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DESCRIPCION
Microorganismo para la produccion de metionina con mejor actividad de metionina sintasa y flujo de metionina.

La presente invencién se refiere a un microorganismo recombinante, es decir, Escherichia coli, util para la
produccion de L-metionina y/o sus derivados, y a procedimientos para la preparacion de L-metionina. El
microorganismo de la invencion se modifica de forma tal que la produccién de L-metionina se mejora potenciando su
actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina, asi como también su exportacién de L-metionina. En
particular, los genes metH, fldA, for o sus genes homélogos y los genes ygaZy ygaH o sus genes homologos se
hiperexpresan en el microorganismo.

Técnica anterior

Los compuestos que contienen azufre tales como cisteina, homocisteina, metionina o S-adenosilmetionina son
criticos para el metabolismo celular. En particular la L-metionina, un aminoacido esencial que no puede ser
sintetizado por los animales, cumple una funcién importante en muchas funciones corporales. La mayor parte de la
metionina producida industrialmente se utiliza ampliamente como pienso animal y aditivo de alimentos.

Con la disminuciéon del uso de proteinas animales como consecuencia de BSE y gripe aviar, la demanda de
metionina pura ha aumentado. Cominmente, la D,L-metionina se produce quimicamente a partir de acroleina, metil
mercaptano y cianuro de hidrégeno. No obstante, la mezcla racémica no actua tan bien como la L-metionina pura
(Saunderson, 1985). A su vez, si bien la L-metionina pura puede producirse a partir de metionina racémica, por
ejemplo, a través del tratamiento con acilasa de N-acetil-D,L-metionina, esto aumenta drasticamente los costes de
produccion. Por consiguiente, la creciente demanda de L-metionina pura sumada a las preocupaciones ambientales
hace que la produccidon microbiana de metionina sea una perspectiva atractiva. Otros aminoacidos importantes,
como lisina, treonina y triptéfano, se producen mediante fermentaciéon para uso en pienso animal. En consecuencia,
estos aminoacidos se pueden elaborar usando glucosa y otros recursos renovables como materiales de partida. La
produccion de L-metionina mediante fermentacién ain no ha sido exitosa, pero se esta desarrollando tecnologia
para esto. Se han descrito previamente distintos planteamientos para la optimizacién de L-metionina en
microorganismos (véanse, por ejemplo, las patentes o solicitudes de patentes US7.790.424, US7.611.873,
WQ02002/10209, W02005/059093 y WO2006/008097); no obstante, la produccién industrial de L-metionina
proveniente de microorganismos requiere mayores avances.

En Escherichia coli, dos enzimas distintas catalizan la etapa terminal en la sintesis de novo de metionina; la
metionina sintasa dependiente de cobalamina (MetH, EC 2.1.1.13), que contiene un grupo prostético necesario para
la actividad, y la metionina sintasa independiente de cobalamina (MetE, EC 2.1.1.14) (Foster et al., 1961; Gonzalez
et al., 1992). La metionina sintasa dependiente de cobalamina, MetH, es una proteina de ~136 kDa que contiene
cuatro dominios: un dominio que contiene el cofactor de cobalamina (dominio Cob), un dominio que se une al
sustrato metil-THF (dominio CH3-THF), un dominio que se une al sustrato homocisteina (dominio Hcy), y un dominio
que se une a S-Adenosil-Metionina (SAM) (dominio Adomet) (Matthews, 2001). En presencia de oxigeno, la enzima
es inactivada por oxidacion (Banerjee et al., 1990). Con el fin de reactivar la enzima, se produce una metilacién
reductora. La reaccion implica un grupo metilo provisto por SAM que se une al dominio AdoMet de la enzima, y dos
electrones transferidos mediante una cadena de transporte externa. Los dos electrones son provistos por NADPH y
transferidos mediante una cadena de reduccion y oxidacién impulsada por un potencial cuesta abajo compuesta por
una flavodoxina reductasa que contiene FAD, FIdA y FMN, Fpr (Fujii & Huennekens, 1974; Wan & Jarrett, 2002) en
Escherichia coli. Como se describe en la solicitud de patente W0O2009/144270, en Corynebacterium glutamicum se
han identificado los homologos funcionales de FIdA y Fpr. Son respectivamente FdxC, FdxD o FdxA y FprA1, FprA2,
FprA3 o FIdR1.

El complejo de proteinas YgaZ y YgaH es miembro de la familia de exportadores de aminoacidos de cadena
ramificada (LIV-E) responsable de exportar L-valina. Del mismo modo, YgaZH est4d también implicado en la
exportacion de metionina, como lo demostraron Trétschel y colaboradores para BrnFE, el homélogo de YgaZH de
Corynebacterium glutamicum (Trdtschel et al., 2005).

Se han presentado numerosas solicitudes de patentes sobre mejoras en la actividad de metionina sintasa por
diferentes métodos con el fin de producir L-metionina:

- Los documentos W0O2007/012078 y WO2007/135188 de BASF reivindican, entre otras modificaciones, la
alteracion genética que produce la hiperexpresion de por lo menos metH y/o metE,

- El documento WQ02009/144270 de Evonik describe un método para producir metionina con un
microorganismo que exhibe una mayor cantidad y/o actividad de un sistema de reactivacion de MetH dependiente de
cob(l)alamina,

- El documento WO2008/080900 de Evonik reivindica una forma de MetH™" (resistente a retroalimentacion)
que deberia ser mas resistente a altas concentraciones de L-metionina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2693 789 T3

Del mismo modo, algunas patentes describen la hiperexpresién de genes que codifican el sistema de excrecion de
metionina en diferentes microorganismos:

- La reduccion de la absorcion de L-metionina en Corynebacterium se describe en las solicitudes de patentes
W02002/097096 y WO2005/085463 (Degussa) o,

- La hiperexpresion de un exportador de aminoacidos de cadena ramificada (YgaZH) responsable de la
exportacion de L-valina y L-metionina se describe en las solicitudes de patentes EP1239041 (Ajinomoto) y
W02008/08221 | (CJ Corporation).

Los inventores han descubierto sorprendente e inesperadamente que el incremento de flujo de L-metionina con la
mejora de la actividad de L-metionina sintasa dependiente de cobalamina en un microorganismo que produce en
exceso L-metionina recombinante mejoran la produccién de metionina.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a un microorganismo recombinante, es decir Escherichia coli, y a un método para optimizar la
produccion de metionina y/o sus derivados, en donde se potencian la actividad de metionina sintasa dependiente de
cobalamina y el flujo de metionina mediante la hiperexpresién de metH y de los genes fldA'y for de E. coli mientras
que el flujo de metionina se potencia hiperexpresando los genes ygaZH de E. coli o sus genes homélogos.

El microorganismo recombinante, es decir Escherichia coli, puede ademas comprender otras modificaciones
genéticas como:

- un aumento de la expresion de por lo menos uno de los siguientes genes: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU,
cysW, cysA, cysM, cysd, cysl, cysH gcvT, gevH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cysE, metF, metA, alelo metA* que
codifica una enzima con sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina, thrA o un
alelo thrA* que codifica una enzima con inhibicién de retroalimentacién reducida a treonina y/o

- una expresion atenuada de uno de los siguientes genes: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL, udhA, dgsA, metE,
metN, metl, metQ o yncA.

En una realizacion particular, la presente invencion se refiere a una Escherichia coli recombinante en donde: a) los
genes metH, y opcionalmente los genes jIdA y for de E. coli se hiperexpresan, b) los genes ygaZy ygaH de E. coli o
sus genes homélogos que se originan de Citrobacter koseri, Shigella .flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter
sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter .freundii se hiperexpresan,
y c) la expresién de los genes metA*, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE, thrA*, ptsGy pyc
se potencia; y d) la expresion de los genes metJ, pykA, pykF, purU, yncA, dgsAy metE se atenua.

Descripcién detallada de la invencion

Antes de describir en detalle la presente invencién, se ha de entender que la presente invencién no se limita a
métodos ejemplificados particularmente y que puede variar. Se ha de entender también que la terminologia
empleada en la presente invencion tiene fines descriptivos de las realizaciones particulares de la invencion y no esta
destinada a ser limitativa, solo estara limitada por las reivindicaciones anejas.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas en este documento, ya sea en lo precedente o
en lo sucesivo, se incorporan a la presente memoria por referencia en su totalidad.

Asimismo, la practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas microbioldgicas y
moleculares convencionales dentro de la experiencia en la técnica. El experto en la materia conoce dichas técnicas,
las cuales se explican exhaustivamente en la bibliografia.

Se ha de destacar que tal como se emplean en la presente memoria y en las reivindicaciones anejas, las formas en
singular "un/a", "un/uno", y "el/la" incluyen la referencia al plural a menos que el contexto indique claramente algo
distinto. Por lo tanto, por ejemplo, una referencia a "un microorganismo" incluye una pluralidad de dichos
microorganismos, y una referencia a un "gen enddgeno" es una referencia a uno o0 mas genes endogenos, etc. A
menos que se defina algo distinto, todos los términos técnico-cientificos utilizados en este documento tienen los
mismos significados que entiende comidnmente el experto en la técnica a la cual pertenece la presente invencion. Si
bien se puede usar cualquier material y método similar o equivalente a aquellos descritos en este documento para

practicar o ensayar la presente invencioén, se describen ahora los materiales y métodos preferidos.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcién consecutiva de la invencion, excepto si el contexto requiere

algo distinto debido a lenguaje expreso o implicancia necesaria, los términos "comprender", "contener", "implicar" o
"incluir" o variaciones tales como "que comprende", "que contiene", "que implica", "que incluye" se utilizan en sentido
inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las caracteristicas mencionadas pero no para excluir la presencia

o adicién de otras caracteristicas en las distintas realizaciones de la invencion.
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Los términos "metionina" y "L-metionina" designan el amino&cido esencial que contiene azufre con la formula
quimica HO,CCH(NH2)CH>CH>SCHj3 y el nimero CAS 59-51-8 0 63-68-3 para el L-isdbmero especifico.

"Derivados de metionina " hace referencia a moléculas analogas de metionina que presentan la misma estructura
quimica, pero difieren de la metionina con por lo menos un grupo quimico. En la presente invencién, los derivados
de metionina preferidos son N-acetil metionina (NAM), S-adenosil metionina (SAM) e hidroxi-metionina (o analogos
de metionina hidroxi o MHA).

El término "microorganismo”, tal como se emplea en la presente memoria, se refiere a una bacteria, es decir,
Escherichia coli, que no se modifica artificialmente.

La expresién "microorganismo recombinante” o "microorganismo genéticamente modificado", tal como se emplea en
la presente memoria, se refiere a una bacteria, es decir, Escherichia coli, que no se encuentra en la naturaleza y que
es genéticamente distinta de su equivalente que se halla en la naturaleza. Significa que se modifica o bien por
introduccion o por eliminaciéon o modificacién de elementos genéticos. También se puede transformar forzando el
desarrollo y la evolucién de nuevas vias metabdlicas combinando mutagénesis dirigida y una evolucion bajo presion
de seleccion especifica (véanse, por ejemplo, los documentos W02004/076659 o W0O2007/011939).

Un microorganismo puede modificarse para expresar genes exdgenos si estos genes se introducen en el
microorganismo con todos los elementos que permiten su expresién en el microorganismo hospedante. La
modificacién o "transformacion" de microorganismos con ADN exdgeno es una tarea habitual para el experto en la
técnica.

Un microorganismo puede modificarse para modular el nivel de expresion de un gen enddgeno.

La expresion "gen enddgeno" significa que el gen estuvo presente en el microorganismo antes de cualquier
modificacién genética. Los genes enddgenos pueden hiperexpresarse introduciendo secuencias heterdlogas
ademas de, o para reemplazar elementos reguladores enddgenos, o introduciendo una o mas copias
complementarias en el cromosoma o un plasmido. Los genes endégenos pueden ademas modificarse para modular
su expresion y/o actividad. Por ejemplo, las mutaciones se pueden introducir en la secuencia codificante para
modificar el producto génico, o se pueden introducir secuencias heterélogas ademas de, o reemplazar elementos
reguladores enddgenos. La modulacion de un gen enddgeno puede resultar en el aumento de regulacion y/o mejora
de la actividad del producto génico, o alternativamente, en la disminucion de la regulacién y/o la reduccion de la
actividad del producto génico enddgeno.

Otra forma de modular su expresion consiste en intercambiar el promotor endégeno de un gen (p. €j., promotor de
tipo salvaje) con un promotor mas fuerte o mas débil para aumentar o reducir la regulaciéon de la expresion del gen
enddgeno. Estos promotores pueden ser homologos o heterdlogos. Esta dentro de la capacidad del experto en la
técnica seleccionar los promotores correctos.

Por el contrario, "gen exdgeno" significa que el gen se introdujo en un microorganismo por métodos conocidos por el
experto en la técnica, dado que este gen no ocurre naturalmente en el microorganismo. Los genes exdgenos se
pueden integrar al cromosoma hospedante, o expresarse en forma extra-cromosémica por plasmidos o vectores.
Una diversidad de plasmidos, que difieren con respecto a su origen de replicacion y su nimero de copias en la
célula, se conocen en la técnica. Estos genes pueden ser homologos.

En el contexto de la invencion, la expresion "gen homdlogo" no esta limitada a designar genes que tienen un
ancestro genético comun tedrico, sino que incluye genes que pueden no estar genéticamente relacionados que, sin
embargo, han evolucionado para codificar proteinas que desempefan funcionales similares y/o tienen estructura
similar. Por consiguiente, la expresion 'homdlogo funcional" para el propésito de la presente invencion se refiere al
hecho de que una determinada actividad enzimatica no solamente puede ser provista por una proteina especifica de
secuencia de aminoacidos definida, sino ademas por proteinas de secuencia similar de otros microorganismos
relacionados o no.

Usando las referencias expuestas en Genbank para genes conocidos, los expertos en la técnica pueden determinar
los genes equivalentes en otros organismos, cepas bacterianas, levaduras, hongos, mamiferos, plantas, etc. Este
trabajo de rutina se realiza ventajosamente utilizando secuencias de consenso que se pueden determinar llevando a
cabo alineaciones de secuencias con genes derivados de otros microorganismos y disefiando sondas degeneradas
para clonar el correspondiente gen en otro organismo. El experto en la técnica conoce estos métodos de rutina de
biologia molecular.

La expresion "mejoria de la produccién de metionina", "mejorar la produccion de metionina" y sus equivalentes
gramaticales, como se emplean en la presente memoria, se refieren a un aumento de la produccion de
metionina/fuente de carbono (relacion de gramo/mol de metionina producida por gramo/mol de fuente de carbono
consumido que se puede expresar en porcentaje) y/o a una mejor pureza de la metionina producida. En la presente
invencion, la pureza de la metionina producida se puede aumentar reduciendo la produccion de cetometilvalerato y/o
de homolantionina. Los expertos en la técnica conocen los métodos para determinar la cantidad de fuente de
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carbono consumido y de metionina producida. La produccion y/o la pureza de la metionina producida son mayores
en el microorganismo recombinante comparado con el correspondiente microorganismo no modificado.

La expresion "microorganismo optimizado para la produccion fermentativa de metionina" se refiere a
microorganismos evolucionados y/o genéticamente modificados para presentar una mejor produccion de metionina
en comparacion con la produccion endégena de los correspondientes microorganismos de tipo salvaje. Dichos
microorganismos "optimizados" para la produccion de metionina se conocen en la técnica y se han descrito en
particular en las solicitudes de patentes W0O2005/111202, WO2007/077041, W0O2009/043803 y W0O2012/098042.

De acuerdo con la invencidn, las expresiones "produccion fermentativa ", "cultivo" o "fermentacion” se emplean para
indicar el crecimiento de bacterias. Este crecimiento en general se lleva a cabo en fermentadores con un medio de
cultivo adecuado adaptado al microorganismo que se esté utilizando y contiene por lo menos una fuente de carbono
simple, y si es necesario co-sustratos.

Un "medio de cultivo adecuado" designa un medio (p. €j., un medio estéril liquido) que comprende nutrientes
esenciales o beneficiosos para el mantenimiento y/o el crecimiento de la célula tal como fuentes de carbono o
sustratos de carbono, fuentes de nitrdgeno, por ejemplo peptona, extractos de levadura, extractos de carne,
extractos de malta, urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes de
fésforo, por ejemplo, monofosfato de potasio o difosfato de potasio, oligoelementos (p. €j., sales metalicas), por
ejemplo sales de magnesio, sales de cobalto y/o sales de manganeso; asi como también factores de crecimiento
tales como aminoé&cidos y vitaminas.

La expresion "fuente de carbono” o "sustrato de carbono" de acuerdo con la presente invencién indica cualquier
fuente de carbono que puede utilizar el experto en la técnica para soportar el crecimiento normal de un
microorganismo, incluidos monosacaridos (como glucosa, galactosa, xilosa, fructosa o lactosa), oligosacaridos,
disacaridos (como sacarosa, celobiosa o maltosa), melazas, almidéon o sus derivados, hemicelulosas y sus
combinaciones. Una fuente de carbono simple especialmente preferida es glucosa. Otra fuente de carbono simple
preferida es sacarosa. La fuente de carbono puede provenir de materia prima renovable. La materia prima renovable
se define como materia prima requerida para determinados procesos industriales que se pueden regenerar dentro
de un retraso breve y en cantidad suficiente para permitir su transformaciéon al producto deseado. La biomasa
vegetal tratada o no es una fuente de carbono renovable interesante.

La expresion "fuente de azufre" de acuerdo con la invencion se refiere a sulfato, tiosulfato, hidrogeno sulfuro,
ditionato, ditionito, sulfito, metilmercaptano, dimetilsulfuro y otros sulfuros cubiertos por metilo o una combinacién de
distintas fuentes. Més preferiblemente, la fuente de azufre en el medio de cultivo es sulfato o tiosulfato, o una mezcla
de estos.

La expresién "fuente de nitrégeno" corresponde o bien a una sal de amonio o a gas de amoniaco. La fuente de
nitrégeno se provee en la forma de amonio o0 amoniaco.

El término "atenuacion" o la expresion "expresion atenuada” significan en este contexto que la expresion de un gen o
la produccion de una enzima se reducen o suprimen en comparacion con el microorganismo no modificado que
conduce a una reduccion en la concentracién intracelular de un acido ribonucleico, una proteina o una enzima en
comparacion con el microorganismo no modificado. El experto en la técnica conoce los diferentes medios y métodos
para medir la concentracion de acido ribonucleico o concentracion de proteina en la célula, incluido por ejemplo el
uso de reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion inversa (RT-PCR) y reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR) para determinar la concentracion de acido ribonucleico y el uso de anticuerpo
especifico para determinar la concentracion de proteina especifica.

La disminucién o supresién de la produccién de una enzima se obtiene mediante la atenuacién de la expresion del
gen que codifica dicha enzima.

La atenuacién de genes se puede lograr con métodos y medios conocidos por el experto en la técnica. En general,
la atenuacion de la expresion génica se puede lograr:

- Mutando la regién codificante o la region promotora, o,

- Eliminando todo o parte de la regién promotora necesaria para la expresion génica, o,

- Eliminando todo o parte de la regién codificante del gen por recombinaciéon homologa, o,
- Insertando un elemento externo a la regién codificante a la regién promotora, o,

- Expresando el gen bajo control de un promotor débil o un promotor inducible.

El experto en la técnica conoce una diversidad de promotores que exhiben diferente fortaleza y qué promotor usar
para una expresion genética débil o inducible.
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El término "actividad" de una enzima se usa de manera intercambiable con el término "funcién" y designa, en el
contexto de la invencion, la reaccién que es catalizada por la enzima. El experto en la técnica sabe como medir la
actividad enzimatica de dicha enzima.

Las expresiones "actividad atenuada" o "actividad reducida" de una enzima significan o bien actividad catalitica
especifica reducida de la proteina obtenida por mutacién en la secuencia de aminoacidos y/o concentraciones
reducidas de la proteina en la célula obtenidas por mutacién de la secuencia nucleotidica o por eliminacién de la
region codificante del gen.

Las expresiones "actividad mejorada" o "aumento de la actividad" de una enzima designan o bien un aumento de la
actividad catalitica especifica de la enzima y/o un aumento de la cantidad/biodisponibilidad de la enzima en la célula,
obtenida por ejemplo por hiperexpresion del gen que codifica la enzima.

