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DESCRIPCION

Microorganismo que produce O-acetil homoserina y método para producir O-acetil homoserina mediante el uso del
microorganismo

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un microorganismo de Escherichia sp. que produce O-acetil homoserina, y un
método para producir O-acetil homoserina con alto rendimiento mediante el uso del microorganismo.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

La O-acetil homoserina actia como un precursor de la metionina, que es uno de los aminoacidos esenciales en el
cuerpo. La metionina se usa ampliamente como componente de soluciones de infusidon médica y materias primas para
productos medicinales; asi como también como un alimento para animales y aditivo alimentario.

La metionina puede sintetizarse biolégicamente o quimicamente. Recientemente, se describiéd un proceso de dos
etapas, en el que un precursor de L-metionina producido por fermentacién se convierte en L-metionina mediante una
reaccion enzimatica (publicacion internacional num. WO 2008/013432). En el proceso de dos etapas anterior, pueden
usarse O-succinilhomoserina y O-acetil homoserina como el precursor de metionina, y es importante que se produzca
O-acetil homoserina con alto rendimiento para la produccion costo efectiva a gran escala de metionina.

DESCRIPCION
Problema técnico

Los presentes inventores, mientras se esforzaban por aumentar la produccién de O-acetil homoserina, descubrieron
que la reduccién de la expresion o actividad de la proteina citrato sintasa puede aumentar significativamente la
capacidad de produccion de O-acetil homoserina, lo que completa de esta manera la presente invencion.

Solucion técnica

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un microorganismo productor de O-acetil homoserina con una
capacidad de produccion aumentada de O-acetil homoserina.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para producir O-acetil homoserina mediante el uso
del microorganismo.

Efectos Ventajosos

El uso del microorganismo con capacidad de produccion de O-acetil homoserina de acuerdo con la presente invencion
puede producir O-acetil homoserina con un rendimiento mayor y de una manera mas respetuosa con el medio
ambiente que la sintesis quimica. Adicionalmente, la O-acetil homoserina asi producida puede usarse como precursor
para la sintesis de metionina y acido acético por la O-acetil homoserina sulfhidrilasa, lo que permite, de esta manera
la bioconversidon de L-metionina, y la L-metionina asi convertida puede usarse ampliamente en la produccion de
alimentos o aditivos alimentarios para humanos, asi como también como alimentos para animales o aditivos para
alimentos para animales.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un disefio de un casete de expresion para la construccion de un microorganismo con una actividad
atenuada de la citrato sintasa.
La Figura 2 es un mapa de restriccion del vector pBAD24-ARN antisentido (ARNas) de la citrato sintasa.

MEJOR MODO

En un aspecto, la presente invencion proporciona un microorganismo de Escherichia sp. que produce O-acetil
homoserina con capacidad de produccién aumentada de O-acetil homoserina en comparacion con el microorganismo
parental que produce O-acetil homoserina, en donde la actividad enddgena de la citrato sintasa se modifica para
atenuarse o inactivarse en comparacion con el microorganismo parental que produce O-acetil homoserina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "O-acetil homoserina", que es un material intermedio especifico
en una ruta de biosintesis de metionina de un microorganismo, se refiere a un derivado acetilo de L-homoserina. La
O-acetil homoserina puede producirse mediante una actividad enzimatica de transferir un grupo acetilo del acetil-CoA
a la homoserina mediante el uso de homoserina y acetil-CoA como sustratos.
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Como se usa en la presente descripcion, el término "un microorganismo que produce O-acetil homoserina" incluye un
microorganismo que es un microorganismo eucariotico o procariético que produce O-acetil homoserina dentro de un
organismo vivo, y que esta provisto de la capacidad de producir O-acetil homoserina respecto a su microorganismo
parental sin capacidad de produccion de O-acetil homoserina, o un microorganismo que esta provisto endégenamente
de la capacidad de produccién de O-acetil homoserina.

La capacidad de produccion de O-acetil homoserina puede proporcionarse o promoverse mediante la mejora de las
especies. Los microorganismos que tienen la capacidad de producir O-acetii homoserina pueden incluir
microorganismos pertenecientes a Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp., Corynebacteria sp.,
Pseudomonas sp., Leptospira sp., Salmonella sp., Brevibacteria sp., Hypomononas sp., Chromobacterium sp. y
Norcardia sp., u hongos, o levaduras; especificamente, microorganismos pertenecientes a Escherichia sp.,
Corynebacteria sp., Leptospira sp. y levaduras; y mas especificamente, un microorganismo perteneciente a
Escherichia sp., como un ejemplo especifico, Escherichia coli. Los microorganismos que tienen la capacidad de
producir O-acetil homoserina pueden ser microorganismos que producen L-lisina, L-treonina, L-isoleucina, o L-
metionina, o derivados de estas.

Como se usa en la presente descripcion, el término "citrato sintasa (EC 2.3.3.1)" se refiere a una enzima en la primera
etapa del ciclo de TCA que media la reaccion entre la oxaloacetato y el acetil-CoA. Especificamente, la citrato sintasa
media la reaccién de condensacién entre un residuo de acetato que tiene dos atomos de carbono, que esta en el
acetil-CoA, y el oxaloacetato que tiene cuatro atomos de carbono, y genera de esta manera un citrato que tiene seis
atomos de carbono. En Escherichia coli, la citrato sintasa se denomina GItA, y citrato sintasa y GItA se usan
indistintamente en la presente invencion.

acetil-CoA + oxaloacetato + H,O -> citrato + CoA-SH

Especificamente, la citrato sintasa puede ser una derivada de Escherichia sp., y mas especificamente, GItA derivada
de Escherichia coli. La citrato sintasa puede ser una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 4 o aquellas que tienen una homologia del 70 % o mas con la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, especificamente 80 % o mas, o mas especificamente, 90 % o mas. Adicionalmente,
como una secuencia que tiene una homologia, si la secuencia de aminoacidos es una que tiene la misma o la actividad
correspondiente de citrato sintasa con la de la SEQ ID NO: 4, es obvio que las secuencias de aminoacidos con una
delecién, una modificacion, una sustitucion, o una adicion, en parte de las secuencias también deben incluirse en el
alcance de la presente invencion. Adicionalmente, con base en la degeneracion del cddigo genético, las secuencias
polinucleotidicas que codifican la misma secuencia de aminoacidos y variantes de esta también deberian incluirse en
el alcance de la presente invencion.

Como se usa en la presente descripcion, el término actividad "endégena" se refiere a un estado natural de una proteina
en un microorganismo o un estado de actividad de la proteina correspondiente proporcionada en el microorganismo
antes de la modificacion.

La "atenuacion o inactivacion de una actividad de la proteina en comparacion con su actividad endégena” se refiere a
una reduccion o eliminacion de la actividad de la proteina cuando se compara con la que posee en su estado natural.
La atenuacién es un concepto que se refiere a un caso en el que la actividad de una proteina se reduce en comparacion
con la que originalmente poseia el microorganismo debido a una modificacion en el gen que codifica la proteina, un
caso en el que el nivel de expresion global de la proteina es inferior al de la cepa de tipo natural del microorganismo,
0 una combinacion de estas. La inactivacion incluye un caso en el que el gen que codifica la proteina no se expresa
en absoluto en comparacion con el de la cepa de tipo natural, y un caso en el que el gen se expresa, pero no muestra
actividad.

La atenuacion o inactivacion de una actividad de la proteina puede lograrse mediante varios métodos bien conocidos
en la técnica. Los ejemplos de los métodos pueden incluir un método para reemplazar el gen que codifica la proteina
en el cromosoma con un gen mutado de manera que la actividad enzimatica pueda reducirse, lo que incluye el caso
en que se elimina la actividad de la proteina; un método para introducir una modificacion en la secuencia reguladora
de la expresion del gen que codifica la proteina en el cromosoma; un método para reemplazar la secuencia reguladora
de la expresion del gen que codifica la proteina con una secuencia que tiene una actividad débil o ninguna actividad;
un método para eliminar una parte o el gen completo que codifica la proteina en el cromosoma; un método para
introducir un oligonucledtido antisentido (por ejemplo, ARN antisentido), que inhibe la traduccion del ARNm a una
proteina mediante una unién complementaria al transcrito del gen en el cromosoma; un método para hacer imposible
la union del ribosoma mediante la formacion de una estructura secundaria mediante la adicion artificialmente de una
secuencia de Shine-Dalgarno (SD) y de su secuencia complementaria en el extremo frontal de la secuencia SD del
gen que codifica la proteina; un método de ingenieria de transcripcion inversa (RTE), que adiciona un promotor de
manera que se transcriba inversamente en el extremo 3' del marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia
correspondiente, etc., e incluye también una combinacion de estos.

Especificamente, el método para eliminar una parte o el gen completo que codifica una proteina puede realizarse

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2833432 T3

mediante el reemplazo del polinucleétido, que codifica la proteina diana endégena dentro del cromosoma mediante
un vector para insertar al cromosoma en un microorganismo, un polinucleétido o un marcador donde se elimina parte
de la secuencia polinucleotidica. Por ejemplo, puede usarse un método de deleciéon de genes mediante recombinacion
homologa. Adicionalmente, como se usa en la presente descripcion, el término "parte”, aunque puede variar en
dependencia de los tipos de polinucledtidos, puede referirse especificamente a de 1 nucleétido a 300 nucledtidos, mas
especificamente de 1 nucledtido a 100 nucledtidos, e incluso mas especificamente de 1 nucledtido a 50 nucleétidos.

Adicionalmente, el método de modificacion de la secuencia reguladora de la expresion puede realizarse mediante la
induccion de una variacion en la secuencia reguladora de la expresion de la secuencia polinucleotidica mediante
delecion, insercion, sustitucion conservadora, sustitucién no conservadora, o una combinacién de estas para atenuar
aun mas la actividad de la secuencia reguladora de la expresion; o mediante el reemplazo de la secuencia
polinucleotidica con una secuencia polinucleotidica que tenga una actividad mas débil. La secuencia polinucleotidica
puede incluir un promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica un dominio de unién al ribosoma,
y una secuencia para regular la terminacion de la transcripcion y la traduccion.

