ttgactacat

<210>7

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para asd

<400>7
Ccggaattcc caggagagca ataagea

<210> 8
<211> 28
<212> ADN

11

30

31

30

30

30

27
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para asd

<400> 8
ctagtctaga tgctctattt aactcccg

<210>9

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para asd

<400> 9 _
ctagtctaga ccaggagagc aataagca

<210> 10

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para asd

<400> 10
ccggaattct gctctattta actcceg

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para metX

<400> 11
ctgaaagctt atgaccgccg tgctegeggg

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para metX

<400> 12
cgccaagett tcaactcctg agaaacgocc

<210> 13

<211> 1005

<212> ADN

<213> Deinococcus radioduran R1

<400> 13

12

28

28

27

30

30
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atgaccgccg tgotcgeggg ccacgectct gocctgetge tgaccgaaga acccgactgt 60
teggggecge agacggicgt tctcttoccgg cgtgagocgo tgctgotcga ctgcggacgg 120
gcgetgageg acgtgegggt ggcctttcac acctacggea ¢geegegege cgacgccacy 180
ctggtgetge acgcactgac cggcgacage geggtgcacy agtggtggec cgactrtctg 240
ggcgcgggee ggecactgga cccggeagac gactacgtgg tgtgcgocaa cgtactoggc 300
gggtgcgecg gcacgacgag cgccgetgaa ctcgocgoca cctgttcegg accggtgecg 360
ctcagcetge gogacatgge ccgggtgggg cgcgecctge tggattctct cggegtgoga 420
cgygtgeggg tcatcggege gagcatggge gggatgotcg cctacgcctg gctgctggag 480
tgccecgace tggtggaaaa ggocgtgatt ataggageece cggogegyca ctcgoectgg 540
gctattggac tgaacacggc ggocogeage gecattgece tegetceccgy €ggcgagggg 600
ctgaaggtgg cgcgccagat tgccatgetc agttaccgea gccccgaaég cctaagecge 660
acgraggcgg ggcagegegt goCggoggatg ccoccgecgtta cgtcttacct gcactaccaa 720
ggcgaaaaac togoegoocg ¢ttcgacgag cagacctact gegcocctcac ctgggegatg 780
gacgcctttc agccgagcag cgccgacctc aaageggtge gegegecggt actcgtegtce 840
ggcatctcca gegatctgot ctacoccocgoo goccgaggtoo gogectgoge cgecgagett 900
ccccacgecg actactggga actgggcage attcacggec acgacgoctt tttgatggac 960
ccacaggact tgccggagcg gatgggggcg tttctcagga gttga 1005

<210> 14

<211> 3125

<212> ADN

<213> Escherichia coliW3110

<400> 14

13



gccgcaataa
atgcccaact
agtgcegeaa
ttacttgggg
taatgacgta
caccgerttt
caatgcgacg
gaacgaacaa
aaccatcaag
gtcgaaatct
aaatttgtcg
ggccaacacc
ggaagtgatc
catcaaaaaa
aattaccegt
cgataacaaa
gatcgcccag
agccaaatgg
gcgcgaactg
tccggtecgt
cgatatcacc
agatattcag
gctggrtggc
tcgectgatg
accagaaggc
gtcacttcag
ccgcgtgaaa

tcataccgaa

tgtcggatgc
gtaggccgga
taatgtcgga
cgatttttta
aattcctget
acgtggcttt
tgaaggatac
tattccgcat
gatgcgttgg
tcacgegetyg
aacgacgagc
gccgagcaat
gcccgcaccc
gcagtggaat
cgtacactga
gatatcgctg
tcatggcata
ggctftgccg
aacgaacaac
tttacttegt
cgccacgtcec
gtgctggttt
gaagaaggtg
gcgacacagg
ctgctgacac
gcgtgiggea
tgttrtcggeg
gcgctgggcg
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gatacttgcg
taaggcgcetc
tgcgatactt
acatttccat
atttattcgt
ataaaagacg
agggctatca
tgcgtagtaa
gagaacacat
gcaatgatgce
tgctgecegt
accacagcat
tgcgtaaact
cgctgteget
tccacaaaat
actacgaaca
ccgatgaaat
tagtggaaaa
tggaagagaa
ggatgggcgg
tgctactcag
ctgaactgtc
ccgcagaacc
catggctgga
aaaacgaaga
tgggtattat
taccgetggt

agctgacccg

catcttatcc

gcgeegeatc

gegeatcetta

aagttacgct
ttgctgaagce
acgaaaagca
aacgataaga
tgtcagtatg
tcttgaacgc
taaccgccag
tgcgecgtgeg
ttcgccgaaa
gaaaaaccag
ggaactggtc
ggtggaagtg
caaccagctg
ccgtaagctg
cagcctgtgg
ccteggetac
cgaccgcgac
ccgetggaaa
gatggttgaa
gtatcgctat
agegcegecetg
actgtgggaa
cgccaacggce
ccgtattgat
ctacctcggt