Las expresiones "aumento de la expresion", "expresiébn mejorada" o "hiperexpresién" y sus equivalentes
gramaticales se utilizan de manera intercambiable en el texto y tienen un significado similar. Estos términos indican
que la expresion de un gen o la produccidon de una enzima aumenta en comparacién con el microorganismo no
modificado que produce un incremento en la concentracién intracelular de un acido ribonucleico, una proteina o una
enzima en comparacién con el microorganismo no modificado. El experto en la técnica conoce diferentes medios y
métodos para medir la concentracion de &cido ribonucleico o la concentracién de proteina en la célula, en donde la
célula incluye por ejemplo el uso de reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) y
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) para determinar la concentracion de &cido ribonucleico y
el uso de anticuerpo especifico para determinar la concentracion de proteina especifica.

El aumento de la produccién de una enzima se obtiene aumentando la expresién del gen que codifica dicha enzima.
Para aumentar la expresion de un gen, el experto en la técnica conoce distintas técnicas, como:

— Aumentar la cantidad de copias del gen en el microorganismo. El gen se codifica en forma cromosémica o
extracromosomica. Cuando el gen se localiza en el cromosoma, varias copias del gen pueden introducirse en el
cromosoma por métodos de recombinacién, conocidos por el experto en el campo (incluido reemplazo de genes).
Cuando el gen se localiza en forma extra-cromosoémica, puede ser transportado por distintos tipos de plasmidos
que difieren con respecto a su origen de replicacion y por lo tanto su nimero de copias en la célula. Estos
plasmidos estan presentes en el microorganismo en 1 a 5 copias, o aproximadamente 20 copias, o hasta 500
copias, dependiendo de la naturaleza del plasmido: Un plasmido con nimero de copias bajo con replicacion
ajustada (p. €j., para E. coli pSC101, RK2), plasmidos con numeros de copias bajos (p. €j., para E. coli pACYC,
pRSF 1010) o plasmidos de nimeros de copias altos (p. €j., para E. coli pSK bluescript Il).

— Usar un promotor que produce un alto nivel de expresion del gen. El experto en la técnica conoce qué
promotores son los mas convenientes, por ejemplo, promotores Ptrc, Ptac, Plac, o el promotor lambda c/ se
utilizan en gran medida. Estos promotores pueden ser "inducibles" por un compuesto particular o por una
condicion externa especifica como temperatura o luz. Estos promotores pueden ser homdlogos o heterélogos.

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

— Usar elementos que estabilizan el correspondiente ARN mensajero (Carrier y Keasling, 1999) o elementos que
estabilizan la proteina (p. €j., etiquetas GST, GE Healthcare).

La expresién "que codifica" se refiere al proceso mediante el cual un polinucleétido, a través de los mecanismos de
transcripcion y traduccion, produce una secuencia de aminoacidos. El gen(es) que codifica la enzima(s) puede ser
exdgeno o enddgeno.

Las expresiones "sensibilidad a la retroalimentacion” o "inhibicién de la retroalimentacion” se refieren a un control del
mecanismo celular en donde una o varias enzimas que catalizan la produccién de una sustancia particular en la
célula son inhibidas o estdn menos activas cuando la sustancia se ha acumulado hasta un cierto nivel. Entonces las
expresiones "sensibilidad de retroalimentacién reducida” o "inhibicion de retroalimentacién reducida" significan que la
actividad de dicho mecanismo se reduce o suprime en comparacién con un microorganismo no modificado. El
experto en la técnica sabe como modificar la enzima para obtener este resultado. Dichas modificaciones se han
descrito en la solicitud de patente WO2005/111202 o en la patente US7.611.873. En un primer aspecto de la
invencion, se optimiza un microorganismo recombinante, es decir, Escherichia coli, para la produccion fermentativa
de metionina y/o sus derivados, mejorando la actividad de la metionina sintasa dependiente de cobalamina y
mejorando el flujo de metionina en dicho microorganismo.

Como se describidé anteriormente, la actividad de la metionina sintasa dependiente de cobalamina es mediada por la

enzima MetH. Esta enzima necesita un sistema de reactivacion para tener actividad sostenida. Este sistema es
codificado por dos genes, fldAy fpr en E. coli. En esta solicitud, los términos "MetH y su sistema de reactivacién " o
"metH, fldA, for" se refieren a la metionina sintasa dependiente de cobalamina y su sistema de reactivacion en E. coli
0 sus genes codificantes de E. coli
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Por lo tanto, la mejora de la actividad de la metionina sintasa dependiente de cobalamina preferiblemente se lleva a
cabo por hiperexpresién del gen metH 'y también de su sistema de reactivacion codificado por los genes fldA'y for.

En una realizaciéon de la invencion, la actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina se potencia por
hiperexpresién (potenciando su expresion) de los genes metH, fldA, for de E. coli. Preferiblemente, estos genes se
hiperexpresan bajo un promotor diferente de su promotor de tipo salvaje.

Mas preferiblemente, los genes metH, fldA o for se expresan en forma cromosémica, es decir, estos genes se
hiperexpresan a partir del cromosoma. Se introducen una o varias copias complementarias de cada gen en el
cromosoma del microorganismo. Se integran en distintos locus seleccionados entre la lista descrita en la solicitud de
patente WO2011 /073122, y en donde las eliminaciones no tienen un impacto sobre la produccién de metionina. La
copia de tipo salvaje de la secuencia codificante de cada gen se conserva, pero su regién promotora puede
reemplazarse con un promotor artificial y/o un sitio de unién al ribosoma (RBS).

En una realizacién especifica de la invencién:

— el gen de tipo salvaje metH se conserva con reemplazo de su promotor natural y RBS, y se introducen dos
copias adicionales en el cromosoma, y

— los genes de tipo salvaje fldA 'y fpry sus regiones promotoras se conservan, y se introduce una copia adicional
de cada gen en el cromosoma.

Las copias adicionales de los genes introducidos se expresan bajo control del promotor artificial y RBS.

En los microorganismos productores de aminoacidos, la metionina se excreta por un transportador de flujo
especifico. Cabe destacar que en E. coli este transportador se denomina YgaZH y esta codificado por los genes
ygaZy ygaH. Los homologos funcionales de este sistema de flujo de metionina se han identificado en varios otros
microorganismos. En la invencion, el microorganismo recombinante hiperexpresa los genes ygaZH de E. coli.
Alternativamente, el microorganismo recombinante de la invencién puede hiperexpresar homélogos funcionales de
transportadores de YgaZH. Las proteinas homdlogas de YgaZ y YgaH se presentan respectivamente en la Tabla 1y
en la Tabla 2.

Tabla 1: Proteinas homélogas de YgaZ

Numero de acceso Nombre Organismo
yp_001455539.1 NC_009792.1. |proteina hipotética CKO_04031 [Citrobacter koseri | A. .
ABV15103.1 ATCCBAA-895] Citrobacter koseri
WP_005122932.1 proteina de membrana [Shigella flexneri] Shigella flexneri

ElQ78635.1

YP_007877063.1
AGJ89511.1
WP_ 015585890.1

proteina  hipotética RORB6_24155 [Raoultella

ornithinolytica B6] Raoultella ornithinolytica

YP_008107733.1
AGN85393.1 proteina de membrana [Enterobacter sp. R4-368] Enterobacter sp.
WP_020454909.1

WP_004959353.1

EFE95945 1 proteina de membrana [Serratia odorifera] Serratia odorifera
YP_003884334. 1 |transportador de aminoacidos [Dickeya dadantii| . ..
ADM99777 1 3937] Erwinia chrysanthemi (cepa 3937) Dickeya aadanti

S . Pectobacterium
YP_006647984.1 transportador de aminodcidos [Pectobacterium
AFR04731.1 carotovorum subsp. carotovorum PCC21] ccaargg%%rgq subsp.
YP_001007412.1 transportador de aminoacidos putativo [Yersinia | Yersinia enterocolitica
CAL13268. 1 enterocolitica subsp. enterocolitica 8081] subsp. Enterocolitica
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Numero de acceso Nombre Organismo

NP_928590.1 proteina  hipotética plu 1279 [Photorhabdus | Photorhabdus Iluminescens
CAE13573.1 luminescens subsp. laumondii TT01] subsp. Laumondii
WP_004847360.1 . . . . .

EHMA42581 1 proteina de membrana [Hafnia alvei] Hafnia alvei
WP_016157304.1 proteina de membrana interior YgaZ [Citrobacter sp. | .

EOQ28426.1 KTE32] Citrobacter sp. KTE32

proteina de membrana [Citrobacteryoungae] proteina
de resistencia a azaleucina putativa AzIC [Citrobacter | Citrobacter youngae
voungae ATCC 29220]

WP_006687199.1
EFE06904.1

permeasa de aminodcidos ramificados putativa
(resistencia a azaleucina) [Rahnella aquatilis CIP | Rahnella aquatilis
78.65 = ATCC 33071]

YP_005198838.1
AEX50698.1

WP_009111644.1

EHD20336.1. proteina de membrana [Brenneria sp.EniD312] Brenneria sp.
yp_003469114.1 transportador de aminoacidos [Xenorhabdus bovienii _
CBU82350 1 SS-2004] Xenorhabdus bovienii
WP_000841919. 1 proteina de membrana [Shigella flexneri] Shigella flexneri
WP_ 000445647 .1 proteina de membrana [Shigella dysenteriae] Shigella dvsenteriae
WP_000445645.1 proteina de membrana [Shigellaflexneri] Shigella flexneri
EFP71467.1 %%t%ma de la familia azlC [Shigella dysenteriae Shigella dvsenteriae
WP_005063865.1 proteina de membrana [Shigellaflexneri] Shigella flexneri
WP_001428008.1 proteina de membrana [Shigella dysenteriae] Shigella dysenteriae
WP_005031133.1 proteina de membrana [Shigella dysenteriae] Shigella dysenteriae
WP_004993748.1 proteina de membrana [Shigella boydii] Shigella boydii
WP_005099151.1 proteina de membrana [Shigella flexneri] Shigella flexneri
NP_708495.1 g(r)o1t]e|’na hipotética SF2709 [Shigella flexneri 2a str. Shigella flexneri
YP_409184.1. . S . .

NC_007613.1.1. grg)ztz;n]a hipotética SBO_2835 [Shigella boydii Shigella boydi
ABB67356

permeasa de aminoacidos de cadena ramificada

WP_005119769.1 [Shigella flexneri]

Shigella flexneri

WP_003825971.1 proteina de membrana [Citrobacter sp. 30_2] Citrobacter sp.



Numero de acceso

WP_016154156.1

WP_003839672.1

WP_016150871.1

WP_019077531.1

WP_003037292.1

WP_009652545.1

WP_004853460.1

YP_005016079.1

WP_004866792.1

WP_017459327.1

WP_004205700.1

CDA02044.1

WP_004123979.1

WP_004132932.1

WP_017900616.1

YP_002236980.1

YP_005228384.1

YP_001336647.1

WP_016947585.1

YP_005956056.1

WP_020803754.1

WP_016161678.1
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Nombre

proteina de membrana interior YgaZ [Citrobacter sp.
KTE151]

proteina hipotética [Citrobacter freundii]

proteina de membrana interior YgaZ [Citrobacter sp.
KTES30]

proteina de membrana [Citrobacter freundii]
proteina de membrana [Citrobacter sp. L17]
proteina de membrana [Klebsiella sp. OBRC7]
proteina de membrana [Klebsiella oxytoca]

proteina de la familia AzIC [Klebsiella oxytoca KCTC
1686]

proteina de membrana [Klebsiella oxytoca]
proteina de membrana [Enterobacter cloacae]
proteina de la familia azIC [Klebsiella pneumoniage]

proteina de la familia azlC [Klebsiella variicola
CAG:634]

proteina de membrana [Klebsiella oxytoca]
proteina de la familia AzIC [Klebsiella oxytoca]
proteina de membrana [Klebsiella pneumoniae]

proteina de la familia AzIC [Klebsiella pneumoniae
342]

proteina de transporte de aminodcidos putativa
[Klebsiella  pneumoniae  subsp.  pneumoniae
HS11286]

proteina de transporte de aminodcidos putativa
[Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH
78578]

proteina de membrana [Klebsiella pneumoniae]

proteina de ftransporte de aminodacidos putativa
[Klebsiella pneumoniae KCTC 2242]

proteina de membrana interior YgaZ [Klebsiella
pneumoniae]

proteina de membrana interior YgaZ [Klebsiella sp.

9

Organismo

Citrobacter sp.

Citrobacter freundii

Citrobacter sp.

Citrobacter freundii
Citrobacter sp.
Klebsiella sp.

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca
Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella variicola

Klebsiella oxytoca
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella sp.
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Numero de acceso Nombre Organismo

KTE92]
WP_004174723.1 proteina de membrana [Klebsiella pneumoniae] Klebsiella pneumoniae
WP_004114705.1 proteina de membrana [Klebsiella oxytoca] Klebsiella oxytoca
YP_007990259.1 ygaZ [Klebsiella pneumoniae] Klebsiella pneumoniae
WP_004104780.1 proteina de membrana [Klebsiella oxytocal] Klebsiella oxytoca
WP_007370573.1 proteina de membrana [Kosakonia radicincitans] Kosakonia radicincitans
WP_007370573.1 proteina de membrana [Kosakonia radicincitans] Kosakonia radicincitans
NP_668256.1 proteina hipotética y0925 [Yersinia pestis KIM10+] Yersinia pestis

permeasa de aminoacidos de cadena ramificada

WP_005119769.1 [Shigella flexneri]

Shigella flexneri

subunidad grande del exportador de aminoacidos de
YP_069400.1 cadena ramificada de la familia LIV-E [Yersinia | Yersinia pseudotuberculosis
pseudotuberculosis IP 32953]

WP_017893772.1 proteina de membrana [Serratia sp. S4] Serratia sp.

proteina de la familia AzIC [Serratia proteamaculans

YP_001479963.1 Serratia proteamaculans

568]
WP_005189088.1 proteina de membrana [Yersinia intermedia] Yersinia intermedia
Iarsportador de Snoddos, putalue Vorsiia | Yersie - enerocohes
WP_019081387.1 proteina de membrana [Yersinia enterocolitica] Yersinia enterocolitica
WP_004392936.1 proteina de membrana [Yersinia kristensenii] Yersinia Kkristensenii
WP_016929851 .1 proteina de membrana [Serratia marcescens] Serratia marcescens
WP_019845222.1 proteina de membrana [Dickeya zeae] Dickeya zeae
YP_003334823.1 proteina de la familia AzIC [Dickeya dadantii Ech586] | Dickeya dadantii

proteina  hipotética conservada [Photorhabdus

YP_003042011.1 Photorhabdus asymbiotica

asymbiotica]
WP_016941678.1 proteina de membrana [Dickeya zeae] Dickeya zeae
WP_005274999.1 proteina de membrana [Yersinia bercovieri] Yersinia bercovieri
CAC44347 A1 proteina YgaZ [Erwinia chrysanthemi] Erwinia chrysanthemi
WP_004704053.1 proteina de membrana [Yersinia aldovae] Yersinia aldovae

10



Numero de acceso
YP_003003219.1

WP_004707388.1

WP_008812528.1

YP_008231812.1

YP_051597.1

WP_019455591.1

YP_007407667.1
AGE19648.1
NC_020211.1.

WP_004716726.1

YP_003018879.1

WP_004873538.1

WP_005975645.1

YP_003260827.1

YP_002986523.1

YP_007345875.1 AGB83690.1

YP_004211503.1

YP_005400523.1

WP_010305354.1

WP_010848732.1

YP_003711585.1 CBJ89380.1

YP_006500218.1 AFN33798.1
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Nombre
proteina de la familia AzIC [Dickeya zeae Ech1591]
proteina de membrana [Yersinia frederiksenii]

proteina de  membrana
bacterium 9_2_54FAA]

[Enterobacteriaceae

proteina de membrana [Serratia liquefaciens ATCC
27592]

transportador de aminoacidos
atrosepticum SCRI1043]

[Pectobacterium

proteina de membrana [Serratia marcescens]

transportador de aminoacidos
[Serratia marcescens WW4]

putativo YgaZ

proteina de membrana [Yersinia rohdei]

proteina de la famila AzIC [Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum PC1]

proteina de membrana [Yersinia mollaretii]
proteina de membrana [Pectobacterium wasabiae]

proteina de la familia AzIC [Pectobacterium wasabiae
WPP163]

proteina de la familia AzIC [Dickeya dadantii Ech703]

permeasa de aminoacidos de cadena ramificada
putativa (resistencia a azaleucina) [Serratia
marcescens FG194]

proteina de la familia AzIC [Rahnella sp. Y9602]

proteina de la familia AzIC [Rahnella aquatilis HX2]

proteina de membrana [Pectobacterium
carotovorum]
proteina  hipotética conservada [Xenorhabdus
nematophila]
proteina  hipotética XNC1_1315 [Xenorhabdus

nematophila ATCC 19061]

proteina hipotética A225_4537 [Klebsiella oxytoca
E718]

11

Organismo
Dickeya zeae
Yersinia frederiksenii

Enterobacteriaceae
bacterium

Serratia liquefaciens

Pectobacterium
atrosepticum

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Yersinia rohdei

Pectobacterium
carotovorum
Carotovorum

subsp.

Yersinia mollaretii

Pectobacterium wasabiae

Pectobacterium wasabiae

Dickeya dadantii

Serratia marcescens

Rahnella sp.

Rahnella aquatilis

Pectobacterium cartovorum

Xenorhabdus nematophila

Xenorhabdus nematophila

Klebsiella oxytoca



Numero de acceso

EHT06520.1

EKP29343.1

EJK15416.1

YP_006500218.1

YP_002920871.1

YP_003437997 .1

YP_003260827.1

WP_010305354.1

YP_404404.1
ABB62913.1

YP_311671.1.
NC_007384.1.
AAZ89436.1
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Nombre

proteina de membrana interior YgaZ [Klebsiella
oxytoca 10-5246]

proteina de la familia AzIC [Klebsiella oxytoca M5al]

proteina de transporte de aminodcidos putativa
[Klebsiella  pneumoniae  subsp.  pneumoniae
KPNIH18]

proteina hipotética A225_4537 [Klebsiella oxytoca
E718]

proteina de transporte de aminodcidos putativa
[Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-
K2044]

proteina de la familia AzIC [Klebsiella variicola At-22]

proteina de la familia AzIC [Pectobacterium wasabiae

Organismo

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

Klebsiella variicola

Pectobacterium wasabiae

WPP163]

proteina de membrana

carotovorum]

proteina hipotética SDY_2877 [Shigella dysenteriae

Sd197]

proteina hipotética SSON_2826 [Shigella sonnei

Ss046]

Tabla 2: Proteinas homologas de YgaH

Numero de acceso

YP_001455540.1
ABV15104.1

WP_005122930.1
EIQ78634.1

YP_007877062.1
AGJ89510.1

YP_008107734.1
WP_020454910.1
AGN85394.1

WP_004959351.1
EFE95944 .1

YP_003884335.1
ADM99778.1

Nombre

proteina hipotética CKO_04032 [Citrobacter koseri
ATCC BAA-895]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Shigella flexneri]

exportador de L-valina [Raoultella ornithinolytica B6]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Enterobacter sp. R4-368]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Serratia odorifera]

proteina hipotética Dda3937_00895 [Dickeya dadantii
3937]
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[Pectobacterium | Pectobacterium

carotovorum

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Organismo

Citrobacter koseri

Shigella flexneri

Raoultella ornithinolytica

Enterobacter sp.

Serratia odorifera

Dickeya dadantii



Numero de acceso

YP_006647985.1
AFR04732.1

YP_001007413.1
CAL13269.1

NP_928589.1
CAE13572.1

WP_004847362.1
EHM42582.1

WP_016154157.1
EOQ28427 .1
EOQ47452.1

WP_006687198.1
EFE06903.1

YP_005198837.1
AEX50697.1

WP_009111643.1
EHD20335.1.

YP_003469115.1
CBJ82351.1

NP_708496.1

YP_409183.1.
NC_007613.1.
ABB67355.1.