Adicionalmente, el método de modificacion de la secuencia génica en el cromosoma puede realizarse mediante la
induccién de una variaciéon en la secuencia mediante delecion, insercion, sustitucion conservadora, sustitucion no
conservadora, o una combinacion de estas para atenuar adin mas la actividad de la secuencia reguladora de la
expresion; o mediante el reemplazo de la secuencia con una secuencia génica mejorada que tenga una actividad mas
débil o una secuencia génica mejorada que no tenga actividad.

Especificamente, para la atenuacion de la actividad de la proteina citrato sintasa, parte de un(os) aminoacido(s) en la
secuencia de aminoacidos de la proteina citrato sintasa puede sustituirse por otro(s) aminoacido(s). Mas
especificamente, puede incluirse un citrato sintasa que tiene una secuencia de aminoacidos, en la que el 145°
aminoacido o el 167° aminoacido en la secuencia de aminoacidos de la proteina citrato sintasa se sustituye de tirosina
(Y) o lisina (K) a otro(s) aminoacido(s). AUn mas especificamente, la citrato sintasa puede ser una que tenga una
secuencia génica que codifica un polipéptido modificado, en el que el 145°aminoacido en la secuencia de aminoacidos
de la proteina citrato sintasa se sustituye de tirosina (Y) a alanina (A), y el 167° aminoacido se sustituye de lisina (K)
a alanina (A). En particular, el nimero de residuos de aminoacidos se determin6 en orden secuencial después de
establecer el aminoacido posicionado préximo a la metionina, que se codifica por el codén de iniciacién, como el 1¢"
aminoacido. El polipéptido puede tener respectivamente una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 1 o 2. Adicionalmente, si la actividad de la citrato sintasa es mas débil que la de un tipo silvestre, la citrato sintasa
puede incluir secuencias de aminoacidos que tengan una homologia del 80 % o mas con la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 1 o 2, especificamente 90 % o mas, mas especificamente 95 % o mas, e incluso mas
especificamente 97 % o mas. Como una secuencia que tiene una homologia, si la secuencia de aminoacidos es una
que tiene sustancialmente la misma o la actividad biolégica correspondiente de una proteina de la SEQ ID NO: 1 o 2,
es obvio que las secuencias de aminoacidos con una delecién, una modificacién, una sustitucién o una adicién en
parte de las secuencias también debe incluirse en el alcance de la presente invencion.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homologia" se refiere a un porcentaje de identidad entre dos
polinucledtidos o restos polipeptidicos. La homologia entre secuencias de un resto a otro resto puede determinarse
mediante una tecnologia conocida en la técnica. Por ejemplo, la homologia puede determinarse mediante el
ordenamiento directo de la informacién de secuencia entre dos moléculas polinucleotidicas diferentes o dos
polipéptidos diferentes mediante el uso de un programa informatico que ordena y obtiene facilmente la informacion de
secuencia. El programa informatico puede incluir BLAST (NCBI), CLC Main Workbench (CLC bio), MegAlignTM
(DNASTAR Inc.), etc. Adicionalmente, la homologia entre polinucleétidos puede determinarse mediante la hibridacion
de los polinucledtidos bajo la condicion de formar una doble hebra estable entre regiones homodlogas, la
descomposicion con una nucleasa especifica de una cadena simple, y la determinacion de los fragmentos
descompuestos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homologia" se refiere a una relacion entre proteinas que tienen
un "origen evolutivo comun" que incluyen proteinas homologas derivadas de proteinas de una superfamilia en todas
las formas gramaticales o con variaciones de ortografia, y aquellas derivadas de diferentes especies. Estas proteinas
(y los genes que las codifican) tienen homologias de secuencia reflejadas por altos niveles de similitudes de secuencia.
Sin embargo, el término "homologia", para su uso general y el uso en la presente invencion, se referiria a una similitud
de secuencia cuando se modifica con un adjetivo tal como "muy alta", en lugar de referirse a un origen evolutivo comun.

En una modalidad ejemplar de la presente invencion, el microorganismo puede ser uno en el que la actividad de la
cistationina gamma sintasa (EC 2.5.1.48), de la homoserina quinasa (EC 2.7.1.39), o las actividades de ambas se
modifican adicionalmente para atenuarse o inactivarse en comparacion con sus actividades endégenas.

Como se usa en la presente descripcion, el término "cistationina gamma sintasa" se refiere a una enzima que puede
sintetizar cistationina mediante una reaccion quimica que se describe mas abajo, mediante el uso de O-
succinilhomoserina y L-cisteina como sustratos. En la presente invencion, la cistationina gamma sintasa de E. coli se
designa como "MetB".



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2833432 T3

O-succinil-L-homoserina + L-cisteina -> L-cistationina + succinato

Especificamente, la cistationina gamma sintasa de E. coli puede ser una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 9 o aquellas que tienen una homologia del 70 % o mas con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9, especificamente 80 % o mas, y mas especificamente 90 % o mas.
Adicionalmente, como una secuencia que tiene una homologia, si la secuencia de aminoacidos es una que tiene la
misma o la actividad correspondiente de la homoserina quinasa con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
9, es obvio que las secuencias de aminoacidos con una delecién, una modificacién, una sustitucién, o una adicién en
parte de las secuencias también deben incluirse en el alcance de la presente invencién. Adicionalmente, con base en
la degeneracion del codigo genético, las secuencias polinucleotidicas que codifican la misma secuencia de
aminoacidos y variantes de esta también deberian incluirse en el alcance de la presente invencion.

El método para modificar la atenuacion o inactivacion de la actividad cistationina gamma sintasa puede realizarse de
acuerdo con el método descrito anteriormente.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homoserina quinasa" se refiere a una enzima que causa la
fosforilacion de la homoserina, que realiza la reaccion quimica descrita mas abajo. En la presente invencion, la
homoserina quinasa de E. coli se designa como "ThrB".

ATP + L-homoserina -> ADP + O-fosfo-L-homoserina

Especificamente, la homoserina quinasa de Escherichia sp. puede ser una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 11 o aquellas que tienen una homologia del 70 % o mas con la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11, especificamente 80 % o mas, o mas especificamente, 90 % o0 mas.
Adicionalmente, como una secuencia que tiene una homologia, si la secuencia de aminoacidos es una que tiene la
misma o la actividad correspondiente de homoserina quinasa con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11,
es obvio que las secuencias de aminoacidos con una delecién, una modificacién, una sustituciéon, o una adicién en
parte de las secuencias también deben incluirse en el alcance de la presente invencién. Adicionalmente, con base en
la degeneracion del codigo genético, las secuencias polinucleotidicas que codifican la misma secuencia de
aminoacidos y variantes de esta también deberian incluirse en el alcance de la presente invencion.

El método para modificar la atenuacién o inactivaciéon de la actividad de la homoserina quinasa puede realizarse de
acuerdo con el método descrito anteriormente.

En un aspecto especifico de la presente invencion, el microorganismo puede ser uno, en donde la actividad de la
homoserina O-acetiltransferasa se modifica adicionalmente para introducirla o mejorarla, o la homoserina O-
succiniltransferasa endoégena se modifica adicionalmente para que tenga la actividad de la homoserina O-
acetiltransferasa.

Como se usa en la presente descripcion, el término "homoserina O-acetiltransferasa (EC 2.3.1.31)" se refiere a una
enzima que tiene la actividad de transferir un grupo acetilo del acetil-CoA a la homoserina.

Especificamente, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion puede introducirse con la actividad de la
homoserina O-acetiltransferasa. La homoserina O-acetiltransferasa puede derivarse de diversas especies de
microorganismos, por ejemplo, de un microorganismo seleccionado entre Corynebacteria sp., Leptospira sp.,
Deinococcus sp., Deinococcus sp., Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp. Especificamente, la homoserina O-
acetiltransferasa pueden ser aquellas que incluyen las secuencias de aminoacidos representadas por la SEQ ID NO:
13 (Leptospira meyeri), SEQ ID NO: 14 (Corynebacterium glutamicum), o SEQ ID NO: 15 (Deinococcus radiodurans).
Adicionalmente, la homoserina O-acetiltransferasa puede ser una proteina que comprende las secuencias de
aminoacidos anteriores o aquellas que tienen una homologia del 70 % o mas con las secuencias de aminoacidos
anteriores, especificamente el 80 % o mas, o mas especificamente, el 90 % o mas. Adicionalmente, con base en la
degeneracion del cédigo genético, las secuencias polinucleotidicas que codifican la misma secuencia de aminoacidos
y variantes de esta también deberian incluirse en el alcance de la presente invencion.

En la publicacion de solicitud de patente coreana nim. 10-2011-0023703 y en la publicacion de solicitud de patente
europea num. EP 2290051 se describen ejemplos de homoserina O-acetiltransferasa que se van a usar en la presente
invencion.

Adicionalmente, la proteina, en la que la homoserina O-succiniltransferasa endégena (EC 2.3.1.46) se modifica para
que tenga la actividad de homoserina O-acetiltransferasa, se refiere a un polipéptido, en el que la especificidad de
sustrato del polipéptido que tiene la actividad homoserina O-succiniltransferasa cambia de succinil-CoA a acetil-CoA.
Adicionalmente, la proteina modificada puede ser un polipéptido que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa,
a diferencia de su tipo silvestre, mediante el reemplazo de parte de la secuencia de aminoacidos del polipéptido que
tiene actividad homoserina O-succiniltransferasa.

