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DESCRIPCION
Un microorganismo para la produccion de metionina con mayor eflujo de metionina
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un microorganismo recombinante Util para la produccién de L-metionina y/o sus
derivados y procedimientos para la preparacién de L-metionina. El microorganismo de la invencion se modifica en
una forma que aumenta el rendimiento de metionina/fuente de carbono combinando la atenuacién del sistema de
captacién de L-metionina con la sobreexpresion de un sistema de exportacidn especifico. En particular, se elimina el
operén metNIQ y los genes y ygaH o sus genes homdlogos son sobreexpresados en el microorganismo
recombinante.

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 aminodacido esencial, que no puede ser
sintetizada por animales, tiene una funciéon importante en muchas funciones corporales. La mayor parte de la
metionina producida industrialmente se usa ampliamente como un pienso animal y aditivo alimentario.

Con la disminucion del uso de proteinas derivadas de animales como resultado de la BSE y la gripe aviar, ha
aumentado la demanda de metionina pura. Normalmente, la D,L-metionina se produce quimicamente a partir de
acroleina, metilmercaptano y cianuro de hidrégeno. Sin embargo, la mezcla racémica no funciona tan bien como la
L-metionina pura (Saunderson, 1985). Ademas, aunque la L-metionina pura se puede producir a partir de la
metionina racémica, por ejemplo, por el tratamiento con acilasa de la N-acetil-D,L-metionina, esto aumenta
notablemente los costes de produccion. Por consiguiente, la mayor demanda de L-metionina pura junto con la
preocupacion medioambiental, hacen de la produccién microbiana de metionina una perspectiva atractiva.

Otros aminoacidos importantes, tales como la lisina, treonina y triptéfano se producen por fermentacién para usar en
pienso animal. Por lo tanto, estos aminoacidos se pueden hacer usando glucosa y otros recursos renovables como
materiales de partida. La produccion industrial de L-metionina por fermentacion todavia no ha tenido éxito, pero esta
en marcha el desarrollo de la tecnologia.

Se han descrito previamente numerosos enfoques para la optimizacion de la produccién de L-metionina en
microorganismos (véase, por ejemplo, las patentes o solicitudes de patentes US 7.790.424, US 7.611.873, WO
2002/10209, WO 2005/059093 y WO 2006/008097); sin embargo, la produccion industrial de L-metionina a partir de
microorganismos requiere mejoras adicionales.

Cuando la L-metionina se sintetiza en un determinado nivel o superior, inhibe su propia produccién posterior por un
bucle de retroalimentacion y altera la fisiologia de la célula. Por lo tanto, una de estas mejoras es reducir la
acumulacion de L-metionina en el microorganismo para asegurar una produccion eficaz reduciendo la capacidad de
importacién de L-metionina del microorganismo mientras que se potencia el eflujo de L-metionina al mismo tiempo
en un sobreproductor de L-metionina recombinante.

Los estudios bioquimicos y cinéticos previos demostraban que la captacién de metionina en Escherichia coli implica
al menos dos transportadores especificos, los sistemas de transporte MetD de alta afinidad y MetP de baja afinidad
(Jones y George, 1999; Kadner, 1974). Ambos son regulados por el tamafo de la acumulaciéon de metionina interna,
y para MetD se ha inferido represiéon mediada por MetJ (Kadner, 1975; Kadner y Winkler, 1975). El sistema de
captacién de metionina MetD se caracterizé como un transportador ABC. En 2002, Merlin et al, describieron que los
genes abc, yaeC, y yaeE comprenden metD, el locus que codifica un sistema de captacion de metionina.
Propusieron renombrar abc, yaeE y yaeC como metN, metly metQ, respectivamente.

La exportacion de metionina es mediada, en Escherichia coli por el complejo YgaZH y en Corynebacterium
glutamicum por el complejo homélogo BrnFE (Trdtschel et al, 2005). YgaZ es un miembro de la familia de
exportadores de aminoacidos de cadena ramificada (LIV-E) responsable de la exportacién de L-valina y L-metionina.
YgaZ forma un complejo con YgaH, una proteina de membrana interna prevista, para exportar aminodcidos en
condiciones en las que sus niveles serian toxicos para la célula.

Las solicitudes de patentes WO 2002/097096 y WO 2005/085463 se refieren a la reduccion de la captacion de L-
metionina en Coynebacterium atenuando el sistema de captacién de metionina MetD2, en especial eliminando uno o
mas de los genes yaeC, abc y yaeE. En Corynebacterium, la atenuacion del sistema de captacion de metionina
MetD2 conduce a una produccién mejorada de metionina. El sistema de captacion de metionina MetD homélogo,
codificado por los genes metN, metl y metQ, también se ha caracterizado en Escherichia coli (Jones y George, 1999;
Kadner 1974, Merlin et al., 2002). La solicitud de patente WO 2008/127240 describe que en Escherichia coli como
en Corynebacterium la produccion de metionina aumenta cuando se atenua el sistema de captacion de metionina
MetD.
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Las solicitudes de patente EP 1239041 y WO 2008/082211 describen la sobreexpresién de un exportador de
aminoacidos de cadena ramificada (YgaZH) responsable de la exportacién de L-valina y L-metionina en Escherichia
coli. Esta sobreexpresion conduce a una produccién mejorada de metionina en E. coli.

Trotschel et al. sobreexpresaron en Corynebacterium glutamicum los genes brnF'y brnE que codifican el exportador
de metionina BrnFE y al mismo tiempo eliminaron el sistema metD (Trotschel et al., 2005). No obstante, no se ha
publicado ninguna prueba de estas modificaciones en la produccidon de metionina ni en Corynebacterium glutamicum
ni en Escherichia coli.

A diferencia de la técnica anterior en C. glutamicum y E. coli, los autores de la invencion han mostrado que la
eliminacion de solo metD en E. coli (lograda por la eliminacién de uno de los genes del operén metNIQ o por
eliminacion del operdn entero, eliminacion de cualquier gen individual de este operdn que conduzca a la anulacién
de la captacion de metionina de alta afinidad) es suficiente para mejorar los rendimientos de produccién de
metionina. Esta modificacion debe combinarse con la sobreexpresion de un sistema de exportaciéon de L-metionina.

Por lo tanto, esta es la primera vez que se muestra que la combinacion de la eliminacion del sistema de captacién de
L-metionina con la sobreexpresion de un exportador de L-metionina, es beneficiosa para la produccién de metionina.

Resumen de la invencién

La invencién se refiere a una cepa de Escherichia coli recombinante y a un método para la produccién de metionina
y/o sus derivados, en donde la importacion de metionina se atenta y el eflujo de metionina se potencia. En el
microorganismo recombinante, es decir E. coli, se atenda la importacién de metionina mediante la atenuacion de la
expresion o la eliminacion de al menos un gen seleccionado entre metN, metl o metQ mientras que se potencia el
eflujo de metionina por la sobreexpresion de los genes ygaZH.

La E. colirecombinante también puede comprender otras modificaciones genéticas tales como:

una mayor expresion de al menos uno de los siguientes genes: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM,
cysd, cysl, cysH, gevT, gevH, gevP, Ipd, serA, serB, serC, cysk, metF, metH, fldA, for, metA, alelo de metA.* que
codifica una enzima con menor sensibilidad de retroalimentacion para la S-adenosilmetionina y/o metionina, thrA, o
un alelo de thrA* que codifica una enzima con menor inhibicion de retroalimentacién para la treonina y/o

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

En una realizacién particular, la presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante en donde: a) se
eliminan los genes metN, metl y metQ mientras que los genes ygaZ e ygaH procedentes de Citrobacter koseri,
Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica,

Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii son sobreexpresados, y b) se potencia la
expresion de los genes metA *, metH, cysPUWAM, cys.JIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE, thrA* y pyc; y c)
se atenua la expresion de los genes metJ, pykA, pykF, purU, ybdL, yncA, dgsA, metE 'y udhA.

Descripcion detallada de la invencion

Antes de describir la presente invencion con detalle, debe entenderse que esta invencion no esta limitada a métodos
ilustrados en particular, y por supuesto puede variar. También deben entenderse que la terminologia usada en la
presente memoria es solo para el fin de describir realizaciones particulares de la invencién, y no se pretende que
sea limitante, la cual estara limitada solo por las reivindicaciones adjuntas.

Ademas, la practica de la presente invenciéon usa, salvo que se indique otra cosa, técnicas de microbiologia y
biologia molecular convencionales dentro de la técnica. Dichas técnicas son bien conocidas para el experto, y se
explican con detalle en la bibliografia.

Debe indicarse que como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un", "una" y "el", "la" incluyen la referencia plural, salvo que el contexto indique claramente otra cosa. 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 o mas genes enddgenos, etc. Salvo que se defina de otra
forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen los mismos significados que
entiende normalmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién. Aunque se puede usar cualquier
material y método similar o equivalente a los descritos en la presente memoria para la practica o ensayo de la

presente invencion, ahora se describen los materiales y métodos preferidos.

En las siguientes reivindicaciones y en la descripcion de la invenciéon a continuacion, excepto donde el contexto
requiere otra cosa debido al lenguaje expreso o implicacion necesaria, la palabra "comprenden”, "contienen",
"implican" o "incluyen" o variaciones tales "comprende”, "que comprende”, "que contiene", "implicado", "incluye",
"que incluye", se usan en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las caracteristicas
expuestas pero no para excluir la presencia o adicion de caracteristicas adicionales en diferentes realizaciones de la
invencion.
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El término "metionina" y "L-metionina" designan el aminoacido esencial que contiene azufre con férmula quimica
HO>CCH(NH2)CH>CH>SCH3 y nimero CAS 59-51-8 o0 63-68-3 para el isémero L especifico.

"Derivados de metionina" se refiere a moléculas analogas a la metionina que presentan la misma cadena principal
quimica pero difieren de la metionina en al menos un grupo quimico. En esta invencién, los derivados de metionina
preferidos son la N-acetil-metionina (NAM), S-adenosil-metionina (SAM) e hidroximetionina (o analogo hidroxi de la
metionina o MHA).

El término "microorganismo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una bacteria, levadura u hongo que
no estd modificado artificialmente. Preferiblemente, el microorganismo se selecciona entre Enterobacteriaceae,
Bacillaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae. Mas preferiblemente, el microorganismo es una especie de
Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Salmonella o Corynebacterium. Incluso mas preferiblemente, el microorganismo de
la invencién es cualquiera de la especie Escherichia coli o Corynebacterium glutamicum.

La expresion "microorganismo recombinante” o "microorganismo genéticamente modificado", como se usa en la
presente memoria, se refiere a una bacteria, levadura u hongo que no se encuentra en la naturaleza y es
genéticamente diferente de su equivalente encontrado en la naturaleza. Significa que esta modificado por
introduccion o por eliminaciéon o por modificacion de elementos genéticos. También se puede transformar forzando el
desarrollo y evolucién de nuevas rutas metabdlicas combinando la mutagénesis dirigida y la evolucion bajo presion
de seleccion especifica (véase, por ejemplo, los documento WO 2004/076659 o WO 2007/011939).

Un microorganismo se puede modificar para expresar genes ex0genos si esos 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 rutinaria para los expertos en la
técnica.

Un microorganismo se pude modificar para modular el nivel de expresién de un gen endégeno.

La expresion "gen enddgeno" significa que el gen estaba presente en el microorganismo antes de cualquier
modificacién genética. Los genes enddgenos se pueden sobreexpresar introduciendo secuencias heterdlogas
ademas de, o en lugar de elementos reguladores enddgenos, o introduciendo una 0 mas copias complementarias
del gen en el cromosoma o un plasmido. Los genes enddgenos también se pueden modificar para modular su
expresion y/o actividad. Por ejemplo, se pueden introducir mutaciones en la secuencia codificante para modificar el
producto génico o se pueden introducir secuencias heterélogas ademas de o en lugar de elementos reguladores
enddgenos. La modulacion de un gen endégeno pueda dar como resultado la regulacién por aumento y/o la
potenciacion de la actividad del producto génico, o alternativamente regulacién por disminucion y/o menor actividad
del producto génico enddgeno.

Otra forma de modular su expresiéon es intercambiar el promotor enddégeno de un gen (p. ej., promotor de tipo
natural) con un promotor mas fuerte 0 mas débil para regular por aumento o disminucion la expresion del gen
enddgeno. Estos promotores pueden ser homologos o heterdlogos. Esta en la experiencia del experto en la técnica
seleccionar promotores adecuados.

A la inversa, "gen exdgeno" significa que el gen se introdujo en un microorganismo, por medios bien conocidos para
el experto en la técnica, en donde este gen no se encuentra de forma natural en el microorganismo. Los genes
exdgenos se pueden integrar en el cromosoma del hospedante, o pueden ser expresados de forma
extracromosomica por plasmidos o vectores. Se conocen bien en la técnica una variedad de plasmidos que difieren
con respecto a su origen de replicacion y su nimero de copias en la célula. Estos genes pueden ser homologos.

En el contexto de la invencion, la expresion "gen homdlogo" no esta limitada a designar genes que tienen un
antecedente genético comun tedrico, sino que incluyen genes que pueden no estar relacionados genéticamente que,
no obstante, han evolucionado para codificar proteina que realiza funciones similares y/o tiene estructura similar. Por
lo tanto, la expresion "homologo funcional” para los fines de la presente invencion se refiere al hecho de que una
determinada actividad enzimatica la puede proporcionar no solo una proteina especifica de secuencia de
aminodcidos definida, sino también proteinas de secuencia similar de otros microorganismos (no) relacionados.

Usando las referencias dadas 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 rutinario se hace ventajosamente usando secuencias consenso que se pueden determinar llevando a cabo
alineamientos de secuencias con genes derivados de otros microorganismos y disefiando sondas degeneradas para
clonar el gen correspondiente en otro organismo. Estos métodos rutinarios de biologia molecular son bien conocidos
en la técnica.

La expresion "produccion de metionina mejorada”, "mejor produccion de metionina" y sus equivalentes gramaticales,
como se usan en la presente memoria, se refieren a un mayor rendimiento de metionina/fuente de carbono (relacién
de gramos/mol de metionina producida por gramos/mol de fuente de carbono consumida, que se puede expresar en
porcentaje). Los métodos para determinar la cantidad de la fuente de carbono consumida y de metionina producida,
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son bien conocidos para los expertos en la técnica. El rendimiento es mayor en el microorganismo recombinante en
comparacioén con el correspondiente microorganismo no modificado.

Las expresiones "microorganismo optimizado para la produccién fermentativa de metionina" se refiere a
microorganismos convertidos y/o modificados genéticamente para presentar una mejor produccién de metionina en
comparacién con la produccién enddgena de los correspondientes microorganismos de tipo natural. Dichos
microorganismos "optimizados" para la produccion de metionina son bien conocidos en la técnica, y se han descrito
en particular en las solicitudes de patente WO 2005/111202, WO 2007/077041, WO 2009/043803 y WO
2012/098042.

De acuerdo con la invencién, las expresiones "produccion fermentativa”, "cultivo" o "fermentacion" se usan 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 esta usando y que contiene al menos una fuente de carbono
simple, y si es necesario cosustratos.

Un "medio de cultivo adecuado" indica un medio (p. ej., un medio liquido estéril) que comprende nutrientes
esenciales o beneficiosos para el mantenimiento y/o crecimiento de la célula, tales como fuentes de carbono o
sustratos de carbono, fuentes de nitrégeno, 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, fosfato de monopotasio o fosfato de dipotasio; oligoelementos (p. ej., sales de metales), por
ejemplo, sales de magnesio, sales de cobalto y/o sales de manganeso; asi como factores de crecimiento tales como
aminoacidos y vitaminas.

La expresion "fuente de carbono" o "sustrato de carbono o "fuente de carbono" de acuerdo con la presente
invencion, indica cualquier fuente de carbono que puede usar el experto en la técnica para mantener el crecimiento
normal de un microorganismo, que incluye monosacaridos (tales como glucosa, galactosa, xilosa, fructosa o
lactosa), oligosacaridos, disacaridos (tales como sacarosa, celobiosa o maltosa), melazas, almidén o sus derivados,
hemicelulosas y combinaciones de los mismos. Una fuente de carbono simple especialmente preferida es la
glucosa. Otra fuente de carbono simple preferida es la sacarosa. La fuente de carbono se puede obtener de materia
prima renovable. La materia prima renovable se define como materia prima necesaria para determinados
procedimientos industriales, que se puede regenerar con un breve retraso y en suficiente cantidad para permitir su
transformaciéon en el producto deseado. La biomasa vegetal tratada o no, es una fuente de carbono renovable
interesante.