14

gaccgacagt
cggcactgtt
tccgacctac
tatttaaagc
gatrtcgcag
aagcccgage
tggggtgtct
ctcggcaaag
gtagaaacta
gagttgctca
tttagtcagt
ggcgaagctg
ccggaactga
ctcacggcte
aacgectgtt
atgcgtcgec
cgtccaagec
caaggcgtac
aaactgcccg
ggcaacccga
gccaccgatt
gcgacccctg
ctgatgaaaa
aaaggcgaag
ccgctctacg
gatctgcteg
atccgtcagg
atcggcgact

gactcaaacg
gccaaactcce
acctttggtg
gtcgtgaatt
catttgacgt
atattcgcgce
ggggtaatat
tgctgggaga
tccgtaagtt
ccaccttaca
tcctgaacct
ccagcaaccc
gcgaagacac
acccaaccga
taaaacagct
tgcgecagtt
cggtagatga
caaattacct
tcgaatttgt
acgtcactgc
tgttcctgaa
aactgctggc
acctgegttc
aactgccaaa
cttgctacca
acaccctgcg
agagcacgcg
acgaaagctg

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
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gtcagaggcc gacaaacagg
gccgegoaac tggcaaccaa
tgccgaagca'ctgcaaggct
cgacgtactg gctgtccacce
tgctccgety tttgaaaccc
gctcaatatc gactggtatc
ttccgactea gcaaaagaig
ggatgcatta atcaaaacct
cggcggttcc attggtcgeg
aggaagcctg aaaggcggec
tggtctgcca gaaatcaccg
caacctgetg ccaccgeegg
agtcatctee, tgegatgct
cttccgotce getacgecgy
gaaacgtcge ccaaccggcey
gacgcaaaac cgtctgatgce
ggtcgaagac ggcaaacaga
gacgcgtctc ggcatgctgg
ctatgaccaa cgcctggtag
gcaagaagaa gacatcaaag
tctgccgtgg attgecagagt
attgcaggcc gagttgergc
tcctocgogte gaacaagegt
taccggctaa tcttoctett

acttc

<210> 15

<211> 1563

<212> ADN

<213> Escherichia coliW3110

<400> 15

gatccgtcca cctatgttga
gtaggttcag acgacaccgt
ttgttaaatg ccgaaaaaac
ctcacgtctt gcaaaaacag

cccgttacce tgatagegga
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cgttcctgat
gcgccgaaac
=
ccattgecgc
tgctgctgaa
tcgatgatct
gtggcctgat
cgggagtgat
gcgaaaaagc
gcggegeace
tgcgégtaac
tcagcagect
agccgaaaga
accgeggceta
aacaagaact
gcgtegagtc
tcCccgocty
gcgagctgga
agatggtctt
acaaagcact
tggtgctggce
ctattcagct
accgcteecyg
taatggtcac

ctgcaaacec

ctacatcatc
tgctgtgggt
aggactttyg
cctgegttrt

crrcccttct

ccgcgaactg
gcgcgaagtg
ctacgtgatc
agaagcgggt
gaacaacgcec
tcagggcaaa
ggcagettee
gggtattgag
tgctcatgeg
c€gaacagggc
gtcgctttat
gagctggegt
cgtacgtgaa
gggcaaactg
actacgegec
gcrgggrgca
ggcratgtye
cgccaaagea
gtggccgtta
gattgccaac
acggaatatt
ccaggcagaa
tattgccoggg

tcgtgotttt

aaccagatcg
atcgtttacc
tcctgttttt
catcagtaat

gtaaccataa

15

aactccaaac
ctcgatacet
tcgatggcga
atcgggrttg
aacgatgrtca’
cagatggtga
tgggecgeaat
ctgacgttgt
gcgetgetgt
gagatgatcc
accogggcga
cgcattatgg
aacaaagatt
ccgttgggtt
attcegtgga
ggtacggcge
cgcgattgge
gacctgtggc
ggtaaagagt
gattcccatc
tacaccgacc
aaagaaggcc
attgcggcag
gcgcgaggat

