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DESCRIPCION

Microorganismo recombinante para la produccion fermentativa de metionina
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un microorganismo recombinante para la produccién de metionina y a un
método para producir metionina, al cultivar el microorganismo recombinante en un medio de cultivo apropiado que
comprende una fuente de carbono y una fuente de azufre. El microorganismo se modifica de modo que el
rendimiento de metionina/fuente de carbono se incremente al atenuar la actividad de la metionina sintasa
dependiente de cobalamina. En particular, el gen metE se elimina en el microorganismo recombinante.

Técnica anterior

Compuestos que contienen azufre tales como cisteina, homocisteina, metionina o S-adenosilmetionina son criticos
para el metabolismo celular y se producen industrialmente para ser usados como aditivos de alimentos y piensos y
productos farmacéuticos. En particular la metionina, un aminoacido esencial, que no puede ser sintetizada por los
animales, representa un papel importante en muchas funciones corporales. Aparte de su papel en la biosintesis de
proteinas, la metionina esta implicada en la transmetilacion y en la biodisponibilidad de selenio y cinc. La metionina
también se usa directamente para trastornos como alergia y fiebre reumatica. No obstante, la mayoria de la
metionina que se produce se afade a piensos.

Con la reduccion del uso de proteinas derivadas de animales como resultado de BSE y la gripe aviar, se ha
incrementado la demanda de metionina pura. Comunmente, la D,L-metionina se produce quimicamente a partir de
acroleina, metilmercaptano y cianuro de hidrégeno. Sin embargo, la mezcla racémica no se comporta tan bien como
la L-metionina pura (Saunderson, 1985). Adicionalmente, aunque se puede producir L-metionina pura a partir de
metionina racémica, por ejemplo, a través del tratamiento con acilasa de N-acetil-D,L-metionina, esto incrementa
drasticamente los costes de produccion. Segun esto, la demanda creciente de L-metionina pura asociada a los
problemas medioambientales hacen a la produccién microbiana de metionina una perspectiva atractiva. Optimizar la
produccion de un producto quimico procedente de un microorganismo implica tipicamente sobreexpresar proteinas
implicadas en la ruta biosintética, atenuar proteinas implicadas en la represién de la ruta biosintética o atenuar
proteinas implicadas en la produccion de subproductos no deseables. Todos estos enfoques para la optimizacion de
la produccion de L-metionina en microorganismos se han descrito previamente (véanse, por ejemplo, Kumar y cols.,
2005 y las patentes o solicitudes de patente US 7.790.424, US 7.611.873, WO 2002/010209, WO 2005/059093, WO
2006/008097 y WO 2012/055798); sin embargo, la produccion industrial de L-metionina a partir de microorganismos
requiere mejoras adicionales.

En Escherichia coliy en otros microorganismos como Corynebacterium glutamicum, dos enzimas distintas catalizan
la etapa final de la biosintesis de novo de metionina (Foster y cols., 1961; Gonzalez y cols., 1992). La metionina
sintasa dependiente de cobalamina (MetH, EC 2.1.1.13) es codificada por el gen metH y contiene un grupo
prostético que es requerido para la actividad. La metionina sintasa independiente de cobalamina (MetE, EC 2.1.1.14)
es codificada por el gen metE y no tiene un requerimiento conocido de un grupo prostético derivado de vitamina.
Numerosas solicitudes de patente estan relacionadas con la sobreproduccién de enzimas MetH y MetE para
potenciar la tltima etapa de la biosintesis de metionina, como por ejemplo:

Los documentos W02007/012078 y WO2007/135188 de BASF describen alteraciones genéticas que conducen
a la sobreexpresion de los genes metH y/o metE.

El documento W0O2009/144270 de EVONIK describe un método para producir metionina con un microorganismo
que presenta un incremento de la cantidad y/o actividad de un sistema de reactivaciéon de MetH dependiente de
cob(l)alamina.

La atenuacion de la actividad enzimatica de MetE también se ha descrito previamente. Chu y cols., 1985 y Hondorp
y Matthews, 2009 describen alteraciones genéticas en cepas de E. coli que conducen a la atenuacion. Sin embargo,
Chu y cols. presenta solamente la clonacion y la expresion del gen mefE y un mutante del mismo, mientras que
Hondorp y Matthews meramente evalla los efectos de la atenuacion sobre el crecimiento bacteriano es condiciones
de estrés de disulfuro especificas.

Los inventores han encontrado, sorprendentemente e inesperadamente, que una atenuacion de la cantidad y/o
actividad de la metionina sintasa independiente de cobalamina (MetE) conduce a una mejora en la produccion de
metionina. Esta es la primera vez que la pérdida de actividad de una de las enzimas pertenecientes a la ruta de
biosintesis de metionina se propone como beneficiosa para la produccién de metionina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2632 170T3

La divulgacion se refiere a un microorganismo recombinante optimizado para la produccion de metionina, en donde
se atenua la actividad de la metionina sintasa independiente de cobalamina MetE. Preferiblemente, el gen metE que
codifica la enzima MetE se elimina o se muta. El microorganismo recombinante también puede comprender otras
modificaciones genéticas tales como:

un incremento en la expresion de al menos uno de los siguientes genes: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW,
cysA, cysM, cysd, cysl, cysH, gevT, gcvH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cyskE, metF, metH, thrA, alelo metA que
codifica una enzima con sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina
(metA*), thrA o un alelo thrA que codifica una enzima con inhibicion de retroalimentacion reducida a treonina
(thrA*) ylo

una expresion atenuada de uno de los siguientes genes: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL o yncA. En una
realizacion particular, la presente invencién se refiere a un microorganismo en el que: a) el gen metE se
elimina, y b) la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC,
cysE, thrA * y pyc se potencia; y c) la expresion de los genes metJ, pykA, pykF, pur U and yncA se atenua.

La divulgacién también se refiere a un método para la produccion de metionina o derivados de metionina en un
procedimiento fermentativo que comprende las etapas de: a) cultivar el microorganismo recombinante segun la
invencion en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente de carbono fermentable que contiene
glucosa y una fuente de azufre y b) recuperar metionina o derivados de metionina del medio de cultivo.

Sumario de la invencion
La presente invencion se define en las reivindicaciones 1 a 11.
Descripcion detallada de la invenciéon

Antes de describir la presente invencion con detalle, se debe entender que esta invencion no se limita a métodos
particularmente ejemplificados y, por supuesto, puede variar. También se debe entender que la terminologia usada
en la presente tiene el proposito de describir realizaciones particulares de la invencién solamente, y no pretende ser
limitativa, que estaran limitadas solamente por las reivindicaciones adjuntas.

Por otra parte, la practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas
microbioldgicas y de biologia molecular dentro de la experiencia de la especialidad. Tales técnicas son muy
conocidas por el trabajador experto y se explican a fondo en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, Prescott y cols.
(1999) y Sambrook y cols. (1989) (2001).

Se debe apuntar que segun se usa en la presente u y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un",
"uno/a" y "el/la" incluyen la referencia plural a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Asi, por ejemplo,
una referencia a "un microorganismo" incluye una pluralidad de estos microorganismos, y una referencia a "un gen
enddgeno” es una referencia a uno o mas genes endogenos, etc. A menos que se defina otra cosa, todos los
términos técnicos y cientificos que se usan en la presente tienen los mismos significados que se entienden
comunmente por un experto normal en la especialidad a la que pertenece la invencion. Los materiales y métodos
preferidos se describen ahora.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcién consecutiva de la invencién, excepto cuando el contexto
requiera otra cosa debido al lenguaje expresado o la implicacion necesaria, la palabra "comprenden”, "contienen”,
"implican" o "incluyen" o variaciones tales como "comprende", "que comprende", "que contiene", "implicado",
"incluye", "que incluye" se usan en un sentido inclusivo, es decir para especificar la presencia de unas
caracteristicas indicadas pero no excluir la presencia o la adicién de caracteristicas adicionales en diversas
realizacion de la invencion.

Definiciones

El término "metionina" indica el aminoacido esencial que contiene azufre con la férmula quimica
HO2CCH(NH,)CH;CH2SCH3 y nimero CAS 59-51-8 o0 63-68-3 para el isomero L especifico.

"Derivados de metionina" se refiere a analogos moleculares de metionina que presentan el mismo esqueleto quimico
pero difieren de la metionina con al menos un grupo quimico. Segun se divulga en la presente, derivados de
metionina preferidos son N-acetilmetionina (NAM), S-adenosilmetionina (SAM) e hidroximetionina.

El término "microorganismo"”, segin se usa en la presente, se refiere a una bacteria, una levadura o un hongo que
no esta modificado artificialmente. Preferentemente, el microorganismo se selecciona entre Enterobacteriaceae,
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Bacillaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae. Mas preferentemente, el microorganismo es una especie de
Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Salmonella o Corynebacterium. Aun mas preferentemente, el microorganismo es la
especie bien Escherichia coli o bien Corynebacterium glutamicum.

El término "microorganismo recombinante" o "microorganismo modificado genéticamente”, segun se usa en la
presente, se refiere a una bacteria, una levadura o un hongo que no se encuentre en la naturaleza y sea
genéticamente diferente de su equivalente encontrado en la naturaleza. Significa que esta modificado bien mediante
la introduccién o bien mediante la eliminacién o bien mediante la modificacion de elementos genéticos. También se
puede transformar al forzar el desarrollo y la evolucion de nuevas rutas metabdlicas al combinar mutagénesis
dirigida y evolucion bajo una presién de seleccion especifica (véase, por ejemplo, el documento WO 2004/076659).

Un microorganismo se puede modificar para expresar genes exdgenos si estos genes se introducen en el
microorganismo con todos los elementos que permitan su expresion en el microorganismo hospedador. La
modificacion o "transformacion” de microorganismos con ADN exdgeno es una tarea habitual para los expertos en la
especialidad.

Un microorganismo se puede modificar para modular el nivel de expresion de un gen endégeno.

El término "gen enddgeno" significa que el gen estaba presentes en el microorganismo antes de cualquier
modificacion genética, en la cepa silvestre. Los genes endégenos se pueden sobreexpresar al introducir secuencias
heterélogas ademas de, o para reemplazar, elementos reguladores enddgenos, o al introducir una o mas copias
suplementarias del gene en el cromosoma o un plasmido. Los genes enddégenos también se pueden modificar para
modular su expresion y/o actividad. Por ejemplo, se pueden introducir mutaciones en la secuencia codificante para
modificar el producto génico o se pueden introducir secuencias heterdlogas ademas de o para reemplazar
elementos reguladores enddgenos. La modulacion de un gen endégeno puede dar como resultado la regulacion al
alza y/o la potenciacion de la actividad del producto génico o, alternativamente, la regulacion a la baja y/o la
disminucion de la actividad del producto génico enddgeno.

Otro modo de modular su expresion es cambiar el promotor endégeno de un gen (p. €j., promotor silvestre) con un
promotor mas fuerte o0 mas débil para regular al alza o a la baja la expresiéon del gen endégeno. Estos promotores
pueden ser homélogos o heterdlogos. Esta totalmente dentro de la capacidad del experto en la especialidad
seleccionar los promotores apropiados.

El término "gen exdgeno" significa que el gen se introducia en un microorganismo, por medios muy conocidos por el
experto en la especialidad, aunque este gen no estuviera presente naturalmente en el microorganismo. Los genes
exogenos pueden integrarse en el cromosoma hospedador, o expresarse extracromosdmicamente por plasmidos o
vectores. Es muy conocida en la especialidad una variedad de plasmidos, que difieren con respecto a su origen de
replicacion y su nimero de copias en la célula. Estos genes pueden ser heterélogos u homaélogos.

El término "gen heterdlogo” significa que el gen se deriva de una especie de microorganismo diferente del
microorganismo receptor que lo expresa. Se refiere a un gen que no esta presente naturalmente en el
microorganismo.

En la presente solicitud, todos los genes se mencionan con sus nombres comunes a partir de E. coli. Sus
secuencias nucleotidicas estan disponibles en los cibersitios http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene o
http://www.ebi.ac.uk/embl/.