La expresién "fuente de azufre" de acuerdo con la invencién se refiere a sulfato, tiosulfato, sulfuro de hidrégeno,
ditinoato, ditionito, sulfito, metilmercaptano, sulfuro de dimetilo y otros sulfuros terminados en metilo, o una
combinacion de las diferentes fuentes. Mas preferiblemente, la fuente de azufre en el medio de cultivo es sulfato o
tiosulfato o una mezcla de los mismos.

Las expresiones "fuente de nitr6geno” corresponden a una sal de amonio 0 amoniaco gaseoso. La fuente de
nitrégeno se suministra en forma de amonio o0 amoniaco.

Las expresiones "atenuacién" o "expresién atenuada" significa en este contexto que la expresion de un gen o la
produccion de una enzima disminuye o se suprime en comparacion con el microorganismo no modificado,
conduciendo a una disminucion en la concentracion 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 concentracion de proteina en la célula que incluyen, por
ejemplo, el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) y reaccién 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.

La disminuciéon o supresién de la produccién de una enzima se obtiene por la atenuacion de la expresién del gen
que codifica dicha enzima.

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

- Mutacién de la region codificante o la regiéon promotora, o

- Eliminacién de toda o una parte de la region promotora necesaria para la expresion génica, o

- Eliminacién de toda o una parte de la region codificante del gen por recombinacion homéloga, o
- Insercién de un elemento externo en la region codificante o en una region promotora, o

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

El experto en la técnica conoce una variedad de promotores que presentan diferentes fuerzas y qué promotor usar
para una expresion genética débil o inducible.
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El término "actividad" de una enzima se usa de forma intercambiable con el término "funcién" e indica, en el contexto
de la invencion, la reaccién que es catalizada por la enzima. El experto en la técnica sabe cémo medir la actividad
enzimatica de dicha enzima.

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

Las expresiones "actividad potenciada" o "mayor actividad" de una enzima indican bien una actividad catalitica
especifica mayor de la enzima, y/o una menor cantidad/capacidad de la enzima en la célula, obtenida por ejemplo
por sobreexpresion del gen que codifica la enzima.

Las expresiones "mayor expresion”, "expresion potenciada" o "sobreexpresion" y sus equivalentes gramaticales, se
usan de forma intercambiable en el texto y tienen un significado similar. Estas expresiones significan que la
expresion de un gen o la produccién de una enzima aumenta en comparacién con el microorganismo no modificado,
conduciendo a un aumento en la concentracion intracelular de un &cido ribonucleico, una proteina o una enzima en
comparacion con el microorganismo no modificado. El experto en la técnica conoce diferentes medios y métodos
para medir la concentracion de acido ribonucleico o concentracion de proteina en la célula que incluyen el uso de la
reaccion 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 acido ribonucleico, y el uso de anticuerpo especifico para
determinar la concentracion de proteina especifica.

La mayor produccién de una enzima se obtiene aumentando la expresion del gen que codifica dicha enzima.
Para aumentar la expresion de un gen, el experto en la técnica conoce diferentes técnicas tales como:

- Aumentar el nimero de copias del gen en el microorganismo. El gen es codificado de forma cromosdmica o
extracromosémica. Cuando el gen esta situado en el cromosoma, se pueden introducir varias copias en el
cromosoma mediante métodos de recombinacién, conocidos por el experto en el campo (que incluyen el reemplazo
génico). Cuando el gen esta situado extracromosdmicamente, se puede llevar a cabo mediante diferentes 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: plasmidos de bajo nimero de copias con replicacion ajustada
(pSC101, RK2), plasmidos de bajo nimero de copias (pACYC, pRSF1010) o plasmidos de alto nimero de copias
(pSK bluescript II).

- Usando un promotor que conduce a un alto nivel de expresién del gen. El experto en la técnica sabe qué
promotores son los mas convenientes, por ejemplo, los promotores Ptrc, Ptac, Plac, o el promotor lambda c/ se usan
ampliamente. Estos promotores pueden ser "inducibles" por un compuesto particular o por condiciones externas
especificas tales como la temperatura o luz. Estos promotores pueden ser homdlogos o heterélogos.

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

- Usando elementos que estabilizan el correspondiente ARN mensajero (Carrier y Keasling, 1999) o elementos que
estabilizan la proteina (p. ej., marcadores GST, GE Healthcare).

Los términos "que codifica" o "codificante" se refieren al procedimiento por el cual un polinucleétidos, a través de
mecanismos de transcripcion y traduccion, produce una secuencia de aminodacidos. El(los) gen(es) que codifican
la(s) enzima(s) pueden ser exdgenos o enddgenos.

Las expresiones "sensibilidad por retroalimentacion” o "inhibicién por retroalimentacion” se refieren a un control del
mecanismo celular en el que una o varias enzimas que catalizan la produccién de una sustancia particular en la
célula son inhibidas o son menos activas cuando la sustancia se ha acumulado en un cierto nivel. Por lo tanto, las
expresiones "sensibilidad por retroalimentacién reducida" o "inhibicién por retroalimentacion reducida” significa que
la actividad de dicho mecanismo es menor o esta suprimida 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 WO 2005/111202 o en la patente US 7.611.873.

En un primer aspecto de la invencion, una cepa de Escherichia coli recombinante se optimiza para la produccion
fermentativa de metionina y/o sus derivados, atenuando la captacion de metionina y potenciando el eflujo de
metionina en dicho microorganismo..

Como se ha descrito antes, la importacion de metionina es mediada por el sistema de captacién de metionina MetD
codificado por los genes metN, metl y metQ, anteriormente llamados abc, yaeE y yaeC respectivamente. Estos
genes se han identificado en varios microorganismos incluidos E. coli y C. glutamicum. MetNIQ pertenece a la
famosa familia de transportadores ABC.
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En una realizaciéon de la invencion, se atenda la expresion de al menos un gen seleccionado entre metN, metl y
metQ en el microorganismo recombinante. El experto en la técnica conoce diferentes medios para atenuar la
expresion génica tales como clonacién del gen para ser atenuado bajo control de un promotor inducible o débil,
eliminacion de toda o parte de la regién promotora o regién codificante del gen que se va a atenuar. Preferiblemente,
se elimina al menos uno de los genes metN, metl y metQ. Méas preferiblemente, se eliminan los tres genes metN,
metly metQ en el microorganismo recombinante de la invencion.

En los microorganismos productores de aminoacidos, la metionina es excretada por un transportador de eflujo
especifico. En especial, en E. coli, este transportador se llama YgaZH y es codificado por los genes ygaZ e ygaH
mientras que en C. glutamicum, se llama BrnFE y es codificado por los genes brnF y brnE. Se han identificado
homologos funcionales de este sistema de eflujo de metionina en varios otros microorganismos. Alternativamente, el
microorganismo recombinante de la invencion puede sobreexpresar homélogos funcionales de los sistemas YgaZH
o BrnFE. Las proteinas homologas de YgaZ y YgaH se presentan respectivamente en la tabla 1 y tabla 2.

Tabla 1:_Proteinas homdlogas de YgaZ

Numero de acceso

Nombre

Organismo

YP_001455539.1
NC_009792.1.

ABV15103.1

proteina hipotética CKO_04031 [Citrobacter koseri
ATCC BAA-895]

Citrobacter koseri

WP_005122932.1
EIQ78635.1

proteina de membrana [Shigella flexneri]

Shigella flexneri

YP_007877063.1
AGJ89511.1
WP_015585890.1

proteina  hipotética
ornithinolytica B6]

RORB6_24155 [Raoultella

Raoultella ornithinolytica

YP_008107733.1
AGN85393.1
WP_020454909.1

proteina de membrana [Enterobacter sp. R4-368]

Enterobacter sp.

WP_004959353.1
EFE95945.1

proteina de membrana [Serratia odorifera]

Serratia odorifera

YP_003884334.1
ADM99777 .1

transportador de aminoacidos [Dickeya dadantii 3937]
Erwinia chrysanthemi (strain 3937)

Dickeya dadantii

YP_006647984.1

transportador de aminoacidos [Pectobacterium

Pectobacterium carotovorum

AFR04731.1 carotovorum subsp. carotovorum PCC21 ] subsp. Carotovorum
YP_001007412.1 transportador de aminoacidos putativo [Yersinia | Yersinia enterocolitica
CAL13268.1 enterocolitica subsp. enterocolitica 8081] subsp. Enterocolitica
NP_928590.1 CAE13573.1 | proteina  hipotética plu 1279  [Photorhabdus | Photorhabdus Iluminescens

luminescens subsp. laumondii TTO1]

subsp. Laumondii

WP_004847360.1
EHM42581 .1

proteina de membrana [Hafnia alvei]

Hafnia alvei

WP_016157304.1
EOQ28426.1

proteina de membrana interna YgaZ [Citrobacter sp.
KTE32]

Citrobacter sp. KTE32

WP_006687199.1
EFE06904.1

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

Citrobacter youngae

YP_005198838.1
AEX50698.1

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

Rahnella aquatilis

WP_009111644.1
EHD20336.1.

proteina de membrana [Brenneria sp. EniD312]

Brenneria sp.

YP_003469114.1
CBJ82350.1

transportador de aminoacidos [Xenorhabdus bovienii
SS-2004]

Xenorhabdus bovienii
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Numero de acceso Nombre Organismo
WP_000841919.1 proteina de membrana [Shigella flexneri] Shigella flexneri
WP_000445647.1 proteina de membrana [Shigella dysenteriae] Shigella dysenteriae
WP_000445645.1 proteina de membrana [Shigella flexneri] Shigella flexneri
EFP71467.1 proteina de la familia azIC [Shigella dysenteriae 1617] | Shigella dysenteriae
WP_005063865.1 proteina de membrana [Shigella flexneri] 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)c;t]eina hipotética SF2709 [Shigella flexneri 2a str. | Shigella flexneri
YP_409184.1. proteina hipotética SBO_2835 [Shigella boydii Sb227] | Shigella boydii
NC_007613.1. ABB67356
WP_005119769.1 permeasa de aminoacidos de cadena ramificada | Shigella flexneri

[Shigella flexneri]

WP_003825971.1

proteina de membrana [Citrobacter sp. 30_2]

Citrobacter sp.

WP_016154156.1

proteina de membrana interna YgaZ [Citrobacter sp.
KTE151]

Citrobacter sp.

WP_003839672.1

proteina hipotética [Citrobacter freundii]

Citrobacter freundii

WP_016150871.1

proteina de membrana interna YgaZ [Citrobacter sp.
KTE30]

Citrobacter sp.

WP_019077531.1

proteina de membrana [Citrobacter freundii]

Citrobacter freundii

WP_003037292.1

proteina de membrana [Citrobacter sp. L17]

Citrobacter sp.

WP_009652545.1

proteina de membrana [Klebsiella sp. OBRC7]

Klebsiella sp.

WP_004853460.1

proteina de membrana [Klebsiella oxytoca]

Klebsiella oxytoca

YP_005016079.1

proteina de la familia AzIC [Klebsiella oxytoca KCTC
1686]

Klebsiella oxytoca

WP_004866792.1

proteina de membrana [Klebsiella oxytoca]

Klebsiella oxytoca

WP_017459327 .1

proteina de membrana [Enterobacter cloacae]

Enterobacter cloacae

WP_004205700.1

proteina de la familia azIC [Klebsiella pneumoniae]

Klebsiella pneumoniae

CDA02044.1

proteina de
CAG:634]

la familia AzIC [Klebsiella variicola

Klebsiella variicola

WP_004123979.1

proteina de membrana [Klebsiella oxytoca]

Klebsiella oxytoca

WP_004132932.1

proteina de la familia azIC [Klebsiella oxytoca]

Klebsiella oxytoca

WP_017900616.1

proteina de membrana [Klebsiella pneumoniae]

Klebsiella pneumoniae

YP_002236980.1

proteina de la familia AzIC [Klebsiella pneumoniae
342]

Klebsiella pneumoniae
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

YP_005228384.1

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

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

YP_001336647.1

proteina transportadora de aminoacidos putativa
[Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH
78578]

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

WP_016947585.1 proteina de membrana [Klebsiella pneumoniae] Klebsiella pneumoniae
YP_005956056.1 proteina transportadora de aminoacidos putativa | Klebsiella pneumoniae
[Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae KCTC
2242)
WP_020803754.1 proteina de membrana interna YgaZ [Klebsiella | Klebsiella pneumoniae
pneumoniae]
WP_016161678.1 proteina de membrana interna YgaZ [Klebsiella sp. | Klebsiella sp.
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 oxytoca]

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

WP_005119769.1

permeasa de aminoacidos de cadena ramificada
[Shigella flexneri]

Shigella flexneri

YP_069400.1

subunidad larga del exportados de aminoécidos de
cadena ramificada de la familia LIV-E [Yersinia
pseudotuberculosis IP 32953]

Yersinia pseudotuberculosis

WP_017893772.1

proteina de membrana [Serratia sp. S4]

Serratia sp.

YP_001479963.1

proteina de la familia AzIC [Serratia proteamaculans
568]

Serratia proteamaculans

WP_005189088.1

proteina de membrana [Yersinia intermedia]

Yersinia intermedia

YP_004297214.1

transportador de amino&cidos putativo
enterocolitica subsp. palearctica 105.5R(r)]

[Yersinia

Yersinia enterocolitica
subsp. Palearctica

WP_019081387.1

proteina de membrana [Yersinia enterocolitica]

Yersinia enterocolitica

WP_004392936.1

proteina de membrana [Yersinia kristensenii]

Yersinia kristensenii

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

YP_003042011.1

proteina  hipotética  conservada

asymbiotica]

[Photorhabdus

Photorhabdus asymbiotica

WP_016941678.1

proteina de membrana [Dickeya zeae]

Dickeya zeae

WP_005274999.1

proteina de membrana [Yersinia bercovieri]

Yersinia bercovieri
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

CAC44347 1

proteina YgaZ [Erwinia chrysanthemi]

Erwinia chrysanthemi

WP_004704053.1

proteina de membrana [Yersinia aldovae]

Yersinia aldovae

YP_003003219.1

proteina de la familia AzIC [Dickeya zeae Ech1591]

Dickeya zeae

WP_004707388.1

proteina de membrana [Yersinia frederiksenii]

Yersinia frederiksenii

WP_008812528.1

proteina de membrana [Enterobacteriaceae bacterium
9 2 54FAA]

Enterobacteriaceae
bacterium

YP_008231812.1

proteina de membrana [Serratia liquefaciens ATCC
27592]

Serratia liquefaciens

YP_051597.1

transportador de  aminoacidos
atrosepticum SCRI1043]

[Pectobacterium

Pectobacterium
atrosepticum

WP_019455591.1

proteina de membrana [Serratia marcescens]

Serratia marcescens

YP_007407667.1
AGE19648.1
NC_020211.1.

transportador de aminoédcidos YgaZ putativo [Serratia
marcescens WW4]

Serratia marcescens

WP_004716726.1

proteina de membrana [Yersinia rohdei]

Yersinia rohdei

YP_003018879.1

proteina de la familia AzIC
carotovorum subsp. carotovorum PC1]

[Pectobacterium

Pectobacterium carotovorum
subsp. Carotovorum

WP_004873538.1

proteina de membrana [Yersinia mollaretii]

Yersinia mollaretii

WP_005975645.1

proteina de membrana [Pectobacterium wasabiae]

Pectobacterium wasabiae

YP_003260827.1

proteina de la familia AzIC [Pectobacterium wasabiae
WPP163]

Pectobacterium wasabiae

YP_002986523.1

proteina de la familia AzIC [Dickeya dadantii Ech703]

Dickeya dadantii

YP_007345875.1
AGB83690.1

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

Serratia marcescens

YP_004211503.1

Proteina de la familia AzIC [Rahnella sp. Y9602]

Rahnella sp.