attctgacaa
agttctaata
trtatacctt
agttggaatt

tggaaccteg

gtccgettct
gccaggtgat
a3acgccgee
cgatgccggt
tgacccagct
tgattggcta
atcaggcaca
tccacggtcyg
cacaaccgcc
gctttaaata
TTCtggaagc
atgaactgtc
ttgtgcctta
cacgtccgge
tcttegectg
tgcaaaaagt
cattcttcte
tggcggaata
tacgcaacct
tgatggccga
cgctgaacgt
aggaaccgga
gtatgcgtaa
tttctgaaat

caaactgggc
gcacacctct
ccagagcaat
ttgtaaatct

tcatgtttga

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3125

60
120
180
240
300
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16

gaacattacc gccgoetoctg ccgacccgat tetgggoctg gocgatctgt ttcgtgecga 360
tgaacgtccc ggcaaaatta acctcgggat tggtgtctat aaagatgaga cgggcaaaac 420
cccggtactg accagcgtga aaaaggctga acagtatctg ctcgaaaatg -aaaccaccaa 480
aaattacctc ggcattgacg gcatccctga atttggtcge tgcactcagg aactgetgtt 540
tggtaaaggt agcgccctga tcaatgacaa acgtgetcge acggcacaga ctecggyggay 600
cactggcgca ctacgogtgg ctgccgattt cctggcaaaa aataccageg ttaagegtgt 660
gtgggtgage aacccaagct ggccgaacca taagagcgtc tttaactetg caggtctgga 720
agttcgtgaa tacgcttatt atgatgcgga aaatcacact cttgacttcg atgcactgat - 780
taacagcectg aatgaagcetc aggctggcga cgtagtgotg ttccatgget gcetgecataa 840
cccaaccggt atcgacccta cgcetggaaca atggcaaaca ctggeacaac tctccgttga 900
gaaaggctgg ttaccgctgt ttgacttcge ttaccagggt tttgcccgtg gtctggaaga 860
agatgctgaa ggactgcgeg ctttcgegge tatgcataaa gagctgattg ttgccagttc 1020
ctactctaaa aactttggec tgtacaacga gcgtgttggc gcottgtactc tggttgctgce 1080
cgacagtgaa accgttgatc gcgcattcag ccaaatgaaa gcggegattc gcgctaacta 1140
ctctaaccca ccagcacacg gegcttotgt tgttgccagc atcctgagca acgatgogtt 1200
acgtgcgatt tgggaacaag agctgactga tatgcgecag cgtattcage gtatgegtca 1260
gttgttcgtc aatacgctge aggaaaaagg cgcaaaccge gacttcaget ttatcatcaa 1320
acagaacggc atgrictcct tcagrggect gacaaaagaa €aagtgetge gretgegega 1380
agagtttggc gtatatgcgg ttgcttctgg tcgcgtaaat gtggccgggé tgacaccaga 1440
taacatggct ccgetgtgeg aagcgattgt ggcagtgotg taagcattaa aaacaatgaa 1500
gcccgetgaa aagcgggctg agactgatga caaacgcaac attgectgat gegctacget 1560
tat 1563

<210> 16

<211> 1556

<212> ADN

<213> Escherichia coliW3110

<400> 16
gaattcccag gagagcaata agcaactctc gcaccatgat tgcccgecgt cttttcggtt 60
cagtatgttt cagtacggac atgaaaatag gtaggtttcc gagcggatcc ataatcagga 120
tcaataaaac tgctgcagaa atgatttcat tcataactca aattccctga taattgooge 180
ggactttctg cgtgctaaca aagcaggata agtcgcatta ctgatggctt cgctatcatt 240
gattaatttc acttgcgact ttggctgctt tttgtatggt gaaagatgtg ccaagaggag 300
accggcacat ttatacagca cacatctttg caggaaaaaa acgcttatga aaaatgttgg 360
ttttatcgge tggcgcggta tggtoggctc cgttctcatg caacgcatgg ttgaagagceg 420
cgacttcgac gccattcgee ctgtottctt ttctacttcl cagottggec aggetgogec 480
gtcttttgge ggaaccacty gcacacttca ggatgocctit gatctggagg cgctaaaggc 540



10

cctcgatate
tcgtgaaage
tgacgecatc
tggcatcagg
tggrttatte
cggcggtggr
tgtggcagat
aaccttaacc
cctgattecy
gcaggcggaa
tgtgcgtgtc
tgtgtctatt
tccgaacgat
gaccacgeeg
taccgtggac
actggcgtaa
acaggagtraa
<210> 17