Usando las referencias dadas en Genbank para genes conocidos, los expertos en la especialidad son capaces de
determinar los genes equivalentes en otros organismos, cepas bacterianas, levaduras, hongos, mamiferos, plantas,
etc. Este trabajo habitual se realiza ventajosamente usando secuencias de consenso que se pueden determinar al
llevar a cabo alineamientos de secuencias con genes derivados de otros microorganismos y disefiando sondas
degeneradas para clonar el gen correspondiente en otro organismo. Estos métodos habituales de biologia molecular
son muy conocidos por los expertos en la especialidad y se reivindican, por ejemplo, en Sambrook y cols., (1989) y
(2001).

Los términos "produccion de metionina mejorada”, "mejorar la produccion de metionina" y equivalentes gramaticales
de los mismos, segun se usan en la presente, se refieren a un rendimiento incrementado de metionina/fuente de
carbono (relacion de gramo/mol de metionina producido por gramo/mol de fuente de carbono consumida que se
puede expresar en porcentaje). Métodos para determinar la cantidad de fuente de carbono consumida y de
metionina producida son muy conocidos por los expertos en la especialidad. El rendimiento es superior en el
microorganismo recombinante en comparacion con el correspondiente microorganismo no modificado.

Los términos "microorganismo optimizado para la produccion fermentativa de metionina" se refiere a
microorganismos evolucionados y/o genéticamente modificados para presentar una produccion de metionina
mejorada en comparacion con la produccién endégena de los correspondientes microorganismos silvestres. Estos
microorganismos "optimizados" para la produccion de metionina son muy conocidos en la especialidad, y se han
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divulgado en particular en Kumar y cols., 2005 y en las solicitudes de patente WO2005/111202, WO2007/077041,
W02009/043803 y WO2012/055798.

Segun la invencion, los términos "produccion fermentativa”, "cultivo" o "fermentacion" se usan para indicar el
crecimiento de bacterias. Este crecimiento se efectia generalmente en fermentadores con un medio de cultivo
apropiado adaptado al microorganismo que se use y que contiene al menos una fuente de carbono simple, y si es
necesario cosustratos.

Un "medio de cultivo apropiado” indica un medio (p. €j., un medio liquido estéril) que comprende nutrientes
esenciales o beneficiosos para el mantenimiento y/o el crecimiento de la célula tal como fuentes de carbono o
sustratos carbonados, fuentes de nitrégeno, por ejemplo, peptona, extractos de levadura, extractos de carne,
extractos de malta, urea, sulfato amodnico, cloruro aménico, nitrato amoénico y fosfato aménico; fuentes de fésforo,
por ejemplo, fosfato monopotasico o fosfato dipotasico; elementos vestigiales (p. €j., sales metalicas), por ejemplo
sales de magnesio, sales de cobalto y/o sales de manganeso; asi como factores de crecimiento tales como
aminoacidos y vitaminas.

El término "fuente de carbono" o "sustrato carbonado”, segun la presente invencion, indica cualquier fuente de
carbono que pueda ser usada por los expertos en la especialidad para soportar el crecimiento normal de un
microorganismo, incluyendo monosacaridos (tales como glucosa, galactosa, xilosa, fructosa o lactosa),
oligosacaridos, disacaridos (tales como sacarosa, celobiosa o maltosa), melazas, almidon y sus derivados,
hemicelulosas y combinaciones de los mismos. Una fuente de carbono simple especialmente preferida es la
glucosa. Otra fuente de carbono simple preferida es la sacarosa. La fuente de carbono se puede derivar de material
renovable. Un material renovable se define como una materia prima requerida para ciertos procedimientos
industriales que se puede regenerar en un breve espacio y en una cantidad suficiente para permitir su
transformacion en el producto deseado. La biomasa vegetal, tratada o no, es una fuente de carbono renovable
interesante.

El término "fuente de azufre" segun la invencion se refiere a sulfato, tiosulfato, sulfuro de hidrégeno, ditionato,
ditionito, sulfito, metilmercaptano, sulfuro de dimetilo y otros sulfuros terminados en metilo o una combinacién de las
diferentes fuentes. Mas preferentemente, la fuente de azufre en el medio de cultivo es sulfato o tiosulfato o una
mezcla de los mismos.

Los términos "fuente de nitrégeno" corresponde bien a una sal amodnica o bien a amoniaco gaseoso. La fuente de
nitrégeno se suministra en la forma de amonio o amoniaco.

Los términos "atenuacion" o "expresion atenuada" significan en este contexto que la expresion de un gen o una
enzima esta reducida o suprimida en comparacion con un microorganismo no modificado. La reduccion o supresion
de la expresion de una enzima se obtiene mediante la atenuacion de la expresion del gen que codifica dicha enzima.

La atenuacion de genes se puede conseguir por medios y métodos conocidos para el experto en la especialidad.
Generalmente, la atenuacion de la expresion génica que puede conseguir al:

Mutar la region codificante o la regiéon promotora o

Eliminar la totalidad o parte de la regidon promotora necesaria para la expresion génica o
Eliminar la regién codificante del gen mediante recombinacion homaéloga o

Insertar un elemento externo en la region codificante o en la region promotora o
Expresar el gen bajo el control de un promotor débil.

El experto en la especialidad conoce una variedad de promotores que exhiben diferente fuerza y un promotor que se
usa para una expresion genética débil.

El término "actividad" de una enzima se usa intercambiablemente con el término "funcién" e indica, en el contexto de
la invencion, la reaccion que es catalizada por la enzima. El experto en la especialidad sabe cémo medir la actividad
enzimatica de dicha enzima. En particular, para medir la actividad de la proteina MetE, véase el ejemplo 5.

Los términos "actividad atenuada" o "actividad reducida" de una enzima significan bien una actividad catalitica
especifica reducida de la proteina obtenida mediante mutacion en la secuencia de aminoacidos y/o concentraciones
disminuidas de la proteina en la célula obtenida mediante la mutaciéon de la secuencia nucleotidica o mediante la
eliminacion de la region codificante del gen.
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Los términos "actividad potenciada" o "actividad incrementada" de una enzima indica bien una actividad catalitica
especifica incrementada de la enzima y/o bien una cantidad/disponibilidad incrementada de la enzima en la célula,
obtenida, por ejemplo, al sobreexpresar el gen que codifica la enzima.

Los términos "expresion incrementada”, "expresion potenciada" o "sobreexpresion" y equivalentes gramaticales de
los mismos se usan intercambiablemente en el texto y tienen un significado similar. Estos términos significan que la
expresion de un gen o una enzima se incrementa en comparacion con un microorganismo no modificado. La
expresion increase de una enzima se obtiene al incrementar la expresion del gen que codifica dicha enzima.

Para incrementar la expresion de un gen, el experto en la especialidad conoce diferentes técnicas:

Incrementar el nimero de copias del gen en el microorganismo. El gen se codifica cromosdmicamente o
extracromosomicamente. Cuando el gen esta situado sobre el cromosoma, varias copias del gen se pueden
introducir en el cromosoma mediante métodos de recombinacién, conocidos por el experto en el campo
(incluyendo la sustitucion de genes). Cuando el gen esta situado extracromosémicamente, puede ser soportado
por diferentes tipos de plasmidos que difieren con respecto a su origen de replicacion y asi su nimero de copias
en la célula. Estos plasmidos estan presentes en el microorganismo en de 1 a 5 copias, o aproximadamente 20
copias, o hasta 500 copias, dependiendo de la naturaleza del plasmido: plasmidos de bajo numero de copias
con replicacion estrecha (pSC101, RK2), plasmidos de bajo nimero de copias (pACYC, pRSF1010) o plasmidos
de alto numero de copias (pSK bluescript II).

Usar un promotor que induzca un alto nivel de expresion del gen. El experto en la especialidad sabe qué
promotores son los mas convenientes, por ejemplo se usan ampliamente los promotores Pirc, Ptac, Plac, o el
promotor lambda cl. Estos promotores pueden ser "inducibles" por un compuesto particular o por una condicion
externa especifica como la temperatura o la luz. Estos promotores pueden ser homoélogos o heterdlogos.

Atenuar la actividad o la expresion de un represor de la transcripcion, especifico o no especifico del gen.

Usar elementos que estabilicen el correspondiente ARN mensajero (Carrier y Keasling, 1998) o elementos que
estabilicen la proteina (p. €j., marcadores GST, GE Healthcare).

El término "codificacion" se refiere al proceso por el que un polinucleétido, a través de los mecanismos de
transcripcion y traduccion, produce una secuencia de aminoacidos. El gen o los genes que codifican la enzima o las
enzimas pueden ser exdgenos o endégenos.

Los términos "sensibilidad de retroalimentacién” o "inhibicién de la retroalimentacién” se refieren a un control del
mecanismo celular en el que una o varias enzimas que catalizan la producciéon de una sustancia particular en la
célula son inhibidas o menos activas cuando esa sustancia se ha acumulado hasta un cierto nivel. Asi, los términos
"sensibilidad de retroalimentacién reducida" o "inhibicion de retroalimentacién reducida" significan que la actividad de
tal mecanismo se disminuye o suprime en comparacion con un microorganismo no modificado. El experto en la
especialidad sabe como modificar la enzima para obtener este resultado. Estas modificaciones se han descrito en la
solicitud de patente WO 2005/111202 o en la patente US 7.611.873.

La divulgacion se refiere a un microorganismo recombinante optimizado para la produccion fermentativa de
metionina, en donde se atenua la actividad de la metionina sintasa independiente de cobalamina MetE.

El experto en la especialidad conoce mucho medios y métodos para atenuar la actividad enzimatica como mutacion
proteinica, mutacién génica o atenuacion de la expresidon génica. La mutacion proteinica se puede conseguir al
reemplazar aminoacidos especificos presentes en el sitio catalitico de la enzima, o introducir aminoacidos
adicionales, o eliminar ciertos aminoacidos.

En un aspecto de la divulgacion, se atenta la expresion del gen metE, que codifica la metionina sintasa
independiente de cobalamina MetE. La secuencia nucleotidica del gen metE de E. coli se muestra en SEQ ID N° 20.

La atenuacion génica se puede conseguir al introducir ADN extrafio en el gen para inactivarlo o al expresar el gen
bajo el control de un promotor débil o un promotor inducible. El experto en la especialidad conoce una amplia
variedad de promotores que exhiben diferente intensidad de expresion y/o diferentes parametros de induccion y
cémo modificar un promotor para disminuir su intensidad de expresiéon al modificar el promotor silvestre, a modo de
ejemplo, en su secuencia de consenso, el sitio de unién al ribosoma o el codén de inicio... Asi, el experto en la
especialidad es capaz de elegir un promotor que conduce a una expresion atenuada de metE.

En una realizacion preferida de la invencion, se elimina al menos una porcion del gen metE. Preferiblemente, esta

porcién eliminada representa al menos 10% de la secuencia codificante, mas preferiblemente al menos 20%, 30%,
40% o 50% de la secuencia codificante. Mas preferiblemente, se elimina al menos 80% de la secuencia codificante.
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En un ejemplo particular, el gen metE se elimina completamente. El experto en la especialidad conoce muchas
técnicas para eliminar porciones génicas tales como recombinacién homologa.

En otro aspecto de la divulgacion, el gen metE se muta a fin de codificar una proteina modificada que exhibe
actividad atenuada. Por ejemplo, la mutacién en el gen metE conduce a la traduccion de una proteina MetE truncada
que es inactiva. Mas preferiblemente, la mutacion es una eliminacion de una porcion de 13 pares de bases (pb): de
la base 417 ala 429 del gen de E. coli cuya secuencia nucleotidica se muestra en la SEQ ID N° 20, conduciendo a
una mutacion de variacion del marco. Por consiguiente, se acorta la traduccion de la proteina (un codén de
terminacion se introduce mediante la variacion del marco) y da lugar a una proteina truncada de 152 aminoacidos
que se muestra en la SEQ ID N° 22) en lugar de 753 aminoacidos en la secuencia silvestre, segun se muestra en la
SEQ ID N° 21. Cualquier mutacién equivalente que permita la introduccién de un codén de TERMINACION en un
gen procedente de cualquier especie de microorganismo también es parte de la divulgacion.