YP_005400523.1

Proteina de la familia AzIC [Rahnella aquatilis HX2]

Rahnella aquatilis

WP_010305354.1

proteina de membrana [Pectobacterium carotovorum]

Pectobacterium

WP_010848732.1 proteina  hipotética  conservada  [Xenorhabdus | Xenorhabdus nematophila
nematophila]
YP_003711585.1 proteina  hipotética XNC1_1315 [Xenorhabdus | Xenorhabdus nematophila

CBJ89380.1

nematophila ATCC 19061]

YP_006500218.1

proteina hipotética A225_4537 [Klebsiella oxytoca

Klebsiella oxytoca

AFN33798.1 E718]
EHT06520.1 proteina de membrana interna YgaZ [Klebsiella | Klebsiella oxytoca
oxytoca 10-5246]
EKP29343.1 Proteina de la familia AzIC [Klebsiella oxytoca M5al] Klebsiella oxytoca
EJK15416.1 proteina transportadora de aminodacidos putativa | Klebsiella pneumoniae

[Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae KPNIH18]

subsp. Pneumoniae

YP_006500218.1

proteina hipotética A225_4537 [Klebsiella oxytoca
E718]

Klebsiella oxytoca
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

YP_002920871.1

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

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

YP_003437997.1

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

Klebsiella variicola

YP_003260827.1

Proteina de la familia AzIC [Pectobacterium wasabiae
WPP163]

Pectobacterium wasabiae

WP_010305354.1

proteina de membrana [Pectobacterium carotovorum]

Pectobacterium carotovorum

YP_404404 .1 proteina hipotética SDY_2877 [Shigella dysenteriae | Shigella dysenteriae
ABB62913.1 Sd197]

YP_311671.1. proteina hipotética SSON_2826 [Shigella sonnei | Shigella sonnei
NC_007384.1. Ss046]

AAZB89436.1

Tabla 2:_Proteinas homoélogas de YgaH

Numero de acceso

Nombre

Organismo

YP_001455540.1
ABV15104.1

proteina hipotética CKO_04032 [Citrobacter koseri
ATCC BAA-895]

Citrobacter koseri

WP_005122930.1
EIQ78634.1

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

Shigella flexneri

YP_007877062.1
AGJ89510.1

Exportador de L-valina [Raoultella ornithinolytica B6]

Raoultella ornithinolytica

YP_008107734.1
WP_020454910.1

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

Enterobacter sp.

AGN85394.1

WP_004959351.1 permeasa transportadora ABC de aminoacidos de | Serratia odorifera

EFE95944 1 cadena ramificada [Serratia odorifera]

YP_003884335.1 proteina  hipotética Dda3937_00895 [Dickeya | Dickeya dadantii

ADM99778.1 dadantii 3937]

YP_006647985.1 proteina hipotética PCC21_033290 [Pectobacterium | Pectobacterium carotovorum

AFR04732.1 carotovorum subsp. carotovorum PCC21] subsp. carotovorum

YP_001007413.1 proteina hipotética YE3239 [Yersinia enterocolitica | Yersinia enterocolitica subsp.

CAL13269.1 subsp. enterocolitica 8081] enterocolitica

NP_928589.1 proteina hipotética  plu1278 [Photorhabdus | Photorhabdus  luminescens
luminescens subsp. laumondii TTO1] subsp. laumondii

CAE13572.1

WP_004847362.1 permeasa transportadora ABC de aminoacidos de | Hafnia alvei

EHM42582.1 cadena ramificada [Hafnia alvei]

WP_016154157.1 Exportador de L-valina [Citrobacter sp. KTE32] Citrobacter sp.

EOQ28427.1

EOQ47452.1

WP_006687198.1 permeasa transportadora ABC de aminoacidos de | Citrobacter youngae

EFE06903.1

cadena ramificada [Citrobacter youngae]
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

YP_005198837.1
AEX50697.1

proteina transportadora de aminoacidos ramificados
AzID [Rahnella aquatilis CIP 78.65 = ATCC 33071]

Rahnella aquatilis

WP_009111643.1

permeasa transportadora ABC de aminodcidos de

Brenneria sp. EniD312

EHD20335.1. cadena ramificada [Brenneria sp. EniD312]

YP_003469115.1 transportador [Xenorhabdus bovienii SS-2004] Xenorhabdus bovienii
CBJ82351.1

NP_708496.1 Exportador de L-valina [Shigella flexneri 2a str. 301] Shigella flexneri
YP_409183.1. proteina hipotética conservada [Shigella boydii | Shigella boydii
NC_007613.1. Sb227]

ABB67355.1.

WP_000119765.1

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

Shigella flexneri

WP_003825969.1 permeasa transportadora ABC de aminoacidos de | Citrobacter sp.
cadena ramificada [Citrobacter sp. 30_2]

WP_003037297.1 permeasa transportadora ABC de aminodcidos de | Citrobacter freundii
cadena ramificada [Citrobacter freundii]

WP_003037297.1 permeasa transportadora ABC de aminoacidos de | Citrobacter freundii
cadena ramificada [Citrobacter freundii]

EKU35015 subunidad pequefia de aminoacidos de cadena | Citrobacter sp.
ramificada de la familia liv-e [Citrobacter sp. L 17]

WP_009652550.1 permeasa transportadora ABC de aminoacidos de | Klebsiella sp.

cadena ramificada [Klebsiella sp. OBRC7]

WP_004853462.1

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

Klebsiella oxytoca

YP_005016080.1

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

Klebsiella oxytoca

WP_017459326.1

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

Enterobacter cloacae

WP_004205699.1

exportador de L-valina [Klebsiella pneumoniae]

Klebsiella pneumoniae

WP_004123982.1

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

Klebsiella oxytoca

WP_004132928.1

exportador de L-valina [Klebsiella oxytoca]

Klebsiella oxytoca

YP_002236979.1 proteina hipotética KPK_1115 [Klebsiella | Klebsiella pneumoniae
pneumoniae 342]

YP_005228385.1 proteina  hipotética KPHS_40850 [Klebsiella | Klebsiella pneumoniae
pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286] subsp. Pneumoniae

YP_001336648.1 proteina hipotética KPN_03012 [Klebsiella | Klebsiella pneumoniae

pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578]

subsp. Pneumoniae

YP_005956057.1.
NC_017540.1.

exportador de L-valina
pneumoniae KCTC 2242]

putativo  [Klebsiella

Klebsiella pneumoniae

WP_020803764.1

proteina hipotética [Klebsiella pneumoniae]

Klebsiella pneumoniae

WP_004114708.1

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

Klebsiella oxytoca
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

WP_004104783.1

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

Klebsiella oxytoca

WP_007370572.1

branched-chain amino acid transport family protein

Kosakonia radicincitans

EJI92176.1 [Kosakonia radicincitans]

EJ193105.1 proteina de familia transportadora de aminoacidos | Enterobacter radicincitans
de cadena ramificada [Enterobacter radicincitans
DSM 16656]

NP_668255.1 proteina hipotética y0924 [Yersinia pestis KIM10+] Yersinia pestis

YP_069399.1 proteina hipotética YPTB0858 [Yersinia | Yersinia pseudotuberculosis
pseudotuberculosis IP 32953]

YP_001479964.1 proteina hipotética Spro_3740 [Serratia | Serratia proteamaculans

proteamaculans 568]

WP_005189085.1

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

Yersinia intermedia

YP_004297213.1

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

[Yersinia

Yersinia enterocolitica subsp.
Palearctica

WP_019081388.1

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

Yersinia enterocolitica

WP_004392937.1

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

Yersinia kristensenii

WP_016929852.1

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

Serratia marcescens

WP_019845221.1

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

Dickeya zeae

YP_003334824.1

proteina hipotética Dd586_3285 [Dickeya dadantii
Ech586]

Dickeya dadantii

YP_003042012.1.
NC_012962.1.

proteina  hipotética conservada

asymbiotica]

[Photorhabdus

Photorhabdus asymbiotica

WP_016941677.1

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

Dickeya zeae

WP_005275000.1

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

Yersinia bercovieri

CAC44348.1

proteina YgaH [Erwinia chrysanthemi]

Erwinia chrysanthemi

WP_004704054.1

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

Yersinia aldovae

YP_003003218.1

proteina hipotética Dd1591_0860 [Dickeya zeae
Ech1591]

Dickeya zeae Ech1591

WP_004707387.1

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

Yersinia frederiksenii

WP_008812527.1

permeasa transportadora ABC de aminodcidos de
cadena ramificada [Enterobacteriaceae bacterium
9_2_54FAA]

Enterobacteriaceae
bacterium

YP_008231813.1

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

Serratia liquefaciens
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

YP_051598.1

proteina  hipotética ECA3510
atrosepticum SCRI1043]

[Pectobacterium

Pectobacterium atrosepticum

WP_019455592.1

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

Serratia marcescens

YP_007407668.1

transportador de aminodcido putativo YgaH [Serratia
marcescens WW4]

Serratia marcescens

WP_004716724.1

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

Yersinia rohdei

YP_003018880.1.
NC_012917.1.

proteina hipotética PC1_3328 [Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum PC1]

Pectobacterium carotovorum
subsp. Carotovorum

WP_004873539.1

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

Yersinia mollaretii

WP_005975643.1

permeasa transportadora ABC de aminodcidos de
cadena ramificada [Pectobacterium wasabiae]

Pectobacterium wasabiae

YP_003260828.1

proteina hipotética Pecwa_3484 [Pectobacterium
wasabiae WPP163]

Pectobacterium wasabiae

YP_002986522.1

proteina hipotética Dd703_0892 [Dickeya dadantii
Ech703]

Dickeya dadantii

YP_007345876.1

proteina transportadora de aminoacidos ramificados
(AzID) [Serratia marcescens FGI94]

Serratia marcescens

YP_004211502.1

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

Rahnella sp.

YP_005400522.1
NC_017047.1.

exportador de L-valina putativo [Rahnella aquatilis
HX2]

Rahnella aquatilis

WP_010305358.1

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

Pectobacterium carotovorum

YP_003711584.1.
NC_014228.1.

proteina  hipotética XNC1_1314
nematophila ATCC 19061]

[Xenorhabdus

Xenorhabdus nematophila

YP_006500219.1

transportador de amino&cidos de cadena ramificada

Klebsiella oxytoca

AFN29790.1 [Klebsiella oxytoca E718]
EHT06521.1 proteina hipotética HMPREF9690_03780 [Klebsiella | Klebsiella oxytoca
oxytoca 10-5246]
EKP29342.1. exportador de L-valina [Klebsiella oxytoca M5al] Klebsiella oxytoca
EJK15417.1. exportador de L-valina putativo [Klebsiella | Klebsiella pneumoniae

pneumoniae subsp. pneumoniae KPNIH18]

subsp. Pneumoniae

YP_006500219.1

transportador de amino&cidos de cadena ramificada
[Klebsiella oxytoca E718]

Klebsiella oxytoca

BAH64805.1.

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

Klebsiella pneumoniae
subsp. Pneumoniae

YP_003437996.1

proteina hipotética Kvar_1056 [Klebsiella variicola
At-22]

Klebsiella variicola

YP_003260828.1

proteina hipotética Pecwa_3484 [Pectobacterium
wasabiae WPP163]

Pectobacterium wasabiae
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Numero de acceso

Nombre

Organismo

WP_010282658.1

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

Pectobacterium carotovorum

YP_404405.1. proteina hipotética SDY_2878 [Shigella dysenteriae | Shigella dysenteriae
NC_007606.1. ABB62914.1. | Sd197]
WP_000119748.1 permeasa transportadora ABC de aminodacidos de | Shigella dysenteriae

cadena ramificada [Shigella dysenteriae]

YP_311672.1 AAZ89437.1

proteina hipotética SSON_2827 [Shigella sonnei
Ss046]

Shigella sonnei

WP_005150562.1

proteina de membrana putativa [Shigella sonnei]

Shigella sonnei

WP_000119744.1

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

Shigella boydii

WP_002427075.1

permeasa transportadora ABC de aminoacidos de
cadena ramificada [Yersinia pestis]

Yersinia pestis

WP_017491438.1

permeasa transportadora ABC de aminodcidos de

gamma proteobacterium

cadena ramificada [gamma proteobacterium WG36]

WP_002366138.1 proteina de la familia de transportador de
aminoacidos de cadena ramificada, parcial [Yersinia

pestis]

Yersinia pestis

Con el nimero de acceso descrito en las tablas para cada homélogo el experto en la técnica puede obtener la
secuencia de aminoacidos y su secuencia de nucledtidos codificante en la base de datos del NCBI, por ejemplo.

A partir de la secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos, es una tarea rutinaria para el experto en la
técnica obtener genes que codifican estos homélogos. Se puede hacer por sintesis artificial del gen que codifica la
proteina de interés a partir de su secuencia de amino&cidos o por amplificacion por PCR de la region codificante de
interés a partir del correspondiente ADN gendmico. Las secuencias de estos genes ygaZH se puede ajustar
respecto al sesgo de codones del microorganismo hospedante.

En una realizacién especifica de la invencién E. coli recombinante sobreexpresa los genes ygaZ e ygaH 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 ygaZ e ygaH estan compuestos por la pareja de genes que proceden
del mismo organismo y compuestos por el gen ygaZy el gen ygaH. Sin embargo, se podria usar el emparejamiento
errdneo de un gen ygaZ de un primer organismo y un gen ygaH de un segundo organismo.

Los genes YgaZH se seleccionan entre los genes que codifican YgaZ e YgaH descritos respectivamente en la tabla
1y en la tabla 2. Preferiblemente, los genes ygaZH se seleccionan entre los genes que codifican YgaZH de especies
de Citrobacter, especies de Shigella, especies de Raoultella, especies de Enterobacter, especies de Yersinia y
especies de Photorhabdus. Mas preferiblemente, los genes ygaZH proceden de Citrobacter koseri, Shigella flexneri,
Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacteryoungae o
Citrobacter freundii. Lo méas preferiblemente, los genes ygaZH proceden de Citrobacter koseri, Citrobacter youngae,
Citrobacter freundii o Enterobacter sp.

Por lo tanto, los genes, ygaZH se seleccionan preferiblemente entre los genes que codifican el par de YgaZe YgaH
definidos respectivamente por: SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 de Citrobacter koseri, SEQ ID NO: 5 y 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 ID NO: 10 de
Enterobacter sp. (R4-368), SEQ ID NO: 11 o 12 y SEQ ID NO: 13 o 14 de Yersinia enterocolitica subsp.
enterocolitica, SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16 de Photorhabdus luminescens subsp. launiondii, SEQ ID NO: 17 y
SEQ ID NO: 18 de Citrobacter youngae, SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20 de Citrobacter freundii.

En una realizacién especifica, el microorganismo recombinante se caracteriza por:
- atenuacion de al menos uno de los genes metN, metl o metQ; y

- sobreexpresion de los genes ygaZH o sus genes homologos procedentes de Citrobacter koseri, Shigella flexneri,
Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae
o Citrobacter freundi.
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En otra realizacion especifica, el microorganismo recombinante se caracteriza por:
- atenuacion del gen meiN;y

- sobreexpresion de los genes ygaZH o sus genes homélogos de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella
ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus Iluminescens, Citrobacter youngae o
Citrobacter freundii.

En otra realizacion especifica, el microorganismo recombinante se caracteriza por:
- atenuacion del gen metl; y

- sobreexpresion de los genes ygaZH o sus genes homélogos de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella
ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus Iuminescens, Citrobacter youngae o
Citrobacter freundii.

En otra realizacion especifica, el microorganismo recombinante se caracteriza por:
- atenuacion del gen metQ; y

- sobreexpresion de los genes ygaZH o sus genes homélogos de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella
ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus Iluminescens, Citrobacter youngae o
Citrobacter freundii.

En otra realizacion especifica, el microorganismo recombinante se caracteriza por:
- atenuacion de los genes metN, metl y metQ; y

- sobreexpresion de los genes ygaZH o sus genes homélogos de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella
ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus Iuminescens, Citrobacter youngae o
Citrobacter freundii.

En una realizacion preferida de la invencion estos genes son sobreexpresados bajo el control de un promotor
inducible. El experto en la técnica conoce dichos promotores inducibles. Por ejemplo, se pueden usar promotores
como APr o APL para sobreexpresar los genes ygaZH o genes homoélogos de ygaZH procedentes 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.

Optimizacion de la ruta de biosintesis de la metionina

El microorganismo recombinante de acuerdo con la invencién se modifica para mejorar la produccion de metionina.
Los genes implicados en la produccion de metionina son bien conocidos en la técnica, y comprenden genes
implicados en la ruta de biosintesis especifica de metionina, asi como genes implicados en las rutas que
proporcionan precursores y genes implicados en las rutas de consumo de metionina.

La produccién eficaz de metionina requiere la optimizacién de la ruta especifica de la metionina y varias rutas que
proporcionan precursores. Las cepas productoras de metionina ya se han descrito, en particular en las solicitudes de
patente WO 2005/111202, WO 2007/077041 y WO 2009/043803.