Ejemplos de homoserina O-succiniltransferasa pueden ser un polipéptido de Enterobacteria sp., Salmonella sp.,
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Pseudomonas sp., Bacillus sp. o Escherichia sp., Especificamente, un polipéptido de Escherichia sp. que tiene la
actividad homoserina O-succiniltransferasa, por ejemplo, un polipéptido que tiene actividad homoserina O-
succiniltransferasa de E. coli. Mas especificamente, la homoserina O-succiniltransferasa de E. coli puede tener la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 16. La homoserina O-succiniltransferasa de E. coli se
designa como "MetA".

La homoserina O-succiniltransferasa modificada puede ser un polipéptido variante, en el que el 111° aminoacido del
polipéptido representado por la SEQ ID NO: 16 o polipéptidos que tienen una homologia del 95 % o superior con la
secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 16 se sustituye con &cido glutamico, y adicionalmente, el 112° aminoacido
se sustituye con treonina o histidina. Especificamente, el polipéptido variante puede ser un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 17 a 19. Adicionalmente, el polipéptido variante puede
ser una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia del 70 % o mas con la
secuencia de aminoacidos anterior, especificamente del 80 % o mas, o mas especificamente del 90 % o mas.
Adicionalmente, con base en la degeneracion del cédigo genético, las secuencias polinucleotidicas que codifican la
misma secuencia de aminoacidos y variantes de esta también deberian incluirse en el alcance de la presente
invencion. La informacién sobre la homoserina O-succiniltransferasa modificada puede obtenerse de la publicacion de
la solicitud de patente coreana nim. 10-2012-0070531 o la publicacién internacional nim. WO 2012/087039.

Como se usa en la presente descripcion, el término "introduccion o mejora de la actividad" se refiere a proporcionar la
actividad de una proteina particular a un microorganismo que no posee la proteina; o a mejorar la actividad intracelular
de la proteina en el microorganismo que posee la proteina, y lo similar, y se refiere al aumento de la actividad
intracelular de la proteina en comparacion con la actividad endégena de la proteina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "introduccion o mejora de la actividad de la proteina” se refiere no
solo a la obtencién de un efecto mayor que la funcion original debido al aumento de la actividad de la proteina en si,
sino también al aumento de la actividad de la proteina debido al aumento de la actividad génica enddgena, la
amplificacion génica enddgena por factores internos o externos, el aumento del nimero de copias, la introduccién de
genes desde el exterior, el aumento de la actividad enzimatica debido a la sustitucién, modificaciéon, o mutacion, etc.

En lo anterior, el aumento en el nimero de copias del gen puede realizarse en un estado operativamente conectado
a un vector, o mediante la insercidon en el cromosoma dentro de una célula huésped. Especificamente, el método
puede ejecutarse mediante la introduccion de un vector, al cual un polinucleétido que codifica la proteina de la presente
descripcion esta conectado operativamente, y que puede replicarse y funcionar independientemente de un huésped,
dentro de una célula del huésped; o mediante la introduccién de un vector, al que el polinucleétido esta conectado
operativamente, insertar el polinucleétido en el cromosoma de la célula huésped, dentro de la célula huésped, lo que
aumenta de esta manera el nimero de copias del gen dentro del cromosoma de la célula huésped.

El vector es una construccion de ADN que incluye la secuencia polinucleotidica del polinucledtido que codifica la
proteina diana, que esta operativamente conectada a una secuencia de regulacién adecuada para que la proteina
diana pueda expresarse en un huésped apropiado, en donde la secuencia de regulacién incluye un promotor que inicia
la transcripcion, una secuencia de operador aleatoria para la regulacién de la transcripcion, una secuencia que codifica
un dominio de unién al ribosoma de ARNm adecuado y una secuencia para la regulaciéon de la transcripcion y la
traduccion. El vector, después de transformarse en una célula huésped apropiada, puede replicarse o funcionar
independientemente del genoma del huésped, o puede integrarse en el mismo genoma del huésped.

El vector usado en la presente invencién puede no estar especificamente limitado siempre que el vector sea replicable
en la célula huésped, y puede usarse cualquier vector conocido en la técnica. Los ejemplos de los vectores pueden
incluir plasmidos, césmidos, virus, y bacteriéfagos naturales o recombinantes. Por ejemplo, pueden usarse como
vector fago o vector cosmido, pueden usarse pWE15, M13, AMBL3, AMBLA4, AIXil, AASHII, AAPII, At10, At11, Charon4A,
Charon21A, etc. y como un vector plasmido, basados en pBR, basados en pUC, basados en pBluescriptll, basados
en pGEM, basados en pTZ, basados en PCL, basados en pET, etc. Especificamente, pueden usarse vectores pDZ,
PACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, pCC1BAC, etc.

Adicionalmente, un polinucleétido que codifica una proteina diana endégena puede sustituirse por un polinucleétido
modificado mediante el uso de un vector para insertarlo en el cromosoma de un microorganismo. La insercion del
polinucledétido en el cromosoma puede realizarse mediante el uso de un método conocido en la técnica, por ejemplo,
mediante recombinacién homéloga. Dado que el vector puede insertarse en el cromosoma mediante recombinacion
homologa, puede incluirse adicionalmente un marcador de seleccion para la confirmacion de la insercion en el
cromosoma. El marcador de seleccidn se usa para la seleccién de una célula transformada, es decir, para confirmar
si se insertd el polinucledtido diana, y pueden usarse marcadores que proporcionan fenotipos seleccionables como
resistencia a farmacos, requerimiento de nutrientes, resistencia a agentes citotoxicos, y expresion de proteinas de
superficie. En las circunstancias en las que se tratan agentes selectivos, solo las células que expresan los marcadores
de seleccion pueden sobrevivir o expresar otros rasgos fenotipicos y asi las células transformadas pueden
seleccionarse facilmente.

Como se usa en la presente descripcion, el término "transformacion” se refiere a un proceso de introduccién de un
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vector que incluye un polinucleétido que codifica una proteina diana en una célula huésped, lo que permite, de esta
manera, la expresion del polinucledtido codificado por la proteina en la célula huésped. Para el polinucleétido
transformado, no importa si se inserta en el cromosoma de una célula huésped y se localiza dentro de este, o si se
localiza fuera del cromosoma, siempre que pueda expresarse en la célula huésped. Adicionalmente, los polinucleétidos
incluyen ADN y ARN, que codifican la proteina diana. El polinucleétido puede insertarse en cualquier forma siempre
que pueda introducirse en una célula huésped y expresarse en ella. Por ejemplo, el polinucleétido puede introducirse
en una célula huésped en forma de un casete de expresion, que es una construccion genética que incluye todos los
elementos esenciales necesarios para la autoexpresion. El casete de expresion puede incluir convencionalmente un
promotor conectado operativamente al polinucleétido, una sefial de terminacién de la transcripcién, un dominio de
union al ribosoma, y una sefial de terminacién de la traduccion, y puede estar en la forma de un vector de expresion
capaz de la autorreplicacion. Adicionalmente, el polinucleétido puede introducirse en una célula huésped tal como esta
y conectarse operativamente a una secuencia esencial para su expresion en la célula huésped. Adicionalmente, como
se usa en la presente descripcion, el término "conectado operativamente" se refiere a una conexion funcional entre
una secuencia promotora, que inicia y media la transcripcion del polinucleétido que codifica la proteina diana, y la
secuencia génica.

Entonces, la modificacion de la secuencia reguladora de la expresion para aumentar la expresion del polinucleétido
puede realizarse mediante la induccién de una variacién en la secuencia polinucleotidica mediante delecion, insercion,
sustitucion conservadora, sustitucion no conservadora, o una combinacion de estas para mejorar aun mas la actividad
de la secuencia reguladora de la expresion; o mediante el reemplazo de la secuencia polinucleotidica con una
secuencia polinucleotidica con una actividad mas fuerte. La secuencia de regulacion de la expresion puede incluir un
promotor, una secuencia de operador, una secuencia que codifica un dominio de unién a ribosoma, y una secuencia
para regular la terminacion de la transcripcion y de la traduccion, etc. Adicionalmente, un promotor exdgeno fuerte, en
lugar del promotor original, puede conectarse al extremo superior de la unidad de expresion del polinuclestido.

Adicionalmente, la modificacién de la secuencia polinucleotidica en el cromosoma puede realizarse mediante la
induccion de una variacion en la secuencia reguladora de la expresion de la secuencia polinucleotidica mediante
delecion, insercion, sustitucion conservadora, sustitucion no conservadora o una combinacion de estas para mejorar
aun mas la actividad de la secuencia polinucleotidica; o mediante el reemplazo de la secuencia polinucleotidica con
una secuencia polinucleotidica mejorada con una actividad mas fuerte.

Generalmente, la introduccion y mejora de la actividad de la proteina puede aumentar la actividad o concentracion de
la proteina correspondiente en relacion con la actividad o concentracion de una proteina de tipo silvestre o en un
microorganismo de al menos 1 %, 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %, hasta un
maximo de 1000 % o 2000 %.

Adicionalmente, el microorganismo puede ser uno en el que la actividad de la homoserina O-succiniltransferasa
enddgena se modificd para atenuarse o inactivarse en comparacion con la de la actividad endégena, con el fin de
mejorar la ruta de biosintesis de la O-acetil homoserina mediante el bloqueo de la ruta de biosintetizar O-succinil
homoserina a partir de homoserina.

La modificacion de la atenuacion o inactivacion de la actividad homoserina O-succiniltransferasa puede realizarse de
acuerdo con el método explicado anteriormente.

En una modalidad ejemplar de la presente invencion, el microorganismo productor de O-acetil homoserina puede ser
uno en el que la actividad de una enzima que participa en la ruta de biosintesis de fosfoenolpiruvato a homoserina se
modifica para introducirla o mejorarla adicionalmente, con el fin de aumentar aiin mas la cantidad de homoserina, un
sustrato para la biosintesis de O-acetil homoserina.