Optimizacion de la ruta de biosintesis de metionina

El microorganismo recombinante segun la invencion se modifica para mejorar la produccién de metionina. Genes
implicados en la produccién de metionina son muy conocidos en la especialidad, y comprenden genes implicados en
la ruta de biosintesis especifica de metionina asi como genes implicados en rutas que proporcionan precursores y
genes implicados en rutas que consumen metionina.

La produccioén eficaz de metionina requiere la optimizacion de la ruta especifica de metionina y varias rutas que
proporcionan precursores. Ya se han descrito cepas productoras de metionina, en particular en Kumar y cols. 2005 y
en las solicitudes de patente W02005/111202, WO2007/077041, WO2009/043803 y W0O2012/055798.

En una realizacion especifica de la invencion, el microorganismo recombinante se modifica como se describe
posteriormente: la expresion de metH es como se reivindica en la reivindicaciéon 1 y, opcionalmente, al menos uno
de los siguientes genes se incrementa: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM, cysJ, cysl, cysH, gcvT,
gcvH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cysk, metF, metA, el alelo thrA que codifica una enzima con sensibilidad de
retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*), thrA y el alelo thrA que codifica una enzima
con inhibicién de retroalimentacion reducida a treonina (thrA*).

- ptsG codifica la enzima PTS licB®* segun se describe en la solicitud de patente EP11305829.

- pyc codifica una piruvato carboxilasa segin se describe en la solicitud de patente EP11305829. En una
realizacion preferida, el gen pyc es heterdlogos y se elige de los genes pyc de Rhizobium etli, Bacillus subtilis,
Lactococcus lactis, Pseudomonas fluoresceins o especies de Corynebacterium,

- pntAB codifican subunidades de una transhidrogenasa unida a membrana, tal como se describe en la solicitud
de patente WO2012/055798,

- cysP codifica una proteina de unién a sulfato periplasmica, segin se describe en el documento
WO2007/077041 y en el documento WO2009/043803,

cysU codifica un componente de transportador ABC de sulfato, segin se describe en el documento
WO2007/077041 y en el documento WO2009/043803,

cysW codifica una proteina de transporte de sulfato unido a membrana, segun se describe en el documento
WO2007/077041 y en el documento WO2009/043803,

cysA codifica una sulfato permeasa, segun se describe en el documento WO2007/077041 y en el documento
W02009/043803,

cysM codifica una O-acetil serina sulfhidralasa, segun se describe en el documento W02007/077041 y en el
documento W0O2009/043803,

cysl y cysJ codifican respectivamente las subunidades alfa y beta de una sulfito reductasa segun se describe en
el documento WO2007/077041 y en el documento WO2009/043803. Preferiblemente, cysl y cysJ se
sobreexpresan conjuntamente,

cysH codifica una adenililsulfato reductasa, segun se describe en el documento W0O2007/077041 y en el
documento W02009/043803.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2632 170T3

Incrementar el metabolismo C1 también es una modificacion que conduce a la producciéon de metionina mejorada.
Se refiere al incremento de la actividad de al menos una enzima implicada en el metabolismo C1 elegida entre
GcvTHP, Lpd, MetF o MetH. Por ejemplo, el metabolismo del carbono uno se incremental al potenciar la expresion
y/o la actividad de al menos uno de los siguientes:

- gevT, gevH, gevP y Ipd, que codifican el complejo de escision de glicina, segun se describe en la solicitud de
patente WO 2007/077041. El complejo de escision de glicina (GCV) es un complejo multienzimatico que cataliza
la oxidacién de glicina, dando didxido de carbono, amoniaco, metilen-THF y un nucleétido de piridina reducido.
El complejo de GCV consiste en cuatro componentes proteinicos, la glicina deshidrogenasa dicha proteina P
(GevP), la lipoil-GevH-proteina dicha proteina H (GevH), la aminometiliransferasa dicha proteina T (GevT) y la
dihidrolipoamida deshidrogenasa dicha proteina L (GevL o Lpd). La proteina P cataliza la liberacion dependiente
de fosfato de piridoxal de CO2 de glicina, dejando un resto metilamina. El resto metilamina se transfiere al grupo
acido lipoico de la proteina H, que esta unido a la proteina P antes de la descarboxilacion de glicina. La proteina
T cataliza la liberacion de NH3 del grupo metilamina y transfiere la unidad C1 restante al THF, formando
metilen-THF. A continuacion, la proteina L oxida el componente de acido lipoico de la proteina H y transfiere los
electrones a NAD", formando NADH;

- MetF que codifica una metilentetrahidrofolato reductasa, segin se describe en la solicitud de patente WO
2007/077041;

- MetH (homocisteina-N5-metiltetrahidrofolato transmetilasa dependiente de B12) que codifica metiltransferasas.

La sobreexpresion de al menos uno de los siguientes genes implicados en la biosintesis de serina también reduce la
produccién del subproducto isoleucina:

- serA que codifica una fosfoglicerato deshidrogenasa, segun se describe en el documento WO2007/077041 y
en el documento W0O2009/043803,

serB que codifica una fosfoserina fosfatasa, segun se describe en el documento W0O2007/077041 y en el
documento W0O2009/043803,

serC que codifica una fosfoserina aminotransferasa, segun se describe en el documento WO2007/077041 y en
el documento W02009/043803.

Ya se ha mostrado que la sobreexpresion de los siguientes genes mejora la produccion de metionina:

- cysE codifica una serina aciltransferasa; su sobreexpresion permite un incremento en la producciéon de
metionina, segun se describe en el documento WO 2007/077041;

- metA codifica una homoserina succiniltransferasa. El alelo MetA* codifica una enzima con sensibilidad de
retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina. Preferentemente, se usa el alelo MetA* descrito
en la solicitud de patente WO 2005/111202;

thrA codifica una aspartocinasa/homoserina deshidrogenasa; el alelo thrA* codifica una enzima con inhibicién de
retroalimentacion reducida a treonina, segun se describe en el documento WO 2005/111202.

En una realizacion especifica de la invencion, los genes pueden estar bajo el control de un promotor inducible. Por
ejemplo, al menos uno de estos genes esta bajo el control de un promotor inducible por la temperatura.
Preferiblemente, la expresion de al menos uno de los genes: thrA, cysk, metA esta bajo el control de un promotor
inducible, directamente o indirectamente. Mas preferiblemente, los genes thrA, cyskE y metA estan bajo el control de
un promotor inducible, directamente o indirectamente. Como un primer ejemplo,, la expresion del gen thrA esta bajo
el control directo de un promotor inducible y la expresion del gen cysE esta bajo el efecto polar de la expresion
inducible del gen thrA. Como un segundo ejemplo, la expresion del gen thrA esta bajo el control directo de un
promotor inducible y las expresiones de los genes cysE y metA estan bajo el efecto polar de la expresion inducible
del gen thrA.

Como un ejemplo adicional, el promotor inducible por la temperatura pertenece a la familia de promotores Pr. Una
cepa productora de metionina que tiene genes bajo el control de promotores inducibles se describe en la solicitud de
patente W0O2011/073122.
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En otra realizacion especifica de la invencion, el microorganismo se ha modificado adicionalmente, y la expresion de
al menos uno de los siguientes genes se atenua: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL o yncA.
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- el gen metJ codifica la proteina represora MetJ (GenBank 1790373), responsable de la regulacién a la baja del
regulon de metionina segun se sugeria en la solicitud de patente JP 2000/157267,

- Los genes pykA y pykF codifican las enzimas 'piruvato cinasa'. La atenuacion de la expresion de al menos una
0 ambas de las piruvato cinasas disminuye el consumo de piruvato de fosfoenol (PEP). La disponibilidad
incrementada de PEP puede incrementar la producciéon de oxaloacetato, un importante precursor de aspartato,
que a su vez es un precursor de metionina, segun se describe en el documento W0O2007/077041 y en el
documento W0O2009/043803,

- purU codifica una formiltetrahidrofolato desformilasa, una enzima que cataliza la reaccion de formil-THF
desformilasa. La atenuacion de la actividad de desformilasa incrementa la produccion de metil-THF que se
requiera para la metilaciéon de homocisteina. La pérdida de metabolitos C1 por desformilacién conduce a un
incremento en la produccién de homocisteina que no se puede transformar en metionina. A continuacion, la
homocisteina puede ser un sustrato para la enzima cistationa gamma sintasa (MetB) que puede catalizar la
reaccion entre O-succinilhomoserina y homocisteina dando como resultado la produccién de homolantionina,
segun se describe en el documento W02007/077041 y en el documento W02009/043803,

- ybdL codifica una aminotransferasa segun se describe en la solicitud de patente PCT/FR2010/052937,
- yncA codifica una N-aciltransferasa, segun se describe en la solicitud de patente WO 2010/020681.

Por ejemplo, la produccion fermentativa de metionina por un microorganismo recombinante, en la que se atenua
la actividad de la metionina sintasa independiente de cobalamina MetE, a partir de glucosa como una fuente de
carbono principal, se puede alcanzar a través de una combinacién de las modificaciones analizadas
anteriormente en dicho microorganismo, por ejemplo:

» la expresion del gen metJ se atenla y la expresion de un alelo metA que codifica una enzima con
sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*) se potencia;

» la expresion del gen metJ se atenua; la expresion de un alelo metA que codifica una enzima con
sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*) se potencia; y la
expresion de un alelo thrA que codifica una enzima con inhibicién de retroalimentacion reducida a treonina
(thrA*) se potencia;

» la expresion del gen metJ se atenua; la expresion de un alelo metA que codifica una enzima con
sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*) se potencia; la
expresion de un alelo thrA que codifica una enzima con inhibicién de retroalimentacion reducida a treonina
(thA*) se potencia; y la expresion del gen cysE se potencia;

» la expresion del gen metJ se atenua; la expresion de un alelo metA que codifica una enzima con
sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*) se potencia; la
expresion de un alelo thrA que codifica una enzima con inhibiciéon de retroalimentacion reducida a treonina
(thrA™) se potencia; la expresion del gen cysE se potencia; y la expresion de los genes metF y/o metH se
potencia.

En un aspecto particular de la invencion, el microorganismo recombinante comprende las siguientes modificaciones
genéticas:

- el gen metE se elimina,

- la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE, thrA*
y pyc se potencian, y

- los genes metdJ, pykA, pykF, purU y yncA se atentan.

En una realizacién particular de la invencion, el microorganismo es de la familia bacteriana Enterobacteriaceae o
Corynebacteriaceae.
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Preferentemente, el microorganismo es Escherichia coli o Corynebacterium glutamicum.
Condiciones de cultivo
La invencion también se refiere a un método de produccion de metionina que comprende las siguientes etapas:

- Cultivar un microorganismo recombinante en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente de
carbono fermentable y una fuente de azufre, y

- Recuperar metionina o sus derivados del medio de cultivo.

Los expertos en la especialidad son capaces de definir las condiciones de cultivo para los microorganismos segun la
invencion. En particular, las bacterias se fermentan a una temperatura entre 20°C y 55°C, preferentemente entre
25°C y 40°C, y mas especificamente aproximadamente 30°C para C. glutamicum y aproximadamente 37°C para E.
coli.

Para E. coli, el medio de cultivo puede ser de composicién idéntica o similar a un medio M9 (Anderson, 1946), un
medio M63 (Miller, 1992); o un medio tal como el definido por Schaefer y cols., (1999).

Para C. glutamicum, el medio de cultivo puede ser de composicién idéntica o similar a medio BMCG (Liebl y cols.,
1989) o a un medio tal como el descrito por Riedel y cols., (2001).

En alguna realizacion de la invencion, el cultivo se somete a una limitacion o privacion para uno o varios sustratos
inorganicos. Se refiere a una condiciéon bajo la que el crecimiento de los microorganismos esta gobernado por la
cantidad de un producto quimico inorganico suministrado que todavia permita un crecimiento débil. Esta limitacion
en el crecimiento de microorganismos se ha descrito en la solicitud de patente WO 2009/043372. En una realizacion
preferida de la invencion, el cultivo se somete a limitaciéon de fosfato.