Salvo que se exponga otra cosa, todos los genes mencionados a continuacion relacionados con la optimizaciéon de
la ruta de biosintesis de la metionina se refieren a los de E. coli.

En una realizacion especifica de la invencién, el microorganismo recombinante se modifica como se describe a
continuacion: aumenta la expresién de al menos un gen seleccionado entre pisG, pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW,
cysA, cysM, cysl, cysL cysH, gevT, gevH, gevP, lpd, serA, serB, serC, cysE, metF, metH, .fldA, for, metA, alelo de
metA* que codifica una enzima con menor sensibilidad por retroalimentacion por S-adenosilmetionina y/o metionina,
thrA, y alelo de thrA* que codifica una enzima con menor inhibicién por retroalimentacion por treonina.

- ptsG codifica la enzima PTS IICB®"* descrita en la solicitud de patente WO 2013/001055.

- pyc codifica una piruvato carboxilasa como se describe en la solicitud de patente WO 2013/001055. En una
realizacién preferida, el gen pyc es heterélogo y se selecciona de genes pyc de Rhizobium etli, Bacillus subtilis,
Lactococcus lactis, Pseudomonas fluorescens o especies de Corynebacterium,

- pntAB codifica subunidades de una transhidrogenasa unida a membrana, tal como se describe en la solicitud de
patente WO 2012/055798,

- cysP codifica una proteina de unién a sulfato periplasmatica, como se describe en el documento WO 2007/077041
y en WO 2009/043803,
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- cysU codifica un componente de un transportador ABC de sulfato, como se describe en el documento WO
2007/077041 y en WO 2009/043803.

- cysW codifica una proteina de transporte de sulfato unida a membrana, como se describe en el documento WO
2007/077041 y en WO 2009/043803,

- cysA codifica una sulfato permeasa, como se describe en el documento WO 2007/077041 y en WO 2009/043803,

- cysM codifica una O-acetil serina sulfhidralasa, como se describe en el documento WO 2007/077041 y en WO
2009/043803,

- cysly cysd codifican respectivamente las subunidades alfa y beta de una sulfito reductasa, como se describe en el
documento WO 2007/077041 y en WO 2009/043803. Preferiblemente cys/y cysJ son sobreexpresados juntos,

- cysH codifica una adenilsulfato reductasa, como se describe en el documento W02007/077041 y en WO
2009/0438083.

Aumentar el metabolismo de C1 también es una modificacion que conduce a mejor produccion de metionina. Se
refiere al aumento de la actividad de al menos una enzima implicada en el metabolismo C1 seleccionada entre
GcvTHP, Lpd, MetF o MetH. En una realizacion preferida de la invencion, el metabolismo del carbono uno se
aumenta potenciando la expresion y/o actividad de al menos uno de los siguientes:

- gevT, gevH, gevP y Ipd, que codifican el complejo de escisiéon de glicina, como se describe en la solicitud de
patente WO 2007/077041. El complejo de escisién de glicina (GCV) es un complejo multienzimatico que cataliza la
oxidacion de la glicina, dando diéxido de carbono, amoniaco, metilen-THF y un nucleétido de piridina reducido. El
complejo GCV consiste en cuatro componentes de proteina, la glicina deshidrogenasa llamada proteina P (GcvP), la
lipoil-GevH-proteina llamada proteina H (GcvH), la aminometiliransferasa llamada proteina T (GevT), y la
dihidrolipoamida deshidrogenasa llamada proteina L (GevL o Lpd). La proteina P cataliza la liberacion de CO2
dependiente de piridoxal-fosfato de la glicina, dejando un resto metilamina. El resto metilamina es transferido al
grupo acido lipoico de la proteina H, que se une a la proteina P antes de la descarboxilacion de la glicina. La
proteina T cataliza la liberacion de NH3 del grupo metilamina y transfiere la unidad C1 que queda al THF, formando
metilen-THF. La proteina L oxida entonces el componente acido lipoico de la proteina H y transfiere los electrones al
NAD?*, formando NADH;

- MetF codifica una metilentetrahidrofolato reductasa, como se describe en la solicitud de patente WO 2007/077041;
- MetH (N5-metiltetrahidrofolato-homocisteina dependiente de B12 transmetilasa) codifica metiltransferasas.

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

- serA que codifica una fosfoglicerato deshidrogenasa, como se describe en el documento WO 2007/077041 y en
WO 2009/043803,

- serB que codifica una fosfoserina fosfatasa, como se describe en el documento WO 2007/077041 y en WO
2009/043803,

- serC que codifica una fosfoserina aminotransferasa, como se describe en el documento WO 2007/077041 y en WO
2009/0438083.

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

- cysE codifica una serina aciltransferasa; su sobreexpresién permite un aumento en la produccién de metionina,
como se describe en el documento WO 2007/077041;

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

- thrA codifica una aspartoquinasa’/homoserina deshidrogenasa; el alelo thrA* codifica una enzima con menor
inhibicién por retroalimentacion para la treonina, como se describe en el documento WO 2005/111202.

En una realizacion especifica de la invencién, los genes pueden estar bajo el control de un promotor inducible. En
una realizacion preferida de la invencion, al menos uno de los genes esta bajo el control de un promotor inducible
por temperatura. Preferiblemente, la expresion de al menos uno de los genes: thrA, cysE, metA, esta bajo el control
de un promotor inducible, directa o indirectamente. Méas 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 realizacién preferida de la invencién, la expresion del gen thrA
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esta bajo el control directo de un promotor inducible y la expresiéon de los genes cysE y metA estan bajo el efecto
polar de la expresion inducible del gen thrA.

En una realizacion mas preferida, el promotor inducible por temperatura pertenece a la familia de promotores Prg.
Una cepa que produce metionina que tiene genes bajo el control de promotores inducibles se describe en la solicitud
de patente WO 2011/073122.

En otra realizacion especifica de la invencién, el microorganismo se ha modificado mas, y la expresion de al menos
uno de los siguientes genes esta atenuada: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL, yncA, metE, dgsA o udhA.

- el gen metJ codifica la proteina represora MetJ (GenBank 1790373), responsable de la regulaciéon por disminucién
del regulén de metionina como se ha sugerido en la solicitud de patente JP 2000/157267,

- Los genes pykA 'y pykF codifican las enzimas "piruvato quinasa”. La atenuacion de la expresion de al menos una o
ambas piruvato quinasas disminuye el consumo de fosfoenol piruvato (PEP). La mayor disponibilidad del PEP puede
aumentar la produccién de oxaloacetato, un precursor de aspartato importante, que a su vez es un precursor de
metionina, como se describe en los documentos WO 2007/077041 y en WO 2009/043803.

- purU codifica una formiltetrahidrofolato desformilasa, una enzima que cataliza la reaccion de la formil-THF
desformilasa. La atenuaciéon de la actividad de la desformilasa aumenta la produccion del metil-THF que es
necesario para la metilacién de la homocisteina. La pérdida de metabolitos C1 por desformilacién conduce a una
mayor produccién de homocisteina que no puede ser transformada en metionina. La homocisteina puede ser
entonces un sustrato para la enzima cistationina gamma sintasa (MetB) que cataliza la reaccién entre la O-
succinilhomoserina y homocisteina dando como resultado la produccién de homolan-tionina, como se describe en
los documentos W0O2007/077041 y en W0O2009/043803,

- ybdL codifica una aminotransferasa como se describe en la solicitud de patente WO 2012/090021,
- yncA codifica una N-aciltransferasa, como se describe en la solicitud de patente WO 2010/020681,

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

- dgsA, mejor conocida como Mic, codifica un regulador doble transcripcional que controla la expresion de genes que
codifican enzimas de los sistemas de fosfotransferasa (PTS) y fosfoenolpiruvato (PEP) como se describe en la
solicitud de patente WO 2013/001055,

- udhA codifica la piridina nucleétido transhidrogenasa soluble, como se describe en la solicitud de patente WO
2012/055798.

En una realizacion mas preferida de la invencion, la produccién fermentativa de la metionina y/o sus derivados por
una E. coli recombinante, en donde la importacion de metionina esta atenuada y el eflujo de metionina esta
potenciado, a partir de glucosa como una fuente de carbono principal, se puede lograr por una combinacion de las
modificaciones descritas antes en dicho microorganismo, por ejemplo:

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

- la expresion del gen metJ se atenda; la expresion de un alelo metA* que codifica una enzima con menor
sensibilidad por retroalimentacion a la S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA *) se aumenta; y la expresion de un
alelo de thrA* que codifica una enzima con menor inhibicién por retroalimentacién para la treonina (thrA*) se
aumenta;

- la expresion del gen metJ se atenla; la expresién de un alelo de metA* que codifica una enzima con menor
sensibilidad por retroalimentacién a la S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*) se aumenta; la expresion de un
alelo de thrA* que codifica una enzima con menor inhibicién por retroalimentacién para la treonina (thrA*) se
aumenta; y la expresion del gen cysE se aumenta; la expresion del gen metJ se atenda; la expresion de un alelo de
metA* que codifica una enzima con menor sensibilidad por retroalimentacién a la S-adenosilmetionina y/o metionina
(MetA*) se aumenta; la expresion de un alelo de thrA* que codifica una enzima con menor inhibicién por
retroalimentacion para la treonina (thrA*) se aumenta; la expresion del gen cysE se aumenta; y la expresion de los
genes metF y/o metH se aumenta.

En un aspecto particular de la invencién, E. coli comprende las siguientes modificaciones genéticas:

- los genes metN, metl, metQ se eliminan y los genes ygaZ e ygaH o sus genes homdlogos procedentes de
Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus
luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii son sobreexpresados,
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- la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE, thrA* ptsG y
pyc se aumenta, y

- la expresion de los genes metdJ, pykA, pykF, purU, metE, dgsA y yncA se atenua.
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 una E. coli recombinante, en donde la importacion de metionina se atentia por atenuacion de la expresién
de al menos un gen entre metN, metl, metQ y se potencia el eflujo de metionina por sobreexpresion de los genes
ygaZH o sus

en un medio de cultivo adecuado que comprende una fuente de carbono fermentable y una fuente de azufre, y
- Recuperar la 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 son fermentadas 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 composicion idéntica o similar a un medio M9 (Anderson, 1946), un
medio M63 (Miller, 1992); o un medio tal como definen Schaefer et al., (]999).

En el método de la invencion, los genes ygaZH que son sobreexpresados en el microorganismo recombinante se
seleccionan preferiblemente entre el grupo que consiste en genes homologos de especies de Citrobacter, especies
de Shigella, especies de Raoultella, especies de Enterobacter, especies de Yersinia 'y especies de Photorhabdus, y
mas preferiblemente procedente de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp.,
Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundii.

De acuerdo con un aspecto especifico de la invencién, el método se lleva a cabo con una E. coli recombinante que
comprende

a. eliminacion de al menos un gen seleccionado entre metN, metl o metQ, y
b. sobreexpresion de los genes ygaZH o sus genes homologos.

En este aspecto especifico del método de la invencion, dichos genes ygaZH se seleccionan preferiblemente entre el
grupo que consiste en genes homologos de especies de Citrobacter, especies de Shigella, especies de Raoultella,
especies de Enterobacter, especies de Yersinia y especies de Photorhabdus, y mas preferiblemente se seleccionan
de los grupos que consisten en genes homélogos de Citrobacter koseri, Shigella flexneri, Raoultella ornithinolytica,
Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus luminescens, Citrobacter youngae o Citrobacter freundiii.

En el método de la invencion, los genes ygaZH que son sobreexpresados en el microorganismo recombinante son lo
mas preferiblemente procedentes de Citrobacter koseri, Citrobacter youngae, Citrobacter freundii o Enterobacter sp.

En alguna realizacién de la invencion, el cultivo de E. coli recombinante se somete a una limitacion o supresion de
uno o varios sustratos inorganicos, en particular fosfato y/o potasio, en el medio de cultivo. Se refiere a condiciones
en las que el cultivo de los microorganismos esta gobernado por la cantidad de un compuesto quimico inorganico
suministrado que permite el cultivo débil. Dicha limitacion en el cultivo de microorganismos se ha descrito en la
solicitud de patente WO 2009/043372. En una realizacién preferida de la invencién, el cultivo se somete a limitacion
de fosfato.

La accion de "recuperacién de metionina y/o sus derivados del medio de cultivo" designa la accion de recuperar L-
metionina y/o uno de sus derivados, en particular N-acetilmetionina (NAM) y S-adenosilmetionina (SAM) y todos los
demas derivados que puedan ser Utiles tales como hidroximetionina (o analogo hidroxi de la metionina o MHA). Los
métodos para la recuperacion y purificacién de los compuestos producidos son bien conocidos para los expertos en
la técnica (véase, en particular los documentos WO 2005/007862, WO 2005/059155). Preferiblemente, la etapa de
recuperacion de metionina y/o sus derivados comprende una etapa de concentracién de metionina y/o sus derivados
en el caldo de fermentacion.

La cantidad de producto en el medio de fermentacion se puede determinar usando una serie de métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, cromatografia liquida 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 derivatizacién de OPA/Fmoc
usando L-metionina (Fluka, Ref 6431 9) como una referencia. La cantidad de NAM se determina usando HPLC
refractométrico usando NAM (Sigma, Ref 01310) como una referencia.
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Ejemplos
Protocolos

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

El protocolo 1 (modificaciones cromosdmicas por recombinacion homéloga y seleccién de recombinantes) y el
protocolo 2 (transduccion de fago Pl) usados en esta invencion se han descrito con detalle en la solicitud de patente
WO 2013/001055.

Protocolo 3: Construccién de plasmidos recombinantes

La tecnologia de ADN recombinante esta bien descrita y es conocida para el experto en la técnica. Brevemente, los
fragmentos de ADN se amplificaron por PCR usando oligonucleétidos (que el experto en la técnica podra definir) y
ADN gendmico MG1655 como matriz. Los fragmentos de ADN vy el plasmido seleccionado se digirieron con enzima
de restriccién compatible (que el experto en la técnica puede definir), después se ligaron y se transformaron en
células competentes. Los transformantes se analizaron y el plasmido recombinante de interés se verifico por
secuenciacion de ADN.

Tabla 3: secuencias de oligonucleotidos citadas en los siguientes ejemplos

SEQ ID NO: Secuencia 5' — 3'

21 ATGATAAAACTTTCGAATATCACCAAAGTGTTCCACC
AGGGCACCCGCACCATCCAGGCUTTGAACAACGTCA
GCCTGCATGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

22 TACCAGCCTTTAACAGCTCCGCCGTTAAACACTTTGT
TTGCTGCTTCGTAAACTTCGTCAGACTGATAAGCCTG
GACGAACATATGAATATCCTCCTTAG

Protocolo 4: Curado de plasmido

Este método de curado de plasmido se basa en la electroporacion de alto voltaje que se usa normalmente para
transformar el ADN. Para el curado de plasmido, el principio es méas bien el mismo salvo que no se afiade ADN a la
célula antes del choque eléctrico (Heery et al., 1989).

Las tecnologias de transformacién de ADN estan bien descritas y son conocidas para el experto en la técnica.

Brevemente, la cepa para la cual hay que retirar el plasmido se cultivdé hasta la fase de crecimiento exponencial.
Después, las células se sedimentaron y se lavaron tres veces en agua desionizada estéril. Las células se incubaron
sobre hielo durante cinco a diez minutos antes de hacer pasar un pulso eléctrico a 2,50 kV, 25 yF (constante de
tiempo aproximada 4,5 ms). Se afadié un ml de tampdén SOC inmediatamente después del pulso y las células se
cultivaron a temperatura adecuada durante una a dos horas antes de cultivo en placa en medio no selectivo para
deshacerse del plasmido (se afaden antibidticos de acuerdo con que los otros plasmidos se mantengan en la cepa).
Después de aislar las células curadas, se verificé la ausencia de plasmido.

Ejemplo 1: Sobreexpresion de un sistema de secrecion de L-metionina en una cepa recombinante de E. coli
superproductora de L-metionina - Construccién de la cepa 1

Se us6 la cepa productora de metionina 16 descrita en la solicitud de patente WO 2013/001055 como cepa
receptora. Esta cepa contiene la mutacién en el gen metE descrita en la solicitud de patente W02013/190343.