Especificamente, el microorganismo anterior puede ser uno en el que la actividad de al menos una proteina
seleccionada del grupo que consiste en fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc, EC 4.1.1.31), aspartato aminotransferasa
(aspC, EC 2.6.1.1), y aspartato semialdehido deshidrogenasa (asd, EC 1.2.1.11) se modifica para introducirla o
mejorarla.

Por ejemplo, el gen ppc que codifica fosfoenolpiruvato carboxilato que incluye una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 20, gen aspC que codifica aspartato aminotransferasa que incluye una secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 21, y gen asd que codifica la aspartato semialdehido deshidrogenasa
que incluye una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 22 pueden introducirse en un
microorganismo. Por ejemplo, las actividades de las tres enzimas diferentes pueden modificarse para introducirlas o
mejorarlas al hacer que todos los genes que codifican las tres enzimas diferentes presentes en el cromosoma de una
célula huésped tengan un nimero de copias de al menos 2. La introduccion y mejora de las actividades puede
realizarse de acuerdo con el método descrito anteriormente.

En una modalidad ejemplar de la presente invencion, la actividad de la proteina citrato sintasa se modifico para

atenuarla o inactivarla mediante varios métodos, que incluyen eliminar el gen de la citrato sintasa en un
microorganismo de E. coli que produce O-acetil homoserina; introducir el gen que codifica la proteina citrato sintasa
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modificada, cuya actividad se modificé para atenuarse en comparacién con la de un tipo silvestre, en la posicién del
gen de la citrato sintasa; e introducir un vector de expresion para el ARN antisentido del gen de la citrato sintasa. Como
resultado, el microorganismo productor de O-acetil homoserina asi construido, en el que la actividad de la proteina
citrato sintasa se modificé para ser atenuada o inactivada, mostré una capacidad mejorada de produccién de O-acetil
homoserina, en comparacion con la del microorganismo parental (ejemplos del 1 al 4).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir O-acetil homoserina mediante el uso de
un microorganismo productor de O-acetil homoserina con una capacidad de produccion aumentada de O-acetil
homoserina. Especificamente, la presente invencion proporciona un método para producir O-acetil homoserina, que
comprende: (a) cultivar el microorganismo de la presente invencion; y (b) recuperar la O-acetil homoserina producida
durante el cultivo del microorganismo.

El método de cultivo de E. coli que tiene capacidad de produccion de O-acetil homoserina de acuerdo con la presente
invencién puede realizarse de acuerdo con los medios adecuados y las condiciones de cultivo conocidas en la técnica.
El proceso de cultivo puede ajustarse facilmente por un experto en la técnica en dependencia del microorganismo que
se seleccione. En particular, dado que el microorganismo de la presente invencion es un microorganismo donde la
actividad de la citrato sintasa, que es una enzima que media la primera etapa del ciclo de los TCA, se modifica para
atenuarse o inactivarse, el medio de cultivo puede incluir glutamato.

Los ejemplos de métodos de cultivo pueden incluir un cultivo discontinuo, un cultivo continuo, y un cultivo discontinuo
alimentado. Estos diversos métodos se describen, por ejemplo, en "Biochemical Engineering" de James M. Lee,
Prentice-Hall International Editions, pag. 138-176.

El medio usado en el cultivo puede cumplir apropiadamente el requerimiento de un microorganismo especifico.
Especificamente, se describen ejemplos de medios de cultivo de microorganismos en "Manual of Methods for General
Bacteriology" de la American Society for Bacteriology, Washington, DC, 1981. Los medios de cultivo pueden ser
aquellos que incluyen una fuente de carbono apropiada, fuente de fosforo, compuesto inorganico, aminoacidos, y/o
vitaminas, etc., y el cultivo puede realizarse en condiciones aerdbicas mientras se ajusta la temperatura, pH, etc.

Los ejemplos de las fuentes de carbono pueden incluir carbohidratos tales como glucosa, lactosa, sacarosa, acido
lactico, fructosa, maltosa, almidon y celulosa; grasas tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino,
aceite de argan y aceite de coco; acidos grasos tales como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico; alcoholes
tales como glicerol y etanol; y acidos organicos tales como acido acético. Estas fuentes de carbono pueden usarse
solas o en combinacion.

Los ejemplos de la fuente de nitrégeno pueden incluir fuentes de nitrégeno organico tales como peptona, extracto de
levadura, salsa de carne, extracto de malta, licor de maceracién de maiz (CSL), y harina de frijoles; y fuentes de
nitrégeno inorganico tales como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio
y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrdgeno pueden usarse solas o en combinacion. Como una fuente de fésforo,
los medios de cultivo pueden contener, ademas, dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio y las
correspondientes sales que contienen sodio. Los medios de cultivo pueden incluir metales tales como sulfato de
magnesio y sulfato de hierro. Adicionalmente, pueden incluirse aminoacidos, vitaminas y precursores apropiados.
Estos medios de cultivo o precursores pueden afiadirse al cultivo en forma de cultivo en lotes o cultivo continuo.

Adicionalmente, el pH del cultivo puede ajustarse mediante la adicién de un compuesto tal como hidréxido de amonio,
hidroxido de potasio, amoniaco, acido fosférico, y acido sulfdrico durante el cultivo de una manera apropiada.
Adicionalmente, la formacién de burbujas puede prevenirse durante el cultivo mediante el uso de un agente
antiespumante tal como éster de poliglicol de acido graso. Adicionalmente, para mantener las condiciones aerdbicas
en un liquido de cultivo, puede afadirse a un cultivo un gas oxigeno o un gas (por ejemplo, aire) que contenga un gas
oxigeno. La temperatura de cultivo puede ser de 20 °C a 45 °C y especificamente de 25 °C a 40 °C. El cultivo puede
continuarse hasta que la produccion de O-acetil homoserina alcance el nivel deseado, y especificamente de 10 horas
a 160 horas.

El método para producir O-acetil homoserina de la presente invencién puede incluir, ademas, recuperar O-acetil
homoserina del microorganismo cultivado o un producto cultivado de este. La recuperacion de la O-acetil homoserina
deseada puede realizarse mediante un método de cultivo de microorganismos, por ejemplo, un método apropiado
conocido en la técnica tal como un cultivo discontinuo, un cultivo continuo, y un cultivo discontinuo alimentado.

La recuperacion puede incluir una etapa de purificacion.

La O-acetil homoserina asi recuperada puede producir metionina mediante un proceso de dos etapas (patente coreana
nam. 10-0905381).

El proceso de dos etapas incluye un proceso de produccion de L-metionina y un acido organico mediante una reaccion

enzimatica mediante el uso de una enzima que tiene la actividad O-acetil homoserina sulfhidrilasa o un microorganismo
que posee la enzima, mientras se usa la O-acetil homoserina, que se produjo por el microorganismo productor del
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precursor de L-metionina, y metilmercaptano como sustratos.
Mas especificamente, ademas, se describe en la presente descripcién un método para producir L-metionina mediante
una reaccién enzimatica de la O-acetil homoserina sulfhidrilasa, etc., mediante el uso de la O-acetil homoserina, que
se acumulé mediante el método anterior, como sustrato.
En la segunda etapa, cuando se usa la O-acetil homoserina como precursor de la L-metionina, puede usarse la O-
acetil homoserina sulfhidrilasa derivada de un microorganismo, especificamente perteneciente a Leptospira sp.,
Chromobacterium sp., y Hyphomonas sp., y mas especificamente perteneciente a Leptospira meyeri, Pseudomonas
aurogenosa, Hyphomonas Neptuniumy Chromobacterium Violaceum.
La reaccion es la misma que se muestra mas abajo.

CH3SH + O-acetil-L-homoserina <=> acetato + metionina
El proceso adicional para producir metionina se describe en la patente coreana nim. 10-0905381.

MODO PARA LA INVENCION

En lo adelante, la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos. Sin
embargo, estos ejemplos son solo para fines ilustrativos, y la invencién no pretende limitarse por estos ejemplos.

Ejemplo de referencia: construcciéon de microorganismos productores de O-acetil homoserina

<1-1> Delecion del gen metB derivado de E. coli de tipo silvestre (publicacion internacional nim. WO
2008/013432)

Se construyd un microorganismo productor de O-acetil homoserina mediante el uso de E. coli, un microorganismo
representativo entre Escherichia sp. Con este fin, se usé E. coli K12 W3110 de tipo silvestre (ATCC27325) obtenida
de la American Type Culture Collection (ATCC). Primero, con el fin de bloquear la ruta de sintesis de la O-succinil-L-
homoserina a cistationina, se elimind el gen metB que codifica la cistationina sintasa (SEQ ID NO: 10).
Especificamente, la cistationina sintasa que codifica el gen metB se eliminé mediante un método de delecion por PCR
de una etapa FRT (PNAS (2000) vol. 97: P6640-6645).

Especificamente, el casete de delecion de metB se construyd mediante una reaccion de PCR basada en el vector
pKD3 (PNAS (2000) vol. 97: P6640-6645) como molde mediante el uso de cebadores de las SEQ ID NO: 30y 31 de
la siguiente manera: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30
segundos, y extension a 72 °C durante 1 minuto. El producto de PCR resultante se sometid a electroforesis en un gel
de agarosa al 1,0 % y se purificod una banda de ADN de 1,2 kb obtenida a partir del mismo. El fragmento de ADN
recuperado se sometid a electroporacion en E. coli (K12) W3110, transformada antes con el vector pKD46 (PNAS
(2000) vol. 97: P6640-6645). Para la electroporacion, la cepa W3110 transformada con el pKD46 se cultivd en un
medio LB que contenia 100 pg/L de ampicilina y 5 mM de arabinosa (L-arabinosa) a 30 °C hasta una DOggo = 0,6 y se
us6 después de lavar dos veces con agua destilada estéril y una vez con glicerol al 10 %. La electroporacion se realizo
a 2500 V. La cepa recuperada se sembro en estrias en una placa LB que contenia 25 ug/L de cloranfenicol, se cultivd
a 37 °C durante la noche, y se selecciond la cepa que mostraba resistencia. La cepa seleccionada se sometié a una
reaccion de PCR en las mismas condiciones basadas en la cepa como molde mediante el uso de los mismos
cebadores, y se confirmé la delecion del gen metB mediante la observacion del tamafio del gen de 1,2 kb en un gel
de agarosa al 1,0 %. La cepa asi confirmada se cultivé en un medio LB después de volver a transformarla con el vector
pCP20 (PNAS (2000) vol. 97: P6640-6645), y se construyo la cepa final con el gen metB eliminado, donde el tamafio
del gen se redujo a 150 pb en un gel de agarosa al 1,0 % mediante PCR realizada en las mismas condiciones, y se
confirmé la eliminacion del marcador de cloranfenicol. La cepa asi construida se denominé "W3-B".