La accion de "recuperar metionina o sus derivados del medio de cultivo" indica la acciéon de recuperar L-metionina
y/o uno de sus derivados, en particular N-acetilmetionina (NAM) y S-adenosilmetionina (SAM) y todos los otros
derivados que puedan ser Utiles. Los métodos para la recuperacion y la purificacion de los compuestos producidos
son muy conocidos por los expertos en la especialidad (véanse, en particular, WO 2005/007862, WO 2005/059155).

La cantidad de producto en el medio de fermentacién se puede determinar usando un nimero de métodos
conocidos en la especialidad, por ejemplo, cromatografia de liquidos de alta resolucion HPLC) o cromatografia de
gases (GC). Por ejemplo, la cantidad de metionina obtenida en el medio se mide mediante HPLC después de
derivacion con OPA/Fmoc usando L-metionina (Fluka, Ref 64319) como un patrén. La cantidad de NAM se
determina usando HPLC refractométrica usando NAM (Sigma, Ref 01310) como un patrén.

Ejemplos

La presente divulgacion se define adicionalmente en los siguientes ejemplos. Se debe entender que estos ejemplos,
aunque indiquen realizaciones preferidas de la invencion, se dan solamente a modo de ilustracién. A partir de la
divulgacion anterior y estos ejemplos, el experto en la especialidad puede hacer varios cambios de la invencion para
adaptarla a diversos usos y condiciones sin modificar los medios esenciales de la invencion.

En particular, los ejemplos muestran cepas de Escherichia coli (E. coli) modificadas, pero estas modificaciones se
pueden realizar facilmente en otros microorganismos de la misma familia.

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que comprende miembros que son gramnegativos, con
conformacién de bacilo, no formadores de esporas y tipicamente tienen 1-5 ym de longitud. La mayoria de los
miembros tienen flagelos usados para moverse, pero unos pocos géneros son inmoviles. Muchos miembros de esta
familia son una parte normal de la flora intestinal de los intestinos de seres humanos y otros animales, mientras que
otros se encuentran en el agua o el suelo, o son parasitos de una variedad de diferentes animales y plantas. E. coli
es uno de los mas importantes organismos modélicos, pero otros miembros importantes de la familia
Enterobacteriaceae incluyen Klebsiella, en particular Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola o Klebsiella oxytoca, y
Salmonella.

Por otra parte, varias solicitudes de patente apuntan a que la optimizacién para la produccién de metionina se puede
aplicar facilmente en E. coliy en Corynebacterium glutamicum sin experimentacion excesiva.
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Ejemplo 1: Protocolos

Se han usado varios protocolos para construir cepas productoras de metionina descritas en los siguientes ejemplos.

Protocolo 1: Modificaciones cromosomicas mediante recombinacidon homdloga y seleccion de recombinantes
(Datsenko, & Wanner, (2000)).

La sustitucion alélica o la insercién génica en un locus cromosomico especificado se llevd a cabo mediante
recombinacion homadloga segun se describe por Datsenko & Wanner (2000). La resistencia a kanamicina (Km) kan,
flanqueada por sitios de reconocimiento Flp, se amplificd mediante PCR al usar el plasmido pKD4 como plantilla. Los
productos de PCR resultantes se usaron para transformar la cepa de E. coli receptora que aloja el plasmido pKD46
que expresa la recombinasa A Red (y, B, exo). A continuacién, se seleccionaron transformantes resistentes a
antibiotico y la estructura cromosémica del locus modificado se verificd mediante analisis de PCR con los cebadores
apropiados listados en la Tabla 3.

El gen de resistencia kan se puede cortar usando el plasmido pCP20 que soporta el gen que codifica Flp
recombinasa segun se describe por Datsenko & Wanner (2000). El plasmido pCP20 se introdujo en la cepa
apropiada y los transformantes se extendieron sobre LB complementado con ampicilina a 30°C. A fin de expresar el
gen flp y retirar el casete de kanamicina, los transformantes se cultivaron a 37°C. A continuacién, después del
aislamiento, los clones sensibles a antibiotico se verificaron mediante PCR usando los oligonucleétidos listados en la
Tabla 3.

Protocolo 2: Transduccion del fago P1

Las modificaciones cromosomicas se transfirieron a una cepa receptora de E. coli dada mediante transduccion de
PI. El protocolo incluye 2 etapas: (i) preparacion del lisado fagico en una cepa donante que contiene la modificacion
cromosomica asociada con la resistencia y (i) infeccion de la cepa receptora mediante este lisado fagico.

Preparacion del lisado fagico

- Inoculense 100 pl de un cultivo nocturno de la cepa MG1655 con la modificacién cromosdmica de interés en 10
ml de Km 50 pg/ml + glucosa 0,2% + CaCl, 5 mM.

- Incubese 30 min a 37°C con agitacion.

- Afadanse 100 pl de lisado del fago Pl preparado en la cepa donante MG1655 (aprox. 1 x 10° fagos/ml).
- Agitese a 37°C durante 3 horas hasta la lisis completa de las células.

- Afadanse 200 pl de cloroformo, y sométase a turbulencia

- Centrifuguese 10 min a 4.500 g para eliminar residuos celulares.

- Transfiérase el sobrenadante a un tubo estéril.

Almacénese el lisado a 4°C.
Transduccion

- Centrifiguense 10 min a 1.500 g 5 ml de un cultivo nocturno de la cepa receptora de E. coli cultivada en medio
LB.

- Suspéndase la pella celular en 2,5 ml de MgSO,4 10 mM, CaCl; 5 mM.

- Inféctense 100 pl de células con 100 ul de fago Pl de la cepa MG1655 con la modificacion en el cromosoma
(tubo de ensayo) y como a tubos de control 100 pl de células sin fago Pl y 100 pl de fago P1 sin células.

- Incubese 30 min a 30°C sin agitacion.

11



ES 2632 170T3

- Afadanse 100 pl de citrato sodico 1 M en cada tubo y sométase a turbulencia.

- Anadase 1 ml de LB.

- Incubese 1 hora a 37°C con agitacion

- Centrifuguese 3 min a 7.000 rpm.

- Siémbrese en placa sobre LB + Km 50 pg/ml

- Incubese a 37°C durante la noche.

Tabla 1: Cepas (nimero y genotipo) citadas o descritas en los siguientes ejemplos.

Numero
de cepa

Genotipo

MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-gcvTHP
Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC

MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-gcvTHP
Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB AmetdJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km

MG1655 metA*11 Pitrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-gcvTHP
Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gevTHP-TTO7

MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptr01/RBS01-gcvTHP
Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km (pCL1920-PgapA-pycre-TT07)

MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-gcvTHP
Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km (pCL1920-PgapA-pycre-TTO7) (pCC1BAC-TTO02-
Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TT adcca)

MG1655 metA*11 metE::Km Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-
gcvTHP Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-
CI857-TTadcca-PR01/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7

MG1655 metA*11 metE::Km Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-
gcvTHP Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-
CI857-TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO07 (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-
serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca)

12
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Tabla 2: Correspondencia ente la nomenclatura previa y la actual para el genotipo de la cepa 1 descrita en la
solicitud de patente EP10306164.

Nomenclatura previa

Nomenclatura actual

MG1655 metA*11 MG1655 metA*11
Ptrc-metH Ptrc01*2/RBS08*1-metH
PtrcF-cysPUWAM Ptrc01-cysPUWAM
PtrcF-cysJIH Ptrc01-cysJIH

Ptrc09-gcvTHP
Ptrc36-ARNmst17-metF
PtrcQ7-serB

AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA

AmalS::TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE

ApgaABCD::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-

Ptrc01/RBS01-gcvTHP
Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF
Ptrc94-serB

AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA

thA*1-cyskE

cysE-PgapA-metA*11 metA*11

AuxaCA :TT07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE- | AuxaCA::RN/PR01/RBS01-thrA* 1-cysE-PgapA-
PgapA-metA*11 metA*11
ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE- ACP4-6::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
PgapA-metA*11 metA*11

AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE- AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
PgapA-metA*11 metA*11

AtreBC::TT02-serA-serC

AtreBC::RN/serA-serC

Tabla 3: Oligonucledtidos usados en los siguientes ejemplos.

Nombre del oligonucleétido

SEQID N°

Secuencia j5' — 3'

Yjblup-F 1 cgtaggcgcecggtaccgagtgcagatcggetggaaggeg

Yjblup-R gettgtatacaacagataaaacgaaaggeccagtetttcgactgagectttegttttat
2 ttgatgcatttctgtagaattttacacttatagtatcattactgattgagacttca

Yjbldown-F agactgggcctttcgttttatctgttgtatacaagctttacctagggceccttaattaaata
3 atgaataagggtetttaagtaaaggaaaacatcaccgttcctggeat

Yjbldown-R 4 cgtaggcgccggtacccagcataatcattcaccacacatceg

Km-F 5 tcceeeggggtataccatatgaatatcctecttag

Km-R 6 gcccaagctttgtaggcetggagcetgcttcg

Ptrc01/RBS01-GevTHP-F 7 cgtaggcctgggeccgagcetgttgacaattaatcatceg

GevTHP-TTO7-R cgaaggcctttaattaagcagaaaggeccacccgaaggtgagecaggegeccg
8 cttactggtattcgctaatcggtacg

yjbl-gcvTHP-F 9 cagaccacccaactggcgacc

yjbl-gcvTHP-R 10 gccattggaatcgaccagcec

Ptrc30/RBS01-F tcggcegcecttaattaacatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggect
11 ttegttttatctgtttacgtagagetgttgacgattaatcatccggetcgtatactgtgtg

gaataaggaggtatatt
Ptrc30/RBS01-serC-R 10 ccagaactaaaattgaagatttgagccataatatacctccttattccacacagtat

acgage

13
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Nombre del oligonucleétido |SEQID N° |Secuencia j5' — 3'

serC-TT07*2-R cccaagcttgcatgegetagegagetcgagaaaggeccacccgaaggtgageca
13 ggttaaccgtgacggegtteg
Ptrc30/RBS01-serA-F tacgtagctagcgagctgttgacgattaatcatccggcetcgtatactgtgtegaataa
14 ggaggtatattatggcaaaggtatcgctggagaaag
serA-TTadcca-R cccaagcttgcatgecctaggtaaaaaaaataagagttaccatttaaggtaactctta
19 tttttattagtacagcagacgggecgcg
metE-Km-F agaaacccgecgeggeactggegaacatggtgecaggeggcegceagaacttgegte
16 ggggotaaaatccaaaccgggtggtaataccacccggtctttictcatgtaggetg
gagctgcttcg
metE-Km-R gcagaagatggctggcagcegtatgetggaatggtttaagcagtatggtgggaaga
17 agtcgctgtaagcagaaaggceccacccgaaggtgagecagtgtgacatatgaata
tcetecttag
metE-F 18 cgtttgggactggatgtgctgg
metE-R 19 gcgtggtacggcaaactgac

Ejemplo 2: Construccion de la cepa 5, MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08* 1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH
Ptrc01/RBS01-gcvTHP  Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB  AmetJ ApykF ApykA ApurlU  AyncA
AmalS::RN/PRM-C1857-TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE  ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11  AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7:Km  (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-
serA-TTadcca)

1. Cepas 1
La cepa productora de metionina 1 (genotipo en la tabla 1) se ha descrito en la solicitud de patente EP10306164.
2. Construccion de la Cepa 2

Para incrementar la acumulacion de tetrahidrofolato de metileno en la célula, el complejo de escision de glicina
codificado por el operén gcvTHP se sobreprodujo al afiadir una copia de este operdn en el cromosoma en el locus
yjbl. Esta copia adicional de gcvTHP se expresé usado un promotor trc inducible artificial y un sitio de union al
ribosoma optimizado, dando la integracion cromosomica Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km.

Para eliminar el gen yjbl y reemplazarlo por la region Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TT07, se uso la estrategia de
recombinacién homologa descrita por Datsenko & Wanner (2000). Esta estrategia permite la inserciéon de un casete
de resistencia a cloranfenicol o a kanamicina pero también un ADN adicional, mientras que se eliminan la mayoria
de los genes implicados. Con este propdsito, se construyo6 el siguiente plasmido, pUC18-Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7::Km.