El gen que codifica la metionina sintasa dependiente de cobalamina, metH, se sobreprodujo usando el mismo
promotor y sitio de unién al ribosoma como se describe en la solicitud de patente WO 2007/077041 y un cromosoma
artificial bacteriano (pCC1BAC, Epicentre). De forma mas precisa, el gen metH 'y el promotor artificial se clonaron en
el plasmido de tipo pCC1BAC contenido en la cepa 17 descrita en la solicitud de patente WO 2013/001055. El
plasmido se denominé pME1109.

En paralelo, se sobreexpresaron los genes fldA y for que codifican el sistema de reactivacion de MetH, a partir del
plasmido de nuimero de copias moderado pCL1920 (Lerner y Inouye, 1990) usando sus promotores naturales. El
plasmido se denominé pME1089.

En tercer lugar, se sobreexpresaron los genes ygaZH que codifican el exportador de metionina. Se clonaron en el
plasmido de nimero de copias moderado pCL1920 (Lerner y Inouye, 1990) con el uso del promotor natural de ygaZ.
De forma mas precisa, el operdn de ygaZH y su promotor se clonaron en el pME1089 descrito antes. El plasmido se
denomindé pME1219.

Finalmente, los plasmidos pME1109 y pME1219 se transformaron en la cepa productora de metionina 16 de la
solicitud de patente WO 2013/001055, dando la cepa 1.
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Ejemplo 2: Eliminacién del sistema de captacién de L-metionina en una cepa de E. coli superproductora de L-
metionina - Construccién de las cepas, 2, 3, 4y 5.

La cepa productora de metionina 16 de la solicitud de patente WO2013/001055, se transformé con los plasmidos
PME1109 y pME1089 (descritos en el ejemplo 1), dando lugar a la cepa 2.

Para inactivar el importador de metionina codificado por el operdn metNIQ en la cepa 2, se usé la estrategia de
recombinacion homéloga descrita por Datsenko y Wanner, 2000 (de acuerdo con el protocolo 1). Por lo tanto, se
usaron los oligonucleétidos Ome0233/0me0232 (SEQ ID N° 21 y 22 dados en la tabla 1) para amplificar por la PCR
el casete de resistencia al cloranfenicol a partir del plasmido pKD3. Después, el producto obtenido de la PCR se
introdujo por electroporacién en la cepa MG1655 metA*11 (pKD46). Después se seleccionaron los transformantes
resistentes a cloranfenicol y la insercién del casete de resistencia se verific6 por analisis de PCR con los
oligonucleétidos adecuados. La cepa retenida se denomina MG1655 metA*11 AmetNIQ::Cm. Finalmente, la
eliminacion de AmetNIQ::Cm se transfirié por transduccién del fago P1 (de acuerdo con el protocolo 2) de la cepa
MG1655 meta*11 AmetNIQ::Cm a la cepa 2. Se seleccionaron los transductores resistentes a cloranfenicol y se
verific la presencia de la eliminacién cromosémica de AmetNIQ::Cm por PCR con los oligonucleétidos adecuados.
La cepa retenida se llamo cepa 3.

De la misma forma, se eliminaron los 3 genes, metN, metl y metQ en la cepa 1 descrita en la solicitud de patente
W0O2013/001055. La cepa 1 de la solicitud de patente WO 2013/001055, se renombra en la presente memoria como
cepa 4 para ser la referencia de la cepa 5.

La eliminacion de metNIQ realizada en la cepa 4 como se ha descrito antes, da lugar a la cepa 5.

Ejemplo 3: Combinacién de la sobreexpresion del sistema de secrecion de L-metionina con la eliminacion del
sistema de captacion de L-metionina en una cepa de E. coli sobreproductora de L-metionina - Construccion de la
cepa 6

Para inactivar el importador de metionina codificado por el operén metNIQ en la cepa sobreproductora del
exportador de metionina codificado por el operén ygaZH, la eliminacion de AmetNIQ::Cm se transfirié por
transduccion del fago P1 (de acuerdo con el protocolo 2) de la cepa MG1655 metA*11 AmetNIQ::Cm a la cepa
productora de metionina 1. Se seleccionaron los transductores resistentes a cloranfenicol y se verificd la presencia
de la eliminacién cromosomica de AmetNIQ::Cm por PCR con los oligonucleétidos adecuados. La cepa retenida se
llamé cepa 6.

Ejemplo 4: Produccién de L-metionina por fermentacién en biorreactor.

Se analizaron cepas que producian L-metionina en condiciones de produccién en reactores de 2,5 litros (Pierre
Guerin) usando una estrategia de cultivo discontinuo alimentado.

Brevemente, se us6 un cultivo de 24 horas cultivado en 10 ml de medio LB con glucosa 2,5 g.I'1 para inocular un
precultivo de 24 horas en medio minimo (Bla). Estas incubaciones se llevaron a cabo en 500 ml en matraces con
deflectores de 50 ml de medio minimo (Bla) en un agitador rotatorio (200 rpm). El primer precultivo se llevé a cabo a
una temperatura de 30°C, el segundo a una temperatura de 34°C.

Se llevo a cabo una tercera etapa de precultivo en biorreactores (Sixfors) cargados con 200 ml de medio minimo
(B1b) inoculado con una concentracién de biomasa de 1,2 g.I’1 con 5 ml de precultivo concentrado. La temperatura
del precultivo se mantuvo constante a 34°C y el pH se ajustd automaticamente a un valor de 6,8 usando una
disolucién de NH4OH al 10%. La concentracién de oxigeno disuelto se ajusté continuamente a un valor de 30% de
saturacion de la presién parcial de aire con suministro de aire y/o agitacion. Después de agotarse la glucosa del
medio discontinuo, se inici6 el discontinuo alimentado con un caudal inicial de 0,7 ml.h"', antes de aumentar
exponencialmente durante 26 horas con una tasa de crecimiento de 0,13 h™' con el fin de obtener una concentracién
celular final de aproximadamente 20 g.I".

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

Compuesto Concentracion de Bla (g.I") Concentracion de B1b (g.I")
Zn(CH3C0O0)22H-0 0,0130 0,0130
CuCl22H0 0,0015 0,0015
MnCl2.4H20 0,0150 0,0150
COCl2.6H20 0,0025 0,0025
HsBOs 0,0030 0,0030
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Compuesto Concentracion de Bla (g.I") Concentracion de B1b (g.I")

NazMo0O4.2H20 0,0025 0,0025

Citrato de Fe(Ill) H20 0,1064 0,1064

EDTA 0,0084 0,0084
MgSO4.7H0 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
(NHg)2HPO4 1,11 1,11
(NH4)2804 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 al 28%

Ajustado a pH 6,8

Ajustado a pH 6,8

Tabla 5: Composicion del medio mineral de precultivo discontinuo alimentado (F1)

Compuesto Concentracién (g.I")
Zn(CH3CO0)2.H0 0,0104
CuCl2.2H20 0,0012
MnCl>.4H>0 0,0120
CoCl2.6H20 0,0020
HsBOs 0,0024
NaxMo0O4.2H-0 0,0020
Citrato de Fe(Ill) H0 0,0524
EDTA 0,0067
MgSO4 5,00
(NH4)2SO4 8,32
Na>SO4 8,95
(NH4)2S203 24,80
Tiamina 0,01
Glucosa 500,00
Vitamina B12 0,01
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NH4OH al 28%

Ajustado a pH 6,8

Posteriormente se cargaron fermentadores de 2,5 litros (Pierre Guerin) con 600 o 620 ml de medio minimo (B2) y se
inocularon con una concentraciéon de biomasa de 3,2 g.I'1 con un volumen de precultivo en el intervalo de 80 a 100

ml.

El cultivo celular se controla mediante fosfato, que es por lo que la concentracion final de fosfato en el medio
discontinuo B2 se ajust6é a un valor comprendido entre 0 a 20 mM, por adicién de diferentes concentraciones de
KH2POy4, KoHPO4 y (NH4)2HPO4. De la misma forma, la concentracion final de fosfato del medio F2 se ajusté a un
valor comprendido entre 5 a 30 mM, por adicién de diferentes concentraciones de KHzPO4, KoHPO4 y (NH4)2HPOs.
La concentracién de tiosulfato en el medio discontinuo alimentado se puede ajustar con el fin de prevenir un

agotamiento de este compuesto durante el cultivo.

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

Compuesto Concentracién (g,I™)
Zn(CH3C00)2.2H0 0,0130
CuCl2.2H20 0,0015
MnCl>.4H-0 0,0150
CoCl2.6H20 0,0025
HsBOs 0,0030
NaxMo0O4.2H-0 0,0025
Citrato de Fe(lll) HO 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 al 28%

Ajustado a pH 6,8

IPTG

0,0047

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

Compuesto Concentracién (g.I")
Zn(CH3C00)2.2H-0 0,0104
CuCl2.2H20 0,0012
MnCl>.4H20 0,0120
CoCl2.6H20 0,0020
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H3BOs 0,0024
NazMo04.2H0 0,0020
Citrato de Fe(lll) H20O 0,0524
EDTA 0,0067
MgSO4 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 NH4OH (10% y 28%). La velocidad de agitacién inicial se fijé en 200 rpm durante la
fase dlscontlnua y se aumento6 hasta 1000 rpm durante la fase dlscontlnua alimentada. El caudal de aire inicial se fij6
en 40 NL.h"' durante la fase discontinua y se aumenté a 100 NL. h™ al principio de la fase discontinua alimentada. La
concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo en valores entre 20 y 40%, preferiblemente 30% de saturacion por
aumento de la agitacién.

Se anadi6 IPTG al medio discontinuo y discontinuo alimentado cuando era necesario en una concentracion final de
20 uM. Cuando era necesario, se anadu?ron antibiéticos en una concentracion de 50 mg.I" para la estreptomicina,
30 mg.I" para el cloranfenicol y 100 mg.I" para la ampicilina.

Cuando la masa de celulas alcanzé una concentracion cercana a 5 g. I"", se inicié la alimentacion discontinua con un
caudal inicial de 5 mI h™. Se inyectd la disolucion de alimentacion con un perfil sigmoideo con un caudal creciente
que alcanzé 24 ml. h' despues de 25 horas. Las condiciones de alimentacion precisas se calcularon mediante la
ecuacion:

_ P2
o = Pl"‘m.

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

Después de 25 horas de alimentacién discontinua, se detuvo la bomba de disolucién de alimentacién y el cultivo se
finalizd después de agotamiento de la glucosa.

Los aminoacidos extracelulares se cuantificaron por HPLC después de derivatizacion con OPA/Fmoc y se analizaron
otros metabolitos relevantes usando HPLC con deteccién refractométrica (acidos organicos y glucosa) y GC-MS
después de sililacion.

Se analiz6 el impacto de la combinacién de la eliminacion del operén metNIQ y/o la sobreexpresion del operdn
ygaZH en la produccién de metionina. Los resultados se presentan en la tabla 8 y tabla 9.

Tabla 8: Rendimientos de metionina maximos y finales producidos en cultivos discontinuos alimentados por las
diferentes cepas Los rendimientos de las cepas de interés, cepa 3, 1 y 6, se comparan con la cepa de referencia,
cepa 2, cultivada en las mismas condiciones. El simbolo ~ indica que no hay diferencia entre las cepas, el simbolo +
indica un aumento entre 1 a 3% y el simbolo ++ indica un aumento mayor de 3%. Para la definicién del rendimiento
de metionina/glucosa véase a continuacion.

Cepa Cepa 2 Cepa3 | Cepal | Cepab
Numero de repeticiones n=38 n=1 n=7 n=3
% De rendimiento max. de metionina comparado con la cepa 2 referencia ~ + ++
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% De rendimiento final de metionina comparado con la cepa 2 referencia ~ ++ ++

Los resultados presentados en la tabla 8 muestran que la eliminacion del operén metNIQ no es beneficiosa para la
produccion de metionina (cepa 3) en el contexto genético de la cepa 2. Por lo tanto, esta modificacién genética se
ensayé en la cepa 4 con un contexto genético diferente de la cepa 2. Este ensayo muestra un efecto negativo de la
eliminacion del operon metNIQ en la produccién de metionina (véase la siguiente tabla 9). Las cepas 4 y 5 se
cultivaron en reactores de 2 L como se describe en la solicitud de patente WO2013/001055.

Tabla 9: Rendimientos de metionina maximos y finales producidos en cultivos discontinuos alimentados por la cepa
5. Los rendimientos de la cepa de interés (cepa 5) se comparan con la cepa de referencia, cepa 4, cultivada en las
mismas condiciones. El simbolo - indica una disminucién mayor de 4% en comparacion con la cepa de referencia.
Para la definicion del rendimiento de metionina/glucosa véase a continuacion.

Cepa Cepa 4 Cepa 5
Numero de repeticiones n=17 n=2
Rendimiento méax. de metionina referencia -
Rendimiento final de metionina referencia -

Estos resultados muestran que a pesar de lo descrito en la técnica anterior para C. glutamicum, la eliminacién de
solo el operon metNIQ en E. coli no potencia la produccién de metionina cualquiera que sea el contexto genético
(cepa 3 y 5). Ademas, los rendimientos de la cepa 5 estan por debajo de los rendimientos de su cepa madre (cepa
4). Incluso aunque la sobreexpresion de ygaZH conduce a una mayor produccion de metionina (cepa 1, tabla 8) al
final del cultivo, sorprendentemente la combinacion de la eliminacion del operén metNIQ y la sobreexpresion de
ygaZH potencia los rendimientos generales de la produccién de metionina de la cepa 6. Este resultado no era
esperado puesto que la eliminacion del operon metNIQ se mostr6 que era negativa o neutra en los rendimientos de
produccion de L-metionina en diferentes contextos genéticos incluyendo la cepa madre.

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 para alimentar el cultivo y restando el volumen usado para la toma de muestra y la pérdida por evaporacion.

El volumen discontinuo alimentado se control6 continuamente pesando la disolucién madre de alimentacion. La
cantidad de glucosa inyectada se calcul6 entonces basandose en el peso inyectado, la densidad de la disolucién y la
concentracién de glucosa determinada por el método de Brix ([glucosa]). El rendimiento de metionina se expresaba
como sigue:

Metionina, x V, — Metionina, * V,x100
Y =

met

Glucosa consumida e,

Con Metioninap y Metionina: respectivamente las concentraciones inicial y final de metionina, y Vo y Vi los volimenes
inicial y el tiempo t.

La glucosa consumida se calcul6 como sigue:

Peso alimentado, — Peso alimentado,

Volumen alimentado, = - - — -
Densidad de la disolucion alimentaa

Glucosa inyectada; = volumen alimentado: * [Glucosa]
Glucosa consumida; = [Glucosa]o * Vp + Glucosa inyectada - [Glucosa]residual * Vt

Con la [Glucosalo, [Glucosa], [Glucosa]resiqual respectivamente las concentraciones de glucosa inicial, la alimentada y
la residual.

Ejemplo 5: Combinacion de la eliminacion del sistema de captacién de L-metionina con la sobreproduccion de
diferentes sistemas de secrecion de L-metionina de varios microorganismos en una cepa de E. coli sobreproductora
de L-metionina - Construccién de las cepas 7 a 15

Los genes homélogos ygaZH de especies de Citrobacter, especies de Raoultella, especies de Shigella, especies de
Enterobacter, especies de Yersinia y especies de Photorhabdus se sobreexpresaron en el contexto genético de la
cepa 3.
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Antes de usar la cepa 3, se eliminé el plasmido pME1089 de esta cepa usando un método de plasmido de curado
como describen Heery et al., 1989 (de acuerdo con el protocolo 4). Se seleccionaron las células curadas sin el
plasmido pME1089, pero que tenian retenido el plasmido pME1109. La cepa resultante se denominé cepa 7.

Construccién de las cepas 8 a 15 - Sobreproduccion de sistemas de secrecion de L-metionina homélogos,

sobreexpresion de ygaZH del género y especies dadas en la tabla 10.

Para sobreexpresar los genes homoélogos de ygaZH dados en la tabla 10, se clon6 cada pareja de genes, como para
los genes ygaZH de E. coli, en el plasmido de nimero de copias moderado pCL1920 (Lerner y Inouye, 1990) usando
el promotor natural y el sitio de unién al ribosoma natural del gen de E. coli ygaZ. De forma mas precisa, los genes
homologos de ygaZH se clonaron en el plasmido pME1089 descrito antes. Como se especifica en la tabla 11, los
genes homologos de ygaZH se amplificaron a partir del ADN gendmico de la cepa correspondiente o se sintetizaron
quimicamente, con o sin optimizacion del uso de codones para E. coli (propuesto por el servicio de GeneArt® Gene
Synthesis con el software GeneOptimizer® - Lifetechnologies). Los fragmentos de ADN amplificados que
comprenden los genes homologos de ygaZH se describen en la SEQ ID indicada en la tabla 11. Los pldsmidos
resultantes se nombran como se menciona en la tabla 11. Finalmente, cada plasmido se transformé en la cepa 7,
dando lugar a las cepas 8 a 15 citadas como "nombre de cepa" en la tabla 11.