<1-2> Delecién del gen thrB (publicacion internacional nim. WO 2008/013432)

En un esfuerzo por aumentar la cantidad de sintesis de O-succinilhomoserina a partir de homoserina, se eliminé el
gen thrB, que es un gen que codifica la homoserina quinasa. Para la delecién del gen thrB de la cepa W3-B construida
en el Ejemplo 1, se uso6 el método de delecién por PCR de una etapa FRT usado en la delecién del gen metB.

Se construy6 un casete de delecion de thrB mediante PCR basado en el vector pKD4 (PNAS (2000) vol. 97: P6640-
6645) como molde mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 32 y 33 de la siguiente manera: 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién a 55 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C durante
1 minuto.

El producto de PCR resultante se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0 % y se purifico una banda de

ADN de 1,6 kb obtenida a partir del mismo. El fragmento de ADN recuperado se sometié a electroporacion en la cepa
W3-B, transformada antes con el vector pKD46. La cepa recuperada se sembrd en estrias en una placa LB que
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contenia 50 ug/L de kanamicina, se cultivd a 37 °C durante la noche, y se selecciond la cepa que mostraba resistencia.

La cepa seleccionada se sometié a una reaccion de PCR en las mismas condiciones basado directamente en la cepa
como molde mediante el uso de los mismos cebadores de las SEQ ID NO: 32 y 33, y se confirmo la delecion del gen
thrB mediante la seleccion de la cepa que tenia el tamafio del gen de 1,6 kb en un gel de agarosa al 1,0 %. La cepa
asi confirmada se cultivd en un medio LB después de transformarla nuevamente con el vector pCP20, y se construy6
la cepa final con el gen thrB eliminado, donde el tamafio del gen se redujo a 150 pb en un gel de agarosa al 1,0 %
mediante PCR realizada en las mismas condiciones, y se confirmo la eliminacion del marcador de kanamicina. La
cepa asi construida se denominé "W3-BT".

<1-3> Una variante de metA con actividad homoserina acetiltransferasa (publicacion internacional nim. WO
2012/087039)

Con el fin de reforzar la actividad de la homoserina acetiltransferasa en la cepa obtenida en el Ejemplo de referencia
<1-2>, se pretendia introducir el gen metA de tipo mutante (SEQ ID NO: 24 y 26) que codifica la homoserina
acetiltransferasa.

En primer lugar, para construir la variante del gen metA con una actividad reforzada, se realizé una reaccion de PCR
basada en el cromosoma de una cepa de tipo silvestre W3770 como molde mediante el uso de los cebadores de las
SEQ ID NO: 34 y 35, y se amplifico el gen metA que codifica la homoserina O-succiniltransferasa.

Los cebadores usados en la reaccién de PCR se prepararon en base a la secuencia polinucleotidica del cromosoma
de E. coli, NC_000913, registrada en el NIH Gene Bank, y los cebadores de las SEQ ID NO: 34 y 35 tienen los sitios
de restriccion EcoRV'y Hind Ill, respectivamente. El producto de PCR asi obtenido y el plasmido pCL 1920 que incluye
Pcj1 se trataron respectivamente con EcoRV'y Hind lll, y el producto de PCR se cloné en el plasmido pCL1920. E. coli
DH5a se transformo6 mediante el uso del plasmido clonado, y la E. coli DH5a transformada se selecciond en placas
LB que contenian 50 pyg/ml de espectinomicina, y se obtuvo el plasmido de las mismas. El plasmido asi obtenido se
denomind "pCL_Pcj1_metA".

A continuacion, el 111° aminoacido, glicina (Gly), de la O-succiniltransferasa se sustituyé con acido glutamico (Glu)
(G111E) basado en el plasmido pCL_Pcj1_metA construido anteriormente como un molde mediante el uso de un kit
de mutagénesis sitio dirigida (Stratagene, EE.UU.). El plasmido asi construido que incluye la variante del gen metA de
G111E se denomind "pCL_Pcj1_metA (EL)".

Adicionalmente, con el fin de sustituir el 111° aminoacido de la O-succiniltransferasa de glicina a acido glutamico, y el
112° amino acido de leucina a histidina, se usaron los cebadores de las SEQ ID NO: 38 y 39. El plasmido que incluye
el gen metA, en el que el 111° aminoacido se sustituyo de glicina a acido glutamico, y el 112° amino acido se sustituyd
de leucina a histidina se designé como "pCL_Pcj1_metA (EH)".

Después, se construyé un casete de reemplazo, para el reemplazo con metA (EH) en una cepa, mediante PCR
mediante el uso del vector pKD3 como molde junto con los cebadores de las SEQ ID NO: 40 y 41 de la siguiente
manera: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacion a 55 °C durante 30 segundos, y
extension a 72 °C durante 2 minutos. El producto de PCR respectivo se obtuvo mediante el uso de pCL-Pcj1-metA
(EH) como molde para la parte metA (EH) del casete de reemplazo junto con los cebadores de las SEQ ID NO: 42 y
43, y los cebadores de las SEQ ID NO: 42 y 45 para la parte metA de tipo silvestre. Se construyeron casetes de
reemplazo de metA (EH), que incluyen la parte del marcador de cloranfenicol, mediante el uso de los tres productos
de PCR diferentes junto con los cebadores de las SEQ ID NO: 42 y 45, y se electroporaron en la cepa W3-BT,
transformada antes con el vector pKD46, construido en el Ejemplo de referencia <1-2>. La cepa asi confirmada se
cultivé en un medio LB después de transformarse de nuevo con el vector pCP20, y la cepa en la que se elimind el
marcador de cloranfenicol y el gen metA se sustituyé por metA (EH) se denominé "W3-BTA".

<1-4> Construccion de una cepa con 2 copias de los genes ppc, aspC, y asd (publicaciéon de solicitud de
patente europea num. EP 2290051)

Con el fin de aumentar la capacidad de produccién de O-acetil homoserina de la cepa W3-BTA construida en el
Ejemplo de referencia <1-3>, la ruta biosintética se mejord al citar la patente presentada anteriormente nim. EP
2290051. De la misma manera que en la patente EP anterior, se construyd una cepa que tiene 2 copias amplificadas
de cada uno de los genes, es decir, el gen ppc que codifica la fosfoenolpiruvato carboxilasa mediante el uso de
cebadores de las SEQ ID NO: 46, 47, 48 y 49; gen aspC que codifica la aspartato aminotransferasa mediante el uso
de cebadores de las SEQ ID NO: 50 y 51; y gen asd que codifica la aspartato semialdehido deshidrogenasa mediante
el uso de cebadores de las SEQ ID NO: 52, 53, 54 y 55. En particular, la cepa anterior con una ruta biosintética
mejorada que produce O-acetil homoserina se designé como "W3-BTA2PCD" (también llamada "WCJM ").

<1-5> Experimentos de cultivo en matraces

La cantidad de produccion de O-acetil homoserina por la cepa construida en los Ejemplos de referencia <1-3> y <1-
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4> se ensay6 mediante un cultivo en matraz Erlenmeyer.

Especificamente, las cepas W37110, W3-BTA, y WCJM se inocularon en medio LB y se cultivaron a 33 °C durante la
noche. Después, se inoculdé una sola colonia de estas en 3 mL de medio LB, se cultivd a 33 °C durante 5 horas, se
diluyé 200 veces en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de un medio productor de O-acetil
homoserina, cultivado a 33 °C a una velocidad de 200 rpm durante 30 horas, y se examiné la cantidad de produccion
de O-acetil homoserina mediante analisis de HPLC. Las composiciones de medios usados se muestran en la Tabla 1
mas abajo, y la cantidad de produccion de O-acetil homoserina examinada se muestra en la Tabla 2 mas abajo.

[Tabla 1] Composicién del cultivo en matraz productor de O-acetil homoserina

Composicion Conc. (por litro)
glucosa 409
(NH4)2S04 1749
KH2PO4 1,09
MgSO4+7H,0 0,59
FeSO4+7H,0 5mg
MnSO4+8H,0 5mg
ZnS0y4 5mg
CaCOs3 30g
extracto de levadura 29
metionina 0,15g
treonina 0,15¢g
[Tabla 2]
OD (562 nm) | Consumo de glucosa (g/L) | O-acetil homoserina (g/L)
w3110 14,2 40 0
W3-BTA 8,4 36 0,9
WwCJM 9,6 35 1,2

El resultado revel6 que la W3110 de tipo silvestre no produjo O-acetil homoserina en absoluto, mientras que la cepa
W3-BTA produjo 0,9 g/L de O-acetil homoserina y la cepa WCJM, que se fortalecio con la via de biosintesis, produjo
1,2 g/L de O-acetil homoserina.