Este plasmido pUC18-Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO07::Km se deriva del vector pUC18 (Norrander y cols.,
1983) y aloja el casete de resistencia a kanamicina asociado con la region Pfrc01/RBS01-gcvTHP-TTQO7, ambos
clonados entre las regiones aguas arriba y aguas abajo de yjbl.

Para la construccion de pUC18-Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km, en primer lugar se construyé el
plasmido pUC18-Ayjbl::TT02-SMC. Este plasmido soporta las regiones aguas arriba y aguas debajo de yjbl que
estan separadas por un terminador de la transcripcion (T1 del gen rrmB de E. coli, llamado TT02) y un sitio de
clonaciéon multiple (compuesto por los sitios de restriccion BstZ171, Hindlll, Avrl, Apal y Pacl, llamado SMC). Esta
Ultima region se amplifico por PCR a partir de ADN gendémico usando los siguientes oligonucleétidos:

Yjblup-F (SEQ ID N° 1)
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CGTAGGCGCCGGTACCgagtgcagatcggctggaaggceg
con

- una region (minusculas) homéloga a la secuencia (4247987-4248009) de la region yjbl (secuencia de referencia en
el cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas) para el sitio de restriccion Sfol y Kpnl y bases adicionales.

Yjblup-R (SEQ ID N° 2)

GCTTGTATACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTT
CGTTTTATTTGATG Gcatttctgtagaattttacacttatagtatcattactgattgagacttca

con

- una region (minusculas) homéloga a la secuencia (4248931-4248980) de la region yjbl (secuencia de referencia en
el cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una regidon (mayusculas negrita) para el terminador de la transcripcion T1 del gen rrB de E. coli (Orosz y cols,
1991),

una region (mayusculas) para el sitio de restriccion BstZ171 y parte del sitio de restriccion Hindlll del sitio de
clonacién multiple.

Yjbldown-F (SEQ ID N° 3)

AGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTATACAAGCTTTACCTAGGGCCCTT
AATTAAataatgaataagggtgtttaagtaaaggaaaacatcaccgttcctggeat

con

- una region (minusculas) homologa a la secuencia (4250286-4250335) de la region yjbl (secuencia de referencia en
el cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas negrita) para parte del terminador de la transcripcion T4 del gen rrmB de E. coli (Orosz y
cols., 1991),

- una region (mayusculas) para todo el sitio de clonacién multiple.
Yjbldown-R (SEQ ID N° 4)
CGTAGGCGCCGGTACCcagcataatcattcaccacacatccg

con

- una region (minusculas) homdloga a la secuencia (4251224-4251249) de la region yjbl (secuencia de referencia en
el cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas) para el sitio de restriccion Sfol y Kpnl y bases adicionales.

En primer lugar, los fragmentos "upYjbl" y "downYjbl" se amplificaron por PCR a partir de ADN gendmico de
MG1655 usando los oligonucleétidos Yjblup-F / Yjblup-R y Yjbldown-F / Yjbldown-R, respectivamente. En segundo
lugar, el fragmento "upYjbl-downYjbl" se amplificod a partir de los fragmentos de PCR "upYjbl" y "downYjbl" (que
poseen una region solapada que incluye una parte del terminador de la transcripcion T4 del gen rrnB de E. coliy una
parte del sitio de clonacion multiple) usando los oligonucleétidos Yjblup-F / Yjbldown-R. El fragmento de PCR
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"upYjbl-downYjbl" se cortd con la enzima de restriccion Sfol y se clond en los sitios EcoRI / Hindlll romos del vector
pUC18, dando el plasmido pUC1B-Ayjb/::TT02-SMC.

A continuacion, el casete de resistencia a kanamicina se amplificé por PCR a partir del vector pKD4 usando los
siguientes oligonucledtidos:

Km-F (SEQ ID N° 5)
TCCCCCGGGGTATACc catatgaatatcctccttag
con

- una region (minusculas) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de referencia en
Datsenko & Wanner, 2000,

- una region (mayusculas) para los sitios de restriccion Smal y BstZ171 y bases adicionales.
Km-R (SEQ ID N° 6)

GCCCAAGCTTtgtaggctggagctgcttcg

con

- una regioén (minusculas) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de referencia en
Datsenko & Wanner, 2000

- una region (mayusculas) para el sitio de restriccion Hindlll y bases adicionales.

El fragmento de PCR se cortd con las enzimas de restriccion BstZ171 y Hindlll y se cloné en los sitios BstZ171 /
Hindlll del plasmido pUC18-Ayjbl::TT02-SMC, dando el plasmido pUC18-Ayjbl::TT02-SMC::Km.

Finalmente, el fragmento Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TT07 se amplifico por PCR a partir del ADN genémico de la cepa 1
usando los oligonucleodtidos Ptrc01/RBS01-GevTHP-F / GevTHP-TTO7-R (descritos posteriormente). El fragmento de
PCR se cortd con las enzimas de restriccion Apal y Pacl y se clon6 en los sitios Apal / Pacl del plasmido pUC18-
Ayjbl::TTO7-SMC::Km, dando el plasmido pUC18-Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO07::Km. Los plasmidos
recombinantes se verificaron mediante secuenciacion de ADN.

Ptrc01/RBS01-GevTHP-F (SEQ ID N° 7)
CGTAGGCCTGGGCCCgagctgttgacaattaatcatccg
con

- una region (minusculas) homéloga a una parte del promotor frc inducible artificial situado aguas arriba del operdn
gcvTHP en la cepa 1,

- una region (mayusculas) para los sitios de restriccion Stul y Apal y bases adicionales.

GevTHP-TTO7-R (SEQ ID N° 8)

CGAAGGCCTTTAATTAAGCAGAAAGGCCCACCCGAAGGTGAGCCAGGCGGC
CGClttactggtattcgetaatcggtacg

con

- una regioén (minusculas) homologa a la secuencia (3044190-3044214) del gen gcvP (secuencia de referencia en el
cibersitio http://www.ecogene.org/),
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- una regiéon (mayusculas negrita) para la secuencia del terminador de la transcripcion T7te, llamada TTO7
(Harrington y cols., 2001),

- una region para los sitios de restriccion Pacl, Stul y bases adicionales.

Finalmente, el fragmento Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO07::Km se obtuvo al cortar el plasmido pUC18-
Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TT07::Km con la enzima de restriccion Kpnl y a continuacion se introdujo
mediante electroporacion, segun el Protocolo 1, en una cepa MG1655 metA*11 pKD46. A continuacion, se
seleccionaron los transformantes resistentes a kanamicina y la insercion del fragmento Ayjbl::TT02-Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7::Km se verificd mediante un analisis de PCR con los oligonucleétidos yjbl-gcvTHP-F y yjbl-gcvTHP-R.
La cepa verificada y seleccionada se denomind MG1655 metA*11 pKD46 Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-
TTO7::Km.

yjbl-gevTHP-F (SEQ ID N° 9)
cagaccacccaactggcgacc

homoéloga a la secuencia (4247754-4247774) de la region yjbl (secuencia de referencia en el cibersitio
http://www.ecogene.org/)

yjbl-gcvTHP-R (SEQ ID N° 10)
gccattggaatcgaccagcc

homoéloga a la secuencia (4251489-4251508) de la region yjbl (secuencia de referencia en el cibersitio
http://www.ecogene.org/)

A continuacion, la modificacion cromosémica Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO07::Km se transdujo en la cepa 1,
segun el Protocolo 2.

Se seleccionaron transductantes resistentes a kanamicina y la presencia de la modificacion cromosémica
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km se verific6 mediante PCR con los cebadores yjbl-gcvTHP-F y yjbl-
gcvTHP-R.

La cepa resultante MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-
gcvTHP PtrcO1/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB AmetdJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thrA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl:: RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-
TTO07::Km se denominé cepa 2.

3. Construccioén de la cepa 3

Para la construcciéon de la cepa 3, el casete de resistencia asociado con la integracion cromosoémica
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km de la cepa 2 se retiré segun el Protocolo 1.

Se seleccionaron clones sensibles a kanamicina y la ausencia del casete de kanamicina se verific6 mediante PCR
con los cebadores yjbl-gcvTHP-F y yjbl-gcvTHP-R.

La cepa resultante MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-
gcvTHP Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::RN/PRM-CI857-
TTadcca-PR0O1/RBS01*4-thA*1-cysE ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thA*1-cysE-PgapA-metA*11
AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thRA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl:: RN/PtRc01/RBS01-gcvTHP-
TTO7 se denomind cepa 3.
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4. Construccion de la cepa 4

El plasmido pCL1920-PgapA-pycre-TT07, descrito en la solicitud de patente PCT/FR2010/052937, se introdujo en la
cepa 2, dando la siguiente cepa MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH
Ptrc01/RBS01-gcvTHP  Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF  Ptrc94-serB  Ametd ApykF ApykA ApurlU  AyncA
AmalS::RN/PRM-CI857-TTadcca-PR01/RBS01*4-thrA*1-cysE ~ ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11  AuxaCA::RN/PR01/RBS01-thA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7::Km (pCL1920-PgapA-pycre-TT07), denominada cepa 4.

5. Construccion de la cepa 5

Para incrementar el aflujo en la ruta de la serina, los genes serC y serA se sobreexpresaron debido a promotores
artificiales y un sitios de unién al ribosoma optimizado y usando el cromosoma artificial bacteriano pCC1BAC
(Epicentre). Con este proposito, se construyd el siguiente plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-
Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca.

Para la construccion de pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca, las regiones
"TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2" y "Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca" se amplificaron por PCR.

Para la region "TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2", en primer lugar se sintetiz6 un megacebador que alojaba el
terminador de la transcripcion (T1 de rrnB, indicado TT02), el promotor artificial (Ptrc30), el sitio de uniéon al ribosoma
optimizado (RBSO01) y el principio del gen serC mediante una PCR corta usando los oligonucleétidos Ptrc30/RBS01-
F y Ptrc30/RBS01-serC-R (descritos posteriormente) sin afadir matriz. En segundo lugar, el fragmento "TT02-
Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2" se amplificd mediante PCR usando ADN genémico de E. coli MG1655 como matriz y el
megacebador sintetizado y el oligonucledtido serC-TT07*2-R (descrito posteriormente).

Ptrc30/RBS01-F (SEQ ID N° 11)

tcggcgcecttaattaaCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTT
TCGTTTTATCTGTTtacgtaGAGCTGTTGACGATTAATCATCCGGCTCGTATACTG
TGTGGAATAAGGAGGTATATT

con

- una region (mayusculas negrita) para el terminador de la transcripcion T1 del gen B de E. coli (Orosz y cols.,
1991),

- una region (mayuscula subrayado) homologa al promotor trc inducible artificial,

- una region (mayusculas cursiva) homologa a un sitio de unién al ribosoma optimizado,
una region (minusculas) para los sitios de restriccion Narl, Pacl y bases adicionales.
Ptrc30/RBS01-serC-R (SEQ ID N° 12)

ccagaactaaaattgaagatitgagccatAATATACCTCCTTATTCCACACAGTATACGAGC

con
- una region (mayuscula subrayado) homologa al promotor trc inducible artificial,
- una region (mayusculas cursiva) homologa a un sitio de unién al ribosoma optimizado,

- una region (minusculas) homologa a la secuencia (956876-956904) del gen serC (secuencia de referencia en el
cibersitio http://www.ecogegene.org/).

serC-TT07*2-R (SEQ ID N° 13)
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CCCAAGCTTGCATGCGCTAGCGAGCTCGAGAAAGGCCCACCCGAAGGTGAG
CCAGGttaaccgtgacggcgttcg

con

- una region (mayusculas negrita) para la secuencia del terminador de la transcripcion T7te (Harrington y cols., 2001)
que posee una eliminacién de base en la posicion 29 (denominada TT07*2),

- una region (minusculas) homologa a la secuencia (957946-957964) del gen serC (secuencia de referencia en el
cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas) para los sitios de restriccion Hindlll, Sphl, Sacl y Nhel y bases adicionales.

Del mismo modo, el fragmento "Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca" se amplific6 mediante PCR usando ADN gendmico de
E. coli MG1655 como matriz y los oligonucleétidos Ptrc30/RBS01-serA-F y serA-TTadcca-R (descritos
posteriormente).