<211> 2464
<212> ADN

attgtgacct
ggatggcaag
atcattcttg
acttttgttg
gccaatgate
gcgegacata
gaactcgcga

cgtagcggtg

tggatcgaca

accaacaaga
ggggcattge
ccgaccgtgg
cgggaaatca
gtaggccgeac
gaccagetge
tctttattca

gcgcagatgt

<213> Escherichia coliW3110

<400> 17

atgcgagtgt
gccgatattc
gccaaaatca
ttacccaata
gcecagecgg
ataaaacatg
gcgctgaftt
cgeggtcaca
ctcgaatcta
gctgatcaca
gtgcttggac
gattgttgcg

cccgatgega

tgaagttcgg
tggaaagcaa
ccaaccacct
tcagcgatge
ggttcceget
tcctgcatgg
gcegtggega
acgttactgt
ccgtcgatat
tggtgetgat
gcaacggttc
agatttggac
ggttgttgaa
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gtcagggcgg
gttactggat
acceegteaa
gcggtaactg
trgttgattg
tgcgtgagtt
ccccgtectc
agctgccggt
aacagctcga
tcctcaacac
gctgecacag
aagaactgct
ctatgcgtga
tgcgtaagcet
tgtggagggc
ttaaatctgg

ttcatgattt

cggtacatca
tgccaggcag
ggtggcgatg
cgaacgtatt
ggcgcaattg
cattagtttg
gaaaatgtecg
tatcgatceg
tgctgagtcc
ggcaggtrtc
cgactactct
ggacgttgac
gtcgatgtcc

cgattatacc
tgacgcagca
tecaggacgtc
tacegtaage
gatgtccgtt
attaacccag
tgeraticrc
ggataacttt
taacggtcag
atcttccgta
ccaggeatte
ggctgcgeac
gctaacccca
gaatatggga
cgcggageceg
ggcgcgatge
accgggagtt

gtggcaaatg
gdgcaggtag
attgaaaaaa
trrgccgaac
aaaactttcyg
ttggggcagt
atcgccatta
gtcgaaaaac
acccgecgta
accgeccggra
getgeggtyce
ggggtctata

taccaggaag

17

aacgaaatct
tcgrotetge
attaccgacg
ctgatgttoa
gcaacctacc
atgggccatc
gatatrcgaac
ggcgtgecgce
agccgegaag
attccggtag
actattaaat
aatccgtggg
gctgecegtta
ccagagtree
ctgegtegga
cgoecectgtt

aaatagagca

cagaacgttt
ccaccgtect
ccattagegg
ttttgacggg
tcgatcagga
gcccggatag
tggccggegt
tgctggeagt
ttgcggcaag
atgaaaaagg
tggctgectg
cctgegaccc

cgatggagct

atccaaagcet
gcatgaaaga
gattaaataa
tgtcgttagg
aggccgettc
tgtatggcca
gcaaagtcac

tggcgggrag

agtggaaagqg

atggtttatg
tgaaaaaaga
cgaaagtcqt
ccggcacgcet
tgtcagectt
tgcttégtca
agtgcgtaat

tctaga

tctgegtgtt
ctctgeeece
ccaggatgct
actcgeegee
atttgcecaa
catcaacgct
attagaagcg
ggggcattac
ccgcattecg
cgaactggtg
tttacgcgee
gcgtcaggtg
ttocctacttc

600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1556

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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15

ggcgctaaag

ctgattaaaa

- gaagacgaat

tctggtecgg
cgcgeecegta
tgcgtrecac
gaactgaaag
gtggtaggtg
gccegegeca
gtcgtggtaa
aataccgatc
ctggagcaac
tgcggrgtg
tggcaggaag
gtgaaagaat
gcggatcaat
gccaacacct
cgtaaattcc
aatctgctca
tcttatatct
cgggaaatgg
Cgtaaactat
attgaacctg
aatctgtcac
aaagttttgc
gaagtggatg
tatagccact
gttacagctg

tgaa

ttetteacce
ataccggaaa
taccggtcaa
ggatgaaagg
tttcegtggt
aaagcgactg
aaggcttact
atggtatgcg
atatcaacét
ataacgatga
aggttatcga
tgaagcgtcea
ccaactcgaa
aactggcgca
atcatctgct
atgccgactt
cgtcgatgga
tctatgacac
atgcaggtga
tcggcaagtt
gttataccga
tgattctege
tgctgeeege
aactcgacga
gctatgttqgg
gtaatgatcc
attatcagcc