Ejemplo 1: Delecion de la actividad citrato sintasa

<1-1> Construccion de un microorganismo con delecion del gen de la citrato sintasa en un microorganismo
productor de O-acetil homoserina

La citrato sintasa (GItA) es la enzima en la primera etapa del ciclo de los TCA, y comienza con la reaccion entre el
oxaloacetato y la acetil-CoA. Es bien conocida la inhibicion del crecimiento por disminucion del ciclo de los TCA (Meded
Rijksuniv Gent Fak Landbouwkd Toegep Biol Wet. 2001; 66 (3a): 333-6). Sin embargo, para aumentar la cantidad de
acetil-CoA usada como sustrato para la O-acetil homoserina, se debian producir las cepas W3-BTA y WCJM en las
que se elimina la actividad citrato sintasa.

Especificamente, el gen de la citrato sintasa en las cepas W3-BTA y WCJM se elimind mediante PCR basada en el
vector pKD4 como molde mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 56 y 57 de la siguiente manera: 30
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién a 55 °C durante 30 segundos, y extension a 72
°C durante 2 minutos. El producto de PCR resultante se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0 %, y se
confirmé que el tamafio del gen era de 1,6 kb y se purificd su ADN. Los fragmentos de ADN recuperados se sometieron
a electroporacion en las cepas W3-BTA y WCJM, transformadas antes con el vector pKD46. Para la electroporacion,
las cepas W3-BTA y WCJM, transformadas con el vector pKD46, se cultivaron en un medio LB que contenia 100 pg/L
de ampicilina y arabinosa 5 mM a 30 °C hasta una DOeg = 0,6 y se lavaron dos veces con agua destilada y una vez
con glicerol al 10 % para su uso. La electroporacion se realizé a 2500 V. Las cepas asi recuperadas se sembraron en
estrias en placas LB que contenian 50 ug/L de kanamicina, se cultivaron a 37 °C, y se seleccionaron las cepas que
mostraban resistencia.

Las cepas seleccionadas se sometieron a PCR mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 58 y 59 en las
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mismas condiciones, se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1,0 %, y se observé que el tamafio del
gen era de 2,5 kb, lo que confirma de esta manera que un casete de delecion se insertd en la porciéon del gen de la
citrato sintasa en el cromosoma. Las cepas asi confirmadas se transformaron nuevamente con el vector pCP20, se
cultivaron en medio LB, y las cepas que tenian una delecion del gen de la citrato sintasa, cuyo tamafio se redujo a 1,1
kb en un gel de agarosa al 1,0 %, se construyeron por PCR, y se confirmé que se eliminaron los marcadores de
kanamicina. Las cepas asi construidas se designaron como "W3-BTA-AD" y "WCJM -AD", respectivamente.

<1-2> Evaluacion de un microorganismo con delecion del gen de la citrato sintasa en un microorganismo
productor de O-acetil homoserina

Las cepas W3-BTA-AD y WCJM-AD pueden crecer en un medio LB, pero debido a la delecion del gen de la citrato
sintasa, no pueden crecer en un medio que contiene O-acetil homoserina. Para probar la cantidad de produccion de
O-acetil homoserina, se realizé un cultivo en matraz Erlenmeyer bajo la condiciéon (Tabla 3 - una composicion que
afade glutamato en el medio) de afiadir 3 g/L de glutamato en la composicion existente del medio de cultivo.

Especificamente, las cepas W3-BTA -AD y WCJM-AD se inocularon en medio LB y se cultivaron a 33 °C durante la
noche. Después, se inoculdé una sola colonia de estas en 3 mL de medio LB, se cultivd a 33 °C durante 5 horas, se
diluyé 200 veces en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de un medio productor de O-acetil
homoserina (con glutamato afiadido), se cultivd a 33 °C a una velocidad de 200 rpm durante 30 horas, y se examino
la cantidad de produccion de O-acetil homoserina mediante analisis de HPLC. La cantidad de producciéon de O-acetil
homoserina examinada se muestra en la Tabla 4 mas abajo.

[Tabla 3] Composicion de un medio con glutamato afiadido a un medio basal

Composicion Conc. (por litro)
glucosa 409
(NH4)2S04 1749
KH2PO4 1,09
MgSO4+7H,0 0,59
FeSO4+7H,0 5mg
MnSO4+8H,0 5mg
ZnS0y4 5mg
CaCOs3 30g
extracto de levadura 29
metionina 0,15g
treonina 0,15¢g
glutamato 39

[Tabla 4] Produccién de O-acetil homoserina mediante cultivo en matraz

OD (562 nm) Consumz)g;il-e) glucosa O-acetil homoserina (g/L) | Glutamato (g/L)
W3-BTA 9,9 38 0,9 3,2
W3-BTA-AD 6,1 34 1,4 2,3
WCJIM 9,2 37 1,3 3,5
WCJM-AD 5,6 33 2,1 1,7

El resultado de la produccion de O-acetil homoserina mediante cultivo en matraz reveld que la cepa W3-BTA produjo
0,9 g/L de O-acetil homoserina, y W3-BTA-AD produjo 1,4 g/L de O-acetil homoserina, que es un aumento del 55,6
%, aunque mostrd una disminucion en su consumo de glucosa. La cepa WCJM produjo 1,3 g/L de O-acetil homoserina
mientras que la cepa WCJM-AD produjo 2,1 g/L de O-acetil homoserina, lo que confirma asi que la capacidad de
produccion de O-acetil homoserina mejoré en un 61,5 % debido a la delecion del gen de la citrato sintasa.

Ejemplo 2: atenuacion de la actividad de la proteina citrato sintasa

<2-1> Tipos de modificaciones del gen de la citrato sintasa

La cepa WCJM-AD construida en el Ejemplo <1-1> mostré una tasa de cultivo baja y se seleccionaron tres tipos
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diferentes de variantes, que mostraron una actividad atenuada y una capacidad de unién reducida a acetil-CoA de
acuerdo con varias modificaciones de la citrato sintasa conocidas en numerosas referencias (The Journal of Biological
Chemistry, 2003, 278, 35435-35443). La informacion de los tres diferentes tipos de variantes se muestra en la Tabla
5, que muestra los genes modificados en los que el 145° amino acido, tirosina (Y), se sustituyé por alanina (A), y el
167° aminoacido, lisina (K), se sustituyé con alanina (A), y el 204° aminoacido, treonina (T), se sustituyd con alanina
(A).

[Tabla 5]
Evaluacion de las variantes de citrato sintasa (gltA)
VALOR KM [mM]

Acetil-CoA OAA
SILVESTRE 0,12 0,026
Y145A 0,23 0,051
K167A 0,22 0,037
T204A 0,21 0,004

<2-2> Construccion de un microorganismo con actividad de la proteina citrato sintasa atenuada en un
microorganismo productor de O-acetil homoserina

Los presentes inventores pretendian aumentar la capacidad de produccién mediante la introduccién de variantes, en
las que la actividad de la proteina citrato sintasa se atenué como se explica en el Ejemplo <2-1>, en el microorganismo
productor de O-acetil homoserina.

Con el fin de introducir los tres tipos diferentes de variantes del gen de la citrato sintasa en la cepa WCJM-AD, se
disefio un casete de reemplazo de modificacidn como se muestra en la Figura 1. Cada variante se sintetizé mediante
la sustitucién de un cebador con un nucleétido, y cada casete se construyd mediante 3 productos de PCR. Para la
porcién del gen de la citrato sintasa, se uso la cepa W3770 como molde, y las reacciones de PCR que produjeron la
modificacion en el 145° amino acido se realizaron mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 60 y 63 y SEQ
ID NO: 62 y 61, respectivamente, y se obtuvieron productos de PCR con un tamafio de 514 pby 1112 pb.

Asimismo, la modificacion en el aminoacido 167° produjo productos de PCR con un tamafo de 580 pb y 1046 pb
mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 60 y 65, y los cebadores de las SEQ ID NO: 64 y 61, y la
modificacion en el 204° aminoacido produjo productos de PCR con un tamafio de 688 pb y 936 pb mediante el uso de
los cebadores de las SEQ ID NO: 60 y 67 y SEQ ID NO: 66 y 61. Para la porcion de kanamicina comun, las reacciones
de PCR se realizaron con base en el vector pKD4 como molde mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO:
68 y 69. En particular, para la insercién en la posicion del gen de la citrato sintasa, el casete se construy6 para incluir
la secuencia polinucleotidica corriente abajo del gen de la citrato sintasa en la SEQ ID NO: 69, y un producto de PCR
con un tamafo de 1571 pb se obtuvo mediante electroforesis. Se realizé6 una reacciéon de PCR de extension por
superposicion basada en el fragmento de ADN de kanamicina, que es la parte comun con cada uno de los dos
fragmentos de ADN recolectados de acuerdo con las modificaciones, respectivamente, mediante el uso de los
cebadores de las SEQ ID NO: 60 y 69, de la siguiente manera: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, hibridacién a 55 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C durante 4 minutos. Cada uno de los productos
finales de PCR se confirmo en un gel de agarosa al 1,0 % y los fragmentos de ADN con un tamafio de 3115 pb para
los tres tipos diferentes de casetes de modificaciones del gen de la citrato sintasa. Los fragmentos de ADN
recolectados se sometieron a electroporacion en la cepa WCJM-AD, transformada antes con el vector pKD46. Para la
electroporacion, la cepa W3110 transformada con el pKD46 se cultivd en un medio LB que contenia 100 pg/L de
ampicilina y arabinosa 5 mM a 30 °C hasta una DOeoo = 0,6, y se us6 después de lavar dos veces con agua destilada
estéril y una vez con 10 % de glicerol. La electroporacion se realizé a 2500 V. La cepa recuperada se sembro en una
placa LB que contenia 25 pg/L de kanamicina, se cultivd a 37 °C durante la noche, y se selecciond la cepa que
mostraba resistencia. La cepa seleccionada se sometié a una reaccion de PCR en las mismas condiciones basadas
en la cepa como molde mediante el uso de los mismos cebadores de las SEQ ID NO: 58 y 59, y se confirmd la delecion
del gen metB al observar el tamafio del gen de 3,7 kb en un gel de agarosa al 1,0 %, lo que confirma de esta manera
que se insertd un casete de modificacion, en el que se sustituyé el aminoacido del gen de la citrato sintasa. La cepa
asi confirmada se cultivd en medio LB después de volver a transformar con el vector pCP20, y se construyeron las
tres cepas variantes con respecto a la actividad citrato sintasa, donde el tamafio del gen se redujo a 2,5 kb en un gel
de agarosa al 1,0 % mediante PCR realizada bajo la mismas condiciones, y se confirmé la eliminacion del marcador
de kanamicina. Las cepas asi construidas se designaron como "WCJM-A145", "WCJM-A167", y "WCJIM-A204", y la
informacién de secuencia del gen de la citrato sintasa introducido con modificaciones se muestran en las SEQ ID NO:
1 a 3 (secuencias de aminoacidos) y SEQ ID NO: 5 a 7 (secuencias de nucledtidos), respectivamente.