Ptrc30/RBS01-serA-F (SEQ ID N° 14)

TACGTAGCTAGCGAGCTGTTGACGATTAATCATCCGGCTCGTATACTGTGTGGA
ATAAGGAGGTATATTatggcaaaggtatcgctggagaaag

con
- una region (mayusculas subrayado) homologa al promotor trc inducible artificial,
- una region (mayusculas cursiva) homologa a un sitio de unién al ribosoma optimizado,

- una regiéon (minusculas) homologa a la secuencia (3056408-3056432) del gen serA (secuencia de referencia en el
cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas) para el sitio de restriccion Nhel y bases adicionales.

serA-TTadcca-R (SEQ ID N° 15)

CCCAAGCTTGCATGCCCTAGGTAAAAAAAATAAGAGTTACCATTTAAGGTAA
CTCTTATTTTTAttagtacagcagacgggcegeg

- una region (mayusculas negrita) para la secuencia del terminador de transcripciéon TTadc (terminador de la
transcripcion del gen adc procedente de Clostridium acetobutylicum, homoélogo desde 179847 hasta 179807 del
megaplasmido pSLO1),

- una regiéon (minusculas) homologa a la secuencia (3055200-3055220) del gen serA (secuencia de referencia en el
cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas) para los sitios de restriccion Avrll, Sphl, Hindlll y bases adicionales.

Los fragmentos de PCR "TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2" y "Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca" se cortaron con las
enzimas de restriccion Narl / Nhel y Nhel / Sphl, respectivamente, y ambos se clonaron en los sitios Narl / Sphl del
plasmido pCC1BAC, dando el plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca.

El plasmido recombinante se verificd mediante secuenciaciéon de ADN.
Finalmente, el plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca se introdujo en

la cepa 4, dando la siguiente cepa MG1655 metA*11 Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH
Ptrc01/RBS01-gcvTHP  Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF  Ptrc94-serB  Ametd ApykF ApykA ApurlU  AyncA
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AmalS::RN/PRM-CI857-TTadcca-PR01/RBS01*4-thrA*1-cysE ~ ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11  AuxaCA::RN/PR01/RBS01-thA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7:Km  (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-
serA-TTadcca), denominada cepa 5.

6. Identificacion de la mutacién metE en la cepa 5

A medir la actividad de metionina sintasa (METE) de la cepa 5, se identifico que el gen metE no era funcional,
debido a que algunas mutaciones dan una proteina MetE truncada.

La mutacion es una eliminacion de 13 pb (de la base 417" a la 429" del gen) del gen metE que conduce a una
mutaciéon por cambio de marco. Por consiguiente, la traduccion de la proteina se acorta (codon de terminacion
introducido por el cambio de marco) y da lugar a una proteina truncada de 152 aminoacidos en lugar de 753.

Aqui esta la secuencia de la proteina WT MetE (SEQ ID N° 21):

MTILNHTLGFPRVGLRRELKKAQESYWAGNSTREELLAVGRELRARHWDQQKQA
GIDLLPVGDFAWYDHVLTTSLLLGNVPARHQNKDGSVDIDTLFRIGRGRAPTGEPA
AAAEMTKWFNTNYHYMVPEFVKGQQFKLTWTQLLDEVDEALALGHKVKPVLLG
PVTWLWLGKVKGEQFDRLSLLNDILPVYQQVLAELAKRGIEWVQIDEPALVLELP
QAWLDAYKPAYDALQGQVKLLLTTYFEGVTPNLDTITALPVQGLHVDLVHGKDD
VAELHKRLPSDWLLSAGLINGRNVWRADLTEKYAQIKDIVGKRDLWVASSCSLLH
SPIDLSVETRLDAEVKSWFAFALQKCHELALLRDALNSGDTAALAEWSAPIQARR
HSTRVHNPAVEKRLAAITAQDSQRANVYEVRAEAQRARFKLPAWPTTTIGSFPQT
TEIRTLRLDFKKGNLDANNYRTGIAEHIKQAIVEQERLGLDVLVHGEAERNDMVE
YFGEHLDGFVFTQNGWVQSYGSRCVKPPIVIGDISRPAPITVEWAKYAQSLTDKPV
KGMLTGPVTILCWSFPREDVSRETIAKQIALALRDEVADLEAAGIGIIQIDEPALREG
LPLRRSDWDAYLQWGVEAFRINAAVAKDDTQIHTHMCY CEFNDIMDSIAALDAD
VITIETSRSDMELLESFEEFDYPNEIGPGVYDIHSPNVPSVEWIEALLKKAAKRIPAE
RLWVNPDCGLKTRGWPETRAALANMVQAAQNLRRG*

Aqui esta la secuencia de la proteina truncada MetE* (SEQ ID N° 22):

MTILNHTLGFPRVGLRRELKKAQESY WAGNSTREELLAVGRELRARHWDQQKQA
GIDLLPVGDFAWYDHVLTTSLLLGNVPARHQNKDGSVDIDTLFRIGRGRAPTGEPA
AAAEMTKWFNTNYHYMVPEFVKGQQFKLTWTKWTRRWRWATR*

Ejemplo 3: Construcciéon de la cepa 7, MG1655 metA*11 metE::Km Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM
Ptrc01-cysJIH Ptrc01/RBS01-gcvTHP Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA
AmalS::RN/PRM-CI857-TTadcca-PR01/RBS01*4-thrA*1-cysE ~ ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11  AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7  (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-
TTadcca)

1. Construccién de la cepa 6

Para estudiar si la restauracion de una proteina MetE funcional podia modificar la produccion de metionina de la
cepa 5, se reemplazd el gen metE truncado por uno silvestre usando la estrategia de recombinacion homodloga
descrita por Datsenko & Wanner (2000).

Con este propdsito, el casete de kanamicina flanqueado con fragmentos homologos a la region metE, el fragmento,
"metE::Km", se amplificé por PCR usando los oligonucleétidos metE-Km-F y metE-Km-R (descritos posteriormente).
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El fragmento "metE::Km" se introdujo en una cepa MG1655 metA* 11 pKD46 que posee una version funcional del
gen metE.

metE-Km-F (SEQ ID N° 16)

agaaacccgegeggceactggegaacatggtgcaggeggegeagaacttgegtcgggggtaaaatccaaaccgggtggtaata
ccacceggtcttttctcaTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (mindsculas) homologa a la secuencia (4013277-4013376) de la region metE (secuencia de referencia
en el cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de referencia en
Datsenko & Wanner, 2000.

metE-Km-R (SEQ ID N° 17)

geagaagatggctggcagegtatgctggaatggtttaagcagtatggtgggaagaagtegctgtaaGCAGAAAGGCC
CACCCGAAGGTGAGCCAGTGTGACATATGAATATCCTCCTTAG

con

- una region (mindsculas) homologa a la secuencia (4013377-4013442) de la region metE (secuencia de referencia
en el cibersitio http://www.ecogene.org/),

- una region (mayusculas negrita) para la secuencia del terminador de la transcripcion T7te (Harrington y cols.,
2001),

- una region (mayusculas) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia de referencia en
Datsenko & Wanner, 2000.

Se seleccionaron recombinantes resistentes a kanamicina y la presencia del casete Km aguas abajo del gen metE
se verifico mediante PCR con los oligonucleétidos metE-F y metE-R (descritos posteriormente). La cepa verificada y
seleccionada se denominé MG1655 metA*11 pKD46 metE::Km.

metE-F (SEQ ID N° 18)
cgtttgggactggatgtgctgg

homodloga a la secuencia (4012495-4012516) de la region metE (secuencia de referencia en el cibersitio
http://www.ecogene.org/)

metE-R (SEQ ID N° 19)
gcgtggtacggcaaactgac

homoéloga a la secuencia (4013672-4013691) de la region metE (secuencia de referencia en el cibersitio
http://www.ecogene.org/)

La modificacion cromosoémica metE::Km se transdujo a continuacién en la cepa 3, segun el Protocolo 2.
Se seleccionaron recombinantes resistentes a kanamicina y la presencia del casete Km aguas abajo del gen metE

se verific6 mediante PCR con los oligonucleétidos metE-F y metE-R (descritos anteriormente). La presencia del gen
metE con la secuencia silvestre se verifico mediante secuenciacion de ADN.
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La cepa resultante MG1655 metA*11 metE::Km Pirc01*2/RBS0*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH
Ptrc01/RBS01-gcvTHP  Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF Ptrc94-serB  Ametd ApykF ApykA ApurlU  AyncA
AmalS::RN/PRM-CI857-TTadcca-PR01/RBS01*4-thrA*1-cysE ~ ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11  AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7 se denomind cepa 6.

2. Construccion de la cepa 7

El plasmido pCL1920-PgapA-pycre-TT07 (descrito en la solicitud de patente PCT/FR2010/052937) y el plasmido
pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca (descrito anteriormente) se introdujeron
en la cepa 6, dando la cepa MG1655 metA*11 metE::Km Ptrc01*2/RBS08*1-metH Ptrc01-cysPUWAM Ptrc01-cysJIH
Ptrc01/RBS01-gcvTHP  Ptrc01/ARNO1/RBS01-metF  Ptrc94-serB  Ametd ApykF ApykA ApurlU  AyncA
AmalS::RN/PRM-CI857-TTadcca-PR01/RBS01*4-thrA*1-cysE ~ ApgaABCD::RN/PR01/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11  AuxaCA::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::RN/PR0O1/RBS01-thr4*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::RN/PR0O1/RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::RN/serA-serC Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TT07  (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-
TTadcca), denominada cepa 7.

La medida de la actividad de metionina sintasa independiente de cobalamina (MS, MetE) de la cepa 6 confirmaba
que la proteina MetE es funcional.

EJEMPLO 4: PRODUCCION DE L-METIONINA MEDIANTE FERMENTACION EN BIORREACTOR

Cepas que producian cantidades sustanciales de metionina se probaron posteriormente bajo condiciones de
produccion en fermentadores de 0,5 | (GX, GPC) usando una estrategia de alimentacion por lotes.

Brevemente, se uso6 un cultivo de 24 horas desarrollado en 10 ml de medio LB con 2,5 g.I'1 de glucosa para inocular
un precultivo de 24 horas en medio minimo (B1a). Estas incubaciones se llevaron a cabo en matraces tabicados de
500 ml que contenian 40 ml de medio minimo (B1a) en un agitador giratorio (200 RPM). El primer precultivo se
realizé a una temperatura de 30°C, el segundo a una temperatura de 34°C.

Una tercera etapa de precultivo se llevé a cabo en blorreactores (Sixfors) cargados con 200 ml de medio minimo
(B1b) inoculado hasta una concentracion de biomasa de 1,2 g. I con 5 ml de precultivo concentrado. La temperatura
del precultivo se mantuvo constante a 34°C y el pH se ajustd automaticamente hasta un valor de 6,8 usando una
solucion de NH4OH al 10%. La concentracion de oxigeno disuelto se ajusté continuamente hasta un valor de 30% de
la saturacion de presion de aire parcial con suministro de aire y/o agitacion. Despues del agotamiento de glucosa del
medio del lote, se inici6 la alimentacién por lotes con un caudal |n|C|aI de 0,7 mL.h™" se incrementd exponencialmente
durante 24 horas con una velocidad de crecimiento de 0,13 h™ a fin de obtener una concentracion celular final de
aproximadamente 20 g. I

Tabla 4: Composicion del medio mineral del lote de precultivo (B1a y B1b).