WP_000119765.1

WP_003825969.1

WP_003037297.1

WP_003037297.1

EKU35015

WP_009652550.1

WP_004853462.1
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Nombre

proteina hipotética PCC21_033290 [Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum PCC21]

proteina hipotética YE3239 [Yersinia enterocolitica
subsp. enterocolitica 8081]

proteina hipotética plu1278
luminescens subsp. laumondii TTO1]

[Photorhabdus

permeasa transportadora ABC de aminodcidos de
cadena ramificada [Hafnia alvei]

exportador de L-valina [Citrobacter sp. KTE32]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Citrobacter youngae]

proteina de transporte de aminoacidos de cadena
ramificada AzID [Rahnella aquatilis CIP 78.65 = ATCC
33071]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada e [Brenneria sp. EniD312]

transportador [Xenorhabdus bovienii SS-2004]

exportador de L-valina [Shigella flexneri 2a str. 301]

proteina hipotética conservada [Shigella boydii Sb227]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Shigella flexneri]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Citrobacter sp. 30_2]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Citrobacter freundii]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Citrobacter freundii]

subunidad pequena de aminoacidos ramificados de la
familia liv-e [Citrobacter sp. L17]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Klebsiella sp. OBRC7]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Klebsiella oxytoca]
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Organismo

Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum

Yersinia enterocolitica subsp.
enterocolitica

Photorhabdus
subsp. laumondii

luminescens

Hafnia alvei

Citrobacter sp.

Citrobacter youngae

Rahnella aquatilis

Brenneria sp. EniD312

Xenorhabdus bovienii

Shigella flexneri

Shigella boydii

Shigella flexneri

Citrobacter sp.

Citrobacter freundii

Citrobacter freundii

Citrobacter sp.

Klebsiella sp.

Klebsiella oxytoca



Numero de acceso

YP_005016080.1

WP_017459326.1

WP_004205699.1

WP_004123982.1

WP_004132928.1

YP_002236979.1

YP_005228385.1

YP_001336648.1

YP_005956057.1.

NC_017540.1.

WP_020803764.1

WP_004114708.1

WP_004104783.1

WP_007370572.1
EJI192176.1

EJI93105.1

NP_668255.1

YP_069399.1

YP_001479964.1

WP_005189085.1

YP_004297213.1
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Nombre

exportador de L-valina putativa [Klebsiella oxytoca
KCTC 1686]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Enterobacter cloacae]

exportador de L-valina [Klebsiella pneumoniae]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Klebsiella oxytoca]

exportador de L-valina [Klebsiella oxytoca]

proteina hipotética KPK_1115 [Klebsiella pneumoniae
342]

proteina hipotética KPHS_40850
pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286]

[Klebsiella

proteina hipotética KPN_03012 [Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578]

exportador de L-valina
pneumoniae KCTC 2242]

putativa  [Klebsiella

proteina hipotética [Klebsiella pneumoniage]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Klebsiella oxytoca]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Klebsiella oxytoca]

proteina de la familia de transporte de aminoéacidos de
cadena ramificada [Kosakonia radicincitans]

proteina de la familia de transporte de aminoéacidos de
cadena ramificada [Enterobacter radicincitans DSM
16656]

proteina hipotética y0924 [Yersinia pestis KIM10+]
proteina hipotética YPTB0858 [Yersinia
pseudotuberculosis IP 32953]

proteina hipotética Spro_3740 [Serratia

proteamaculans 568]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Yersinia intermedia]

proteina hipotética YE105_C1014
enterocolitica subsp. palearctica 105.5R(r)]

[Yersinia
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Organismo

Klebsiella oxytoca

Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae subsp.
Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae subsp.
Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

Kosakonia radicincitans

Enterobacter radicincitans

Yersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis

Serratia proteamaculans

Yersinia intermedia

Yersinia enterocolitica subsp.
Palearctica



Numero de acceso

WP_019081388.1

WP_004392937.1

WP_016929852.1

WP_019845221.1

YP_003334824.1

YP_003042012.1.

NC_012962.1.

WP_016941677.1

WP_005275000.1

CAC44348.1

WP_004704054.1

YP_003003218.1

WP_004707387.1

WP_008812527.1

YP_008231813.1

YP_051598.1

WP_019455592.1

YP_007407668.1

WP_004716724.1

YP_003018880.1.
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Nombre

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Yersinia enterocolitica]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Yersinia kristensenii]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Serratia marcescens]

permeasa transportadora ABC de aminodcidos de
cadena ramificada [Dickeya zeae]

proteina hipotética Dd586_3285 [Dickeya dadantii
Ech586]

proteina  hipotética conservada [Photorhabdus
asymbiotica]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Dickeya zeae]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Yersinia bercovieri]

proteina YgaH [Erwinia chrysanthemi]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Yersinia aldovae]

proteina hipotética Dd1591_0860 [Dickeya zeae
Ech1591]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Yersinia frederiksenii]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Enterobacteriaceae bacterium
9 2 54FAA]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Serratia liquefaciens ATCC 27592]

proteina  hipotética  ECA3510

atrosepticum SCRI1043]

[Pectobacterium

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Serratia marcescens]

transportador de aminoacidos YgaH putativo [Serratia
marcescens WW4]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Yersinia rohdei]

proteina  hipotética PC1_3328 [Pectobacterium
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Organismo

Yersinia enterocolitica

Yersinia Kkristensenii

Serratia marcescens

Dickeya zeae

Dickeya dadantii

Photorhabdus asymbiotica

Dickeya zeae

Yersinia bercovieri

Erwinia chrysanthemi

Yersinia aldovae

Dickeya zeae Ech1591

Yersinia frederiksenii

Enterobacteriaceae bacterium

Serratia liquefaciens

Pectobacterium atrosepticum

Serratia marcescens

Serratia marcescens

Yersinia rohdei

Pectobacterium carotovorum



Numero de acceso

NC_012917.1.

WP_004873539.1

WP_005975643.1

YP_003260828.1

YP_002986522.1

YP_007345876.1

YP_004211502.1

YP_005400522.1
NC_017047.1.

WP_010305358.1

YP_003711584.1.

NC_014228.1.

YP_006500219.1
AFN29790.1

EHT06521.1

EKP29342.1.

EJK15417.1.

YP_006500219.1

BAH64805.1.

YP_003437996.1

YP_003260828.1

WP_010282658.1
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Nombre
carotovorum subsp. carotovorum PC1]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Yersinia mollaretii]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada e [Pectobacterium wasabiae]

proteina hipotética Pecwa_3484 [Pectobacterium
wasabiae WPP163]

proteina hipotética Dd703_0892 [Dickeya dadantii
Ech703]

proteina transportadora de aminodcidos de cadena
ramificada (AzID) [Serratia marcescens FGI94]

transportador de aminoacidos de cadena ramificada
[Rahnella sp. Y9602]

exportador de L-valina putativa [Rahnella aquatilis
HX2]

permeasa transportadora ABC de aminoédcidos de
cadena ramificada [Pectobacterium carotovorum]

proteina  hipotética XNC1_1314  [Xenorhabdus
nematophila ATCC 19061]

transporte de aminoacidos de cadena ramificada
[Klebsiella oxytoca E718]

proteina hipotética HMPREF9690_03780 [Klebsiella
oxytoca 10-5246]

exportador de L-valina [Klebsiella oxytoca M5al]

exportador de L-valina  putativa
pneumoniae subsp. pneumoniae KPNIH18]

[Klebsiella

transporte de aminoacidos de cadena ramificada
[Klebsiella oxytoca E718]

proteina hipotética KP1_4275 [Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae NTUH-K2044]-ygaH

proteina hipotética Kvar_1056 [Klebsiella variicola At-
22]

proteina hipotética Pecwa_3484 [Pectobacterium
wasabiae WPP163]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Pectobacterium carotovorum]
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Organismo

subsp. Carotovorum

Yersinia mollaretii

Pectobacterium wasabiae

Pectobacterium wasabiae

Dickeya dadantii

Serratia marcescens

Rahnella sp.

Rahnella aquatilis

Pectobacterium carotovorum

Xenorhabdus nematophila

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subsp.
Pneumoniae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subsp.
Pneumoniae

Klebsiella variicola

Pectobacterium wasabiae

Pectobacterium carotovorum
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YP_404405.1.
NC_007606.1.
ABB62914.1.

WP_000119748.1

YP_311672.1
AAZ89437 1

WP 005150562.1

WP_ 000119744 1

WP_002427075.1
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Nombre

proteina hipotética SDY_2878 [Shigella dysenteriae
Sd197]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Shigella dysenteriae]

proteina hipotética SSON_2827 [Shigella sonnei
Ss046]

proteina de membrana putativa [Shigella sonnei]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de
cadena ramificada [Shigella boydii]

permeasa transportadora ABC de aminoéacidos de

Organismo

Shigella dysenteriae

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Shigella sonnei

Shigella boydii

Yersinia pestis

cadena ramificada [Yersinia pestis]

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de

WP_017491438.1 cadena ramificada (gamma proteobacterium WG36]

gamma proteobacterium

proteina de la familia de aminoacidos de cadena

WP_002366138.1 ramificada, parcial [Yersinia pestis]

Yersinia pestis

Con el nimero de acceso descrito en las tablas para cada homoélogo, el experto en la técnica puede obtener la
secuencia de aminoacidos y su secuencia nucleotidica codificante en las bases de datos NCBI, por ejemplo.

A partir de la secuencia de aminodacidos o de la secuencia nucleotidica, es una tarea habitual para el experto obtener
genes que codifican estos homélogos. Se puede hacer o bien por sintesis artificial del gen que codifica la proteina
de interés a partir de su secuencia de aminoacidos o por ampliacion PCR de la regién codificante de interés a partir
del correspondiente ADN gendmico. En el contexto de la invencién, estos genes se denominan "genes homoélogos
ygaZ o ygaH'. Las secuencias de estos genes homodlogos ygaZH se pueden ajustar al sesgo del codén del
microorganismo hospedante.

En una realizacion especifica de la invencion, el microorganismo recombinante hiperexpresa los genes ygaZy ygaH
de E. coli que codifican las proteinas cuyas secuencias se describen respectivamente en las SEQ ID NO: 1 y SEQ
ID NO: 2 o sus genes homologos. Preferiblemente, los genes homoélogos ygaZ'y ygaH estan compuestos por el par
de genes que se origina del mismo organismo y compuestos por el gen homélogo de ygaZy el gen homoélogo de
ygaH. No obstante, podrian utilizarse el par desigual de un gen homélogo ygaZ de un primer organismo y un gen
homologo ygaH de un segundo organismo. Preferiblemente, los genes ygaZH o sus genes homologos se
hiperexpresan.

Los genes homologos de YgaZH se escogen entre genes que codifican los homodlogos de YgaZ y YgaH descritos
respectivamente en la tabla 1 y en la tabla 2. Preferiblemente, los genes homélogos de ygaZH se escogen entre
genes que codifican homdlogos de YgaZH de la especie Citrobacter, especie Shigella, especie Raoultella, especie
Enterobacter, especie Yersinia y especie Photorhabdus. Mas preferiblemente, los genes homélogos de ygaZH se
originan de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica,
Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii. Lo mas preferiblemente, los genes
homdélogos de ygaZH se originan de Citrobacter koseri, Citrobacter youngae, Citrobacter freundii o Enterobacter sp.

Por consiguiente, los genes homélogos de ygaZH preferiblemente se escogen entre genes que codifican el par de
homélogo de YgaZ y homdlogo de YgaH definidos respectivamente por: SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 de
Citrobacter koseri, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 de Shigella flexneri, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8 de Raoultella
ornithinolytica, SEQ ID NO: 9 y SEQ JO NO: 10 de Enterobacter sp. (R4-368), SEQ ID NO: 11 0 12y SEQ ID NO: 13
o 14 de Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16 de Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18 de Citrobacter youngae, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 de
Citrobacter freundii.
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En una realizacion preferida de la invencion, estos genes ygaZH o genes homologos provenientes de Citrobacter
koseri, Shigella jlexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus
luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii se hiperexpresan bajo el control de un promotor inducible. El
experto en la materia conoce dichos promotores inducibles. Por ejemplo, se pueden emplear promotores como
11..PR o AP_ para hiperexpresar genes ygaZH o genes homologos de ygaZH que provienen de Citrobacter koseri,
Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens,
Citrobacter youngae o Citrobacter freundii en el microorganismo recombinante de la invencién.

Es otro objeto de la invencion identificar genes homélogos de ygaZH e hiperexpresar dichos genes en
microorganismos productores de aminoacidos, solos 0o en combinacién con otras modificaciones genéticas que se
describen a continuacion.

Optimizacion de la via de biosintesis de metionina

El microorganismo recombinante de acuerdo con la invencion se modifica mejorando la produccién de metionina.
Los genes implicados en la produccion de metionina se conocen en la técnica y comprenden genes implicados en la
via de biosintesis especifica de metionina, ademas de genes implicados en las vias que proporcionan precursores y
genes implicados en las vias de consumo de metionina.

La produccion eficiente de metionina requiere la optimizacién de la ruta especifica de metionina y varias vias que
proporcionan precursores. Las cepas productoras de metionina ya se han descrito, en particular en las solicitudes de
patentes WO2005/111202, WO2007/077041 y WO2009/043803.

Excepto que se indique lo contrario, todos los genes mencionados a continuacién con respecto a la optimizacion de
la via de biosintesis de metionina se refieren a aquellos de E. coli.

En una realizacion especifica de la invencién, el microorganismo recombinante se modifica como se describe a
continuacion: aumenta la expresion de por lo menos un gen seleccionado entre ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW,
cysA, cysM, cysd, cysl, cysH, gevT, gevH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cysE, metF, metA, alelo metA * que codifica
una enzima con sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina, thrA, y el alelo thrA*
que codifica una enzima con inhibicion de retroalimentacion reducida a treonina.

- pts@G codifica la enzima PTS IICB®" como se describe en la solicitud de patente WO2013/001055,

- pyc codifica una piruvato carboxilasa como se describe en la solicitud de patente W0O2013/001055. En una
realizacién preferida, el gen pyc es heterdlogo y se selecciona entre los genes pyc de las especies Rhizobium
etli, Bacillus subtilis, Lactococcus lactis, Pseudomonas fluorescens o Corynebacterium,

- pntAB codifica las subunidades de una transhidrogenasa unida a membrana, como se describe en la solicitud
de patente W0O2012/055798,

- cysP codifica una proteina unida a sulfato periplasmico, como se describe en los documentos W0O2007/077041
y W0O2009/043803,

- cysU codifica un componente del transportador ABC de sulfato, como se describe en el documento
WO2007/077041 y en el documento W0O2009/043803,

- cysW codifica una proteina de transporte de sulfato unida a membrana, como se describe en los documentos
WO02007/077041 y WO2009/043803,

- cysA codifica una sulfato permeasa, como se describe en los documentos W0O2007/077041 y W02009/043803,

- cysM codifica una O-acetil serina sulfhidralasa, como se describe en los documentos W02007/077041 vy
W02009/043803,

- cysly cysd codifican respectivamente las subunidades alfa y beta de una sulfito reductasa como se describe en
los documentos W0O2007/077041 y WO2009/043803. Preferiblemente, cysly cysJ se hiperexpresan juntos,

- cysH codifica una adenililsulfato reductasa, como se describe en los documentos WO2007/077041 y
W02009/043803.

Aumentar el metabolismo de C1 es también una modificacion que produce una mejor produccion de metionina.
También se relaciona con el incremento de la actividad de por lo menos una enzima implicada en el metabolismo de
C1 seleccionada entre GevTHP, Lpd, MetF o MetH. En una realizacion preferida de la invencion, el metabolismo de
carbono aumenta potenciando la expresion y/o la actividad de por lo menos uno de los siguientes:

- gevT, gevH, gevPy Ipd, codifican el complejo de escision de glicina, como se describe en la solicitud de patente
WO 2007/077041. El complejo de escision de glicina (GCV) es un complejo multienzimatico que cataliza la
oxidacion de glicina, produciendo di6xido de carbono, amoniaco, metileno-THF y un piridina nucleétido
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reducido. El complejo GCV consiste en cuatro componentes de proteina, glicina deshidrogenasa, proteina P
(GevP), proteina lipoil-GevH, proteina H (GevH), aminometiltransferasa, proteina T (GevT) y dihidrolipoamida
deshidrogenasa, proteina L (GevL o Lpd). La proteina P cataliza la liberacién dependiente de fosfato piridoxal
de CO:z de glicina, dejando un resto metilamina. El resto metilamina se transfiere al grupo acido lipoico de la
proteina H, que se une a la proteina P antes de la descarboxilacion de glicina. La proteina T cataliza la
liberacién de NH3 del grupo metilamina y transfiere el resto de la unidad C1 a THF, formando metileno-THF. La
proteina L luego oxida el componente de &cido lipoico de la proteina H y transfiere los electrones a NAD?,
formando NADH;

- MetF codifica una metilenotetrahidrofolato reductasa, como se describe en la solicitud de patente
WQ2007/07704.

La hiperexpresion de por lo menos uno de los siguientes genes implicados en la biosintesis de serina también
reduce la produccién de la isoleucina secundaria:

- serA que codifica una fosfoglicerato deshidrogenasa, como se describe en los documentos W0O2007/077041 y
W02009/043803,

-  serB que codifica una fosfoserina fosfatasa, como se describe en los documentos WO2007/077041 y
W02009/043803,

- serC que codifica una fosfoserina aminotransferasa, como se describe en los documentos W0O2007/077041 y
W02009/043803.

La hiperexpresion de los siguientes genes ya ha demostrado mejorar la produccién de metionina:

- cysE codifica una serina aciltransferasa; su hiperexpresion permite un incremento en la produccion de
metionina, como se describe en el documento WO2007/077041;

- metA codifica una homoserina succiniltransferasa. El alelo metA* codifica una enzima con sensibilidad de
retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina. Preferiblemente, se usa el alelo metA* descrito
en la solicitud de patente W0O2005/111202;

—  thrA codifica una aspartocinasa/homoserina deshidrogenasa; el alelo thrA* codifica una enzima con inhibicién
de retroalimentacion reducida a treonina, como se describe en el documento W02005/111202.

En una realizacion especifica de la invencion, por lo menos uno de dichos genes esta bajo el control de un promotor
inducible. En una realizacion preferida de la invencion, por lo menos uno de estos genes esta bajo el control de un
promotor inducible de temperatura. Preferiblemente, la expresion de por lo menos uno de los genes: thrA, cysE,
metA, esté bajo el control de un promotor inducible, directamente o indirectamente. Més preferiblemente, los genes
thrA, cysE y metA estan bajo el control de un promotor inducible, directa o indirectamente. En una realizacion
preferida de la invencion, 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 expresién inducible del gen thrA. En otra realizacion preferida
de la invencién, la expresién 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 expresién inducible del gen thrA.

En una realizacién mas preferida, el promotor inducible de 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 WO2011/073122.

En otra realizacion especifica de la invencion, el microorganismo se ha modificado adicionalmente, y la expresion de
por lo menos uno de los siguientes genes se atenta: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL, yncA, metE, dgsA, metN, metl,
metQ o udhA.

— EI gen metJ codifica la proteina represora MetJ (GenBank 1790373), responsable de la disminucion de la
regulacién del reguldon de metionina como se sugirié en la solicitud de patente JP2000/157267,

— Los genes pykA y pykF codifican las enzimas 'piruvato cinasa'. La atenuacién de la expresion de por lo menos
una o ambas piruvato cinasas disminuye el consumo de fosfoenol piruvato (PEP). El aumento de disponibilidad
de PEP puede aumentar la produccién de oxaloacetato, un precursor importante de aspartato, que a su vez es
un precursor de metionina, como se describe en los documentos W02007/077041 y W02009/043803,

— purU codifica una formiltetrahidrofolato desformilasa, una enzima que cataliza la reaccion de formil-THF
deformilasa. La atenuacién de la actividad de deformilasa aumenta la produccién de metil-THF requerida para la
metilacién de homocisteina. La pérdida de metabolitos C1 por deformilacién conduce a una mayor produccién de
homocisteina que no puede transformarse en metionina. La homocisteina puede entonces ser un sustrato para la
enzima cistationina gamma sintasa (MetB) que puede catalizar la reaccion entre O-succinilhomoserina vy
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homocisteina, lo que resulta en la produccion de homolantionina, como se describe en los documentos
W02007/077041 y WO2009/043803,

— ybdL codifica una aminotransferasa como se describe en la solicitud de patente W0O2012/090021,
— yncA codifica una N-aciltransferasa, como se describe en la solicitud de patente W02010/020681,

— metE codifica una metionina sintasa independiente de cobalamina, como se describe en la solicitud de patente
PCT/IB2012/001336,

— dgsA, mejor conocido como Mic, codifica un regulador dual de transcripcion que controla la expresion de genes
que codifican las enzimas de los sistemas de fosfotransferasa (PTS) y fosfoenolpiruvato (PEP) como se describe
en la solicitud de patente W0O2013/001055,

— metN, metl, metQ codifican un sistema de absorcion de metionina,

— wudhA codifica una piridina nucleétido transhidrogenasa soluble, como se describe en la solicitud de patente
W02012/055798.