<2-3> Evaluacion de microorganismos con actividad de citrato sintasa atenuada en microorganismos
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productores de O-acetil homoserina

Se realiz6 un cultivo en matraz Erlenmeyer para examinar la cantidad de produccion de O-acetil homoserina por tres
cepas diferentes de WCJM-A145, WCJIM-A167, y WCJIM-A204, en las que se atenud la actividad del gen de la citrato
sintasa. Se inocularon cuatro tipos de cepas, es decir, cepas WCJIM-A145, WCIM-A167, y WCIM-A204, incluida la
cepa WCJM, en medio LB y se cultivaron a 33 °C durante la noche. Después, se inoculd una sola colonia de estas en
3 mL de medio LB, se cultivd a 33 °C durante 5 horas, se diluyé 200 veces en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que
contenia 25 mL de un medio productor de O-acetil homoserina, cultivado a 33 °C a una velocidad de 200 rpm durante
30 horas, y se examino la cantidad de produccion de O-acetil homoserina mediante analisis de HPLC. Los resultados
se muestran en la Tabla 6 mas abajo.

[Tabla 6] Produccién de O-acetil homoserina mediante cultivo en matraz

OD (562 nm) | Consumo de glucosa (g/L) | O-acetil homoserina (g/L) | Glutamato (g/L)
WCJIM 8,9 35 1,3 1,3
WCJIM-A145 7.4 35 2,0 0
WCJM-A167 6,3 29 1,9 0
WCJIM-A204 9,1 40 1,1 1,8

El resultado de la produccion de O-acetil homoserina a través de cultivo en matraz reveld que la cepa WCJM produjo
1,3 g/L de O-acetil homoserina, y las dos cepas, WCJM-A145y WCJUM-A167, produjeron 2,0 g/L y 1,9 g/L de O-acetil
homoserina, respectivamente, mientras que la cantidad de su consumo de glucosa disminuyé junto con la disminucion
de su absorbancia (OD). Al considerar la disminucion especifica de glutamato de 1,3 g/L a 0 g/L, se confirmo que el
resultado se debe a la disminucién en el flujo del ciclo de los TCA causada por la atenuacion en la actividad citrato
sintasa. Sin embargo, la cepa WCJM-A204 mostré un aumento en el glutamato mientras mostraba una disminucion
en la cantidad de produccion de O-acetil homoserina a 0,2 g/L, lo que confirma asi que la modificacion es una con una
actividad fortalecida.

Ejemplo 3: atenuacion en la expresion de la proteina citrato sintasa
<3-1> Construccion del vector de expresion para el ARN antisentido del gen de la citrato sintasa (ARNas)

Los presentes inventores hicieron un esfuerzo por aplicar una tecnologia de ARN antisentido (ARNas) para atenuar la
expresion de la proteina citrato sintasa. La tecnologia de ARN antisentido es un método para reducir la expresion de
proteinas al neutralizar la union entre el ARNm de citrato sintasa y el ribosoma, mediante la sobreexpresion de la
porcién de union complementaria al ARNm de la citrato sintasa del gen diana. Este método tiene la ventaja de que
puede regular el nivel de inhibicion mediante el control de la fuerza de union con el ARNm del gen de la citrato sintasa,
y este método también es util para la construccion de un microorganismo recombinante porque este método puede
construir y reducir eficazmente la expresion génica a través del ARN antisentido que controla la expresion génica, sin
necesidad del proceso convencional de delecion génica.

La construccion del vector se realizé al hacer referencia a una referencia (Methods Mol. Biol. 2012; 815: 307-19. doi:
10.1007/978-1-61779-424-7_23.), y para la sobreexpresion, la regiéon de ARN antisentido del gen de la sintasa debia
introducirse en el plasmido pBAD24 capaz de induccion. El mapa del vector pPBAD24- RNAas de citrato sintasa se
muestra en la Figura 2. La region donde se expreso el ARN antisentido del gen de la citrato sintasa tiene un tamafio
de 100 pb, que incluye la regidon de 52 pb de la region promotora y la regién de 48 pb del codén de iniciacion de la
citrato sintasa, y un par terminal de 38 pb (PT), que reduce la inestabilidad del ARN antisentido (ARNas), esta
conectada a ambas regiones flanqueantes. La region de ARN antisentido del gen de la citrato sintasa se obtuvo
mediante el uso de los cebadores de las SEQ ID NO: 70 y 71, y se incluyeron los sitios de restriccién Nco |y Hind Ill
para clonarlos en un vector.

El producto de PCR asi obtenido tenia un tamafo de 194 pb, y el producto de PCR se clond en el plasmido pBAD24
después de tratarlos con EcoRV'y Hindlll, respectivamente. El plasmido asi clonado se usé para transformar E. coli
DH5q, y la E. coli DH5a transformada se selecciond de las placas LB que contenian 100 pyg/ml de ampicilina, y se
obtuvo el plasmido de las mismas. El plasmido asi obtenido se denominé "pBAD24-gltA asRNA".

<3-2> Introducciéon de un vector de expresion de ARN antisentido del gen de la citrato sintasa en un
microorganismo productor de O-acetil homoserina y evaluacion de este

El pPBAD24-gltA-asRNA, un vector de expresion del ARN antisentido del gen de la citrato sintasa, se transformé en la
cepa WCJM, que es un microorganismo productor de O-acetil homoserina. Aqui, la cepa transformada se denominé
"WCJMIA-asRNA". En particular, se intenté controlar la cantidad de expresion de la proteina citrato sintasa mediante
el control de la cantidad de expresion del ARN antisentido de la citrato sintasa, y aqui, la cantidad de expresion del
ARN antisentido puede controlarse de acuerdo con la concentracién de arabinosa.
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Como resultado, se confirmé que la cantidad de produccion de O-acetil homoserina aumenté cuando la actividad de
la citrato sintasa se atenu6 como en el Ejemplo 2.

Adicionalmente, se realiz6é un cultivo en matraz Erlenmeyer para examinar si la cantidad de produccion de O-acetil
homoserina aumenta a medida que disminuye la cantidad de expresion de la citrato sintasa.

Especificamente, las cepas WCJM y WCJM/A-asRNA se inocularon en medio LB y se cultivaron a 33 °C durante la
noche. Después, se inoculd una sola colonia de este en 3 mL de medio LB, se cultivd a 33 °C durante 5 horas, se
diluyé 200 veces en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de un medio productor de O-acetil
homoserina. En particular, para controlar la cantidad de expresiéon de ARN antisentido de la citrato sintasa, se afiadio
arabinosa en concentraciones de 0 mM, 2 mM y 5 mM, y se cultivé a 33 °C a una velocidad de 200 rpm durante 15
horas y 30 horas. La cantidad de produccion de O-acetil homoserina se examind mediante analisis de HPLC y los
resultados se muestran en las Tablas 7 y 8 mas abajo.

[Tabla 7]
15 horas Arabinosa | OD (562 nm) | Consumo de glucosa (g/L) | O-acetil homoserina (g/L)
WCJIM 0 mM 4,2 9,7 0,5
WCJM 2mM 4,5 8,9 0,6
WCJIM 5mM 4,7 8,9 0,5
WCJM/ A-asRNA 0 mM 4,5 10,1 0,6
WCJM/ A-asRNA 2mM 4,2 8,8 0,6
WCJM/ A-asRNA 5mM 3.4 6,9 0,5
[Tabla 8]
30 horas Arabinosa | OD (562 nm) | Consumo de glucosa (g/L) | O-acetil homoserina (g/L)
WCJM 0 mM 8,9 32 1,4
WCJM 2mM 9,1 34 1,3
WCJM 5mM 8,9 33 1,3
WCJM/ A-asRNA 0 mM 9,2 33 1,3
WCJM/ A-asRNA 2mM 8,8 32 1,6
WCJM/ A-asRNA 5 mM 7,1 29 1,7

Como resultado, se confirmé que, cuando se cultivé durante 15 horas, la cepa WCJM/A-asRNA mostré una
disminucion de la OD en aproximadamente 1 de acuerdo con la concentracién de arabinosa, mientras que la
concentracion de O-acetil homoserina fue similar. Sin embargo, cuando se cultivé durante 30 horas, la cepa WCJM,
que es una cepa de control, mostré la misma OD y concentracion de O-acetil homoserina incluso cuando la
concentracion de arabinosa aumento, mientras que la cepa WCJM/A-asRNA, que es una cepa introducida con el
vector de expresion para el ARN antisentido de la citrato sintasa, mostré una marcada diferencia a medida que
aumentaba la concentracion de arabinosa. La OD fue de 9,2 cuando la concentracion de arabinosa fue 0 mM, mientras
que la OD fue de 7,1 a 5 mM de la concentracion de arabinosa, una disminucién de 5,1, y la cantidad de O-acetil
homoserina aumenté en un 30,8 % aunque el consumo de glucosa fue pequefio. A partir de estos resultados, se
confirmd que no solo la atenuacion en la actividad citrato sintasa, sino también en la atenuacion en la expresion de
proteinas exhiben los mismos resultados.