ccggtgtcett

<210> 18

<211> 334

<212> PRT

<213> Deinococcus radiodurans

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(334)
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cecgeaccatt
tcctcaagea
gggcatttce
gatggtcggc
gctgattacg
tgtgcgaget
ggagccgcetg
caccttgegt
tgtcgecatt
tgcgaccact
agtgtttgtg
gcaaagctag
ggctctgetc
agccaaagag
gaacccggtce
cctgegegaa
ttactaccat
caacgttggg
tgaattgatg
agacgaaggc
accggacccg
tcgtgaaacg
agagtttaac
tctetttgec
caatattgat
gctgttcaaa
gctgecgttg
tgctgatctg

acccccatcg
ccaggtacge
aatctgaata
atggcggege
caatcatctt
gaacgggcaa
gcagtgacgg
gggatctcgg
gctcagggat
ggcgtgegeg
attggcgteg
ctgaagaata
accaatgtac
ccgtttaatc
attgttgact
gotttccacg
cagttgcgtt
gctggattac
aagtrctrecg
atgagtttct
cgagatgatc
ggacgtgaac
gccgagggtg
gcgegegtgg
gaagatggcg
gtgaaaaatg
gtactgcgceg

ctacgtaccc

cccagtteca
tcattggtgce
acatggcaat
gcgtetttge
ccgaatacag
tgcaggaaga
aacggctgge
cgaaattctt
cttctgaacg
ttactcatca
gtggcgttgg
aacatatcga
atggccttaa
tcgggegett
gcacttccag
ttgtcacgee
atgcggegga
cggttattga
gcattctttc
ccgaggegac
ttrctggtat
tggagcetygc
atgttgccgce
cgaaggcccg
tetgecgegt
gcgaaaacgc
gatatggtgc

tctcatggaa

gatccettge
cagccgtgat
gttcagegtt
agcgatgtca
catcagttte
gttctacctg
cattatcteg
tgccgcactg
ctcaatcrce
gatgctgtte
cggtgcgetg
cttacgtgtc
tctggaaaac
aattcgecctc
ccaggcagtg
gaacaaaaag
aaaatcgcgg
gaacctgcaa
tggtrtcgeee
cacgctggeg
ggatgtggcg
ggatattgaa
trttatggcg
tgatgaagga
gaagattgcce
cctggecttc
gggcaatgac
gttaggagtc

<223> Péptido de homoserina o-acetiltransferasa con la base de datos Uniprot N.° QORVZ8

<400> 18

18

840
900
960
1020
1080
1140
1200

© 1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2464



Met
Glu
Pro
Phe
Ala

65
Gly
Asn
Ala
val
Ile
145
cys
His
Ala
Met
Gin
225
Gly
Thr
val
Pro
Tyr
305

Pro

<210> 19

<211> 379
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<220>

Thr

Pro
Leu
His

50
Leu
Ala
val
Thr
Gly
130
Gly
Pro
Ser
Leu
Leu
210
Arg
Glu
Trp
Arq
Ala
290

Trp

Gin

Ala
Asp
Leu

35
Thr
Thr
Gly
Leu
Cys
115
Arg
Ala
ASp
Pro
Ala
195
ser
val
Lys
Ala
Ala
275
Ala

Glu

Asp

val
cys

20
Leu
Tyr
Gly
Arg
Gly
100
ser
Ala
Ser
Leu
Trp
180
Pro
Tyr
Pro
Leu
Met
260
Pro
Glu

Leu

Leu

Leu
S
ser
Asp
Gly
Asp
Pro
85
Gly
Gly
Leu
Met
val
165
Ala
Gly
Arg
Gly
Ala
245
Asp
val
val

Gly

Pro
325
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Ala
Gly
cys
Thr
5
Leu
Ccys
Pro
Leu
153
Glu
Ile
Gly
ser
8
Ala
Ala
Leu
Arg
ser