En una realizacién mas preferida de la invencion, la produccién fermentativa de metionina y/o sus derivados por un
microorganismo recombinante, en donde la importacién de metionina se atenta y el flujo de metionina se potencia, a
partir de glucosa como la fuente de carbono principal, se puede lograr con una combinacién de las modificaciones
anteriormente analizadas en dicho microorganismo, por ejemplo:

- la expresion del gen metl se atenda 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 inhibicion de retroalimentacién 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 retroalimentacién reducida a treonina (thrA*) 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 inhibicion de retroalimentacién reducida a treonina (thrA*) se potencia; la
expresion del gen cysE se potencia; y la expresién de los genes metF se potencia.

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

- los genes metH, y fldA'y fpr de E. coli o sus genes homologos de C. glutamicum se hiperexpresan,

- los genes ygaZy ygaH de E. coli o los genes brnF'y brnE de C. glutamicum o sus genes homologos provenientes
de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica,
Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii se hiperexpresan,

— la expresién de los genes metA*, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE, thrA*, ptsGy pyc
se potencia, y

— la expresion de los genes metdJ, pykA, pykF, purU, metE, dgsA 'y yncA se atenla.
El microorganismo que se ha de modificar de acuerdo con la presente invencion es Escherichia coli.
Condiciones de cultivo

En un segundo aspecto de la invencién, se optimiza un método para la produccién fermentativa de metionina y/o sus
derivados. Comprende las siguientes etapas:

Cultivar un microorganismo recombinante en donde la actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina y
el flujo de metionina se potencian hiperexpresando respectivamente los genes metH'y los genes fldA 'y for de E. coli
y los genes ygaZH de E. coli

0 sus genes homologos en un medio de cultivo adecuado que comprende una fuente de carbono y una fuente de
azufre fermentables, y,
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Recuperar metionina y/o sus derivados del medio de cultivo.

Los expertos en la técnica pueden definir las condiciones de cultivo para los microorganismos de acuerdo con la
invencion. En particular las bacterias se fermentan a una temperatura entre 20°C y 55°C, preferiblemente entre 25°C
y 40°C, y mas especificamente 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 lo definen Schaefer et al., (1999).

En el método de la invencién, los genes homélogos a ygaZH que se hiperexpresan en el microorganismo
recombinante preferiblemente se seleccionan entre el grupo que consiste en genes homoélogos de la especie
Citrobacter, especie Shigella, especie Raoultella, especie Enterobacter, especie Yersiniay especie Photorhabdus, y
mas preferiblemente provienen de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp.,
Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii.

En una realizacién especifica del método, el microorganismo recombinante comprende las siguientes modificaciones
genéticas:

a. hiperexpresién de los genes metH, y fldAy forde E. coliy
b. hiperexpresién de los genes ygaZH de E. coli o sus genes homdlogos.

En esta realizacion especifica de la invencion, dichos genes homoélogos de ygaZH preferiblemente se escogen entre
el grupo que consiste en genes homologos de la especie Citrobacter, especie Shigella, especie Raoultella, especie
Enterobacter, especie Yersinia 'y especie Photorhabdus, y mas preferiblemente entre los grupos que consiste en
genes homologos de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia
enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii.

En el método de la invencion, los genes homdlogos de ygaZH que se hiperexpresan en el microorganismo
recombinante mas preferiblemente provienen de Citrobacter koseri, Citrobacter youngae, Citrobacter freundii o
Enterobacter sp.

En alguna realizacién de la invencion, el desarrollo del microorganismo recombinante se somete a una limitacién o
privacion/deficiencia de uno o varios sustratos inorganicos, es decir, fosfato y/o potasio en el medio de cultivo. Se
refiere a la condicion bajo la cual el desarrollo de los microorganismos se rige por la cantidad de una sustancia
quimica inorganica provista que aun permite el desarrollo débil. Dicha limitacion en el desarrollo del microorganismo
se ha descrito en la solicitud de patente W0O2009/043372. En una realizacion preferida de la invencién, el cultivo se
somete a limitacién de fosfato.

La accion de "recuperar metionina y/o sus derivados del medio de cultivo" designa la accién de recuperar L-
metionina y/o uno de sus derivados, en particular N-acetil metionina (NAM) y S-adenosil metionina (SAM) y todos los
demas derivados que pueden ser Utiles como hidroxi-metionina (o analogo de metionina hidroxi o MHA). El experto
en la técnica conoce los métodos para la recuperacion y purificacion de los compuestos producidos (véanse en
particular WO2005/007862, W0O2005/059155). Preferiblemente, la etapa de recuperar metionina y/o sus derivados
comprende las etapas de concentracion de metionina y/o sus derivados en el caldo de fermentacion.

La cantidad de producto en el medio de fermentacion se puede determinar usando un numero de métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia de
gases (GC). Por ejemplo, la cantidad de metionina obtenida en el medio se mide por HPLC después de derivacion
OPA/Fmoc usando L-metionina (Fluka, Ref 64319) como estandar. La cantidad de NAM se determina utilizando
HPLC refractométrica, usando NAM (Sigma, Ref 01310) como estandar.

Ejemplos

Los siguientes experimentos demuestran cémo la hiperexpresion de genes que codifican el sistema de expresion de
L-metionina junto con la hiperexpresion de genes que codifican metionina sintasa dependiente de B12 y su sistema
de reactivacion en E. coliy (no pertenece a la presente invencion) en C. glutamicum mejoraron la produccion de
metionina.

En los ejemplos que se exponen a continuacién, se utilizaron métodos conocidos en la técnica para construir cepas
de E. coli y C. glutamicum que contienen vectores de replicacion y/o diversas inserciones, eliminaciones y
sustituciones cromosomicas usando la recombinacion homdloga descrita por Datsenko & Wanner, (2000) para E.coli
y en la patente WO2007012078 para C. glutamicum. Del mismo modo, el experto en la técnica conoce el uso de
plasmidos o vectores para expresar o hiperexpresar uno o varios genes en microorganismos recombinantes.

Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli adecuados incluyen pTrc, pACYC184n pBR322, pUC18, pUC19,
pKC30, pRep4, pHS1, pHS2, pPLc236 etc.
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Los ejemplos de vectores de C. glutamicum y E. coli adecuados son, p. ej., pClik5aMCS (W02005059093) o se
pueden hallar en Eikmanns et al., (1991).

Los ejemplos de vectores adecuados para manipular Corynebacteria se pueden hallar en el manual de
Corynebacteria editado por Eggeling y Bott en 2005.

Protocolos

Se han empleado varios protocolos para construir las cepas que producen metionina descritas en los siguientes
ejemplos.

El protocolo 1 (Modificaciones cromos6micas por recombinacion homoéloga, seleccion de recombinantes y escision
de cassettes de antibidticos) y el protocolo 2 (Fago de transduccion P1) utilizados en esta invencién se han descrito
por completo en la solicitud de patente W0O2013/001055.

Protocolo 3: Construccién de plasmidos recombinantes

La tecnologia de ADN recombinante esta bien descrita y el experto en la técnica la conoce bien. En sintesis, se
amplian por PCR fragmentos de ADN usando oligonucleétidos (el experto en la técnica los puede disefiar) y ADN
gendmico MG1655 como matriz. Los fragmentos de ADN y el plasmido seleccionado se digieren con enzimas de
restriccion compatibles, se ligan y luego se transforman en células competentes. Los transformantes se analizan y
los plasmidos recombinantes de interés se verifican por secuenciacion de ADN.

Tabla 3: Secuencias citadas en los siguientes ejemplos

SEQID N° Secuencia 5’ — 3'

AACACTGCAAAATCCTGCTATTTGATTTGTATGAGTGATA
21 AGTGTAACGCCGAATAATCGTCGTTGGCGAATTTTACGAC
TCTGACAGGAGGTGGCAATG

GAGAAAGTAAACGTAACATGATGACGACAATTICTGACGA
22 TTCATGTTCCTTCAACGCCGGGGCGCGCATGGAATATGCT
GGTGGCACTTCAGGCAGGAAA

TGAGGAATAGACAATGTTAGTTAGTAAAAGCAACGGATT
23 TAACGCTAGCGCAGTTTTGGGTAGTGGAAGTTATAATGAA
AATAAATCTTCTAAACACATG

TGCGCTAAAAGAAATGAATAGAACCTTTTCGATAATATAA

24 GAAAAAGTGATTTTCATGTTGGTTTACTTAAGCCAAGTAG
TACGCGTAGTGTTATTTTAG
o5 AAATTATTCTTGTATCTTTGTTATAATATGGGAAAGTGCA

ACCAT

CGTTAATCAGCAGGTTAGCCAGCCACAAAAAGCCATTGA
26 GAAAATTATTGATTTTACATGGGATTATTATATTGCTAAT
CCTTGGTTTTTAAAAATTGTG

27
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SEQID N° Secuencia 5’ — 3'

TCATCTACCGCGCACGAATAAAACTGCCATCCGGCTGGCG
GGTGAACAGGACCTGTTGATTATTCCCCGTATCAATGGTT
AAGCCCGTCACCACGCCGCT

Ejemplo 1: Hiperproduccion de la metionina sintasa dependiente de cobalamina o Hiperproduccién de un sistema de
secrecion de L-metionina en un hiperproductor de una cepa recombinante de E. coli que hiperproduce L-metionina —
Cepa 1y Construccion de cepas 2,3,4,5y 6

Cepa 1 — Cepa de referencia

La cepa 17 que produce metionina descrita en la solicitud de patente W0O2013/001055 (que se incorpora por
referencia a esta solicitud) se renombré cepa 1 en la presente solicitud. Como recordatorio, esta cepa hiperexpresé
metH debido al promotor artificial y al sitio de unién al ribosoma integrados delante del gen metH en su locus
enddgeno (para detalles, véase la solicitud de patente W0O2007/077041). Esta cepa contiene también la mutacién en
el gen metE que se describe en la solicitud de patente WO2013/190343.

Construccién de la cepa 5 — Hiperproduccién de la metionina sintasa dependiente de cobalamina, hiperexpresion de
metH, fldA'y for

El gen de E.coli que codifica metionina sintasa dependiente de cobalamina, metH'y los genes fldA'y fpr que codifican
el sistema de reactivacién de MetH, se hiperexpresaron todos en la base genética de la cepa 1.

Antes de usar la cepa 1 nuevamente, se extrajo el cassette de antibidtico de la modificacién AdgsA usando la
recombinasa Flp como lo describen Datsenko & Wanner, 2000 (de acuerdo con el Protocolo 1). Se seleccionaron los
transformantes sensibles a kanamicina y se verificd la ausencia de cassette de antibiético en el locus AdgsA por
andlisis PCR con oligonucleoétidos apropiados. La cepa retenida se denominé cepa 2.

Para hiperexpresar metH, este gen, operativamente unido al mismo promotor y al sitio de unidén al ribosoma
descritos en la solicitud de patente WO2007/077041 se integré en el cromosoma en dos locus diferentes ybeM y
ypjC (seleccionados de la lista descrita en la solicitud de patente W02011/073122 y cuya eliminacién no tiene un
impacto sobre la produccién de metionina).

Para hiperexpresar metH, se emple6 la estrategia de recombinacién homologa descrita por Datsenko & Wanner,
2000 (de acuerdo con el Protocolo 1). Para ambas integraciones cromosémicas, un fragmento que porta el gen
metH unido a su promotor artificial y un marcador de resistencia, flanqueados ambos por secuencias de ADN
homologas al locus de integracion dirigido ybeM o ypjC se ampli6 por PCR superponiendo la técnica de PCR
(superposicion de oligonucleétidos). Las secuencias para recombinacion en ybeM'y ypjC se denominan SEQ ID N°
21y 22, y SEQ ID N° 23 y 24 (enumeradas en la tabla 3), para ybeM y ypjC respectivamente. Los productos del
andlisis PCR "AybeM::metH::Km" y "AypjC::metH::Cm" obtenidos se introdujeron luego por electroporacion en la
cepa MG1655 metA*11 (pKD46), por separado. Se seleccionaron los transformantes resistentes a antibiéticos y la
insercién del gen metH con el cassette de resistencia en el locus dirigido se verificé por un analisis PCR con
oligonucleotidos adecuados. Las cepas retenidas se denominaron MG1655 metA*11 AybeM::metH::Km 'y MG1655
metA*11 AypjC::metH::Cm. Finalmente, las integraciones cromosémicas AybeM::metH::Km'y AypjC::metH::Cm se
transfirieron por transduccion de fago P1 sucesivamente (de acuerdo con el Protocolo 2) de MG1655 metA*11
AybeM::metH::Km y MG1655 metA*11 AypjC::metH a la cepa 2. Se seleccionaron transductores resistentes a
cloroanfenicol o kanamicina y se verificé la presencia de integraciones cromosOmicas AybeM::metH::Km y
AypjC::metH::Cm por un andlisis PCR con oligonucleétidos adecuados. La cepa retenida se denominé cepa 3.

Los cassettes de antibiéticos se extrajeron de las integraciones cromosomicas efectuadas en los locus ybeMy ypjC
a la cepa 3 usando la recombinasa Flp descrita por Datsenko & Wanner, 2000 (segun el Protocolo 1). Se
seleccionaron los transformantes sensibles a kanamicina y cloranfenicol, y se verificd la ausencia de cassette de
antibiético en ambos locus por un analisis PCR con oligonucleétidos adecuados. La cepa retenida se denomin6 cepa
4.

Para hiperexpresar fldA y for, estos genes se unieron operativamente a promotores artificiales y al sitio de unién al
ribosoma artificial, y se integraron en el cromosoma en el locus ytfA (los mismos criterios de seleccién que los locus
ybeM y ypjC, ver arriba). Los promotores artificiales se construyeron con la SED ID N° 25 para fldA y como se
describié para la hiperexpresion del operén cysPUWAM en la solicitud de patente W02009/043803 para fpr. Los
sitios de union al ribosoma artificiales son los mismos que se describen para la hiperexpresion del gen ptsG en la
cepa 17 descrita en la solicitud de patente W02013/001055.

Para agregar copias de hiperexpresiéon de fldA y for al cromosoma, se empled la estrategia de recombinacion
homologa descrita por Datsenko & Wanner, 2000 (segun el Protocolo 1). Un fragmento que porta los genes fldA 'y
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for, con sus respectivos promotores, y un marcador de resistencia, ambos flanqueados por la secuencia de ADN
homologa al locus de integracién ytfA se amplié por PCR superponiendo la técnica de PCR (superposicion de
oligonucleétidos). Las secuencias para recombinacion en el locus yifA se denominan SEQ ID N° 26 y 27
(mencionadas en la tabla 3). El producto PCR "AytfA..fldA-for::Km" obtenido se introdujo luego por electroporacion
en la cepa MG1655 metA*11 (pKD46). Los transformantes resistentes a antibiéticos se seleccionaron luego, y la
insercién de los genes fldA-for con el cassette de resistencia en el locus ytfA se verificd por analisis PCR con
oligonucleétidos adecuados.

La cepa retenida se denomindé MG1655 metA*11::.AytfA::fldA-for::Km. Finalmente, se transfirié la integracién
cromosomica AytfA:.fldA-for::Km por transduccion del fago Pl (de acuerdo con el Protocolo 2) de MG1655 metA* 11
AytfA::fldA-for::Km a la cepa 4. Se seleccionaron los transductores resistentes a kanamicina, y se verificd la
presencia de integracion cromosémica de AytfA::fldA-for::Km por andlisis PCR con oligonucleétidos adecuados. La
cepa retenida se denominé cepa 5.

Construccién de la cepa 6 — Hiperproduccion del sistema de excrecion de L-metionina, hiperexpresién de ygaZH

Los genes de E.coli ygaZH que codifican el exportador de metionina se hiperexpresaron en la cepa 1. Se clonaron
en el nimero de copias de plasmidos moderado pCL1920 (Lerner & Inouye, 1990) con el uso del promotor natural
de ygaZ. Este plasmido se denominé pME1247. Finalmente, el plasmido pME1247 se transformé en la cepa 1,
dando la cepa 6.

Ejemplo 2: Hiperproduccién de la metionina sintasa dependiente de cobalamina e hiperproduccion de un sistema de
secrecién de L-metionina en una cepa de E. coli que hiperproduce L-metionina — Construccion de la cepa 7

Los genes de E.coli ygaZH que codifican el exportador de metionina se hiperexpresaron en la cepa 5. El plasmido
pME1247 se transformé en la cepa 5, dando origen a la cepa 7.

Ejemplo 3: Hiperproduccion de la metionina sintasa dependiente de cobalamina o su sistema de reactivacion o
hiperproduccién de un sistema de secrecion de L-metionina en una cepa recombinante de C.glutamicum que
hiperproduce L- metionina — Construccién de las cepas A a F (este ejemplo no pertenece a la presente invencion)

La cepa de C. glutamicum ATCC 13032 hom* ask* metH (denominada cepa A en lo sucesivo) se describe en la
patente WO2007/012078.

En esa cepa A, hom* y ask* corresponden a los alelos resistentes a la retroalimentacién de homoserina
deshidrogenasa que codifica la proteina Hsdh S393F y de aspartato cinasa que codifica la proteina Ask T311l
también llamadas LysC T311l, respectivamente.

Esta cepa A se mutageniza posteriormente con N-Metil-N'-nitroguanidina como se describe en la patente
WQ02007/012078. Se aislan los clones que exhiben una titulacion de metionina por lo menos dos veces aquella de la
cepa A. Uno de dichos clones, utilizado en otros experimentos, se denomina cepa B. Esta cepa B es productora de
L-metionina en C. glutamicum.

Luego, C. glutamicum shaio B se modifica como se describe en las patentes W0O2007/012078 y W02004/050694
para obtener la cepa C, incluidos hsk* metY metA metF DmcbR.

El alelo mutado hsk* que codifica la homoserina cinasa Hsk T190A se hiperexpresa como también metY que codifica
la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa, metA que codifica la homoserina acetil-transferasa, metF que codifica la
homocisteina metilasa, y el gen mcbR se elimina.

Con el fin de aumentar la actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina en C. glutamicum, la cepa C
productora de L-metionina, metHcg (gen metH de C. glutamicum) se hiperexpresa junto con el gen forA1 que
codifica ferredoxina reductasa trabajando como proteina de reoxidacion de MetH. Estas modificaciones se realizan
de acuerdo con la descripcion de la patente W0O2009/144270. La cepa resultante se denomina cepa D.

Otra forma de aumentar la actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina en la cepa C productora de L-
metionina de C. glutamicum consiste en hiperexpresar metHEc (gen metH de E. coli) junto con los genes fldA y for
de E. coli que codifican las flavodoxinas implicadas en la reactivacion de la enzima MetH. Esto se logra de acuerdo
con la descripcion de la patente W0O2009/144270. La cepa resultante se denomina cepa E.

Con el fin de aumentar la excrecién del sistema de L-metionina especifico de C. glutamicum en la cepa C, el operén
brnFE se hiperexpresa a partir del vector lanzadera de E. coli-C. glutamicum pEC-XT99A (EP1085094). El plasmido
se construy6 en E. coli a partir de fragmentos generados por PCR usando ADN de C. glutamicum ATCC 13032
como molde. El plasmido se construyé como lo describen Trotschel et al., (2005) en pEC-XT99A, y el plasmido
resultante pCBI se transformé subsiguientemente en la cepa C que da origen a la cepa F.

Ejemplo 4: Hiperproduccion de la metionina sintasa dependiente de cobalamina combinada con hiperproduccion de
un sistema de secrecion de L-metionina en una cepa de C. glutamicum que hiperproduce L-metionina —
Construccién de las cepas G y H (Este ejemplo no pertenece a la presente invencién)
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Con el fin de combinar la hiperproduccion de MetHcg, FprAl o MetHec, FIdA, Fpr en C. glutamicum con la
hiperproduccién del sistema de expresién de L-metionina especifico BrnFE, el plasmido pCBI anteriormente descrito
se introduce por electroporacion en las cepas D y E, dando origen a las cepas G y H respectivamente.