Compuesto Concentraciéon de B1a (g.I"") | Concentracién de B1b (g.I")
Zn(CH3C00),.2H,0 0,0130 0,0130
CuCl2.2H.0 0,0015 0,0015
MnCl24H,0 0,0150 0,0150
CoCl2.6H.0 0,0025 0,0025
H3BO3 0,0030 0,0030
NaxMoQO4.2H20 0,0025 0,0025
Citrato de Fe(lll) H,O 0,1064 0,1064
EDTA 0,0084 0,0084
MgS0,.7H20 1,00 1,00
CaCl2.2H.0 0,08 0,08
Acido citrico 1,70 1,70
KH2PO4 4,57 4,57
K2HPO4.3H20 2,50 2,50
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Compuesto Concentracion de B1a (g.I"") | Concentracién de B1b (g.I")
(NH4)2HPO4 1,10 1,10
(NH4)2S04 4,90 4,90
(NH4)2S203 1,00 1,00
Tiamina 0,01 0,01
Vitamina B12 0,01 0,01
Glucosa 30,00 5,00
MOPS 30,00 0,00

NH4OH 28% Ajustado hasta pH 6,8 Ajustado hasta pH 6,8

Tabla 5: Composicion del medio mineral de alimentacion por lotes de precultivo (F1)

Compuesto Concentracion (g.I")
Zn(CH3CO0),.H,O 0,0104
CuCl2.2H.0 0,0012
MnCl,.4H.0 0,0120
CoCl2.6H.0 0,0020
H3BO3 0,0024
Na;Mo04.2H,0 0,0020
Citrato de Fe(lll) H.O 0,0424
EDTA 0,0067
MgSO4 5,00
(NH4)2S04 8,30
Na;SO4 8,90
(NH4)2S203 24,80
Tiamina 0,01
Glucosa 500,00
Vitamina B 12 0,01

NH4OH 28% Ajustado hasta pH 6,8

Tabla 6: Composicion del medio mineral del lote de cultivo (B2).

Compuesto Concentracioén (g.I")
Zn(CH3C00),.2H,0 0,0130
CuCl2.2H.0 0,0015
MnCl,.4H.0 0,0150
CoCl2.6H.0 0,0025
H3BO3 0,0030
Na;MoO4.2H,0 0,0025
Citrato de Fe(lll) H.O 0,1064
EDTA 0,0084
MgS0,.7H20 1,00
CaCl».2H,0 0,08
Acido citrico 1,70
KH2PO4 2,97
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Compuesto Concentracioén (g.I")
K2HPO4.3H,0 1,65
(NH4)2HPO4 0,72
(NH4)2S203 3,74
Tiamina 0,01
Vitamina B 12 0,01
Biotina 0,10
Glucosa 10,00

NH4OH 28% Ajustado hasta pH 6,8

Tabla 7: Composicion del medio de alimentacion por lotes de cultivo (F2).

Compuesto Concentracioén (g.I")
Zn(CH3C0O0)2.2H.0 0,0104
CuCl2.2H.0 0,0012
MnCl..4H.0 0,0120
CoCl».6H.0 0,0020
H3BO3 0,0024
Na;MoO4.2H,0 0,0020
Citrato de Fe(lll) H.O |0,0524
EDTA 0,0067
MgSO4 5,00
(NH4)2S203 55,50
Tiamina 0,01
Vitamina B12 0,01
Biotina 0,10
Glucosa 500,00

Posteriormente, fermentadores de 0,5 | GX (GPC) se cargaron con 220 ml de medio minimo (B2) y se inocularon
hasta una concentracion de biomasa de 2,1 g. I"* con un volumen de precultivo que variaba entre 20 y 30 ml.

La temperatura de cultivo se mantuvo constante a 37°C y el pH se en el valor de trabajo (6,8) mediante la adicion
automatica de soluciones de NH4OH (NH4OH 10%). La agitacién inicial se ajusté a 200 RPM durante la fase
discontinua y se |ncremento hasta 1000 RPM durante la fase de alimentacion por Iotes El caudal de aire inicial se
ajusté a 0,3 I.min™ durante la fase discontinua y se increment6 hasta 0,7 L.min™ al principio de la fase de
alimentacion por lotes. La concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo en valores entre 20 y 40%,
preferentemente 30% de saturacion al incrementar la agitacion.

Cuando la masa celular alcanzaba una concentracion cercana a 5 g. I"", la alimentacion por lotes se comenzé con un
caudal inicial de 1,9 ml. h La solucion de alimentacion se inyecto con un perfil sigmoideo con un caudal creciente
que alcanzaba 8,8 ml. h' después de 26 horas. Las condiciones de alimentacién precisas se calcularon mediante la

_ p2
QW) = Pl s

ecuacion: 1

donde Q(t) es el caudal de alimentacion en ml.h™’ para un volumen del lote de 600 ml con p1 = 0,66, p2 = 8,21, p3 =
0,27, p4 = 6,50.

Después de 26 horas de alimentacion por lotes, la bomba de la solucion de alimentacion se detuvo y el cultivo se
termino después del agotamiento completo de glucosa.
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Los aminoacidos extracelulares se cuantificaron mediante HPLC después de la derivacién con OPA/Fmoc y otros
metabolitos pertinentes se analizaron usando HPLC con deteccién refractométrica (acidos organicos y glucosa) y
GC-MS después de la sililacion.

Tabla 8: Rendimiento de metionina final (Ymetfinal) €n % g de metionina por g de glucosa producida en un cultivo de
alimentacién por lotes por las diferentes cepas. Para la definicion del rendimiento de metionina/glucosa, véase
posteriormente. Cada cepa se evalud una vez.

Cepa Ymet final
Cepa 5|0.225
Cepa 7 |0.186

Como se puede observar en la tabla 8 anteriormente, el rendimiento de producciéon de metionina se incrementaba
significativamente con la mutacién del gen metE. La cepa 5, que contenia el gen metE mutado, tiene un rendimiento
superior de 4 puntos en comparacién con la cepa 7 que contiene un proteina MetE funcional.

El volumen del fermentador se calculé al afiadir al volumen inicial del reactor la cantidad de las soluciones afiadidas
para regular el pH para alimentar el cultivo y al sustraer el volumen usado para el muestreo y la pérdida por
evaporacion.

El volumen de la alimentacion por lotes se siguié continuamente al pesar el material de alimentacion. A continuacion,
la cantidad de glucosa inyectada se calculé basandose en el peso inyectado, la densidad de la solucién y la
concentracion de glucosa determinada por el método de Brix ([Glucosa]). El rendimiento de metionina se expreso
como sigue:

Metionina, * V, — Metionina, * Vy x 100

Yier = -
met Glucosa consumida,

El rendimiento final obtenido durante el cultivd se presenté en la presente para cada cepa. Con Metioninap y
Metionina;, respectivamente, las concentraciones de metionina inicial y final y Vo y Vi los voliumenes inicial y final.

peso alimentado, — peso alimentado,

volumen alimentado, = - — -
¢ densidad solucion alimentada

La glucosa consumida se calculé como sigue:

Glucosa Inyectada; = volumen alimentado; * [Glucosa]
Glucosa consumida; = [Glucosa)o * Vo + Glucosa Inyectada — [Glucosa)residual * Vi

Con [Glucosal)o, [Glucosa], [Glucosa]resiqual, Fespectivamente, las concentraciones de glucosa inicial, la alimentada y
residual.

EJEMPLO 5: MEDIDA DE LA ACXIVITY DE METIONINA SINTASA INDEPENDIENTE DE COBALAMINA (METE).

Para la determinacion in vitro de la actividad de metionina sintasa independiente de cobalamina (MS, MetE), las
cepas 7 y 5 de E. coli que soportaban el gen metE silvestre o mutado se cultivaron en medio minimo segun se
describe en el ejemplo 3 anteriormente y se recogieron al final de la fase logaritmica mediante centrifugacion. Las
pellas se resuspendieron en tampodn de fosfato potasico 20 mM frio 7,2 que contiene un coctel de inhibidores de
proteasa con EDTA. A continuacion, las células se rompieron batiendo con cuentas con un sistema Precellys (Bertin
Technologies; 2x10s a 6500 rpm) seguido por centrifugacion a 12000 g a 4°C durante 30 minutos. Los
sobrenadantes se desalaron y se usaron para andlisis enzimaticos. Las concentraciones de proteinas se
determinaron usando el reactivo de ensayo Bradford (Bradford, 1976).

Para la determinacion de la actividad de MS, se incubaron 40 ug de extractos celulares brutos durante 15 minutos a
37°C con 1 mM de DL-homocisteina y 0,25 mM triglutamato de metil-tetrahidropteroilo en 100 mM de tampén de
fosfato potasico pH 7,2, 5 mM de MgSO.. La metionina producida por la enzima metionina sintasa independiente de
cobalamina se cuantifico mediante y GC-MS después de la derivacion con terc-butildimetilsililtrifluoroacetamida
(TBDMSTFA). Se incluyeron aspartato y norleucina como patrones internos.

Los resultados de las actividades de metionina sintasa independiente de cobalamina se presentan en la tabla 9
posteriormente.
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Tabla 9: Actividades de metionina sintasa independiente de cobalamina (en mUI/mg de proteinas) de cepas de E.
coli que soportan enzimas silvestres o mutadas. Cada cepa se evalué una vez.

Cepa |MS (mUl/mg de proteinas)
Cepa 5 0
Cepa7 12,7
Como se puede observar en la tabla 9, la cepa 5 (AmetE) ha pedido completamente su actividad de MS mientras

que la cepa 7 mantiene una significativa. Esta pérdida de actividad se correlacionaba con una mejora significativa de
la produccién de metionina.

EJEMPLO 6: EFECTO DE LA ELIMINACION DEL GEN METE SOBRE LA PRODUCCION DE L-METIONINA

Para evaluar el efecto de una eliminacion completa del gen metE sobre la produccion de L-metionina, se eliminé el
gen metE mutado de la cepa 5. Se introdujo una eliminacion limpia del gen metE en esa cepa usando la
recombinacién homdloga que se describe previamente y usando la estrategia proporcionada por Datsenko &
Wanner (2000).

Después de la sustitucion del gen metE mutado por el casete de kanamicina, los recombinantes resistentes a
kanamicina se seleccionan y se verifican mediante secuenciacion de ADN.

Uno de ellos se cultiva como se describe en el ejemplo 4 y la L-metionina producida se cuantifica mediante HPLC.

La cepa con la eliminacion limpia de metE produce mas metionina que la cepa 7 que posee una proteina MetE
funcional: la eliminaciéon de metE da como resultado un rendimiento incrementado de metionina de mas de 15%.
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aaatccaaac cgggtggtaa taccacccgg tcttttctca tgtaggectgg agctgcettceg
<210>17

<211>120

< 212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

< 223> Oligonucleétido

<400> 17

gcagaagatg gctggcagcg tatgectggaa tggtttaage agtatggtgg gaagaagtcg

ctgtaagcag aaaggcccac ccgaaggtga gccagtgtga catatgaata tcctceccttag
<210> 18

<211>22

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido

<400> 18

cgtttgggac tggatgtgct gg 22
<210>19

<211>20

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Oligonucleétido

<400> 19

gcgtggtacg gcaaactgac 20
<210> 20

< 211> 2262

33

60

120

60

120



ES 2632 170T3

< 212> ADN
< 213> Escherichia coli

<400> 20

34



atgacaatat
aaagcgcaag
cgtgaattgce
gtgggcgatt
ccggegegte
cgtggacgtg
accaactatc
acgcagcetge
ctgctgggge
ctgagcctge
cgcggcateg
tggctggacg
accacctatt
ggtctgcatg
ccttectgact
cttaccgaga
tcttectget
gaagtgaaaa
gatgcgctga
cgtcgtcact
gcccaggaca

tttaaactgce

tgaatcacac
aaagttattg
gtgctcgtca
ttgecctggta
atcagaacaa
cgcecgactgg
actacatggt
tggacgaagt
cggttacctg
tgaacgacat
agtgggtaca
catacaaacc
ttgaaggcgt
ttgacctegt
ggttgctgtce
aatatgcgca
cgttgctgeca
gctggtttge
acagtggtga
ctacccgegt
gccagegtge

cagcgtggece
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ccteggttte
ggcggggaac
ctgggatcaa
cgatcatgta
agatggttcg
cgaacctgceg
gccggagtte
ggacgaggcg
gctgtggcetg
tctgeceggtt
gattgatgaa
cgcttacgac
aacgccaaat
acatggtaaa
tgcgggtctg
aattaaggac
cagccccatce
cttcgececta
cacggcagct
acataatccg
gaatgtctat

gaccaccacg

cctegegttg
tccacgegtg
caaaagcaag
ctgaccacca
gtagatatcg
gcggcagcgg
gttaaaggcc
ctggegetgg
gggaaagtga
tatcagcaag
cccgegetgg
gcgctccagg
ctcgacacga
gatgacgttg
atcaatggtc
attgtcggca
gacctgagcg
caaaaatgcc
ctggcagagt
gcggtagaaa
gaagtgcgtg