310
Glu

Gly
Pro
Gly
Pro

55
Ala
Asp
ala
val
ASp
135
Gly
Lys
Gly
Glu
Pro
215
Pro
Arg
Phe
val
Ala
295

Ile

Arg

His
GIn
Arg

40
Arg
val
Pro
Gly
Pro
120
ser
mMet
Ala
Leu
Gly
200
Glu
Ala
Phe
Gln
val
280
Cys
His

val

Ala
Thr

25
Ala
Ala
His
Ala
Thr
105
Leu
Leu
Leu
val
ASnN
185
Leu
ser
val
Asp
Pro
265
Gly
Ala

Gly

Gly

19

ser

10
val
Leu
Asp
Glu
ASp

90
Thr
Ser
Gly
Ala
Ile
170
Thr
LysS
Leu

Thr

Glu
250

ser

Ile

Ala

His

Ala
330

Ala
val
Ser
Ala
Trp

75
Asp
ser

Leu

val

Ala
val
ser
Ser
235
Gln
ser
Ser
Glu
Asp

315
Phe

Leu

Leu
AsSp
Thr
60
Trp
Tyr
Ala
Arg
Ar
14
Ala
Gly
Ala
Ala
Ar
239
Tyr
Thr
Ala
Ser
Leu
300

Ala

Leu

Leu
Phe
val

45
Leu
Pro
val
Ala
Asp
125
Arg
Trp
Ala
Arg
Arg
205
Thr
Leu
Tyr
ASp
AsSp
285
Pro

Phe

Arg

Leu
Arg

30
Arg
val
ASp
val
Glu
110
Met
val
Leu
Pro
ser
190
GIn
Gln
His
cys
Leu
270
Leu
His
Leu

Ser

Thr

15
Arg
val
Leu
Phe
Cys

95
Leu
Ala
Arg
Leu
Ala
175
Ala
Ile
Ala
TYyr
Ala
255
Lys
Leu

Ala

Met

Glu
Glu
Ala
His
Leu

80
Ala
Ala
Arg
val
Glu
160
Arg
Ile
Ala
Gly
Gln
240
Leu
Ala

Tyr

Asp



<221> PEPTIDO
<222> (1)..(379)
<223> Péptido de homoserina O-acetiltransferasa con N.° de acceso del GenBank NP_249081