La cepa G porta solamente genes que pertenecen a C. glutamicum mientras que la cepa H porta metionina sintasa
dependiente de cobalamina y su sistema de reactivacion de E. coli.

El exportador es en todos los casos BrnFE.
Ejemplo 5: Produccién de L-metionina por fermentacion en un biorreactor con cepas de E.coli

Las cepas descritas en los ejemplos previos se ensayaron bajo condiciones de produccion en reactores de 2,5 litros
(Pierre Guerin) usando una estrategia de lotes alimentados.

En sintesis, se usé un cultivo de 24 horas desarrollado en medio LB de 10 ml con 2,5 g.L-1 glucosa para inocular un
precultivo de 24 horas en medio minimo (B1a). Estas incubaciones se llevaron a cabo en matraces de 500 ml que
contenian 50 ml de medio minimo (B1a) en un agitador giratorio (200 RPM). EIl primer precultivo se efectué a una
temperatura de 30°C, el segundo a una temperatura de 34°C.

Se llevé a cabo una tercera etapa de precultivo en biorreactores (Sixfors) rellenos con 200 ml de medio minimo
(B1b) inoculado a una concentracion de biomasa de 1,2 g.I’1 con 5 ml de precultivo concentrado. La temperatura de
precultivo se mantuvo constante a 34°C y el pH se ajusté automaticamente hasta un valor de 6,8 usando una
disolucién al 10% de NH4OH. La concentracion de oxigeno disuelto se ajusté continuamente hasta un valor de 30%
de la saturacion de la presion de aire parcial con suministro de aire y/o agitacion. Después de agotar la glucosa del
medio del lote, se inicié la alimentacion del lote alimentado con un caudal inicial de 0,7 mI.h'1, antes de aumentar en
forma exponencial durante 26 horas con una velocidad de crecimiento de 0,13 h™ con el fin de obtener una
concentracion celular final de aproximadamente 20 g.L ™.

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

Compuesto Concentracion de B1a (g.L™") Concentracion de B1b (g.L™)
Zn(CH3COO0)2.2H.0 0,0130 0,0130
CuCl2.2H0 0,0015 0,0015
MnCl2.4H20 0,0150 0,0150
CoCl2.6H20 0,0025 0,0025
HsBO3 0,0030 0,0030
NazMo0O4.2H20 0,0025 0,0025
Fe(lll) citrato H2O 0,1064 0,1064
EDTA 0,0084 0,0084
MgS04.7H.0 1,00 1,00
CaCl22H0 0,08 0,08
Acido citrico 1,70 1,70
KH2PO4 4,56 4,56
KoHPO4.3H0 2,53 2,53
(NH4)2HPO4 1,11 1,11
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Compuesto Concentracion de B1a (g.L™") Concentracion de B1b (g.L™)
(NH4)2504 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 del lote alimentado de precultivo (F1)

Compuesto Concentracion (g.L™")
Zn(CH3C00)2.H20 0,0104

CuCl2.2H20 0,0012

MnCl2.4H>0O 0,0120

CoCl2.6H20 0,0020

H3BO3 0,0024
Na2Mo04.2H-0 0,0020

Fe(lll) citrato H2O 0,0524

EDTA 0,0067

MgSO4 5,00

(NH4)2S04 8,32

Na2S04 8,95

(NH4)2S203 24,80

Tiamina 0,01

Glucosa 500,00

Vitamina B12 0,01

NH4OH 28% Ajustado hasta pH 6,8
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Posteriormente, se rellenaron fermentadores de 2,5 L (Pierre Guerin) con 600 o 620 ml de medio minimo (B2) y se
inocularon hasta una concentracion de biomasa de 3,2 g.L'1 con un volumen de precultivo que oscil6 entre 80 y 100
ml.

El desarrollo celular es controlado por fosfato, es por eso que la concentracion de fosfato final en el medio del lote
B2 se ajusté hasta un valor comprendido entre 0 y 20 mM, por adicién de distintas concentraciones de KHxPOs,
KoHPO4 y (NH4)2HPO4. Del mismo modo, la concentracion de fosfato final del medio F2 se ajusté hasta un valor
comprendido entre 5 y 30 mM, por adicion de distintas concentraciones de KH2POs4, KoHPO4 y (NH4)2HPO4. La
concentracién de tiosulfato en el medio del lote alimentado se puede ajustar con el fin de prevenir la privacion de
este compuesto durante el cultivo.

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

Compuesto Concentracion (g.L™”)
Zn(CH3C00)2.2H-0 0,0130

CuCl2.2H20 0,0015

MnCl2.4H20 0,0150

CoCl2.6H20 0,0025

H3BO3 0,0030
NasMo0O4.2H-0 0,0025

Fe(lll) citrato HoO 0,1064

EDTA 0,0084

MgS04.7H20 1,00

CaCl2.2H20 0,08

Acido citrico 1,70

(NH4)2S203 7,74

Tiamina 0,01

Vitamina B12 0,01

Biotina 0,10

Glucosa 10

NH4OH 28% Ajustado hasta pH 6,8
IPTG 0,0047

Tabla 7: Composicion del medio del lote alimentado de cultivo (F2)

Compuesto Concentracion (g.L™”)
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Compuesto Concentracion (g.L™")
Zn(CH3C00)2.2H20 0,0104
CuCl2.2H20 0,0012
MnCl2.4H20 0,0120
CoCl2.6H20 0,0020
H3BO3 0,0024
NasMo0O4.2H-0 0,0020
Fe(lll) citrato HoO 0,0524
EDTA 0,0067
MgSO. 5,00
(NH4)2S203 60,00
Tiamina 0,01
Vitamina B12 0,01
Biotina 0,10
Glucosa 500
IPTG 0,0047

La temperatura del cultivo se mantuvo constante a 37 °C y el pH se mantuvo en el valor de trabajo (6.8) por adicién
automatica de disoluciones de NH4sOH (10% y 28%). La velocidad de agitacion inicial se fij6 a 200 RPM durante la
fase de lote y se aumenté hasta 1000 RPM durante la fase de lote alimentado. El caudal de aire inicial se fij6 en 40
NL.h" durante la fase de lote y se aumenté a 100 NL. h™ al comienzo de la fase de lote alimentado. La concentracion
de oxigeno disuelto se mantuvo en valores entre 20 y 40%, preferiblemente 30% de saturacion, incrementando la
agitacion.

Se anadié IPTG a los medios de lote y lote alimentado cuando fue necesario en una concentracion final de 20 uM
Cuando fue necesario, se anadleron antibiéticos en una concentramon de 50 mg. L™ para espectinomicina, 30 mg. L™
para cloranfenicol, 50 mg. ml’ para kanamicina y 100 mg. L™ para ampicilina.

Cuando la masa de células alcanzé una concentracion préxima a 5 g. L, comenzo el lote alimentado con un caudal
inicial de 5 ml. h . La disolucion de alimentacion se inyecté con un perfll sigmoideo con un caudal en aumento que
llegoé a 24 ml.h™ despues de 25 horas. Las condiciones de alimentacion precisas se calcularon mediante la ecuacion:

p2
o = ])1+W.

en donde Q(t) es el caudal de alimentacién en ml.h™ con p1 = 1,80, p2 = 22,4, p3 = 0,27, p4 = 6,50. Este caudal
aumenté de 10 a 50%, preferiblemente entre 20 y 30% durante todo el cultivo.

Después de un lote alimentado durante 25 horas, la bomba de disolucién de alimentacién ceso y el cultivo finalizé
después del agotamiento de la glucosa.

Los aminoé&cidos extracelulares se cuantificaron por HPLC después de la derivacion OPA/Fmoc y otros metabolitos
relevantes se analizaron usando HPLC con deteccion refractrométrica (acidos organicos y glucosa) y GC-MS
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después de la sililacién. Se ensayé el impacto de la combinacion de hiperexpresién de metH, fldA, for e
hiperexpresion de ygaZH en E. coli. Los resultados se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8: Rendimientos de concentraciones méaximas y finales de metionina y homolantionina producidos en cultivos
de lotes alimentados por distintas cepas.

Los desempefios de las cepas de interés, las cepas 5, 6 y 7 se compararon con la cepa de referencia 1 y se
cultivaron en las mismas condiciones. El simbolo ~ indica que no hay diferencia entre las cepas, el simbolo + indica
un incremento entre 1y 5%, el simbolo ++ indica un incremento entre 5y 10% y el simbolo +++ indica un incremento
mayor que 10%. Para la definicion del rendimiento de metionina/glucosa, véase a continuacion.

Cepa Cepa 1 Cepa6 Cepa5 |Cepa?
Numero de repeticiones n=4 n=1 n=1 n=2
Rendimiento max de metionina referencia ~ ++ +++
Rendimiento final de metionina referencia ~ ~ ++
Concentracion de homolantionina (mM) en el punto final 14,8 ND 3,6 2,5
Actividad especifica de MetH (mUI/mg de proteina) 230 230 1500 ND

Estos resultados demuestran que en E. coli, la hiperexpresion de genes ygaZH solamente es beneficiosa para la
produccion de metionina (cepa 6). La hiperexpresion del sistema de metionina sintasa dependiente de cobalamina
en E. coli (cepa 5) conduce a una produccién mejorada de metionina. Sorprendentemente, observamos que la
combinacion de la hiperexpresion de los genes ygaZH y el sistema de metionina sintasa dependiente de cobalamina
tiene un efecto sinérgico sobre la produccién de metionina, conduciendo a una produccion inesperada de metionina.
Asimismo, esta combinacion tiene un efecto favorable sobre la produccién de homolantionina, lo que produce una
metionina con mejor pureza.

Determinacion del rendimiento de metionina/glucosa (Ymet)

El volumen del reactor se calculé afadiendo al volumen inicial la cantidad de disoluciones afiadidas para regular el
pH y alimentar el cultivo y restando el volumen utilizado para muestrear y perdido por evaporacion.

El volumen del lote alimentado fue continuamente seguido por el pesaje del stock de alimentacion. La cantidad de
glucosa inyectada se calcul6 luego en base al peso inyectado, la densidad de la disolucion y la concentracion de
glucosa determinada por el método de Brix ([Glucosa]). La producciéon de metionina se expresd de la siguiente
manera:

_ A Metionina; *}; — Metioninay # Iy x 100)

ymer -

Glucosa consumida,

Con Metioninag y Metionina; respectivamente como las concentraciones inicial y final de metionina'y Vo y Vi como los
volumenes t inicial e instantaneo. La glucosa consumida se calculé de la siguiente manera:

pesc alimentado — peso alimentado,

volumen alimentado, =
densidad de disolucion alimentada

Glucosa Inyectada; = volumen alimentado, * [ Glucosa]

Glucosa consumida; = [Glucosa]o * Vo + Glucosa inyectada - [Glucosa]resiqua * Vi con [Glucosalo, [Glucosa],
[Glucosa]resiqual respectivamente las concentraciones de glucosa, inicial, de alimentacion y residual.

Ensayo de actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina
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El ensayo de actividad de metionina dependiente de cobalamina es una adaptacién del ensayo descrito por
Drummond et al., in 1995.

La actividad de metionina sintasa dependiente de cobalamina se ensayé midiendo la concentracion del producto
tetrahidrofolato (H4folate) con un espectrofotometro en una longitud de onda de 350 nm y una temperatura
constante de 37°C.

La mezcla de reaccién se llevé a cabo en fosfato de potasio 80 mM pH7,2, DTT 20 mM,15 uM S-adenosilmetionina
(SAM), acido (6R,S)-5-Metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico 0,6 mM, Hidroxocobalamina 40 puM, cloruro de zinc 0,1 mM y 8
pg de extracto bruto en un volumen final de 800 pl. La mezcla de reaccién se incub6 durante 10 min a 37°C antes de
comenzar la reaccion por adicion del sustrato homocisteina en una concentracion final de 0,8 mM. Después de 5 min
a 37°C, se afadieron 200 pl de disolucién de derivacion acida (HCI 4M en acido férmico al 60%) para inactivar la
rotacion, llevando el volumen a '1 ml, y luego los tubos se calentaron a 80°C durante 10 min. Este paso es necesario
para estabilizar el producto enzimatico de la reaccion, el tetrahidrofolato que no es estable en acido. El calor
conduce a la formacion del meteniltetrahidrofolato que absorbe luz a 350 nm, mientras que el sustrato residual 5-
metiltetrahidrofolato no contribuye a la absorbancia a 350 nm. El blanco de reaccion contenia todos los componentes
de la mezcla de reaccion excepto el sustrato de homocisteina.

Cuantificacion de los niveles de proteinas FIdA y Fpr

Con el fin de cuantificar las dos proteinas, se generaron anticuerpos contra flavodoxina-1 (fldA) y flavodoxina
reductasa (fpr) (Anticuerpos de conejo, Eurogentec) y se usaron en experimentos de inmunotransferencia Western
blot. La deteccién Western blot se llevd a cabo usando AP anti-conejo de cabra. Los niveles de proteina de FIdA y
Fpr en las manchas se cuantificaron con un sistema de obtencién de imagenes comercial (Epson Expression 1680
professional) y se compararon en las diferentes cepas descritas en esta patente.

Ejemplo 6: Produccion de L-metionina por fermentacion con cepas de C. glutamicum (Este ejemplo no pertenece a
la presente invencion)

Se cultivan cepas en matraces bajo las mismas condiciones descritas en la solicitud de patente 25,
W02009/144270.

Tabla 9: Titulaciones de metionina producidas por cepas de C. glutamicum D. E. F. G y H en comparacién con la
cepa de referencia C.

El simbolo indica que no hay diferencia entre las cepas, el simbolo + indica un incremento entre 1y 3 %, el simbolo
++ indica un incremento mayor que 3%.

Cepa Cepa C Cepa F Cepa D Cepa E Cepa G CepaH
Numero de repeticiones n=10 n=2 n=2 n=2 n=2 n=2

Titulacién de metionina
referencia + ++ +
% comparado con la cepa

De manera similar a E. coli, en C. glutamicum, la combinacion de la hiperexpresion de los genes brnFE y el sistema
de metionina sintasa dependiente de cobalamina (de E. coli — cepa H y de C. glutamicum - cepa G) tiene un efecto
sinérgico sobre la produccion de metionina, lo que produce un inesperado aumento de la produccién de metionina.

Ejemplo 7: Hiperproduccion de metionina sintasa dependiente de cobalamina e hiperproduccién de sistemas de
secrecién de L-metionina homdélogos en una cepa de E.coli que hiperproduce L-metionina— Construccién de las
cepas8al7

Los genes homologos de ygaZH de la especie Citrobacter, especie Raoultella, especie Shigella, especie
Enterobacter, especie Yersiniay especie Photorhabdus se hiperexpresaron en la base genética de la cepa 5.

Antes de usar la cepa 5, se eliminé el cassette de antibiético de la integracion cromosdmica en el locus ytfA usando
la Flp recombinasa descrita por Datsenko & Wanner, 2000 (de acuerdo con el Protocolo 1). Se seleccionaron los
transformantes sensibles a kanamicina y se verificd la ausencia de cassette de antibidtico en el locus ytfA por
analisis PCR con oligonucleotidos apropiados. La cepa resultante se denominé cepa 8.

Construccién de la cepa 9 — Hiperproduccién del sistema de secrecién de L-metionina endégena de ygaZH de E. coli
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Para comparar el efecto de la hiperexpresién de ygaZH de E. coli y la hiperexpresién de homélogos de ygaZH en la
misma base genética, el plasmido pME1247 que porta ygaZH de E. coli se transformé en la cepa 8, dando origen a

la cepa 9.

Construccién de las cepas 10 a 17 — Hiperproduccion de sistemas de secrecion de L-metionina homéloga,
hiperexpresion de ygaZH del género y la especie que se mencionan en la tabla 10

Para expresar los genes homdlogos de ygaZH enumerados en la tabla 10, cada par de genes se clon6 en el
plasmido de nimero de copias moderadas pCL1920 (Lerner & Inouye, 1990) con el uso del promotor natural y el
sitio de unién al ribosoma natural del gen de E. coli ygaZ como se describié previamente para los genes de E. coli
ygaZH, Como se especifica en la tabla 11, los genes homélogos de ygaZH se ampliaron o bien a partir de ADN
gendmico de la correspondiente cepa o se sintetizaron quimicamente, con o sin optimizacion del uso de codones
para E. coli (como lo propone el servicio GeneArt® Gene Synthesis con el software GeneOptimizer® -
Lifetechnologies). Los fragmentos de ADN ampliados que comprenden los genes homélogos de ygaZH se describen
en la SEQ ID indicada en la Tabla 11. Los plasmidos resultantes se denominaron como se menciona en la Tabla 11.
Finalmente, cada plasmido se transformé en la cepa 8, dando las cepas 10 a 17, como se menciona en la tabla 11.

Tabla 10: Proteinas homologas de YgaZH

Organismo

Citrobacter
koseri

Shigella flexneri

Raoultella
ornithinolytica

Enterobacter sp.

Yersinia
enterocolitica
subsp.
Enterocolitica

Photorhabdus
luminescens
subsp.
Laumondii

Citrobacter
youngae

ygaZ

Numero de acceso

YP_001455539.1
NC_009792.1.
ABV15103.1

WP_005122932.1
ElQ78635.1

YP_007877063.1
AGJ89511.1
WP_015585890.1

YP_008107733.1
AGN85393.1
WP_020454909.1

EKA28834.1
YWA314-01718

NP_928590.1
CAE13573.1

WP_006687199.1
EFE06904.1

Nombre
proteina hipotética
CKO_04031 [Citrobacter

koseri ATCC BAA-895]

proteina de membrana
[Shigella flexneri]

proteina hipotética
RORB6_24155 [Raoultella
ornithinolytica B6]

proteina de membrana
[Enterobacter sp. R4-368]

transportador de
aminoacidos putativo
[Yersinia enterocolitica

subsp. enterocolitica WA-
314]

proteina hipotética plu1279

[Photorhabdus

luminescens subsp.
laumondii TTO1]

proteina de membrana
[Citrobacter youngae]

proteina de resistencia a
azaleucina putativa AzIC
[Citrobacter youngae

31

ygaH

Numero de acceso

YP_001455540.1
ABV15104.1

WP_005122930.1
ElQ78634.1

YP_007877062.1
AGJ89510.1

YP_008107734.1
WP_020454910.1
AGN85394.1

EKA28833.1
YWA314-01713

NP_928589.1
CAE13572.1

WP_006687198.1
EFE06903.1

Nombre

proteina hipotética
CKO_04032
[Citrobacter koseri

ATCC BAA-895]

permeasa
transportadora ABC de
aminoacidos de
cadena ramificada
[Shigella flexneri]

exportador de L-valina
[Raoultella
ornithinolytica B6]

permeasa
transportadora ABC de
aminoacidos de
cadena ramificada
[Enterobacter sp. R4-
368]

proteina hipotética
YE3239 [Yersinia
enterocolitica  subsp.

Enterocolitica WA-314]

proteina
plu1278
[Photorhabdus
luminescens
laumondii TTO1]

hipotética

subsp.

permeasa
transportadora ABC de
aminoacidos de
cadena ramificada
[Citrobacter youngae]
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Numero de acceso |Nombre

ATCC 29220]

Citrobacter proteina

freundii WP_003839672.1

Tabla 11: Plasmidos y cepas que portan genes homélogos de ygaZH

Microorganismo ﬁ'u'::ﬁlsc':
Citrobacter koseri no
Shigella flexneri si
Raoultella ornithinolytica si
Enterobacter sp. si
Yersinia 'e'nterocolitica subsp. no
Enterocolitica

Photorhabdus ) luminescens no
subsp. Laumondii

Citrobacter youngae si
Citrobacter freundii si

hipotética
[Citrobacter freundii]

ygaH

Numero de acceso

WP_003037297.1

Nombre

permeasa
transportadora ABC de

aminoécidos de

cadena ramificada
[Citrobacter freundii]

Optimizacion de uso SEQ ID |[Nombre

de codones

no

no

si

si

no

no

si

si

NO

28

29

30

31

32

33

34

35

plasmido
pME1277
pME1274
pME1275

pME1283

pME1287

pME1281

pME1311

pME1307

Ejemplo 8: Produccién de L-metionina por fermentacion en experimentos en matraces

del |[Nombre de la
cepa

Cepa 10
Cepa 11
Cepa 12

Cepa 13

Cepa 14

Cepa 15

Cepa 16

Cepa 17

Se evaluaron productores de L-metionina recombinante que hiperproducen la metionina sintasa dependiente de
cobalamina MetH ademés de distintos sistemas de secrecién de L-metionina de diversos microorganismos

(homdlogos de YgaZH de E.coli)) en matraces Erlenmeyer pequefios.