Tabla 10: Proteinas homélogas de YgaZH

Organismo YgaZ YgaH
Numero de Nombre Numero de Nombre
acceso acceso
Citrobacter YP_001455539.1 | proteina hipotética | YP_001455540.1 proteina hipotética
koseri NC_009792.1. CKO_04031 [Citrobacter | ABV15104.1 CKO_04032 [Citrobacter
ABV15103.1 koseri ATCC BAA-895] koseri ATCC BAA-895]
Shigella flexneri | WP_005122932.1 | proteina de membrana | WP_005122930.1 | permeasa transportador
ElQ78635.1 [Shigella flexneri] ElQ78634.1 ABC de aminoacidos de
cadena ramificada
[Shigella flexneri]
Raoultella YP_007877063.1 | proteina hipotética | YP_007877062.1 Exportador de L-valina

ornithinolytica

AGJ89511.1
WP_015585890.1

RORB6_24155 [Raoultella
ornithinolytica B6]

AGJ89510.1

[Raoultella ornithinolytica
B6]

Enterobacter sp. | YP_008107733.1 | proteina de membrana | YP_008107734.1 permeasa transportador
AGN85393.1 [Enterobacter sp. R4-368] WP_020454910.1 | ABC de aminoécidos de
WP_020454909.1 AGN85394.1 cadena ramificada
[Enterobacter sp. R4-
368]
Yersinia EKA28834.1 transportador de | EKA28833.1 ou | proteina hipotética
enterocolitica YWAS314-01718 aminoacidos putativo | YWA314-01713 YE3239 [Yersinia
subsp. [Yersinia enterocolitica enterocolitica subsp.
Enterocolitica subsp. enterocolitica WA- Enterocolitica WA-314]
314]
Photorhabdus NP_928590.1 proteina hipotética plu1279 | NP_928589.1 proteina hipotética
luminescens CAE13573.1 CAE13572.1 plu1278
subsp. [Photorhabdus [Photorhabdus
Laumondii luminescens subsp. luminescens subsp.
laumondii TTO1] laumondii TTO1]
Citrobacter WP_006687199.1 | proteina de membrana | WP_006687198.1 | permeasa transportador
youngae EFE06904.1 [Citrobacter youngae] | EFE06903.1 ABC de aminoacidos de

proteina de resistencia a
azaleucina putativa AzIC
[Citrobacter youngae
ATCC 29220]

cadena ramificada
[Citrobacter youngae]
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Organismo YgaZ YgaH
Numero de Nombre Numero de Nombre
acceso acceso
Citrobacter WP_003839672.1 | proteina hipotética | WP_003037297.1 | permeasa transportador

freundii

[Citrobacter freundii]

cadena

ABC de aminoacidos de

ramificada

[Citrobacter freundii]

Tabla 11: Plasmidos y cepas que llevan genes homoélogos de ygaZH

Microorganismo Sintesis Optimizacion deluso | SEQID Nombre del Nombre de
quimica de codones NO: plasmido la cepa
Citrobacter koseri no no 23 pME1277a Cepa 8
Shigella flexneri si no 24 pME1274a Cepa 9
Raoultella ornithinolytica Si si 25 pME1275a Cepa 10
Enterobacter sp. Si si 26 pPME1283a Cepa 11
Yersinia enterocolitica subsp. no no 27 pME1287a Cepa 12

Enterocolitica
Photorhabdus luminescens no no 28 pME1281a Cepa 13
subsp. Laumondiii

Citrobacter youngae Si si 29 pME1311a Cepa 14
Citrobacter freundii Si si 30 PME1307a Cepa 15

Ejemplo 6: Produccion de L-metionina por fermentacion en experimentos en matraces.

Productores de L-metionina recombinantes que tenian la eliminacion del operén metNIQ combinada con la
sobreexpresion de diferentes sistemas de secrecion de L-metionina de varios microorganismos (homodlogos de
YgaZH de E.coli) se evaluaron en matraces Erlenmeyer pequefios.

Un precultivo de 5,5 ml se cultivé a 30°C durante 21 horas en un medio mixto (10% de medio LB (Sigma 25%) con
2,5 g.I" de glucosa y 90% de medio minimo PC1, Tabla 12). Se usé para inocular un cultivo de 50 ml a una ODggo de
0,2 en medio PC1. Se afadieron estreptomicina y kanamicina en una concentracion de 50 mg.l'1, cloranfenicol en 30
mg.I" y gentamicina en 10 mg.I" cuando era necesario. La temperatura de los cultivos era 37°C. Cuando el cultivo
alcanzd una ODeggo de 5 a 7, los aminodacidos extracelulares se cuantificaron por HPLC después de derivatizacion
con OPA/Fmoc y se analizaron otros metabolitos relevantes usando HPLC con deteccién refractométrica (acidos
organicos y glucosa) y GC-MS después de sililacion.

Tabla 12:_.Composicion del medio minimo (PC1)

Compuesto Concentracién (g.I")
ZnS04.7H0 0,0040
CuCl2.2H20 0,0020
MnSO4.H0 0,0200
COCl2.6H0 0,0080
H3BO3 0,0010
NasMo0O4.2H-0 0,0004
MgS0,.7H20 1,00
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Acido citrico 6,00
CaClz.2H20 0,04
KoHPO4 8,00
NazHPO4 2,00
(NH4)2HPO4 8,00
NH4CI 0,13
NaOH 4M Ajustado a pH 6,8
FeS047H:0 0,04
Tiamina 0,01
Glucosa 20,00
Tiosulfato de amonio 5,61
Vitamina B12 0,01
MOPS 20,00
IPTG 0,0048

Tabla 13: Rendimiento de metionina (Ymet) €n g de metionina / % g de glucosa producido en el cultivo en matraces
por las cepas de interés, que llevaban homologos de los genes ygaZH y la eliminacion del operén metNIQ. Para la
definicion precisa de rendimiento de metionina/glucosa véase mas adelante. "n" indica el nimero de repeticiones

Cepa Ymet

Cepa 3 18,0

Cepa de referencia

n=3

Cepa 6 18,7
n=3

Cepa 8 19,6
n=2

Cepa 9 18,7
n=2

Cepa 10 18,4
n=2

Cepa 11 19,4
n=2

Cepa 12 18,0
n=2

Cepa 13 18,4
n=2
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Cepa 14 19,6
n=2

Cepa 15 19,6
n=2

Como puede verse en la tabla 13, la sobreexpresién de genes homdlogos de ygaZH de diferentes microorganismos
en el productor de L-metionina que lleva la eliminacion del operon metNIQ conduce a rendimientos equivalentes o
menores que los obtenidos con la cepa 6 que sobreexpresa ygaZH de E.coli. Los sistemas de secrecién de L-
metionina homologos de otros microorganismos distintos de E. coli pueden sustituir las proteinas enddégenas de la
bacteria. Las proteinas homélogas de YgaZH de Citrobacter Koseri (cepa 8, Ymet=19,6 g/g), Citrobacter youngae
(cepa 14, Ymet=19,6 g/g), Citrobacter freundii (cepa 15, Ymet=19,6 g/g) y Enterobacter sp. (cepa 11, Ymet=19,4 g/g)
mostraban los mejores rendimientos de produccién de L-metionina de la cepa 6 (Ymet=18,7 g/g).

El rendimiento de metionina se expresaba como sigue:

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

met
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35

45

Pro

Phe

Pro

Phe

Pro

Val

Leu

Phe

Ala

Ser

Leun

Lys

125

Ile

Ala

Glu

Val

Thr

val
110

Glu

Ala

30

Glu

Val

Leu

Leu

Trp

110

Leu

Ala

Tyr

val

Val

Len

95

Leu

Gly

15

Phe

Ser

Ile

Thr

Arg

85

Ala

val

Phe

Ser

Met

Leu

80

Len

Ile

Ala

Leu

Thr

val

80

Ser

Phe

Arg

Thr

Gly
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145

Ser Gly Leu Leu Val
165

Met Leu Pro Ala Leu
180

Lys Gln Ser Leu Ser
195

Tle Ile Leu Phe Ser
210

Gly Cys Leu Ala Ala
225

Glu Gln

<210>8

<211>113

<212> PRT

150

Gly

Phe

Val

Ile

Leu
230

Phe

Met

Thr

Pro

215

Ile

< 213> Raoultella ornithinolytica

<400> 8

Met Agn Asn Asn Val
1 5

Tyr Leu Phe Arg Tyr
20

Pro Thr Arg Arg Gly
35

Ala Ser Ile Cys Ala
50

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

Leu

Leu

Pro

Leu

Leu

70

Lys

Gly

Ile

Pro

Leu

Leu

55

Leu

Thr

Ile

Pro

Ser

Ala

200

Ala

Gln

Ile

Leu

Ser

40

Ile

Pro

Arg

Ala

ES 2720 803 T3

Ala

Phe

185

Ala

Ala

Ala

Gly

Arg

25

val

val

Thr

Ser

Trp
105

val

170

Leu

Leu

Ile

Ser

Ile

10

Leu

Leu

Ser

Leu

Ile

20

Lys

155

Glu

Leu

Ala

Leu

Ile
235

Val

Arg

Ieu

Ser

val

75

Ile

Ile

Ala

Ala

Gly

Ala

220

Gln

Val

Ala

Asp

val

Gly

Met

Thr

36

Ala

Ser

Ala

205

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

45

Pro

Phe

Pro

Thr

Leu

Phe

120

Leu

Ile

Met

Cys

Asn

30

Ile

Glu

Thr

Thr

Phe
110

Ser

175

Gln

Gly

val

Pro

val

15

Ala

Gly

Ile

val

Leu

35

Leu

160

Phe

Arg

Gly

Cys

Asp
240

Asn

Arg

Ile

Leu

Leu

80

Leu

Tyxr



< 213> Enterobacter sp. (R4-368)

<400>9

Met Asp
1

Ser Ala

Ser Tyr

Gly Phe
50

Gly Ala
65

Leu Trp

Leu Tyr

Arg Lys

Ala Ala
130

Trp Met
145

Thr Val

Ala Val

Phe Leu

Ala Leu

210

Ala Ile
225

Ala Phe

<210> 10

Met

Thr

Val

35

Thr

Ser

Val

Gly

Thr

115

Thr

Ile

Leu

Glu

Leu

195

Leu

Leu

Tyr

Asp

Phe

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

Ser

Glu

Ala

Glu

val

70

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

FPhe

Ser

Thr

Ile

Ala

40

Vval

Thr

Val

Ser

Phe

120

Arg

Phe

Gly

Phe

Arg

200

Gly

Ala

Asp

ES 2720 803 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

90

Ile

Leu

Asn

Trp

Gly

170

Leu

Gln

Thr

Cys

Gln
250

Lys

Ser

Met

Ser

Leu

75

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

37

Thr

Pro

Ala

45

Ile

ala

Val

Pro

Glu

125

Trp

Trp

Asp

Leu

Ala

205

Ser

Ala

Ser

Ile

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

val

Gln

Leu

Len

Ala

Ala

80

val

Asn

Ala

Asn

Gly

160

Pro

Ser

Ala

Ala

Gln
240
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ES 2720 803 T3

<211>111
< 212> PRT
< 213> Enterobacter sp. (R4-368)

<400> 10

Met Arg Asn Glu Val Leu Leu Leu Gly Leu Leu Val Gly Cys Val Asn
1 5 10 15

Phe Leu Phe Arg Tyr Leu Pro Leu Arg Ile Arg Ala Gly Gln Ser Arg
20 25 30

Pro Ala Lys Arg Gly Val Ser Gly Val Phe Ieu Asp Thr Ile Gly Ile
35 40 45

Ala Ser Ile Cys Ala Leu Leu Val Val Ser Cys Val Pro Glu Ile Ala
50 55 60

Ala Asp Ser Arg Arg Leu Leu Pro Thr Leu Ala Gly Phe Ala Val Leu
65 70 75 80

Gly Val Ser Phe Trp Lys Thr Arg Ser Ile Ile Leu Pro Thr Leu Leu
85 90 85

Ser Ala Phe Ala Tyr Gly Ile Val Trp Lys Leu Leu Ala Asp Ala
100 105 110

<210> 11

< 211> 257

<212> PRT

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 11

Met Gln Ser Gln Thr Thr Asp Ser Prc Ser Thr Ala Gln Preo Thr Ala
1 5 10 15

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

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

38



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

Leu Ala Gly
225

Pro Glu Thr

Pro

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

Glu

val

Leu

Leu
100

Trp

Leu

Ala

Met

Leu

180

Phe

Leu

Ile

Val

Ala

Ile

Thr

85

Lys

Ala

Met

Phe

Phe

165

Ser

Lys

Leu

Gly

Ile
245

Ile

Thr

70

val

His

Phe

Lys

Thr

150

Gly

Phe

Gly

Gly
230

Glu

Phe

55

Ala

Met

Arg

Gly

Asp

135

Ser

His

Met

Gln

Val

215

Gly

Asn

Phe

Leu

Ala

Ile

Leu

120

Gln

Trp

Gly

Leu

Tyr

200

Leu

Cys

Asn

ES 2720 803 T3

Ser

Leu

Met

val

105

Thr

Arg

Leu

Pro

Pro

185

Ser

Leu

Leu

Glu

Cys

Ser

Asp

90

Thr

Asp

Arg

Ser

Leu

170

Ala

Leu

Phe

Ala

Ser
250

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 12

Ile

Ala

75

val

Arg

Glu

Trp

Trp

155

Glu

Leu

Thr

Ser

Ala

235

Asp

Ile

60

Gly

Arg

Leu

val

Ser

140

val

Asn

Phe

Val

Ile

220

Leu

Lys

39

Tyr

Met

His

Ser

Phe

125

Glu

Ala

Tyr

Leu

Ile

205

Pro

Leu

Glu

Ala

Ser

Ile

Gly

110

Ala

Asn

Gly

Pro

Ser

190

Ala

Val

Gln

Glu

Gly

Leu

Leu

85

Lys

Ala

Trp

Thr

Ala

175

Phe

Ser

Ala

Pro

Pro
255

Ala

Trp

Tyr

Lys

Ala

Met

Ala

160

Ile

Leu

Leu

Ile

val

240

Lys



Met

Thr

Leu

Thr

Ser

65

Vval

Gly

Thr

Thr

Leu

145

Ile

Glu

Leu

Thr

Leu

225

Pro

Pro

Gln

Phe

Pro

Pro

50

Gln

Ser

Pro

Ala

Thr

130

Gly

Gly

Ala

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

<212> PRT

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

FPhe

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

55

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 2720 803 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