<400> 19

Met

1

Thr

Ala

Gln

Ala

65

Sar

val

Ser

val

Leu
145
Met
Cys
Phe
Gly
Leu
225
Gly
Leu
Glu

Lys

Pro
Leu
Glu
ser

50
Ala
Cys
Ala
Ile
Thr
130
Gly
Gln
Leu
Asn
Gly
210
Ala
Ala
His
Glu

Ala

Thr
His
Tyr
Asn
Gly
Ile
Leu
Asn
115
val
Ile
Ala
Cys
Glu
195
Tyr
Arg
Lys
Ser
Phe

275

Leu

val
Phe

20
AsSD
Ala
Tyr‘
Gly
ASD
100
Pro
Glu
Arg
Leu
Ile
180
val
Phe
Met

Phe

val

260

Ser

Asp

Phe
Asn
Leu
val
His
Pro

BS

Asn

Asp
GIn
Gln
165
Ala
Ala
Gln
val
Gly
245
Glu

Thr

Tyr
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Pro
Glu
val
Leu
ser

70
Gly
Leu
Thr
Trp
Trp
150
Trp
Ser
Arg
Glu
Gly
230
Arg
Phe

Arg

Phe

Asp
Pro
Ile
Ile

55
val
Lys
Gly
Gly
val
135
Ala
Thr
Ala
GIn
Gln
215
His
val
Gln

Phe

Asp

ASp
Leu
Glu

40
Cys
ASp
Pro
Gly
Lys
120
Ala
Ile
Pro
Ala
200
Gly
Ile
Leu
val
Asp

280

Pro

20

ser
Glu

25
Thr

Glu
Ile
Ccys
105
val
Ser

val

ser

vai
Thr
Lys
Glu
265

Ala

Ala

val

10
Leu
Tyr
Ala
Arg
Asp

90
Asn
Tyr
Gln
val
Tyr
170
Leu
Leu
Ile
Tyr
Thr
250
Ser

AsN

Ala

Gly
Thr
Gly
Leu
Lys

75
Thr
Gly
Gly
Ala
Gly
155
Pro
Ser
ser
Pro
Leu
235
Glu
Tyr

Thr

Ala

Leu val Ser Pro

ser
Glu
ser

o0
Pro
Arg
ser
Ala
Arg
140
Gly
Glu
ala
ASp
LyS
220
Ser
LYS
Leu

Tyr

His

Gly
Leu

45
Gly
Gly
LYS
Ser
ASp
125
Leu
ser
Arg
G1n
Pro
205
Arg
Asp
Leu
Arg
Leu

285
Gly

Lys

30
ASn
His
Trp
Phe
Gly
110
Phe
Ala
Leu
val
AsSnN
190
Glu
Gly
Asp
Asn
Tyr
270

Leu

Asp

15

ser
Ala
His
Tl"p
phe

a5
Pro
Pro
Asp
Gly
Arg
175
Ile
Phe
Leu
Ala
Tyr
255
GIn

Met

Asp

Gln
Leu
Thr
His
Asp

80
val
Ala
Met
Arg
Gly
160
His
ala
Leu
LysS
Met
240
AsSp

Gly

Thr

Leu



10

15

val
305
Thr
Ala

Pro

Ala

<210> 20
<211> 380
<212> PRT

290

Arg

Thr

Leu

Gln

Phe
370

Thr

AsSp

Gly
355

Ser

Leu
Trp
Ala
340
His

Gly

Glu
Arg
325
Ala

Asp

Tyr

<213> Mycobacterium smegmatis

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(380)
<223> Péptido de homoserina O-acetiltransferasa con N.° de acceso del GenBank YP_886028

<400> 20

Met Thr Ile Ile

1
Pro
Thr
Arg
His

65
His
Ile
Cys
Trp
ASp
145
val
His

Ala

Leu
Leu
Trp

50
Ala
Pro
ASp
Arg
Gly
130
Arg

Gly

Pro

The

Pro
Glu

35
Gly
Leu
Thr
Thr
Gly
115
ser

Ala

Gly

Asp

Ala

Ala
20

Asn

Glu

Thr
Ala
Asp
100
Ser
Arg
Ala
ser
As

180
ASp

Glu
5
Glu
Gly
Leu
Gly
Gly
85
His
Thr
Phe

Leu

Met
165

p val

Glin

ES 2 606 540 T3

Gly
310
Phe
Lys

Ala

Met

Glu
Gly
Thr
Ala
Asp

70
Trp
Trp
Gly
Pro
Ala
150
Gly

Arg

Ile

295

val
ser
Lys
Phe

Asn
375

Arg
Glu
val
Pro

55
ser
Trp
Cys
Pro
Gln
135
Ala
Gly

Ala

Gly

Glu
Pro
Asn
Leu

360

Arg

Ala
Ile
Leu

40
Asp
His
Asp
Ala
Gly
120
Ile
Leu
Ala

Gly

Thr

21

Ala
Ala
val
345

Met

Ile

Thr
Gly

2S5
Pro
Arg
val
Gly
Ile
105
Ser
Thr
Gly
Arg
Leu

185
Gin

ASp
Ar

330
ser
Pro

Ser

Asp

10
Leu
Asp
Gly
Thr
val

90
Ala
Leu
Ile
Ile
Ala
170

val

Ser

Phe
315

g Ser

Tyr

Ile

val

Thr
val
val
AsSn
Gly

75
Ala
Thr
Ala
Arg
Thr
155
Leu

Leu

Thr

300

Cys Leuy

Arg Glu

Leu Glu

Pro Arg
365

Met Ser Phe

320

ITe val Asp

335

Ile Asp Ala

350

Tyr Leu Gln

Gly Met Ala Thr

His
Thr
val

60
Pro
Gly
Asn
Pro
ASp
140
Glu
Glu

Ala

Gln

Ile
Ile

45
val
Ala
Pro
val
Asp
125
GlIn
val
Trp

val

val

Gly

30
Ala
MetT
Gly
Gly
Leu
110
Gly
val
Ala
Leu
Gly

190
Ala

15
Ala

val
val
ASp
Ala

95
Gly
Lys
Ata
Ala
val
175

Ala

Ala

val

Leu

Leyu
Gly

80
Pro
Gly
Pro
Ala
val
160
Thr

Arg

Ile



Lys

Ala

ala
210

Pro

225 -

Tyr

AsSp

Leu

Tyr

Arg

305

val

Glu

ser

Lys

Arg
ASp
Glu
val
290
Gly
Gly
Leu

Ile

Leu
370

195

ASp
Thr
Gly
Glu
Tyr
275
val
Gly
Gly
Ala
TY "5

355

Ile

Pro
Glu
Glu
ASp
260
GIn
Leu
val
Ile
Glu
340

Gly

Arg

ASp
Gly
Glu
245

Pro

Gly

Ser

Glu
Thr
325
Leu

His

Arg
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Trp
Met
230
Glu
L.eu
Gly
Asp
Ala
310
ser