Las cepas de produccion se evaluaron en matraces Erlenmeyer pequefios. Se desarrollé un precultivo de 5,5 ml a
30°C durante 21 horas en un medio mixto (10% medio LB (Sigma 25%) con 2,5 g.L'1 glucosa y 90% medio minimo
PC1). Se us6 para inocular un cultivo de 50 ml hasta un valor de ODgoo de 0,2 en el medio PC1. Se afnadié
espectinomicina en una concentracion de 50 mg.L'1 y gentamicina a 10 mg.L'1 cuando fue necesario. La temperatura
de los cultivos fue 37°C. Cuando el cultivo habia alcanzado un valor ODgoo de 5 a 7, se cuantificaron los aminoacidos
extracelulares por HPLC después de la derivacién OPA/Fmoc y se analizaron otros metabolitos relevantes usando
HPLC con deteccién refractométrica (acidos organicos y glucosa) y GC-MS después de la sililacion.

Tabla 12: Composicién de medio minimo (PC1)

Compuesto

ZnSO4.7H20

0,0040

32
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Compuesto Concentracioén (g.L™")
CuCl2.2H.0 0,0020
MnSO4.H.0 0,0200
CoCl2.6H20 0,0080
HsBOs 0,0010
Na>Mo0s.2H.0 0,0004
MgS04.7H20 1,00
Acido citrico 6,00
CaCl2.2H.0 0,04
K2HPO4 8,00
NazHPO4 2,00
(NH4)2HPO4 8,00
NH.CI 0,13
NaOH 4M Ajustado hasta pH 6,8
FeS04.7H:0 0,04
Tiamina 0,01
Glucosa 20,00
Tiosulfato de amonio 5,61
Vitamina B12 0,01
MOPS 20,00
IPTG 0,0048

Tabla13: Rendimiento de metionina (Ymet) en g de metionina/% g de glucosa producido en cultivo en matraces por
las cepas de interés que hiperexpresan genes homologos de ygaZH ademas de los genes metH, fldA y for. Para la
definicion precisa de rendimiento de metionina/glucosa, ver a continuacion. "n" indica el numero de repeticiones.

Cepa Ymet
Cepa 8 (n=2) 16,0
Cepa 9 (E.coli) (n=10) 16,2
Cepa 10 (C. koseri) (n=4) 18,4
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Cepa Ymet
Cepa 11 (S.flexneri) (n=1) 16,6
Cepa 12 (R. ornithinolytica) (n=2) 16,2
Cepa 13 (Enterobacter sp.) (n=2) 18,8
Cepa 14 (Y. enterocolitica subsp. Enterocolitica) (n=2) 16,3
Cepa 15 (P. luminescens subsp. Laumondii) (n=2) 16,1
Cepa 16 (C. youngae) (n=2) 18,1
Cepa 17 (C.freundii) (n=2) 18,4

Como se puede observar en la tabla 13, la hiperexpresién de los genes homologos de ygaZH de diversos
microorganismos en los genes que hiperproduce L-metionina, metH, fldA, for, provoca desemperios equivalentes o
mejores que aquellos obtenidos con la cepa 9 que hiperexpresa ygaZH de E.coli. Los sistemas de secrecién de L-
metionina homdlogos de otros microorganismos que E. coli pueden reemplazar a las proteinas enddgenas de la
bacteria. Las proteinas homologas de YgaZH de Citrobacter Koseri (cepa 10, Ymet=19,6g/g), Citrobacter youngae
(cepa 16, Ymet=19,6g/qg), Citrobacter freundii (cepa 17, Ymet=19,69/g) y Enterobacter sp. (cepa 13, Ymet=19,4g/g)
demostraron los mejores rendimientos de la produccion de L-metionina comparadas con la cepa 9 (Ymet=18,7g/g).

El rendimiento de metionina se expresdé de la siguiente manera:

metionina (g)
= * 100
glucosa consumida (g)

met
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<120> Microorganismo para produccion de metionina con mejor actividad de metionina sintasa y flujo de metionina
<130> 366226D32914
<150> EP13306185.3
< 151> 2013-08-30
<160> 35
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 245
<212>PRT
< 213> Escherichia coli

<400> 1

Met Glu Ser Pro Thr Pro Gln Pro Ala Pro Gly Ser Ala Thr Phe Met

Glu Gly Cys Lys Asp Ser Leu Pro Ile Val Ile Ser Tyr Ile Pro Val
20 25 30

Ala Phe Ala Phe Gly Leu Asn Ala Thr Arg lLeu Gly Phe Ser Pro Leu

Glu Ser Val Phe Phe Ser Cys Ile Ile Tyr Ala Gly Ala Ser Gln Phe
50 55 60

Val Ile Thr Ala Met Leu Ala Ala Gly Ser Ser Leu Trp Ile Ala Ala

Leu Thr Val Met Ala Met Asp Val Arg His Val Leu Tyr Gly Pro Ser
85 90 95

Leu Arg Ser Arg Ile Ile Gln Arg Leu Gln Lys Ser Lys Thr Ala Leu
100 105 110

Trp Ala Phe Gly Leu Thr Asp Glu Val Phe Ala Ala Ala Thr Ala Lys
115 120 125

Leu Val Arg Asn Asn Arg Arg Trp Ser Glu Asn Trp Met Ile Gly Ile
130 135 140

Ala Phe Ser Ser Trp Ser Ser Trp Val Phe Gly Thr Val Ile Gly Ala
145 150 158 160
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Phe Ser Gly Ser Gly
165

Leu Gly Phe Met Leu
180

Phe Gln Arg Lys Gln
195

Leu Ala Gly Val Thr
210

Ile val Cys Gly Cys
225

Ala Pro asp Glu Leu
245

<210>2

<211>111

<212>PRT

< 213> Escherichia coli

<400> 2

Met Ser Tyr Glu Val
1 5

Tyr Cys Phe Arg Tyr
20

Pro Thr Lys Arg Gly
35

Ala Ser Ile Cys Ala
50

His aAsp Thr Arg Arg
65

Gly Ala Ser Phe Tyr
85

Ser Ala Leu Ala Tyr
100

<210> 3

< 211> 244

< 212> PRT

< 213> Citrobacter koseri

<400> 3

Leu

Pro

Ser

Leu

Leu
230

Leu

Leu

Ala

Leu

Phe

70

Lys

Gly

Leu

Ala

Leu

Phe

218

Thr

Leu

Pro

Val

Leu

55

val

Thr

Leu

Gln

Leu

Cys

200

Ser

Ala

Leu

Leu

Gly

40

Val

Pro

Arg

Ala

ES 2693 789 T3

Gly

Phe

185

Val

Ile

Leu

Gly

Arg

25

Ile

val

Thr

Ser

Trp
105

Tyr

170

Met

Thr

Pro

Ile

Leu

10

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

Lys

Pro

Ser

Ala

Val

Gln
235

Leu

Arg

Leu

Thr

val

75

Ile

val

Ala

Phe

Ala

Ala

220

Ala

Val

val

Asp

Ala

Gly

Ile

Met

37

Val

Leu

Glu

Leu
130

Leu Val

205

Ile

Phe

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Ala

Leu

Trp

Val

Asn

30

Ile

Glu

Ala

Thr

Ile
110

Ala

175

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

15

Ala

Gly

val

val

Leu

85

Ile

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly
240

Asn

Arg

Ile

Met

Leu

80

Leu



Met Glu Ser Pro Ala

Glu Gly Phe Lys Asp
20

Ala Phe Ala Phe Gly
35

Glu Ser Val Phe Phe
50

Val Ile Thr Thr Met
5

Leu Thr Val Met Ala
85

Leu Arg Ser Arg Ile
100

Trp Ala Phe Gly Leu
115

Leu Val Arg Asp Asn
130

Phe Cys Ser Trp Ala
145

Ser Gly Ser Gly Leu
165

Gly Phe Met Leu Pro
180

Gln Arg Lys Gln Thr
195

Ala Gly Val Thr Leu
210

Ala Ser Gly Cys Leu
225

Pro Asp Glu Leu
<210> 4

<211>111

< 212> PRT

< 213> Citrobacter koseri

<400> 4

Pro

Ser

Leu

Ser

Leu

70

Met

Ser

Thr

Arg

Ser

150

Leu

Ala

Leu

Phe

Thr
230

Gln

Leu

Asn

Cys

55

Ala

Asp

Gln

AsSp

Arg

135

Trp

Lys

Leu

Cys

Ser

215

Ala

Ser

Pro

Ala

40

Ile

Ala

Val

Arg

Glu

120

Val

Gly

Phe

Val

200

Ile

Leu

ES 2693 789 T3

Glu

Ile

25

Thr

Ile

Gly

Arg

Leu

105

val

Ser

Leu

Phe

Met

185

Thr

Pro

Ile

Pro

10

vVal

Arg

Tyr

Ser

His

90

Ser

Phe

Glu

Gly

Pro

170

Ser

Ala

Ala

Gln

Arg

Ile

Leu

Ala

Thr

75

Val

lys

Ala

Trp

Thr

155

Ala

Phe

Ala

Ala

Ser
235

Pro

Ser

Gly

Gly

60

Leu

Leu

Pro

Ala

Met

140

Val

Val

Leu

Leu

Ile

220

Phe

38

Ala

Tyr

Phe

45

Ala

Trp

Tyr

Lys

Ala

125

Ile

Ile

Glu

Leu

Ile

205

Leu

Trp

Thr

Ile

30

Thr

Ser

val

Gly

Thr

110

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

1%0

Gly

Ala

Gln

Leu

15

Pro

Pro

Gln

Ala

Pro

95

Ala

Ala

Ile

Ala

Ala

175

Ser

Ala

Gly

Gly

Thr

Val

Leu

Phe

Ala

80

Ser

Len

Lys

Ala

Phe

160

Len

Phe

Leu

Ile

Ala
240



Met

Tyr

Pro

Ala

His

65

Gly

Ser

Ser Tyr

Cys Phe

Ala Arg

35

Ser Ile

50

Asp Ala

val Ser

Ala Leu

<210>5

< 211> 245

<212> PRT

Glu Vval

Arg Tyr

Arg Gly

Cys Ala

Ser Arg

Phe Tyr
85

Gly Tyr
100

< 213> Shigella flexneri

<400> 5

Met Glu Ser Pro Val

1

Glu

Ala

Glu

val

Gly Phe

Phe Ala
35

Ser Val
50

Ile Thr

5

Lys Asp

20

Phe Gly

Phe Phe

Thr Met

Leu

Leu

Ala

Leu

Phe

70

Lys

Gly

Pro

Ser

Met

Ser

Leu

Leu

Pro

Thr

Leu

55

Ile

Thr

Leu

Gln

Leu

Asn

Cys

55

Ala

Leu

Leu

Gly

40

Val

Pro

Arg

Ala

Ser

Pro

Ala

40

Ile

Ala

ES 2693 789 T3

Gly

Arg

val

Val

Thr

Ser

Trp
105

Glu

Ile

25

Thr

Ile

Gly

Leu

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

90

Lys

Ser

10

Val

Arg

Tyr

Ser

Leu

Arg

Leu

Thr

val

75

Ile

Ile

Arg

Ile

Leu

Ala

Ser

val

Met

Asp

Ala

60

Gly

Ile

Glu

Ser

Ser

Gly

Gly

60

Leu

39

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Val

Ala

Tyr

Phe

45

Ala

Trp

Cys

Asn

Ile

Glu

Ala

Thr

Ile
110

Thr

Ile

30

Thr

Ser

Vval

Ala

15

Thr

Gly

Val

val

Leu
85

Leu

Leu

15

Pro

Pro

Gln

Ala

Asn

Arg

Ile

Met

Leu

80

Leu

Thr

Val

val

Phe

Ala



65

Leu Thr val

Leu Arg Ser

Trp Ala Phe
115

Leu Val Arg
130

Ala Leu Cys
145

Phe Ser Gly

Leu Gly Phe

Phe Gln Arg
195

Leu Ala Gly
210

Ile Val Cys
225

Gly Pro Asp

<210>6
<211>111
<212> PRT

Met

Arg

100

Gly

Azp

Ser

Thr

Met

180

Asn

Val

Gly

Glu

Ala

85

Ile

Leu

Asn

Trp

Gly

165

Leu

Gln

Thr

Cys

Leu
245

< 213> Shigella flexneri

<400> 6

70

Met

Ala

Thr

Arg

Ala

150

Leu

Pro

Thr

Leu

Leu
230

Asp

Arg

Asp

Arg

135

Ser

Leu

Ala

Leu

Phe

215

Thr

val

Gln

Glu

120

Trp

Lys

Leu

Cys

200

Ser

Ala

ES 2693 789 T3

Leu

105

val

Ser

val

Gly

Phe

185

Val

Ile

Leu

His

90

Ser

Phe

Glu

Leu

Phe

170

Met

Thr

Pro

Ile

75

val

Lys

Ala

Asn

Gly

155

Pro

Ser

Ala

Ala

Gln
235

Leu

Pro

Ala

Trp

140

Thr

Ala

Phe

Ala

Ala

220

Ser

40

Tyr

Lys

Ala

125

Met

Val

val

Leu

Leu

205

Ile

Phe

Gly

Ser

110

Thr

Ile

Ile

Glu

Leu

1390

Ala

Leu

Trp

Pro

95

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

175

Ala

Gly

Ala

Gln

80

Ser

Leu

Lys

Ile

Ala

160

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly
240



Met Ser Tyr Glu Val Leu Leu

Tyr Cys Phe Arg Tyr Leu Pro
20

Pro Thr Lys Arg Gly Ala Thr

35

Ala Ser Ile Cys Ala Leu Len
50 55

His Asp Ala Arg Arg Phe Val
65 70

Gly Ala Ser Phe Tyr Lys Thr
85

Ser Ala Leu Gly Tyr Gly Leu
100

<210>7

<211>242

<212> PRT

< 213> Raoultella ornithinolytica

<400>7

Leu

Leu

Gly

40

val

Pro

Arg

Ala

ES 2693 789 T3

Gly

Arg

25

Ile

val

Thr

Ser

Trp
105

Leu
10

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

20

Lys

Leu

Arg

Leu

Thr

Val

75

Ile

Met

Val

Met

Asp

Ala

60

Gly

Ile

Leu

41

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Phe

Cys

Asn

30

Ile

Glu

Val

Thr

val
110

val
15

Val

Gly

val

Val

Leu

95

Leu

Azn

Arg

Ile

Met

Leu
80

Leu



Met Glu Lys Pro Ala Pro Ala

Lys Asp Ser Leu Pr¢ Ile Val
20

Phe Gly Leu Asn Ala Thr Arg
35

Phe Phe Ser Cys Ile Ile Tyr
50 55

Ala Met Leu Ala Ala Gly Ser
65 70

Met Ala Met Asp Val Arg His

Arg Tle His Arg Ala Leu Asp
100

Gly Leu Thr Asp Glu Val Phe
115

Agp Asn Arg Arg Trp Ser Glu
130 135

Ser Trp Ile Ser Trp Val Phe

145 150

Ser Gly Leu Leu Val Gly Phe
165

Met Leu Pro Ala Leu Phe Met
180

Lys Gln Ser Leu Ser Val Thr
195

Ile Ile Leu Phe Ser Ile Pro
210 215

Gly Cys Leu Ala Ala Leu Ile
225 230

Glu Gln

<210>8

<211>113

<212>PRT

< 213> Raoultella ornithinolytica

<400> 8

Ser

Ile

Leu

40

Ala

Ser

val

Lys

Ala

120

Ser

Gly

Pro

Ser

Ala

200

Ala

Gln

ES 2693 789 T3

Glu

Ser

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Arg

105

Ala

Trp

Thr

Ala

Phe

185

Ala

Ala

Ala

Ala

10

Tyr

Phe

Ala

Trp

Tyr

30

Lys

Ala

Met

Leu

val

170

Leu

Leu

Ile

Ser

Thr

Ile

Thr

Ser

val

75

Gly

Thr

Thr

Leu

Ile

155

Glu

Leu

Ala

Leu

Ile
235

Leu

Pro

Pro

Gln

60

Ala

Pro

Ala

Ala

Gly

140

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

220

Gln

42

Pro

vVal

Leu

45

Phe

Ala

Ser

Len

Lys

125

Ile

Ala

Ala

Ser

Ala

205

Gly

Gly

Glu

Ala

30

Glu

Val

Leu

Leu

Trp

110

Leu

Ala

Tyr

Leu

Phe

190

Leu

Ile

Met

Gly

15

Phe

Ser

Ile

Thr

Arg

Ala

vVal

Phe

Ser

Ser

175

Gln

Gly

val

Pro

Ile

Ala

Leu

Thr

val

80

Ser

Phe

Arg

Thr

Gly

160

Phe

Arg

Gly

Cys

Asp
240



Met Asn Asn Asn Val

Tyr Leu Phe Arg Tyr
20

Pro Thr Arg Arg Gly
35

Ala Ser Ile Cys Ala

Ser Asp Ser Arg Arg
65

Gly Leu Ala Phe Trp
85

Ser Ala Leu Ala Tyr
100

Phe

<210>9

<211> 250

<212>PRT

< 213> Enterobacter sp.

<400>9

Leu

Leu

Pro

Leu

Leu

Lys

Gly

Ile

Pro

Leu

Leu

Leu

Thr

Ile

Ile

Leu

Ser

40

Ile

Pro

Arg

Ala

ES 2693 789 T3

Gly

Arg

25

val

Vval

Thr

Ser

Trp
105

Ile

10

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

90

Lys

val

Arg

Leu

Ser

vVal

75

Ile

Ile

val

Ala

Asp

Val

Gly

Met

Thr

43

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Thr

Cys

Asn

30

Ile

Glu

Thr

Thr

Phe
110

val

15

Ala

Gly

Ile

vVal

Leu

95

Leu

Asn

Arg

Ile

Leu

Leu

Leu

Tyr



Met Asp Met

Ser Ala Thr

Ser Tyr Val
35

Gly Phe Thr
50

Gly Ala Ser

Leu Trp Val

Leu Tyr Gly

Arg Lys Thr
115

Ala Ala Thr
130

Trp Met Ile
145

Thr Val Leu

Ala Val Glu

Phe Leu Leu
195

Ala Leu Leu

210

Ala Ile Leu
225

Ala Phe Tyr

<210> 10
<211> 111
< 212> PRT

Asp

Phe

20

Pro

Pro

Gln

Ala

Pro

100

Ala

Ala

Gly

Gly

Ser

180

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Leu

Val

Leu

Phe

Ala

85

Ser

Val

Lys

Ile

Ala

165

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly
245

< 213> Enterobacter sp.