40

Gln

val

Lys

45

Tyr

Met

His

Ser

Phe

125

Glu

Ala

Tyr

Leu

Ile

205

Pro

Leu

Glu

Pro

Ile

30

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

1758

Phe

Ser

Ala

Pro

Pro

Ala

Tyr

Phe

Ala

Trp

Tyr

Lys

Ala

Met

Ala

160

Ile

Leu

Leu

Ile

Val

240

Lys

255
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ES 2720 803 T3

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 13

Met Asn Met Asp Val Val Ile Ile Gly Leu

Tyr Leu Phe Arg Tyr Leu Pro Leu Arg Leu

Ala Gly Leu Gln Arg Gly Lys Val Ser Leu
35 40

Ile Ala Ser Ile Cys Ala Leu Leu Val Val
50 55

Val His Thr Pro Gln Lys Leu Ile Prc Thr

65 70

Ile Cys Gly Cys Phe Tyr Lys Thr Asn Ser

85 90

Leu Gly Ala Leu Ser Tyr Gly Leu Thr Phe
100 105

Ala

<210> 14

<211>113

<212> PRT

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 14

val

Gly

Leu

Ser

Leu

75

Ile

Lys

Val Gly Thr val Asn
15

Pro aAla Arg Lys Gln

Leu Asp Ser Ile Gly
45

Ser Thr Pro Glu Ile
60

Ile Gly Phe Leu Val
80

Ile Phe Ala Thr Leu
95

Leu Leu Met Ile Leu
110

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

1 5 10

15

Tyr Leu Phe Arg Tyr Leu Pro Leu Arg Leu Gly Pro Ala Arg Lys Gln

20 25

30

Ala Gly Leu Gln Arg Gly Lys Val Ser Leu lLeu Leu Asp Ser Ile Gly

35 40

45

41



Ile Ala Ser Ile Cys Ala Leu Leu

50

55

Val His Asn Pro Gln Lys Leu Ile

65

70

Ile Cys Gly Cys Phe Tyr Lys Thr

85

Leu Gly Ala Leu Ser Tyr Gly Leu

Ala

<210> 15

< 211> 252

<212> PRT

< 213> Photorhabdus luminescens subsp. laumondii

<400> 15

Met Pro

1

Phe Thr

Pro Val

Pro Met

Gln Phe

Ser Ala

Pro Ser

Vval Ile

Ala Lys
130

Val

Glu

Ala

35

Glu

Val

Leu

Leu

Trp

115

Leu

100

Ser

Gly

20

Phe

Ala

Ile

Thr

Arg

100

Ala

Ile

Asp

Ile

Ala

Ile

Thr

Ile

85

His

Phe

Lys

Thr

Ile

Phe

Phe

Ala

Met

Arg

Gly

Asn

Ser

Asp

Gly

Phe

S5

Leu

Ala

Ile

Leu

His
135

Ser

Ser

Leu

Ser

Leu

Met

Lys

Thr

120

Arg

ES 2720 803 T3

val val Ser

Pro Thr Leu

75

Asn Ser Ile

90

Thr Phe Lys

105

Pro

Leu

25

Asn

Cys

Ser

Asp

Asp

105

Asp

Ser

Leu

Pro

Ala

Ile

Ala

val

30

Lys

Glu

Trp

Thr

Ile

Val

Ile

Gly

15

Arg

Leu

val

Ser

Ser

60

Ile

Ile

Leu

Ser

val

Lys

Tyr

60

Thr

His

Thr

Phe

Glu
140

42

Thr

Gly

Phe

Leu

Lys

Ile

Leu

Ala

Ser

Ile

Glu

Ala

125

Asn

Pro

Phe

Ala

Met
110

Lys

Gly

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Lys

110

Ala

Trp

Glu

Leu

Thr

95

Ile

Ser

Tyr

Phe

Ala

Trp

Tyr

95

Lys

Ala

Met

Ile

Val

80

Leu

Leu

Ser

Ile

Asgn

Ser

Ile

Gly

Thr

Thr

val
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Ala TIle Ala
145

Gly Ala Phe

Ala Ala Met

Ala Ser Cys
195

Gly Ala Leu
210

Ala Gly Ile
225

Asn Cys Asn

<210> 16
<211> 112
< 212> PRT

< 213> Photorhabdus luminescens subsp.

<400> 16

Met Ile Asp
1

Asn Phe Ser

Ser Ala Gly
35

Gly Ile Ala
50

Val Met Arg
65

Thr Ile Cys

Leu Phe Gly

<210> 17
< 211> 245
< 212> PRT

Ile

Leu

Ile

180

Arg

Leu

Val

Asp

Ser

Phe

20

Arg

Ser

Glu

Leu

Ala
100

Cys

Gly

165

Phe

Lys

Gly

Gly

Ser
245

Lys

Arg

Lys

Ile

Ser

val

85

Leu

Ser

150

Asn

Met

Gln

Ile

Gly

230

Ser

Ile

Tyr

Ala

Cys

Gln

70

Phe

Leu

Trp

Gly

Leu

Asn

Thr

215

Cys

Glu

Leu

Leu

Gly

Ser

55

Lys

Tyr

Phe

Leu

Tyr

Pro

Ser

200

Phe

Ile

Gln

Leu

Pro

Lys

40

Leu

Leu

Lys

Gly

ES 2720 803 T3

Ala

Leu

Ala

185

Tyr

Phe

Ala

Lys

laumondii

Ile

Leu

Thr

Leu

Leu

Thr

Leu
105

Trp

Glu

170

Leu

Cys

Ser

Ala

Glu
250

Gly

10

Arg

Ser

Ile

Pro

Lys

90

Thr

Gly

155

Ser

Phe

Val

Ile

Leu

235

Thr

Leu

Phe

Ile

Val

Thr

75

Gln

Phe

Ala

Tyr

Leu

Ala

Pro

220

Leu

Pro

Phe

Gly

Ile

Ser

60

Leu

Ile

Lys

43

Gly

Pro

Ser

Thr

205

Val

Gln

Val

Lys

Leu

45

Gly

Ile

Ile

Ile

Thr

Ala

Phe

190

Ala

Ala

Pro

Gly

Ala

30

Asp

Val

Gly

Leu

Phe
110

Ala

Ile

175

Leu

Leu

Ile

Gln

Leu

15

Arg

Ser

Pro

Cys

Ala

95

Met

Ala

160

Glu

Leu

Thr

Leu

Asn
240

Ala

Gln

Ile

Asp

Leu

Thr

Asn



< 213> Citrobacter youngae

<400> 17

Met Asp Ser
1

Glu Gly Phe

Ala Phe Ala
35

Glu Ser Val
50

Val Ile Thr
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> 18
<211> 111

Pro

Lys

20

Phe

Phe

Thr

Met

Arg

100

Gly

Asp

Ser

Ser

Met

180

Lys

val

Gly

Glu

Ile

Asp

Gly

Leu

Met

Ala

85

Ile

Leu

Asn

Trp

Gly

165

Leu

Gln

Ile

Cys

Leu
245

Pro

Ser

Leu

Ser

Leu

70

Met

Ala

Thr

Arg

Ala

150

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu
230

Gln

Leu

Asn

Cys

55

Ala

Asp

Gln

Asp

Arg

135

Ser

Leu

Ala

Leu

Phe
215

Thr

Ser

Pro

Ala

40

Ile

Ala

Vval

Arg

Glu
120

Trp

Trp

Lys

Leu

Cys

200

Ser

Ala

ES 2720 803 T3

Gly

Ile

Thr

Ile

Gly

Arg

Leu

105

val

Ser

val

Asp

Phe

185

val

Ile

Leu

Ser

10

val

Arg

Tyr

Ser

His

90

Ser

Phe

Glu

Phe

Tyr

170

Met

Thr

Pro

Leu

Arg

Ile

Leu

Ala

Ser

75

Val

Lys

Ala

Asn

Gly

155

Pro

Ser

Val

Ala

Gln
235

Ser

Ser

Gly

Gly

60

Leu

Leu

Pro

Ala

Trp

140

Thr

Ala

Phe

Ala

Ala
220

Ser

44

Ala

Tyr

Phe

45

Ala

Trp

Tyr

Lys

Ala

125

Met

Ala

Val

Leu

Leu

205

Ile

Phe

Thr

Ile

Thr

Ser

Val

Gly

Ser

110

Thr

Ile

Ile

Glu

Leu

190

Thr

Leu

Trp

Leu

15

Pro

Pro

Gln

Ala

Pro

95

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

175

Ala

Gly

Leu

Gln

Thr

val

val

Phe

Ala

Ser

Leu

Lys

Ile

Ala

160

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly
240
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ES 2720 803 T3

<212> PRT

< 213> Citrobacter youngae

<400> 18

Met Ser Tyr Glu Val Leu Leu Leu Gly Leu Leu Val Gly Cys Val Asn

Tyr Cys Phe Arg Tyr Leu Pro Leu Arg Leu Gly Ala Gly Asn Val Arg
20 25 30

Pro Ala Arg Arg Gly Ala Thr Gly Ile Leu Leu Asp Thr Ile Gly Ile
35 40 45

Ala Ser Ile Cys Ala Leu Leu Val Val Ser Thr Ala Pro Glu Val Met
50 55 60

His Asp Ala Arg Arg Phe Val Pro Thr Leu Val Gly Phe Val Ile Leu
65 70 75 80

Gly Ala Ser Phe Tyr Lys Thr Arg Ser Ile Ile Ile Pro Thr Leu Leu
85 S0 35

Ser Ala Leu Gly Tyr Gly Leu Ala Trp Lys Met Leu Val Gly Leu
100 105 110

<210>19

< 211> 245

<212> PRT

< 213> Citrobacter freundii

<400> 19

Met Glu Ser Pro Val Pro Gln Ser Glu Ser Ser Ser Ala Thr Leu Thr
1 5 10 15

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

45



Glu Ser Vval
50

Val Ile Thr
65

Leu Thr Vval

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> 20
<211> 111
< 212> PRT

Phe

Thr

Met

Arg

100

Gly

AsSp

Ser

Ser

Met

180

Lys

val

Gly

Glu

Phe

Met

Ala

85

Ile

Leu

Asn

Trp

Gly

165

Leu

Gln

Met

Cys

Leu
245

Ser

Leu

70

Met

Ala

Thr

aArg

Ala

150

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu
230

< 213> Citrobacter freundii

<400> 20

Cys

55

Ala

Asp

Gln

Asp

Arg

135

Ser

Leu

Ala

Leu

Phe

215

Thr

Ile

Ala

Vval

Arg

Glu

120

Trp

Trp

Lys

Leu

Cys

200

Ser

Ala

ES 2720 803 T3

Ile

Gly

Leu

105

Val

Ser

vVal

Asp

Phe

185

val

Ile

Leu

Tyr

Ser

His

90

Ser

Phe

Glu

Phe

Tyr

170

Met

Thr

Pro

Ile

Ala

Ser

75

val

Lys

Ala

Asn

Gly

155

Pro

Ser

Ala

Ala

Gln
235

Gly

60

Leu

Leu

Pro

Ala

Trp

140

Thr

Ala

Phe

Ala

Ala

220

Ser

Ala

Tre

Tyr

Lys

Ala

125

Met

Val

Val

Leu

Leu

205

Ile

Phe

Ser

Vval

Gly

Ser

110

Thr

Ile

Leu

Glu

Leu

190

Ala

Leu

Trp

Gln

Ala

Pro

93

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

175

ala

Gly

Ala

Gln

Phe

Ala

80

Ser

Leu

Lys

Ile

Ala

160

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly
240

Met Ser Tyr Glu Val Leu Leu Leu Gly Leu Leu Val Gly Cys val Asn

1

5

10

46

15
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Tyr Cys Phe Arg Tyr Leu Pro Leu Arg Leu Gly Val Gly Asn Val Arg
20 25 30

Prc Thr Lys Arg Gly Ala Thr Gly Ile Leu Leu Asp Thr Ile Gly Ile
35 40 45

Thr Ser Ile Cys Ala Leu Leu Val Val Ser Thr Ala Pro Glu Val Met

His Asp Ala Arg Arg Phe Val Pro Thr Leu Val Gly Phe Val Tle Leu
65 70 75 80

Gly Ala Ser Phe Tyr Lys Thr Arg Ser Ile Ile Ile Pro Thr Leu Leu
85 90 85

Ser Ala Leu Gly Tyr Gly Leu Ala Trp Lys Met Leu Val Val Leu
100 105 110

<210> 21

<211>100

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido

<400> 21

atgataaaac tttcgaatat caccaaagtg ttccaccagg gcacccocgeac catccaggeg 60
ttgaacaacg tecagcootgea tgtaggetgg agetgetteg 100
<210> 22

<211>100

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido

<400> 22

taccagcctt taacagctcc gccgttaaac actttgtttg ctgettcgta aacttcgtca &0
gactgataag cctggacgaa catatgaata tectecttag 100
<210> 23

<211> 1063

< 212> ADN

< 213> Citrobacter koseri

47



<400> 23

atggaaagcc
gacagtttac
acccgtctgg
gccagccagt
ctgaccgtga
atcageccaac
gtgtttgctg
atgatcggea
ttttccggga
ctgccagece
gtcacggcygyg
atcctggegg
gcgcecccgatg
ttttcgttat
aacgggcgtyg
tacggetece
cgteoctggge
tctgggcetat
<210> 24

<211> 1063
< 212> ADN

ctgcaceccea

cgatagtcat

gctttactec
tegtecatcac
tggcgatgga
ggctcagtaa
cagecacgge
tegegttetg
gcggattget
tgtttatgag
cgttaatcgg
gtatecgecag
agttatgagg
ttaccgette
ttgctegaca
gaagtgatge
gtcagtttet

ggactagect

< 213> Shigella flexneri

<400> 24

gtctgageecc
aagttatatt
cctcgaaage
caccatgcte
cgtgegteat
acctaaaacc
caaactggtyg
ctccoctgggece
gaaaggcttc
ctttttgecte
cgcgctggcea
cgggtgtctg
ttctgctget
gtctgegaat
ccattggcat
acgacgecag
acaagacgcg

ggaagataga

ES 2720 803 T3

cgtcecggcaa
ccggtggegt
gtttttttet
gcggcgggea
gtgctgtacg
geectgtggg
cgggataace
tectgggtge
cccgecgttg
gettetttte
ggcgtcacge
accgecttga
gggactgctg
gggaaacace
cgegtcecate
ceggtteatt
cagcatcate

ggtcatttta

cattaacgga
ttgegtttgg
cctgeattat
gcacattatg
gcectteect
catttggect
gcegetggag
teggocacggt
aggcggeatt
aacgcaaaca
tgttttecat
tcecagtegtt
gtcggectgeg
cgecocgeca
tgecgecectge
cegacgetgy
atcccaacge

taa

48

aggattcaaa
cecttaacgece
ttacgcaggce
ggtcgecegeg
gegtagtege
caccgatgaa
tgaaaactygqg
cattggcgca
aggttttatg
aacgctgtge
tcetgegget
ctggcaagga
ccaattattg
ggcgeggege
tggtggtgte
tegggtttge

tactgagege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1063



atggaaagcc
gacagcctac
actegectgg
gecagecagt
ctgacegtea
ategeecgac
gtectttgeceg
atgateggca
ttttceggea
cteccggege
gtcacggegg
atcctegeag
ggtcctgatg
ttttcgctat
cactggaata
tactgcgeca
ggtactgggt
cetgggetat
<210> 25

<211>1060
< 212> ADN

ctgttccecea
cgatagttat
getttactee
ttgtcatcac
tggegatgga
agctgageaa
cggcaacgge
tegegetatg
ctggettact
tgtttatgag
ctttagocgg
geatagtetyg
agttatgagg
ttaccactgc
ctactcgaca
gaagtgatgce
gcaagcttct

ggattagecct

gtctgaatce
cagttatatt
cgttgaaage
aaccatgete
tgttegecat
acctaaaage
caagctggtg
ctectggget
gaagggatte
ttttetgetg
tgegetgget
cggatgectyg
ttctgctget
gtctgcgaat
ccatcggtat
acgatgecceg
ataagacccg

ggaaaatgect

< 213> Raoultella ornithinolytica

<400> 25

ES 2720 803 T3

cgttectgcaa
ceggtegeat
gtttttttet
goegcaggea
gttttgtacyg
gegetatggy
cgggataacc
tectgggtac
ceggeggtag
gectettteco
ggcgtgacge
accgegetea
cggcctgetg
ggggaatgtyg
tgcatcaatt
tecgttttgtyg
cagcatcatc

gtttgtotta

cgttaactga
ttgcatttgg
cctgeatcat
gcteactgtg
gceettetet
cctttggect
ggcgetggag
ttggtacggt
aageggeget
agcgtaatca
tgttttetat
ttcagtegtt
gtcggetgeg
cgccogacaa
tgcgecctge
cctacgcetgg
attccgacct

tag

49

aggattcaaa
tatgaatgeg
ttacgctgge
ggtegegget
gegeageegt
caccgacgaa
tgaaaactgg
tateggegea
ggggtttatg
aacgctatge
cccggeagee

ctggcaggga

tcaattactg
aacgcggagce
tagtggtgtc
tggggtttgt

tactgagtgc

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
ageggtctge
ctgtttatga
gcactggcag
ggtattgttt
gaacaataac
tatgaegetg
tctgetggat
ggaaattctg
tctggecattt
tggtattgea
<210> 26

<211>1078
< 212> ADN

cggcaccgge
ttagctatat
cgctggaaag
cogoaatget
atgttcgteca
aacgtaaaac
caaaactggt
ccagctggat
tggttggttt
gttttctget
gegeactggg
gtggttgtet
gttetgatta
cgtetgagtyg
accattggca
agcgatagcc
tggaaaaccc

tggaaaatta

aagcgaagca
tcecggttgea
cctgtttttt
ggcageaggt
tgttotgtat
cgcactgtgg
tegtgataat
tagetgggtt
tceggeagtt
ggcaagettt
tggtattatt
ggcagcgetg
ttggtattgt
caggtaatge
ttgcaagcat
gtcgtctget
gtagcattat

ccacctttet

< 213> Enterobacter sp. (R4-368)