Leu

ASp

Thr

GIn
215
Leu
Thr
Lys
Ala
295
Ala
Asp
Pro

Gly

Leu
375

200
Gly

Ile
Asp
Gly
Leu
280
Leu
Leu
Arg
¢1y
Phe

360
Glu

22

Gly
Ala
AsSp
Gly
265
Ala
ser
Arg
Leu
Cys
345

Leu

Leu

Asp
Arg
Arg
250
Arg
Arg
ser
Ser
Tyr
330
GIn

val

Ala

Tyr
Arg
235
Phe

TYyr

Arg

His

Cys
315
Pro
Gly

Glu

Gln

His
220
Phe
Ala
Ala
Phe
As

300
Pro
Ile

Leu

Thr

380

205
Gly

Ala
Asn
val

ASD
285

o val

val
Arg
Asp

Glu
365

Thr

His

Thr

GIn

270

Pro

Gly

Pro
Leu
val

350

Leu

Gly
Leu
Pro
255
Ser
Gly
Arg
val
Gln
335

val

val

Arg
Thr
240
Gin
Tyr
Thr
Gly
vai
320
Gln

AsSD

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Escherichia sp., capaz de producir O-acetil homoserina con alto rendimiento, con sobreexpresion de
genes que codifican la homoserina acetil transferasa, la aspartoquinasa, la homoserina deshidrogenasa, la
fosfoenolpiruvato carboxilasa, la aspartato aminotransferasa y la aspartato semialdehido deshidrogenasa, en la que
la cepa de Escherichia sp., se caracteriza, ademas, por la delecion de genes metB, thrB, metJ y metA.

2. La cepa de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la sobreexpresion de genes se consigue mediante
transformacion con un plasmido que porta un gen correspondiente, incrementando un ndmero de copias de un gen
correspondiente, empleando un promotor fuerte para un gen correspondiente, o mediante una mutacién en un
promotor preexistente para un gen correspondiente.

3. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la sobreexpresion de genes que codifican la homoserina
acetil transferasa, la aspartoquinasa y la homoserina deshidrogenasa se consigue introduciendo un plasmido que
porta genes metX'y thrA.

4. La cepa de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en la que la fosfoenolpiruvato carboxilasa, la aspartato
aminotransferasa y la aspartato semialdehido deshidrogenasa se codifican por genes respectivos, estando cada uno
de ellos ubicado en dos 0 mas copias en un genoma de la cepa.

5. La cepa de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que cada una de las enzimas homoserina acetil transferasa,
aspartoquinasa y homoserina deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa y
aspartato semialdehido deshidrogenasa esta codificada por genes metX, thrA, ppc, aspC 'y asd de Escherichia coli.

6. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la homoserina acetil transferasa se selecciona de
homoserina acetil transferasas de Corynebacterium sp., Leptospira sp., Deinococcus sp., Pseudomonas sp., y
Mycobacterium sp.

7. La cepa de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la homoserina acetil transferasa se selecciona de
homoserina acetil transferasas de Corynebacterium glutamicum, Leptospira meyeri, Deinococcus radiodurans,
Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium smegmatis.

8. La cepa de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que la homoserina acetil transferasa tiene una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO. 18, 19 o0 20.

9. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la homoserina acetil transferasa es una homoserina acetil
transferasa de Deinococcus radiodurans que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 18.

10. La cepa de acuerdo con la reivindicacién 1, que se prepara usando una cepa capaz de producir L-treonina, L-
isoleucina o L-lisina.

11. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, que pertenece a Escherichia coli.

12. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, que se prepara usando E. coli CJM-X/pthrA(M)-CL depositada con el
N.° de acceso KCCM 10921 P.

13. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, que se prepara usando E. coli CJM2-X/pthrA(M)-CL depositada con
el N.° de acceso KCCM 10925P.

14. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, que se prepara usando E. coli FTR2533 depositada con el N.° de
acceso KCCM 10541.

15. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, que se deposita con el N.° de acceso KCCM 11025P.

16. Un método de produccion de O-acetil homoserina en un medio de cultivo, que comprende fermentar la cepa de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 en el medio de cultivo.

17. Un método de produccion de L-metionina y acetato, que comprende: (a) fermentar la cepa de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 15 para producir O-acetil homoserina; (b) separar la O-acetil homoserina; y (c) convertir la O-
acetil homoserina, junto con metilmercaptano, en L-metionina y acetato en presencia de una enzima seleccionada
de un grupo que consiste en cistationina gamma sintasa, O-acetil homoserina sulfhidrilasa y O-succinil homoserina
sulfhidrilasa.
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