Ser

Glu

Ala

Glu

val

Leu

Leu

Trp

Leu

Ala

150

Phe

Leu

Phe

Leu

Ile
230

Ala

Val

Gly

Phe

Ser

55

Ile

Thr

Arg

Ala

Val

135

Leu

Ser

Gly

Gln

Ala

215

Phe

Ser

Thr

Ile

Ala

40

Vval

Thr

Val

Ser

Phe

120

Arg

Phe

Gly

Phe

Arg

200

Gly

aAla

Asp

ES 2693 789 T3

Ala

Lys

25

Phe

Phe

Thr

Met

Arg

105

Gly

Asp

Ser

Asp

Met

185

Arg

val

Gly

Ala

Thr

10

Asp

Gly

Phe

Met

Ala

Ile

Leu

Asn

Trp

Gly

170

Leu

Gln

Thr

Cys

Gln
250

Lys

Ser

Met

Ser

Leu

Met

Leu

Thr

Arg

Leu

155

Leu

Pro

Ile

Leu

Leu
235

Ser

Leu

Asn

Cys

60

Ala

Asp

Gln

Asp

Arg

140

Ser

Leu

Ala

Ser

Phe

220

Ala

44

Thr

Pro

Ala

45

Ile

Ala

Val

Pro

Glu

125

Trp

Trp

Asp

Leu

Ala

205

Ser

Ala

Ser

Ile

30

Thr

Ile

Gly

Arg

Leu

110

Val

Ser

val

Gly

Phe

190

Vval

Ile

Leu

Asp

15

val

Lys

Tyr

Ser

His

95

Lys

Phe

Glu

Ala

Tyr

175

Met

Thr

Pro

vVal

Gln

Leu

Len

Ala

Ala

val

Asn

Ala

Asn

Gly

160

Pro

Ser

Ala

Ala

Gln
240



<400> 10

Met Arg Asn
1

Phe Leu Phe

Pro Ala Lys
35

Ala Ser Ile
50

Ala Asp Ser
65

Gly Vval Ser

Ser Ala Phe

<210> 11
< 211> 257
< 212> PRT

Glu

Arg

20

Arg

Cys

Arg

Phe

Ala
100

val

Tyr

Gly

Ala

Arg

Trp

85

Tyr

Leu

Leu

val

Leu

Leu

70

Lys

Gly

Leu

Pro

Ser

Leu

55

Leu

Thr

Ile

Leu

Leu

Gly

40

Val

Pro

Arg

Val

ES 2693 789 T3

Gly

Arg

25

Vval

Val

Thr

Ser

Trp
105

Leu

10

Ile

Phe

Ser

Leu

Ile

90

Lys

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 11

Leu

Arg

Leu

Cys

Ala

75

Ile

Leu

val

Ala

Asp

Val

60

Gly

Leu

Leu

45

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Ala

Cys

Gln

30

Ile

Glu

Ala

Thr

Asp
110

val

15

Ser

Gly

Ile

val

Leu

85

Ala

Asn

Arg

Ile

Ala

Leu

80

Leu



Met Gln Ser

Thr Phe Ile

Leu Pro Val

35
Thr Pro Trp

50

Ser Gln Phe
65

Val Ser Ala

Gly Pro Ala

Thr Ala Leu
115

Thr Thr Lys
130

Leu Gly Ile
145

Ile Gly Ala

Glu Ala Ser

Leu Ala Ser
195

Thr Gly Ala
210

IL.eu Ala Gly
225

Pro Glu Thr

Pro

<210> 12
< 211> 257
< 212> PRT

Gln

Glu

20

Ala

Glu

Val

Leu

Leu
100

Trp

Leu

Ala

Met

Leu

180

Phe

Leu

Tle

val

Thr

Gly

Phe

Ala

Ile

Thr

85

Lys

Ala

Met

Phe

Phe

165

Ser

Lys

Leu

Gly

Ile
245

Thr

Ile

Ala

Ile

Thr

70

Val

His

Phe

Lys

Thr

150

Gly

Phe

Gly

Gly
230

Glu

Asp

Thr

Phe

Phe

55

Ala

Met

Arg

Gly

Asp

135

Ser

His

Met

Gln

Val

215

Gly

AsSn

Ser

Asp

Gly
40
Phe

Leu

Ala

Ile

Leu

120

Gln

Trp

Gly

Leu

Tyr

200

Leu

Cys

Asn

ES 2693 789 T3

Pro

Ser

25

Leu

Ser

Leu

Met

val

105

Thr

Arg

Leu

Pro

Pro

185

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser
10

Leu

Ser

Cys

Ser

Asp

Thr

Asp

Arg

Ser

Leu

170

Ala

Leu

Phe

Ala

Ser
250

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

Thr

Pro

Ser

Ile

Ala

75

Val

Arg

Glu

Trp

Trp

155

Glu

Leu

Thr

Ser

Ala

235

Asp

Ala

Ile

val

Ile

Gly

Arg

Leu

Val

Ser

140

vVal

Asn

Phe

val

Ile

220

Leu

Lys

46

Gln

val

Lys
45
Tyr

Met

His

Ser

Phe

125

Glu

Ala

Tyr

Leu

Ile

205

Pro

Leu

Glu

Pro

Ile

Leu

Ala

Ser

Ile

Gly

110

Ala

Asn

Gly

Pro

Ser

130

Ala

val

Gln

Glu

Thr
15

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

95

Lys

Ala

Trp

Thr

Ala

175

Phe

Ser

Ala

Pro

Pro
255

Ala

Tyr

Phe

Ala

Trp

80

Tyr

Lys

Ala

Met

Ala

160

Ile

Leu

Leu

Ile

Vval

240

Lys



<400> 12

Met

1

Thr

Leu

Thr

Ser

65

val

Gly

Thr

Thr

Leu

145

Ile

Glu

Leu

Thr

Leu

225

Pro

Pre

Gln

Phe

Pro

Pro

Gln

Ser

Pro

Ala

Thr

130

Gly

Gly

Ala

Gly
210

Ala

Glu

<210> 13

Ser

Ile

val

35

Trp

Phe

Ala

Ala

Leu

115

Lys

Ile

Ala

Ser

Ser

195

Ala

Gly

Thr

<211>113

Gln

Glu

20

Ala

Glu

Val

Leu

Leu

100

Trp

Leu

Ala

Met

Leu

180

Phe

Leu

Ile

Val

Thr

Gly

Phe

Ala

Ile

Thr

85

Lys

Ala

Met

Phe

Phe

165

Ser

Lys

Leu

Gly

Ile

245

Thr

Ile

Ala

Ile

Thr

70

val

His

Fhe

Lys

Thr

150

Gly

Phe

Arg

Gly

Gly

230

Glu

Asp

Thr

Phe

Phe

Ala

Met

Arg

Gly

Asp

135

Ser

His

Met

Gln

val

215

Gly

Asn

Ser

Asp

Gly

40

Phe

Leu

Ala

Ile

Leu

120

Gln

Trp

Gly

Leu

Tyr

200

Leu

Cys

Asn

ES 2693 789 T3

Pro

Ser

25

Leu

Ser

Leu

Met

Val

105

Thr

Arg

Leu

Pro

Pro

185

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser

10

Leu

Ser

Cys

Ser

Asp

90

Thr

Asp

Arg

Ser

Leu

170

Ala

Leu

Phe

Ala

Ser

250

Thr

Pro

Ser

Ile

Ala

75

val

Arg

Glu

Trp

Trp

155

Glu

Leu

Thr

Ser

Ala

235

Asp

Ala

Ile

val

Ile

Gly

Arg

Leu

val

Ser

140

val

Asn

Phe

val

Ile

220

Leu

Lys

47

Gln

val

Lys

45

Tyr

Met

His

Ser

Phe

125

Glu

Ala

Tyr

Leu

Ile

205

Pro

Leu

Glu

Pro

Ile

Leu

Ala

Ser

Ile

Gly

110

Ala

Asn

Gly

Pro

Ser

190

Ala

Val

Gln

Glu

Thr

15

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu

95

Lys

Ala

Trp

Thr

Ala

175

Phe

Ser

Ala

Pro

Pro

Ala

Tyr

Phe

Ala

Trp

80

Tyr

Lys

Ala

Met

Ala

160

Ile

Leu

Leu

Ile

Val

240

Lys

255



<212> PRT

ES 2693 789 T3

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 13

Met Asn Met Asp Val Val Tle

1

Tyr Leu Phe

Ala Gly Leu

Ile Ala Ser

50

Val His Thr

Ile Cys Gly

Leu Gly Ala

Ala

<210> 14

<211>113
<212> PRT

Arg

Gln

Ile

Pro

Cys

Leu
100

5

Tyr

Arg

Cys

Gln

Phe

85

Ser

Leu

Gly

Ala

Lys

70

Tyr

Tyr

Pro

Lys

Leu

55

Leu

Lys

Gly

Ile

Leu

Val

40

Leu

Ile

Thr

Leu

Gly

Arg

Ser

val

Pro

Asn

Thr
105

Leu

10

Leu

Leu

val

Thr

Ser

90

Phe

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 14

Val

Gly

Leu

Ser

Leu

75

Ile

Lys

Val

Pro

Leu

Ser

60

Ile

Ile

Leu

48

Gly

Ala

Asp

45

Thr

Gly

Phe

Leu

Thr

Arg

Ser

Pro

Phe

Ala

Met
110

Val

15

Lys

Ile

Glu

Leu

Thr

95

Ile

Asn

Gln

Gly

Ile

val

Leu

Leu



ES 2693 789 T3

Met Asn Met Asp Val Val Ile Ile Gly Leu Val Val Gly Thr Val Asn

Tyr Leu Phe Arg Tyr Leu Pro Leu Arg Leu Gly Pro Ala Arg Lys Gln
20 25 30

2Ala Gly Leu Gln Arg Gly Lys Val Ser Leu Leu Leu Asp Ser Ile Gly
35 40 45
Ile Ala Ser Ile Cys Ala Leu Leu Val Val Ser Ser Thr Pro Glu Ile

50 55 60

Val His Asn Pro Gln Lys Leu Ile Prc Thr Leu Ile Gly Phe Leu Val
65 70 75 80

Ile Cys Gly Cys Phe Tyr Lys Thr Asn Ser Ile Ile Phe Ala Thr Leu
85 90 95

Leu Gly Ala Leu Ser Tyr Gly Leu Thr Phe Lys Leu Leu Met Ile Leu
100 105 110

Ala

<210> 15

< 211> 252

<212> PRT

< 213> Photorhabdus luminescens subsp. laumondii

<400> 15

49
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Met Pro Val Ser Asp Thr Ser Ser Pro Leu Thr Ser Lys Lys Ser Ser

Phe Thr Glu Gly Ile Ile Asp Ser Leu Pro Ile Val Ile Gly Tyr Ile
20 25 30

Pro Val Ala Phe Ala Phe Gly Leu Asn Ala Val Lys Leu Gly Phe Asn
35 40 45

Pro Met Glu Ala Ile Phe Phe Ser Cys Ile Ile Tyr Ala Gly Ala Ser
50 55 60

Gln Phe Val Ile Thr Ala Leu Leu Ser Ala Gly Thr Ser Leu Trp Ile
65 70 75 80

Ser Ala Leu Thr Ile Met Ala Met Asp Val Arg His Ile Leu Tyr Gly
85 940 95

Pro Ser Leu Arg His Arg Ile Lys Asp Lys Leu Thr Glu Lys Lys Thr
100 105 110

Val Ile Trp Ala Phe Gly Leu Thr Asp Glu Vval Phe Ala Ala Ala Thr
115 120 125

Ala Lys Leu Ile Lys Asn His Arg Ser Trp Ser Glu Asn Trp Met Vval
130 135 140
Ala Tle Ala Tle Cys Ser Trp Leu Ala Trp Gly Ala Gly Thr Ala Ala

145 150 155 160

Gly Ala Phe Leu Gly Asn Gly Tyr Leu Glu Ser Tyr Pro Ala Ile Glu
165 170 175

Ala Ala Met Ile Phe Met Leu Pro Ala Leu Phe Leu Ser Phe Leu Leu
180 185 190

Ala Ser Cys Arg Lys Gln Asn Ser Tyr Cys Val Ala Thr Ala Leu Thr
195 200 205

Gly Ala Leu Leu Gly Ile Thr Phe Phe Ser Ile Pro Val Ala Ile Leu
210 215 220

Ala Gly Ile Val Gly Gly Cys Ile Ala Ala Leu Leu Gln Pr¢o Gln Asn
225 230 235 240

Asn Cys Asn Asp Ser Ser Glu Gln Lys Glu Thr Pro
245 250

<210> 16

<211>112

< 212> PRT

< 213> Photorhabdus luminescens subsp. laumondii

<400> 16

50



Met Ile Asp Ser Lys TIle

Asn Phe Ser Phe Arg Tyr

Ser Ala Gly Arg Lys Ala
35

Gly Ile Ala Ser Ile Cys
50

Val Met Arg Glu Ser Gln

65 70

Thr Ile Cys Leu Val Phe

85

Leu Phe Gly Ala Leu Leu
100

<210> 17

< 211> 245

< 212> PRT

< 213> Citrobacter youngae

<400> 17

Leu

Leu

Gly

Ser

55

Lys

Tyr

Phe

Leu

Pro

Lys

40

Leu

Leu

Lys

Gly

ES 2693 789 T3

Ile

Leu

Thr

Leu

Leu

Thr

Leu
105

Gly

10

Arg

Ser

Ile

Pro

Lys

90

Thr

Leu

Phe

Ile

Val

Thr

75

Gln

Phe

Phe

Gly

Ile

Ser

60

Leu

Ile

Lys

51

Val

Lys

Leu

45

Gly

Ile

Ile

Ile

Gly

Ala

Asp

Val

Gly

Leu

Phe
110

Leu

15

Arg

Ser

Pro

Cys

Ala

95

Met

Ala

Gln

Ile

Asp

Leu

80

Thr

Asn



ES 2693 789 T3

Met Asp Ser Pro Ile Pro Gln Ser Gly Ser Arg Ser Ala Thr Leu Thr

Glu Gly Phe Lys Asp Ser Leu Pro Ile Val Ile Ser Tyr Ile Pro Val
20 25 30

Ala Phe Ala Phe Gly Leu Asn Ala Thr Arg Leu Gly Phe Thr Pro Val
35 40 45

Glu Ser Val Phe Leu Ser Cys Ile Ile Tyr Ala Gly Ala Ser Gln Phe
50 55 60

Val Tle Thr Thr Met Leu Ala Ala Gly Ser Ser Leu Trp Val Ala Ala
65 70 75 80

Leu Thr Val Met Ala Met Asp Val Arg His Val Leu Tyr Gly Pro Ser
85 90 95

Leu Arg Ser Arg Ile Ala Gln Arg Leu Ser Lys Pro Lys Ser Ala Leu
100 105 110

Trp Ala Phe Gly Leu Thr Asp Glu vVal Phe Ala Ala Ala Thr Ala Lys
115 120 125

Leu Val Arg Asp Asn Arg Arg Trp Ser Glu Asn Trp Met Ile Gly Ile
130 135 140

Ala Leu Cys Ser Trp Ala Ser Trp Val Phe Gly Thr Ala Ile Gly Ala
145 150 155 160

Phe Ser Gly Ser Gly Leu Leu Lvs Asp Tyr Pro Ala Val Glu Ala Ala
165 170 175

Leu Gly Phe Met Leu Pro Ala Leu Phe Met Ser Phe Leu Leu Ala Ser
180 185 180

Phe Gln Arg Lys Gln Ala Leu Cys Val Thr Val Ala Leu Thr Gly Ala
195 200 205

Leu Ala Gly Val Ile Leu Phe Ser Ile Pro Ala Ala Ile Leu Leu Gly
210 215 220
Ile Val Cys Gly Cys Leu Thr Ala Leu Leu Gln Ser Phe Trp Gln Gly
225 230 235 240
Gly Pro Asp Glu Leu
245
<210> 18
<211> 111
< 212> PRT
< 213> Citrobacter youngae

<400> 18

52



Met Ser Tyr Glu Val Leu Leu

Tyr Cys Phe Arg Tyr Leu Pro

Pro Ala Arg Arg Gly Ala Thr
35

Ala Ser Ile Cys Ala Leu Leu
50 55

His Asp Ala Arg Arg Phe Val
65 70

Gly Ala Ser Phe Tyr Lys Thr
85

Ser Ala Leu Gly Tyr Gly Leu
100

<210>19

< 211> 245

<212> PRT

< 213> Citrobacter freundii

<400> 19

Met Glu Ser Pro Val Pro Gln
1 5

Glu Gly Phe Lys Asp Ser Leu
20

Ala Phe Ala Phe Gly Leu Asn
35

Leu

Leu

Gly

40

Val

Pro

Arg

Ala

Ser

Pro

ES 2693 789 T3

Gly

Arg

Ile

Val

Thr

Ser

Trp
105

Glu

Leu

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

90

Lys

Leu

Gly

Leu

Thr

val

75

Ile

Met

val

Ala

Asp

Ala

60

Gly

Ile

Leu

Ser Ser Ser

10

Ile Val Ile Ser

25

Ala Thr Arg Leu Gly

40

53

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Val

Ala

Tyr

Cys

Asn

Ile

Glu

val

Thr

Gly
110

Thr

Ile
30

Vval Asn
15

Val Arg

Gly Ile

Val Met

Ile Leu
80

Leu Leu
85

Leu

Leu Thr
15

Pro Vval

Phe Thr Pro Val

45



ES 2693 789 T3

Glu Ser Val Phe Phe Ser Cys Ile Ile Tyr Ala Gly Ala Ser Gln Phe
50 55 60

Val Ile Thr Thr Met Leu Ala Ala Gly Ser Ser Leu Trp Val Ala Ala
65 70 75 80

L.eu Thr Val Met Ala Met Asp Val Arg His Val Leu Tyr Gly Pr¢ Ser
85 90 95

Leu Arg Ser Arg Ile Ala Gln Arg Leu Ser Lys Pro Lys Ser Ala Leu
100 105 110

Trp Ala Phe Gly Leu Thr Asp Glu Val Phe Ala Ala Ala Thr Ala Lys
115 120 125

Leu Val Arg Asp Asn Arg Arg Trp Ser Glu Asn Trp Met Ile Gly TIle
130 135 140

Ala Leu Cys Ser Trp Ala Ser Trp Val Phe Gly Thr Val Leu Gly Ala
145 150 155 160

Phe Ser Gly Ser Gly Leu Leu Lys Asp Tyr Pro Ala Val Glu Ala Ala
165 170 175

Leu Gly Phe Met Leu Pro Ala Leu Phe Met Ser Phe Leu Leu Ala Ser
180 185 190

Phe Gln Arg Lys Gln Ala Leu Cys Val Thr Ala Ala Leu Ala Gly Ala
195 200 205

Leu Ala Gly Val Met Leu Phe Ser Ile Pro Ala Ala Ile Leu Ala Gly
210 215 220

Ile Val Cys Gly Cys Leu Thr Ala Leu Ile Gln Ser Phe Trp Gln Gly
225 230 235 240

Gly Pro Asp Glu Leu
245

<210> 20

<211> 111

< 212> PRT

< 213> Citrobacter freundii

<400> 20

54



10

15

20

25

Met

Tyr

Pro

Thr

His

65

Gly

Ser

Ser

Cys

Thr

Ser

50

Asp

Ala

Ala

<210> 21

Tyr

Phe

Lys

35

Ile

Ala

Ser

Leu

<211>100

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucleétido

<400> 21

aacactgcaa aatcctgeta tttgatttgt atgagtgata agtgtaacgc cgaataatcg

tegttggega attttacgac tctgacagga ggtggcaatg

<210> 22

<211>100

< 212> ADN

Glu

Arg

20

Arg

Cys

Arg

Phe

Gly
100

val

Tyr

Gly

Ala

Arg

Tyr

85

Tyr

Leu Leu

Leu Pro

Ala Thr

Leu Leu
55

Phe Val
70

Lys Thr

Gly Leu

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 22

gagaaagtaa acgtaacatg atgacgacaa ttctgacgat tcatgttcct tcaacgccgg

ggcgegeatg gaatatgetg gtggecacttc aggcaggaaa

<210> 23

<211>100

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucleétido

<400> 23

Leu

Leu

Gly

40

Val

Pro

Arg

Ala

ES 2693 789 T3

Arg

25

Ile

Val

Thr

Ser

Trp
105

Leu

10
Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

90

Lys

Leu

Gly

Leu

Thr

Val

75

Ile

Met

val

Val

Asp

Ala

60

Gly

Ile

Leu

55

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

val

Cys

Asn

30

Ile

Glu

Val

Thr

val
110

val

15
Val

Gly

Val

Ile

Leu

95

Leu

Asn

Arg

Ile

Met

Leu

80

Leu

60

100

60

100



10

15

20

25

30

35
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tgaggaatag acaatgttag ttagtaazag caacggattt aacgctagcg cagttttggg

tagtggaagt tataatgaza ataaatcttc taaacacatg

<210> 24

<211>100

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucleétido

<400> 24

tgcgectaaaa gaaatgaata gaaccttttc gataatataa gaamaaagtga ttttcatgtt

ggtttactta agccaagtag tacgocgtagt gttattttag

<210> 25

<211>45

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 25

aaattattct tgtatctttg ttataatatg ggaaagtgca accat
<210> 26

<211>100

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucleétido

<400> 26

45

cgttaatcag caggttagcc agccacaaaa agccattgag aaaattattg attttacatg

ggattattat attgctaatc cttggttttt aaaaattgtg

<210> 27

<211>100

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 27

tcatctaccg cgcacgaata aaactgecat ccggetggeg ggtgaacagg acctgttgat

tattcecocgt atcaatggtt aagcceogtca ccacgecoget

<210> 28

56

60

100

60

100

60

100

60

100



10

<211> 1063
<212> ADN

< 213> Citrobacter koseri

<400> 28

atggaaagcc
gacagtttac
accegtctgg
gccagecagt
ctgaccgtga
atcagccaac
gtgtttgetg
atgatcggea
ttttcecggga
ctgecagece
gtcacggegg
atccoctggegy
gagoccegatyg
ttttagttat
aacgggcgtg
tacggctcce
cgtectggge
tctgggetat
<210> 29