<400> 26

ES 2720 803 T3

accctgecgg
tttgecctttyg
agctgtatta
agcagecatgt
ggtceocgagece
gcatttggee
cgtegttgga
tttggcacece
gaagcagceo
cagcgtaaac
ctgtttagca
attcaggcaa
ggtgggetgt
acgtoegace
ttgtgcactg
gccgacecctg
tatgccgaca

gtatttttga

aaggtattaa
gtctgaatgce
tctatgcecgg
gggttgeage
tgegtageceg
tgaccgatga
gcgaaagetg
tgattggtge
tgagctttat
agagectgag
ttecggecage
gcattcaggyg
gtgaattacc
cgtegtggte
ctgattgtta
gttggtttta

ctgctgageg

agatagcctg
aacccgtctg
tgcaagccag
actgaccgtt
tattcategt
agtttttgeca
gatgectgggt
atatageggt
gctgectgea
cgttacegeca
aattctggca
tatgeceggat
tgtttegtta
cgetgagagt
gcagegttece
ccgttctggg

cactggccta

atggatatgg atagcagegt taccgcaacc aaaagcacca gegatcagag cgceaaccttt

50

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1060

60



ctggaaggta
tttggtatga
attatctatg
ctgtgggttg
agcctgegta
ggtctgaccg
tggagcgaaa

acagttctgg

cgtcagatta
agcattcegg
gcecttttate
ttgtgttaat
ggcaaaacgt
cetgetggta
cctggcaggt
gacactgctg
<210> 27

<211> 1112
< 212> ADN

ttaaagatag
atgcaaccaa
ceggtgeaag
cagcactgac
geccgtattet
atgaagtttt
attggatgat

gtgcatttag

gagcagttac
cagceaattet
agggtgcaag
tttetgttte
ggtgttageg
gttagetgtyg
tttgcagtge

agcgcatttg

cctgcecgatt
actgggtttt
ccagtttgtt
cgttatggea
gcagecgcetg
tgcagcagca
tggtattgeca

cggtgatggt

cgcagcactg
ggcaggeatt
tgatgcgcaa
gttatctgee
gtgtttttct
tteeggaaat
tgggtgttag

cgtatggtat

ES 2720 803 T3

gttctgaget
acaccgctgg
attaccacca
atggatgttce
aaaaatcgta
accgcaaaac
ctgtttaget

ctgctggatg

ctgggtgcac
tttgcaggtt
tgaggttctg
gctgegtatt
ggatacecatt
tgcageagat
cttttggaaa

tgtttggaaa

< 213> Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica

<400> 27

atgcaaagcc
ggaataaccg
ttgagttegg
tatgeceggag
gtttcegeet
aaacaccgca
actgatgaag
gaaaactgga
atcggcgega
tecetttatge

agcettaceg

aaaccaccga
atagcctace
taaaacttgyg
ccagccaatt
tgaccgtgat
ttgtaaccag
tgtttgccge
tgettggeat
tgtttggtca
tccecggeget

ttattgette

ctceceecteg
gattgttatce
ctttactoeg
cgttattacc
ggctatggat
gttatctgge
cgcaacaacc
cgegttcoace
tgggcecgetg
attectcage

actgaccgga

acggcccagc
ggttatctac
tgggaagcta
geectgetea
gtccgeccata
aaaaaaacgyg
aagctaatga
tattggttgt
gaaaattacc
ttettattgg

gocttgoetag

atgttcecggt
aaagcgtgtt
tgetggeage
gtcatgttot
aaaccgcagt
tggttcgtga
ggctgagetg

gttatcegge

tggcaggegt
gtetggeage
ctgeotgggec
cgtgcaggte
ggcattgcaa
ageegtegte
acccgtagca

ctgetggeag

cgaccgccac
ccgttgettt
ttttetttte
gcgeggggat
tcttgtacgg
cgctgtggge
aagatcaacg
cttgggtage
cggcgattga
cctegtteaa

gegtgotget

51

tgcatttgee
ttttagctgt
aggtagegea
gtatggtecg
gtgggeattt
taatcgtegt
ggttgeceggt

agttgaaagt

taccctgttt
actggttcag
tgctggttgg
agagccgtee
gcatttgtge
tgetgeegac
ttattctgce

atgecctaa

ctttattgaa
tgecctttggt
ttgecattatt
gtcattgtgg
gccagecactg
ctttggtectt
gcgetggagt
tggeaceget
agcatcactc
acgccaatac

gttctetatt

120

180

240

300

360

420

480

780

840

2900

960

1020

1078

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

ccggtggceta
cocgagaceqg
atgttgtgat
tgegeetggg
tagacagcat
tagtgeataa
gottttataa
tgacattcaa
<210> 28

<211>1094
< 212> ADN

ttttagcecgg
ttatagaaaa
cattggtttg
gcctgeccegt
cgggatcgee
cccacagaaa
aaccaacagt

attactgatg

tattggecgge
taacgagagt
gtggtgggaa
aaacaagcag
tctatectgtg
ttaattecta
attatotteg

attttggeat

ES 2720 803 T3

ggatgectgg
gataaagagg
cggtcaatta
gcctgecaacg
cgttgttggt
cactaattgg
ccaccttact

aa

< 213> Photorhabdus luminescens subsp. laumondii

<400> 28

atgcctgttt
ataatagata
aatgcegteca
gccggtgcaa
tctgcecctaa
caccgtatca
gatgaagttt
aactggatgg

ggtgcattte

tattgtgttg
gttgcotatte
aattgcaatg
ttggactatt
aagcacgcca
gtattgcatc
gtcaaaaact
caaagcaaat
tatttatgaa
<210> 29

<211> 1063
< 212> ADN

ctgatacatc
gtttacccat
aacttggett
gccagttegt
caattatggc
aagataagct
ttgccgeege
ttgctattge

ttggtaacgg

caaccgcact
tggcaggtat
actcttcaga
tgttgggtta
atctgcegge
catttgttct
acttcctace
tatactcgea

ttag

atcccectta
tgttateggt
caacccaatg
catcacagct
aatggatgtc
aacggagaaa
gactgcaaaa
aatctgttct

ttatttggaa

aaccggagca
tgtoggtggt
acaaaaggaa
gctaactttt
agaaaagctg
ttactcatcg
ctcataggtt

acactatttg

acgagtaaaa
tatattcceg
gaagccattt
ttactgagtyg
cgccatattc
aaaaccgtta
ctcattaaaa
tggctggecct

tcctatecceg

cttttaggga
tgtategegg
acaccatgat
catttcgcecta
gaaaaacaag
tatcaggtgt
gtctgaccat

gogecactget

cagccctgcet
ageocgaagec
cctgtttcegt
agggaaagtc
ggtttccagt
ttttttagtt

gggagcactce

aatcttettt
tcgectttge
tctttteatg
cggggacatc
tttatggtce
tctgggcttt
accaccggag
ggggcgcagyg

ctatagaage

ttacattttt
cactgttaca
tgatagcaag
tctgeccacta
cattatecett
acctgatgtg
ctgtttagte

ttttggacta

52

ccaacccgtce
atgaatatgg
tatctgeccge
tececctgttge
accccggaga
atctgtggat

agttacggtce

tactgaagga
ttttggtcte
catcatctac
attatggatt
atctttaagg
cggcctgaca
ctggagtgaa
taccgecagce
tgoccatgatt
acaaaatagt
ctcaattcca
accgcaaaac
attttgctga
cgatttggga
gacagtattg
atgagagaaa
ttttacaaaa

acattcaaaa

720

780

840

S00

960

1020

1080

1112

60

120

180

240

300

360

420

430

720

780

840

800

960

1020

1080

1094



10

< 213> Citrobacter youngae

<400> 29

atggatagecc
gatagcctge
acdccegtcotgg
gcaagccagt
ctgacegtta
attgcacage
gtttttgcag
atgattggta
tttageggta
ctgectgeac
gttacecgttg
attectgcetgg
ggtccggatg
ttttegttat
aaccggtate
caccgcaccg
tattctgggt
actgggttat
<210> 30

<211>1063
< 212> ADN

cgattccogea
cgattgtgat
gttttacacce
ttgttattac
tggcaatgga
gtctgagcaa
cagcaaccge
ttgcactgtyg
geggtetget
tgtttatgag
ccecktgacegg
gtattgtttg
agctatgagg
ctgeegetge
ctgctggata
gaagttatge
gccagcttet

ggtctggeat

< 213> Citrobacter freundii

<400> 30

atggaaagtc
gatagcctge
acccgtectgg
gcaagccagt
ctgacegtta
attgcacagc

gtttttgcag

cggttceogea
cgattgtgat
gttttacacec
ttgttattac
tggcaatgga
gtctgagcaa

cagcaaccge

gagoggtage
tagctatatt
ggttgaaage
caccatgety
tgttegteat
accgaaaagc
aaaactggtt
tagctgggea
gaaagattat
ctttetgetg
tgcactggca
tggttgtetg
ttctgctget
gtctgggtge
caattggecat
atgatgcacg
ataasaacccg

ggaaaatgct

gagcgaaagc
tagctatatt
ggttgaaagce
caccatgctg
tgttegteat
accgaaaagce

aaaactggtt

ES 2720 803 T3

cgtagcgcaa
ceggttgeat
gtttttetga
gcagcaggta
gttetgtatg
gcactgtggg
cgtgataate
agctgggttt
ccggecagttyg
goegagettte
ggegttatte
accgcactge
gggtctgetg
aggtaatgtt
tgeaagcatt
tocgttttgtt
tagcattatt

ggtaggtetyg

agcagcgcaa
ccggttgcat
gtgtttttta
gcagcaggta
gttetgtatg

gcactgtggg

cgtgataate

ccctgacega
ttgoctttgg
gctgtattat
gcagectgtyg
gteccogagect
catttggect
gtegttggag
ttggcacege
aagcagcact
agcgtaaaca
tgtttageat
tgcagagett
gttggttgtg
cgtoecggeac
tgtgeactge
ccgaccectgg
atcccgaccce

taa

ccctgaccga
ttgcectttgg
gctgecattat
gcagecctgtg
gtecgagect
catttggect

gtegttggag

53

aggttttaaa
teoctgaatgea
ctatgecggt
ggttgcagca
goegtageogt
gaccgatgaa
cgaaaattgg
aattggtgca
gggetttatg
ggcactgtgt
teccggeagea
ttggcagggt
tgaattattg
gtegtggtge
tggtagttag
tgggttttgt

tgctgagege

aggttttaaa
tctgaatgca
ctatgccggt
ggttgecagca
gegtageegt
gaccgatgaa

cgaaaattgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1063

60

120

180

240

300

360

420



atgattggta
tttagcggta
ctgectgeac
gttacegeag
attctggeoag
ggtccggatg
ttttegttat
aaccggtatt
caccgecaceg
tatcctgggt

actgggttat

ttgcactgtyg
geggtetget
tgtttatgag
cectggeagyg
gtattgtttg
agctatgaag
ctgeegetge
ctgctggata
gaagttatge
gccagcttet

ggtctggeat

tagctgggca
gaaagattat
ctttetgetg
cgcactgget
tggttgtctg
ttetgetget
gtctgggtgt
ccattggtat
atgatgcacg
ataaaacccg

ggaaaatget

ES 2720 803 T3

agctgggttt
ccggcagttg
gegagettte
ggtgttatge
accgcactga
gggtctgetg
tggtaatgtt
taccagcatt
tegttttgtt
tagcattatt

ggttgtteotg

ttggecacecgt
aagcagcact
agegtaaaca
tgtttageat
ttcagagett
gttggttgtg
cgtoecgacca
tgtgcactgc
ccgaccctgg
atcccgacce

taa

54

tctgggtgca
gggctttatg
ggcactgtgt
teeggeagea
ttggcagggt
tgaattattg
aacgtggtgce
tggtagttag
tgggttttgt

tgctgagege

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1063
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ES 2720 803 T3

REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Escherichia coli (E. coli) recombinante optimizada para la produccion fermentativa de metionina y/o
sus derivados, seleccionados de N-acetil-metionina (NAM), S-adenosil-metionina (SAM), y analogo hidroxi de
metionina (MHA), en donde en dicha cepa recombinante, al menos un gen seleccionado entre metN, met/ o metQ se
atenlia en comparacion con la cepa no modificada y los genes ygaZH se sobreexpresan en comparacion con la cepa
no modificada.

2. La cepa de E. coli de la reivindicacion 1, en donde se elimina al menos un gen seleccionado de metN, metl o
metQ.

3. La cepa de E. coli de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en donde dichos genes ygaZH se seleccionan
entre el grupo que consiste en genes ygaZH de especies de Citrobacter, especies de Shigella, especies de
Raoultella, especies de Enterobacter, especies de Yersiniay especies de Photorhabdus.

4. La cepa de E. coli de la reivindicacién 3, en donde dichos genes ygaZH proceden de Citrobacter koseri, Shigella
flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus Iluminescens,
Citrobacteryoungae o Citrobacter freundii.

5. La cepa de E. coli de la reivindicacion 1 a 4, en donde dichos genes ygaZH son expresados bajo el control de un
promotor inducible.

6. La cepa de E. coli de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde se aumenta también la expresion de
al menos uno de los siguientes genes en comparacion con la cepa no modificada: ptsG, pyc, pntAB, cysP, cysU,
cysW, cysA, cysM, cysJ, cysl, cysH, gevT, gevH, gevP, lpd, serA, serB, serC, cysE, metF, metH, fldA, for, metA, alelo
metA* que codifica una enzima con menor sensibilidad de retroalimentacion para la S-adenosilmetionina y/o
metionina, thrA, o un alelo thrA* que codifica una enzima con menor inhibicién de retroalimentacién para la treonina.

7. La cepa de E. coli de la reivindicacion 6, en donde al menos uno de dichos genes esta bajo el control de un
promotor inducible.

8. La cepa de E. colide una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la expresién de al menos uno de los
siguientes genes también se atenlia en comparacion con la cepa no modificada: metJ, pykA, pykF, purU, ybdL,
yncA, metE, dgsA o udhA.

9. Lacepa de E. colide una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde:

a. se eliminan los genes metN, metly metQy se sobreexpresan los genes ygaZ e ygaH en comparacién con la cepa
no modificada,

b. se aumenta la expresién de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE,
thrA®, ptsGy pyc en comparacién con la cepa no modificada; y

c. se atenua la expresion de los genes metJ, pykA, pykF, purU, dgsA, nietE'y yncA en comparacion con la cepa no
modificada.

10. Un método para la produccién fermentativa de metionina o sus derivados seleccionados de N-acetil-metionina
(NAM), S-adenosil-metionina (SAM), y analogo hidroxi de metionina (MHA), que comprende las etapas de:

a. cultivar una E. coli recombinante en donde en dicha E. coli, al menos un gen seleccionado entre metN, metl o
metQ se atenla en comparacion con la E. coli no modificada, y los genes ygaZH se sobreexpresan en comparacion
con la E. coli no modificada, en un medio de cultivo adecuado que comprende una fuente fermentable de carbono y
una fuente de azufre, y

b. recuperar la metionina y/o sus derivados seleccionados de N-acetil-metionina (NAM), S-adenosil-metionina
(SAM), y analogo hidroxi de metionina (MHA), del medio de cultivo.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde la E. coli recombinante comprende:
a. eliminacién de al menos un gen seleccionado entre metN, met/ o metQ, y
b. sobreexpresion de los genes ygaZH en comparacion con E. coli no modificada.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, en donde dichos genes ygaZH se seleccionan
entre el grupo que consiste en genes ygaZH de especies de Citrobacter, especies de Shigella, especies de
Raoultella, especies de Enterobacter, especies de Yersiniay especies de Photorhabdus.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde dichos genes ygaZH proceden de Citrobacter koseri, Shigella
flexneri, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter sp., Yersinia enterocolitica, Photorhabdus Iluminescens,
Citrobacteryoungae o Citrobacter freundii.

55



ES 2720 803 T3

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde el cultivo de E. coli recombinante se
somete a limitacion o deficiencia de uno o varios sustratos inorganicos, en particular fosfato y/o potasio, en el medio
de cultivo.
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