attggttcct

35

gcectgegteg
aagaactgct
cgggtatcga
gtctgctget
acaccctgtt
aaatgaccaa
aacagttcaa
gccacaaggt
aaggtgaaca
tgctggcaga
tactggaact
gacaggtgaa
ttactgecget
ctgaactgca
gtaacgtctg
aacgtgattt
tggaaacgcg
atgaactggc
ggagcgcccc
agcgtctgge
ctgaagccca

tccegeaaac

cgagctgaaa
ggcggtaggg
cctgcetgeeg
gggtaacgtt
ccgtattggt
atggtttaac
actgacctgg
gaaacctgtg
atttgaccge
actggcgaaa
accacaggcg
actgctgctg
gcctgttecag
caagcgcctg
gcgegecgat
gtgggtggca
tcttgatgca
actgctgcege
gattcaggca
ggcgatcacc
gcgtgegegt

cacggaaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



cgtaccctge
attgcggaac
gtacatggcg
tttgtcttta
attgtcattg
caatcgctga
tggtcgttce
ctgcgtgatg
ccggegetge
ggcgtagagg
cacatgtgtt
gtcatcacca
gattatccaa
gtggaatgga
tgggtcaacc

gcgaacatgg

<210> 21

<211>753

<212>PRT

gtctggattt
atatcaagca
aggccgagceg
cgcaaaacgg
gtgacattag
ccgacaaacc
cgcgtgaaga
aagtggccga
gcgaaggttt
ccttccegtat
attgcgagtt
tcgaaacctce
atgaaatcgg
ttgaagccett
cggactgtgg

tgcaggecgge

< 213> Escherichia coli

<400> 21

ES 2632 170T3

caaaaagggc
ggccattgtt
taatgacatg
ttgggtacag
ccgecccggea
ggtgaaaggg
tgtcagcegt
tctggaagcce
accgctgegt
caacgccgcce
caacgacatc
gcgttcecgac
tcectggegte
gctgaagaaa
cctgaaaacg

gcagaacttg

aatctcgacg
gagcaggaac
gtggaatact
agctacggtt
ccgattaccg
atgctgacgg
gaaaccatcg
gctggaattg
cgtagcgact
gtggcgaaag
atggattcga
atggagttgce
tatgacattc
gcggcaaaac
cgcggetgge

cgtegggggt

36

ccaacaacta
gtttgggact
ttggcgagca
cccgetgegt
tggagtgggce
ggccggtgac
ccaaacagat
gcatcatcca
gggatgcgta
atgacacaca
ttgcggeget
tggagtcgtt
actcgccaaa
gcattcecgge
cagaaacccg

aa

ccgcacgggce
ggatgtgctg
cctcgacgga
gaagccaccg
gaagtatgcg
catactctgce
tgcgetggeg
gattgacgaa
tctccagtgg
aatccacact
ggacgcagac
tgaagagttt
cgtaccgagce
agagcgcectg

cgcggcactg

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
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Met

Arg

Arg

Asp

Ala

65

Pro

Thr

Glu

Glu

Gln

50

Trp

Ala

Ile

Leu

Glu

35

Gln

Tyr

Arg

Leu

Lys

20

Leu

Lys

Asp

His

Asn

Lys

Leu

Gln

His

Gln
85

His

Ala

Ala

Ala

Val

70

Asn

Thr

Gln

Val

Gly

55

Leu

Lys

ES 2632 170T3

Leu

Glu

Gly

40

Ile

Thr

Asp

Gly

Ser

25

Arg

Asp

Thr

Gly

Phe

10

Tyr

Glu

Leu

Ser

Ser
90

37

Pro

Trp

Leu

Leu

Leu

75

val

Arg

Ala

Arg

Pro

60

Leu

Asp

Val

Gly

Ala

45

Val

Leu

Ile

Gly

Asn

30

Arg

Gly

Gly

Asp

Leu

15

Ser

His

Asp

Asn

Thr
95

Arg

Thr

Trp

Phe

Val

80

Leu



Phe

Ala

Glu

Asp

145

Leu

Gln

Gln

Asp

Tyr

225

Thr

Leu

Val

Gly

Tyr

305

Ser

Arg

Arg

Glu

Phe

130

Glu

Leu

Phe

val

Glu

210

Lys

Thr

Pro

Ala

Leu

290

Ala

Ser

Leu

Ile

Met

115

vVal

vVal

Gly

Asp

Leu

195

Pro

Pro

Tyr

Val

Glu

275

Ile

Gln

Cys

Asp

Gly

100

Thr

Lys

Asp

Pro

Arg

180

Ala

Ala

Ala

Phe

Gln

260

Leu

Asn

Ile

Ser

Ala
340

Arg

Lys

Gly

Glu

vVal

165

Leu

Glu

Leu

Tyr

Glu

245

Gly

His

Gly

Lys

Leu

325

Glu

Gly

Trp

Gln

Ala

150

Thr

Ser

Leu

Val

Asp

230

Gly

Leu

Lys

Arg

Asp

310

Leu

val

Phe

Gln

135

Leu

Trp

Leu

Ala

Leu

215

Ala

Val

His

Asn

295

Ile

His

Lys
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Ala

Asn

120

Phe

Ala

Leu

Leu

Lys

200

Glu

Leu

Thr

vVal

Leu

280

Val

val

Ser

Ser

Pro

105

Thr

Lys

Leu

Trp

Asn

185

Arg

Leu

Gln

Pro

Asp

265

Pro

Trp

Gly

Pro

Trp
345

Thr

Asn

Leu

Gly

Leu

170

Asp

Gly

Pro

Gly

Asn

250

Leu

Ser

Arg

Lys

Ile

330

Phe

38

Gly

Tyr

Thr

His

155

Gly

Ile

Ile

Gln

Gln

235

Leu

Val

Asp

Ala

Arg

315

Asp

Ala

Glu

His

Trp

140

Lys

Lys

Leu

Glu

Ala

220

Val

Asp

His

Trp

Asp

300

Asp

Leu

Phe

Pro

Tyr

125

Thr

Val

val

Pro

Trp

205

Trp

Lys

Thr

Gly

Leu

285

Leu

Leu

Ser

Ala

Ala

110

Met

Gln

Lys

Lys

Val

190

Val

Leu

Leu

Ile

Lys

270

Leu

Thr

Trp

Val

Leu
350

Ala

Val

Leu

Pro

Gly

175

Tyr

Gln

Asp

Leu

Thr

255

Asp

Ser

Glu

Val

Glu

335

Gln

Ala

Pro

Leu

Val

160

Glu

Gln

Ile

Ala

Leu

240

Ala

Asp

Ala

Lys

Ala

320

Thr

Lys



Cys

Ala

Thr

385

Ala

Gln

Ser

Lys

Ile

465

Val

His

Gly

Pro

Asp

545

Trp

Ile

Ile

His

Ala

370

Arg

Gln

Arg

Phe

Gly

450

Lys

His

Leu

Ser

Ala

530

Lys

Ser

Ala

Gly

Glu

355

Leu

Vval

Asp

Ala

Pro

435

Asn

Gln

Gly

Asp

Arg

515

Pro

Pro

Phe

Leu

Ile

Leu

Ala

His

Ser

Arg

420

Gln

Leu

Ala

Glu

Gly

500

Cys

Ile

Val

Pro

Ala

580

Ile

Ala

Glu

Asn

Gln

405

Phe

Thr

Asp

Ile

Ala

485

Phe

Val

Thr

Lys

Arg

565

Leu

Gln

Leu

Trp

Pro

390

Arg

Lys

Thr

Ala

val

470

Glu

Val

Lys

Val

Gly

550

Glu

Arg

Ile

Leu

Ser

375

Ala

Ala

Leu

Glu

Asn

455

Glu

Arg

Phe

Pro

Glu

535

Met

Asp

Asp

Asp
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Arg

360

Ala

Val

Asn

Pro

Ile

440

Asn

Gln

Asn

Thr

Pro

520

Trp

Leu

vVal

Glu

Glu

Asp

Pro

Glu

Val

Ala

425

Arg

Tyr

Glu

Asp

Gln

505

Ile

Ala

Thr

Ser

Val

585

Pro

Ala

Ile

Lys

Tyr

410

Trp

Thr

Arg

Arg

Met

490

Asn

val

Lys

Gly

Arg

570

Ala

Ala

39

Leu

Gln

Arg

395

Glu

Pro

Leu

Thr

Leu

475

val

Gly

Ile

Tyr

Pro

555

Glu

Asp

Leu

Asn

Ala

380

Leu

Val

Thr

Arg

Gly

460

Gly

Glu

Trp

Gly

Ala

540

Val

Thr

Leu

Arg

Ser

365

Arg

Ala

Arg

Thr

Leu

445

Ile

Leu

Tyr

Val

Asp

525

Gln

Thr

Ile

Glu

Glu

Gly

Arg

Ala

Ala

Thr

430

Asp

Ala

Asp

Phe

Gln

510

Ile

Ser

Ile

Ala

Ala

590

Gly

Asp

His

Ile

Glu

415

Ile

Phe

Glu

val

Gly

495

Ser

Ser

Leu

Leu

Lys

575

Ala

Leu

Thr

Ser

Thr

400

Ala

Gly

Lys

His

Leu

480

Glu

Tyr

Arg

Thr

Cys

560

Gln

Gly

Pro



Leu

Phe

625

His

Leu

Leu

Gly

Glu

705

Trp

Arg

Gly

Arg

610

Arg

Met

Asp

Leu

val

690

Ala

vVal

Ala

<210> 22

595

Arg

Ile

Cys

Ala

Glu

675

Tyr

Leu

Asn

Ala

<211>152

<212>PRT

Ser

Asn

Tyr

Asp

660

Ser

Asp

Leu

Pro

Leu
740

Asp

Ala

Cys

645

Val

Phe

Ile

Lys

Asp

725

Ala

< 213> Escherichia coli

<400> 22

Trp

Ala

630

Glu

Ile

Glu

His

Lys

710

Cys

Asn

Asp

615
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante optimizado para la produccién fermentativa de metionina, en el que la actividad
de la metionina sintasa independiente de cobalamina MetE se suprime y el gen metH se sobreexpresa en dicho
microorganismo en comparacion con un microorganismo no modificado.

2. El microorganismo segun la reivindicacion 1, en el que la metionina sintasa independiente de cobalamina MetE es
codificada por el gen metE del que se elimina al menos una porcion.

3. El microorganismo segun la reivindicacion 2, en_el que la eliminacion del gen metE es una eliminacion de las
bases comprendidas entre las posiciones 417 y 429 .

4. El microorganismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la expresion de al menos uno de
los siguientes genes se esta incrementada: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM, cysJ, cysl, cysH, gcvT,
gcvH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cysk, metF, thrA, un alelo metA que codifica una enzima con sensibilidad de
retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina (metA*), thrA, o un alelo thrA que codifica una
enzima con inhibicion de retroalimentacion reducida a treonina (thrA*).

5. El microorganismo segun la reivindicaciéon 4, en el que al menos un gen esta bajo el control de un promotor
inducible.

6. El microorganismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la expresion de al menos uno d
los siguientes genes esta atenuada: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL o yncA.

7. El microorganismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que:
a. el gen metE se elimina;

b. la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE,
thrA* y pyc esta potenciada; y

c. la expresion de los genes metJ, pykA, pykF, purUy yncA esta atenuada.

8. El microorganismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho microorganismo es de la
familia bacteriana Enterobacteriaceae o Corynebacteriaceae.

9. El microorganismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho microorganismo es
Escherichia coli.

10. Un método para la produccién fermentativa de metionina que comprende las etapas:

a. cultivar un microorganismo recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en un medio
de cultivo apropiado que comprende una fuente de carbono fermentable y una fuente de azufre, y

b. recuperar metionina o sus derivados del medio de cultivo.

11. EI método segun la reivindicacion 10, en el que el crecimiento del microorganismo recombinante se somete a
limitacion o deficiencia en uno o varios sustratos inorganicos, en particular fosfato y/o potasio, en el medio de cultivo.
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