<211> 1063
< 212> ADN

ctgcacccca
cgatagtcat
gctttactce
tegteoateac
tggoegatgga
ggctcagtaa
ccgecacgge
tegogttetyg
geggattget
tgtttatgag
cgttaatcegg
gtatcgecag
agttatgagg
ttacegette
ttgctecgaca
gaagtgatgc
gtecagtttet

ggactegect

< 213> Shigella flexneri

<400> 29

gtctgagcce
aagttatatt
cctcgaaagce
caccatgete
cgtgegteoat
acctaaaace
caaactggtg
ctectgggee
gaaaggette
ctttttgcte
cgegetggea
cgggtgtetyg
ttetgetget
gtetgegaat
ccattggcat
acgacgccag
acaagacgcg

ggaagataga

ES 2693 789 T3

cgtccggecaa
ccggtggegt
gtttttttet
gcggcgggea
gtgcetgtacyg
geectgtyggy
cgggataacc
tectgggtge
coecgoogttg
gotteotttte
ggcgtcacge
accgocttga
gggactgoety
gggaaacacce
cgegtecate
ccggttcatt
cagcatcatc

ggteatttta

cattaacgga
ttgcgtttgg
cctgeattat
gcacattatg
goacttoccot
catttggect
gccgetggag
tcggcacggt
aggoggeatt
aacgcaaaca
tgttttccat
tccagtegtt
gteggetgeg
cgoaoegeca
tgcgeoeetge
ccgacgetgg
atcccaacgc

taa

57

aggattcaaa
ccttaacgece
ttacgcagge
ggtcgecgeg
gcgtagtage
caccgatgaa
tgaaaactgg
cattggcgea
aggttttatg
aacgctgtge
tectgegget
ctggcaagga
ccaattattg
ggcgeggege
tggtggtgte
tegggtttge

tactgagcgc

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1063



atggaaagcc
gacagectac
actcgectgyg
gcecagecagt
ctgacegtea
atcgcccgac
gtctttgeceg
atgatcggca
tttteceggea
cteccecggege
gtcacggcgg
atccteogoag
ggtcctgatg
ttttcgectat
cactggaata
tactgegeca
ggtactgggt
cctgggetat
<210> 30

<211>1060
< 212> ADN

ctgttcccceca
cgatagttat
getttactec
ttgtcatcac
tggcgatgga
agctgagcaa
cggcaacggc
tcgegetatg
ctggcttact
tgtttatgag
ctttagcegg
geatagtcetyg
agttatgagg
ttaccactgc
ctactcgaca
gaagtgatge
gcaagcttcet

ggattagoct

gtctgaatcce
cagttatatt
cgttgaaage
aaccatgcte
tgttegecat
acctaaaage
caagctggtg
ctecectggget
gaagggattce
ttttetgetg
tgcgetgget
cggatgectyg
ttectgetget
gtctgcgaat
ccatcggtat
acgatgceceg
ataagacccg

ggaaaatgct

< 213> Raoultella ornithinolytica

<400> 30

ES 2693 789 T3

cgttctgcaa
coggtegeat
gtttttttet
goegeaggea
gttttgtacg
gcgetatggg
cgggataacc
tcectgggtac
ccggeggtag
gecctectttee
ggcgtgacge
acegegetca
cggcctgetg
ggggaatgtg
tgcatcaatt
tegttttgtg
cagcatcate

gtttgtetta

cgttaactga
ttgcatttgg
cctgeatcat
gcteactgtg
geeccttetet
cctttggect
ggcgctggag
ttggtacggt
aagcggeget
agcgtaatca
tgttttectat
ttcagtegtt
gtecggetgeg
cgcccgacaa
tgcgecctge
cctacgetgg
attecegacct

tag

58

aggattcaaa
tatgaatgeg
ttacgetgge
ggtegegget
gcegeageogt
caccgacgaa
tgaaaactgg
tatcggegea
ggggtttatg
aacgctatgce
cccggecagcce
ctggcaggga
tcaattactg
aacgcggagc
tagtggtgte
tggggtttgt

tactgagtge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1063



atggaaaaac
ccgattgtga
ggttttacac
tttgttatta
atggcaatgg
gcactggata
gcagcaaceg
attgcattta
agcggtctge
ctgtttatga
gcactggcag
ggtattgttt
gaacaataac
tetgeoegetg
tectgetggat
ggaaattctg
tctggecattt
tggtattgca
<210> 31
<211>1078
< 212> ADN

cggcaccgge
ttagctatat
cgctggaaag
ccgcaatget
atgttcgteca
aacgtaaaac
caaaactggt
ccagctggat
tggttggttt
gttttetget
gegcactggg
gtggttgtet
gttctgatta
cgtetgegtg
accattggea
agcgatageco
tggaaaaccc

tggaaaatta

< 213> Enterobacter sp.

<400> 31

aagcgaagca
teccggttgea
cctgtttttt
ggcagcaggt
tgttetgtat
cgecactgtgg
toegtgataat
tagetgggtt
tocggeagtt
ggcaagettt
tggtattatt
ggcagcgetg
ttggtattgt
caggtaatge
ttgcaagecat
gtcgtctget
gtagcattat

ccacctttct
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accctgececgg
tttgecectttyg
agctgtatta
agcagectgt
ggtcecgagee
gcatttggee
cgtegttgga
tttggecacce
gaagcagccc
cagcgtaaac
ctgtttageca
attcaggcaa
ggtgggctgt
acgteoegace
ttgtgeactg
gccgaccctyg
tatgccgaca

gtatttttga

aaggtattaa
gtctgaatge
tctatgcegg
gggttgcage
tgegtagecg
tgaccgatga
gcgaaagetyg
tgattggtge
tgagctttat
agagectgag
ttecggeage
gcattcaggg
gtgaattace
cgtegtggte
ctgattgtta
gttggtttta

ctgctgageg

59

agatagcctg
aacccgtctg
tgcaagccag
actgacecgtt
tattcatecgt
agtttttgea
gatgetgggt
atatagecggt
gctgeoctgea
cgttacegea
aattctggca
tatgcecggat
tgtttegtta
cgctgagegt
gcagcgtteco
cegttctggg

cactggccta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1060



atggatatgg
ctggaaggta
tttggtatga
attatctatg
ctgtgggttg
agecctgegta
ggtctgacog
tggagcgaaa
acagttetgg
gcactgggcet
cgtcagatta
agcatteccgg
gecttttate
ttgtgttaat
ggcaaaacgt
cctgetggta
cctggcaggt
gacactgctg
<210> 32

<211> 1112
< 212> ADN

atagcagcgt
ttaaagatag
atgeaaccaa
ccggtgcaag
cagcactgac
geccgtattet
atgaagtttt
attggatgat
gtgecatttag
ttatgctgee
gegeagttac
cagcaattet
agggtgcaag
tttetgttte
ggtgttageqg
gttagetgtyg
tttgcagtge

agcgecatttg

taccgcaacc
cotgeocgatt
actgggtttt
ccagtttgtt
cgttatggea
geageecgcetg
tgcageagca
tggtattgca
cggtgatggt
tgcecotgttt
cgcagcactg
ggcaggcatt
tgatgegeaa
gttatctgee
gtgtttttet
ttocggaaat

tgggtgttag

cgtatggtat
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aaaagcacca
gtteotgaget
acacegetgg
attaccacca
atggatgtte
aaaaatcgta
accgcaaaac
ctgtttaget
ctgctggatg
atgagctttce
ctgggtgecac
tttgcaggtt
tgaggttctg
getgogtatt
ggataccatt
tgcageagat
cttttggaaa

tgtttggaaa

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 32

gcgatcagag
atgtteccggt
aaagcgtgtt
tgectggeage
gtcatgttet
aaaccgcagt
tggttegtga
ggctgagetg
gttatcegge
tgctggeaag
tggcaggegt
gtectggeage
ctgctgggec
cgtgcaggte
ggcattgcaa
agecgtegte
acccgtagca

ctgetggeag

60

cgcaaccttt
tgecatttgec
ttttagetgt
aggtagcgeca
gtatggtecg
gtgggecattt
taatcgtegt
ggttgceggt
agttgaaagt
ctttcagcgt
taccctgttt
actggttcag
tgctggttigg
agagccgtec
gcatttgtge
tgetgecgac
ttattctgce

atgcctaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1078



atgcaaagcc
ggaataaccyg
ttgagttcgg
tatgoeggag
gtttcegect
aaacaccgea
actgatgaag
gaaaactygga
atcggcgoga
tcctttatge
agccttaccg
caggtggeta
cccgagaceg
atgttgtgat
tgegeetggg
tagacagcat
tagtgecataa
gcttttataa
tgacattcaa
<210> 33

<211> 1094
< 212> ADN

aaaccaccga
atagcctacc
taaaacttgg
ccagccaatt
tgaccgtgat
ttgtaaccag
tgtttgecge
tgettggeat
tgtttggtca
tececggeget
ttattgettce
ttttagecgg
ttatagaaaa
cattggtttg
gectgeeagt
cgggatoegec
cccacagaaa
aaccaacagt

attactgatg

ctcececeeteg
gattgttatc
ctttactceg
cgttattace
ggctatggat
gttatctgge
cgcaacaacc
cgegtteace
tgggcegetg
attccteage
actgaccgga
tattggegge
taacgagagt
gtggtgggaa
aaacaagcag
tetatetgtg
ttaattecta
attatcttecg

attttggcat

< 213> Photorhabdus luminescens

<400> 33
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acggcccage
ggttatctac
tgggaagcta
gacctgetea
gtccgecata
aaaaaaacgg
aagctaatga
tettggttgt
gaaaattacc
ttettattgg
goccttgetgg
ggatgeetgy
gataaagagg
cggtecaatta
gocctgeaacg
cgttgttggt
cactaattgg
ccaccttact

aa

cgaccgccac
ccgttgettt
ttttetttte
gegeggggat
tcttgtacgg
cgetgtggge
aagatcaacg
cttgggtage
cggegattga
cctegttcaa
gecgtgetget
cagecactget
agccgaagec
cctgtttegt
agggaaagtc
ggttteccagt
ttttttagtt

gggagecacte

61

ctttattgaa
tgectttggt
ttgecattatt
gtcattgtgg
gccageactyg
ctttggtett
gcgetggagt
tggcacceget
agcatcactc
acgccaatac
gttctctatt
ccaacdccegte
atgaatatgg
tatetgeecge
teeceotgttge
accecggaga
atctgtggat

agttacggtc
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atgcctgttt
ataatagata
aatgccgtea
gceggtgecaa
tctgcectaa
caccgtatca
gatgaagttt
aactggatgg
ggtgcattte
ttcatgttac
tattgtgttg
gttgatatte
aattgcaatg
ttggactatt
aagcacgeca
gtattgcate
gtcaaaaact
caaagcaaat
tatttatgaa
<210> 34
<211>1063
< 212> ADN

ctgatacatc
gtttaceceat
aacttggcett
gecagttegt
caattatggc
aagataagct
ttgccgeege
ttgctattge
ttggtaacgg
cagcactatt
caaccgcact
tggcaggtat
actcttcaga
tgttgggtta
atctgcegge
catttgttet
acttcctace
tatactcgeca

ttag

< 213> Citrobacter youngae

<400> 34

atceccectta
tgttateggt
caacccaatg
catcacagcet
aatggatgtc
aacggagaaa
gactgcaaaa
aatctgttct
ttatttggaa
totcagtttt
aaccggagca
tgteggtggt
acaaaaggaa
gctaactttt
agaaaagctyg
ttactcateg
cteataggtt

acactatttg
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acgagtaaaa
tatatteeeg
gaagccattt
ttactgagtg
cgccatatte
aaaacecgtta
ctcattaaaa
tggctggecet
tcctatcceg
cttcettgett
cttttaggga
tgtategegg
acaccatgat
catttegeta
gaaaaacaag
tatcaggtgt
gtetgaccat

gegecactget

aatcttcettt
tegoctttge
tcttttecatg
cggggacatce
tttatggtec
tctgggettt
accaccggag
ggggcgcagg
ctatagaagc
cttgtagaaa
ttacattttt
cactgttaca
tgatagcaag
tctgecacta
cattatcett
acctgatgtg
ctgtttagte

ttttggacta

62

tactgaagga
ttttggtete
catcatctac
attatggatt
atctttaagg
cggectgaca
ctggagtgaa
taccgecagece
tgccatgatt
acaaaatagt
ctecaatteca
accgcaaaac
attttgctga
cgatttggga
gacagtattg
atgagagaaa
ttttacaaaa

acattcaaaa
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atggatagcc
gatagcctge
acccgtetgg
gcaagccagt
ctgacegtta
attgcacage
gtttttgcag
atgattggta
tttageggta
ctgcctgeac
gttaccgttg
attectgetgg
ggtceggatg
ttttegttat
aaccggtate
caccgcaccyg
tattctgggt
actgggttat
<210> 35

<211> 1063
< 212> ADN

cgattccgca
cgattgtgat
gttttacacce
ttgttattac
tggcaatgga
gtctgagcaa
cagcaaccge
ttgcactgtg
geggtetget
tgtttatgag
cectgacegg
gtattgtttg
agctatgagg
ctgecgetge
ctgetggata
gaagttatge
gccagettet

ggtctggeat

< 213> Citrobacter freundii

<400> 35

gagcggtage
tagctatatt
ggttgaaage
caccatgctg
tgttegteat
accgaaaagc
aaaactggtt
tagctgggea
gaaagattat
ctttctgcectg
tgcactggca
tggttgtctg
ttetgetget
gtetgggtge
caattggecat
atgatgcacyg
ataaaacccyg

ggaaaatgct
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cgtagcgcaa
ceggttgeat
gtttttetga
gcagcaggta
gttetgtatg
gcactgtggg
cgtgataate
agctgggttt
caeggeagttg
gcgagettte
ggegttatte
accgcactge
gggtetgetg
aggtaatgtt
tgcaagcatt
togttttgtt
tagcattatt

ggtaggtetyg

ccctgaccga
ttgeooctttgg
gctgtattat
gcagectgtg
gtecogagect
catttggect
gtegttggag
ttggcacege
aagcagcact
agcgtaaaca
tgtttagecat
tgcagagcett
gttggttgtg
cgtooggeac
tgtgcactge
cogaccectygg
atcccgaccce

taa

63

aggttttaaa
teoctgaatgea
ctatgecaggt
ggttgcagca
goegtageogt
gaccgatgaa
cgaaaattgyg
aattggtgca
gggetttatg
ggcactgtgt
teccggeagea
ttggcagggt
tgaattattg
gtegtggtge
tggtagttag
tgggttttgt

tgctgagege
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atggaaagtc
gatagecctge
accegtetgg
gcaagccagt
ctgacegtta
attgcacage
gtttttgcag
atgattggta
tttageggta
ctgectgeac
gttacecgeag
attctggeag
ggtccggatg
ttttcgttat
aaccggtatt
caccgcaccg
tatcctgagt

actgggttat

cggttccgea
cgattgtgat
gttttacacc
ttgttattac
tggcaatgga
gtctgagecaa
cagcaaccgc
ttgcactgtyg
geggtetget
tgtttatgag
ccctggcagg
gtattgtttg
agctatgaag
ctgccecgetge
ctgctggata
gaagttatgc
gcecagettet

ggtotggeat

gagcgaaagc
tagctatatt
ggttgaaagce
caccatgcetg
tgttegtecat
accgaaaagc
aaaactggtt
tagetgggea
gaaagattat
ctttetgetg
cgcactgget
tggttgtetyg
ttetgetget
gtctgggtgt
ccattggtat
atgatgcacyg
ataaaacceg

ggaaaatgct
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agcagcgcaa
coggttgeat
gtgtttttta
geagcaggta
gttctgtatg
gcactgtggg
cgtgataatc
agetgggttt
ceggeagttg
gegagettte
ggtgttatge
accgcactga
gggtctgetg
tggtaatgtt
taccagcatt
tcgttttgtt
tagcattatt

ggttgttcetg

ccctgaccga
ttgectttgg
gctgeattat
gcagectgtg
gtecgagect
catttggect
gtecgttggag
ttggeacegt
aagcageact
agcgtaaaca
tgtttageat
ttecagagett
gttggttgtg
cgtccgacca
tgtgcactgc
ccgacecctgg
atcccogacee

taa

64

aggttttaaa
tctgaatgea
ctatgeeggt
ggttgcageca
gegtageegt
gaccgatgaa
cgaaaattgg
tetgggtgea
gggetttatyg
ggcactgtgt
tceggeagea
ttggeagggt
tgaattattyg
aacgtggtge
tggtagttag
tgggttttgt

tgctgagege
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante genéticamente modificado para presentar una produccion fermentativa
mejorada de metionina y/o sus derivados en comparacion con la producciéon endoégena de los correspondientes
microorganismos de tipo salvaje, en donde en dicho microorganismo recombinante, la expresién de metH de E. coli,
y la expresién de los genes fldA y for de E. coli se potencian y los genes ygaZH de E. coli o sus genes homadlogos se
hiperexpresan, en donde dicho microorganismo recombinante es Escherichia coli y en donde la expresion
potenciada y la hiperexpresién, respectivamente, se logran

- aumentando el nimero de copias del gen en el microorganismo,

- usando un promotor que produce un alto nivel de expresion del gen,

- atenuando la actividad o la expresion de un represor de transcripcién, especifico o no especifico del gen, o

- utilizando elementos que estabilizan el correspondiente ARN mensajero o elementos que estabilizan la proteina.

2. El microorganismo recombinante seglin la reivindicacion 1, en donde dichos genes metH, fldA y for se
hiperexpresan a nivel cromosémico.

3. El microorganismo recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dichos genes
homologos ygaZH se seleccionan del grupo que consiste en genes homélogos de la especie Citrobacter, especie
Shigella, especie Raoultella, especie Enterobacter, especie Yersiniay especie Photorhabdus.

4. El microorganismo recombinante segln la reivindicacién 3, en donde los genes homélogos de ygaZH se originan
de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica,
Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii.

5. El microorganismo recombinante segun las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho ygaZH o genes homélogos se
expresan bajo el control de un promotor inducible.

6. El microorganismo recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la expresién de por
lo menos uno de los siguientes genes también aumenta: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM, cysJ,
cysl, cysH, gevT, gecvH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cysk, metF, metA, alelo de metA * que codifica una enzima con
sensibilidad de retroalimentacion reducida a S-adenosilmetionina y/o metionina, thrA o un alelo de thrA * que codifica
una enzima con inhibicion de retroalimentacion reducida a treonina.

7. El microorganismo recombinante segun la reivindicaciéon 6, en donde por lo menos uno de dichos genes esta bajo
el control de un promotor inducible.

8. El microorganismo recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la expresién de por
lo menos uno de los siguientes genes también se atenda: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL, yncA, metE, dgsA, metN,
metl, metQ o udhA.

9. El microorganismo recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde:
a. dichos genes metH, y fldA y for se hiperexpresan,

b. dichos genes ygaZ y ygaH o los genes brnF 'y brnE o sus genes homélogos que se originan de Citrobacter koseri,
Shigella jlexneri, Raoultella ornithinolytica , Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica , Photorhabdus luminescens,
Citrobacter youngae o Citrobacter freundii se hiperexpresan,

c. la expresion de los genes metA *, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE, thrA *, ptsGy pyc
se potencia; y

d. la expresién de los genes metJ, pykA, pykF, purU, dgsA, metEy yncA se atenua.
10. Un método para la produccién fermentativa de metionina y/o sus derivados, que comprende las etapas de:

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

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