Ejemplo 4: Atenuacion e inactivacion de la actividad de la citrato sintasa en un microorganismo con alto
rendimiento de produccién de O-acetil homoserina

<4-1> Construcciéon de un microorganismo con alto rendimiento de produccion de O-acetil homoserina con
actividad de citrato sintasa inactivada y evaluacion de este

La publicacién internacional num. WO 2012/087039 describe en detalle un método para construir un microorganismo
productor de O-acetil homoserina a partir de un microorganismo productor de treonina derivado de una cepa W37110
de tipo silvestre, debido a una mutacién NTG. En particular, la cepa construida que produce O-acetil homoserina con
alto rendimiento se depositdé en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM) con el niumero de acceso de
KCCM 11146P.

La cepa KCCM11146P puede consumir 40 g/L de glucosa durante un cultivo en matraz y produce aproximadamente

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2833432 T3

de 15 g/L a 16 g/L de O-acetil homoserina y, por lo tanto, se considera que tiene una alta capacidad de produccién de
O-acetil homoserina. Por consiguiente, para examinar si la cepa produce un mayor rendimiento de O-acetil homoserina
cuando se elimina la actividad de la citrato sintasa, se aplicé lo mismo a la cepa KCCM11146P. El método de
construccion fue el mismo que en el Ejemplo <1-1>, y por este método, la cepa KCCM11146P, donde se elimind la
actividad de la citrato sintasa, se construyo y se designé como "KCCM11146P-AD".

La cantidad de produccién de O-acetil homoserina por la cepa KCCM11146P, donde se elimind la actividad de la
citrato sintasa, se ensayd mediante un cultivo en matraz Erlenmeyer. Se inoculé la cepa KCCM11146P o
KCCM11146P -AD en un medio LB y se cultivd a 33 °C durante la noche. Después, se inocul6 una sola colonia de
estas en 3 mL de medio LB, se cultivd a 33 °C durante 5 horas, se diluyo 200 veces en un matraz Erlenmeyer de 250
mL que contenia 25 mL de un medio productor de O-acetil homoserina (con glutamato afiadido), y se cultivd a 33 °C
a una velocidad de 200 rpm durante 30 horas. La cantidad de produccion de O-acetil homoserina se examiné mediante
analisis de HPLC y los resultados se muestran en la Tabla 9 a continuacion.

[Tabla 9] Produccion de O-acetil homoserina mediante cultivo en matraz

OD (562 nm) | Consumo de glucosa (g/L) | O-acetil homoserina (g/L)| Glutamato (g/L)
KCCM11146P 18,3 60 14,2 4,6
KCCM11146P-AD 14,6 60 16,7 1,8

El resultado de la produccién de O-acetil homoserina a través del cultivo en matraz revel6 que la cepa KCCM11146P
produjo 14,2 g/L de O-acetil homoserina, y la cepa KCCM11146P -AD produjo 16,7 g/L de O-acetil homoserina, un
aumento del 17,6 % aunque mostré una disminucion en la absorbancia (OD).

<4-2> Construccion de un microorganismo con alto rendimiento de produccion de O-acetil homoserina con
actividad de citrato sintasa atenuada y evaluacion de este

Con el fin de examinar si la cepa KCCM11146P, que es una cepa con alto rendimiento de producciéon de O-acetil
homoserina, produce un rendimiento mas alto de O-acetil homoserina incluso cuando se atenua la actividad de la
citrato sintasa, la modificacion en el 145° aminoacido (de tirosina (Y) a alanina (A)) y la modificacion en el aminoacido
167° (de lisina (K) a alanina (A)), que mostrd las mayores capacidades de produccion de O-acetil homoserina entre
los tres tipos de variantes que atenuan las actividades proteicas explicadas en el Ejemplo <2-1>, se aplicaron a la
cepa KCCM11146P.

El método de construccion fue el mismo que en el Ejemplo <2-2>, y por el método, se construyeron dos cepas
KCCM11146P, donde se atenud la actividad citrato sintasa, y se designaron como "KCCM11146P -A145" y
"KCCM11146P-A167", respectivamente.

La cantidad de produccién de O-acetil homoserina por las dos cepas de KCCM11146P-A145y KCCM11146P-A167,
donde se atenud la actividad de la citrato sintasa, se ensayé mediante un cultivo en matraz Erlenmeyer. Las tres cepas,
es decir, las cepas KCCM11146P - A145 y KCCM11146P- A167 y la cepa KCCM11146P, se inocularon en medio LB
y se cultivaron a 33 °C durante la noche. Después, se inoculd una sola colonia de estas en 3 mL de medio LB, se
cultivé a 33 °C durante 5 horas, se diluy6 200 veces en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 25 mL de un
medio productor de O-acetil homoserina, y se cultivd a 33 °C a una velocidad de 200 rpm durante 30 horas. La cantidad
de produccion de O-acetil homoserina se examind mediante analisis de HPLC y los resultados se muestran en la Tabla
10 mas abajo.

[Tabla 10] Produccion de O-acetil homoserina mediante cultivo en matraz

Consumo de glucosa | O-acetil homoserina
OD (562 nm Glutamato (g/L
(562 nm) (g/L) (g/L) (o)
KCCM11146P 16,3 60 15,0 1,6
KCCM11146P-A145 14,6 60 17,5 0
KCCM11146P-A167 14,2 60 17,3 0

El resultado de la produccion de O-acetil homoserina mediante cultivo en matraz revelé que la cepa KCCM11146P
produjo 15,0 g/L de O-acetil homoserina, y las dos cepas de KCCM11146P- A145y KCCM11146P- A167 mostraron
resultados similares a los del Ejemplo <2-3 >. Las dos cepas produjeron respectivamente 17,5 g/L y 17,3 g/L de O-
acetil homoserina, un aumento de aproximadamente el 16,7 %, aunque ambas mostraron una disminucién en la
absorbancia (OD).

La cepa con alto rendimiento de produccion de O-acetil homoserina también mostré una disminucién de glutamato de
1,6 g/L a 0 g/L, de acuerdo con la disminucion del flujo del ciclo de los TCA provocada por la atenuacion de la actividad
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de la citrato sintasa.

Estos resultados demuestran que la actividad de la citrato sintasa permite la produccion de O-acetil homoserina
mediante la aplicacion de la modificacién atenuada. Adicionalmente, también indican que cuando se lleva a cabo una
reaccion de conversion basada en la O-acetil homoserina, que se produjo de acuerdo con la publicacién internacional
num. WO 2008/013432, como molde, y mediante el uso de una enzima de conversion, que adicionalmente tiene las
actividades de cistationina gamma sintasa, O-succinilhomoserina sulfhidrilasa y O-acetil homoserina sulfhidrilasa, es
posible sintetizar simultaneamente L-metionina y acetato.

Los presentes inventores confirmaron que la cepa KCCM11146P, la variante en el 167° aminodacido de la citrato
sintasa, tiene una produccion mejorada de O-acetil homoserina, designada la cepa KCCM11146P-A167 como "CA05-
4007", y depositado en el Korean Culture Center of Microorganisms (KCCM), una autoridad internacional de depdsito
en virtud del Tratado de Budapest, el 22 de noviembre de 2013 (numero de acceso KCCM 11483P).
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Ser Thr

Gly Ile

Asp

Asp

Leu

35

Ala

Thr
val
20

Gly

Ser

Lys

Ser

Cys

His

ES 2833432 T3

Ala Lys Leu
Lys Gly Thr
Lys Gly Val

40

Glu Ser Lys
55

Arg Gly Phe

Thr

Leu

25

Phe

Ile

Pro

25

Leu

10
Gly
Thr

Thr

Ile

Asn Gly

Gln Asp

Phe Asp

Phe Ile

Asp Gln

Asp

val

Pro

45

Asp

Thr Ala Val
15

Ile Asp Ile
30
Gly Phe Thr

Gly Asp Glu

Ala Thr Asp
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Ser

Thr

Ser

Phe
145

Tyr

Ser

Pro

Ile
225

val
Gly
305

Glu

Phe

Ile

Ala

385

Ser

Asn

Gln

Ile

His

130

Tyr

Ala

Lys

Tyr

Tyr

210

Leu

Ala

Ala

Lys

Arg

290

His

Thr

Glu

Ile

Leu

370

Met

Asp

Tyr

Glu

His

115

Pro

His

Phe

Tyr

Ala

195

Glu

His

Gly

Ser

Met

275

Arg

Arg

Cys

Val

Glu

355

Lys

Ala

Gly

Gln
100
Glu
Met
Asp
Arg
Ser
180

Gly

val

Ser

Leu

260

Ala

val

His

Ala

340

Lys

Ala

Arg

Met

Glu

Tyr

Gln

Ala

Ser

Leu

165

Ile

Asn

Asn

Asp

Ser
245

Trp

Glu

Lys

Tyr

Glu

325

Met

Lys

Met

Thr

Lys

70

val

Asp

Ile

val

Leu

150

Gly

Phe

Pro

His

230

Gly

Gly

Glu

Asp

Lys

310

val

Glu

Gly

Val
390

Ile

ES 2833432 T3

Cys

Glu

Thr

Met

135

Asp

Ser

Gln

Ile
215
Glu
Ala
Pro
Ile
Lys
295

Asn

Leu
Tyr
Ile
375

Gly

Ala

Tyr

Phe

Arg

120

Cys

val

Lys

Pro

Asn

200

Leu

Gln

Asn

Ser
280
Asn
Tyr
Lys
Glu
Pro

360

Pro

Trp

Arg

Ile

Lys

105

Leu

Gly

Asn

Met

Phe

185

Met

Glu

Asn

Pro

His

265

Ser

Asp

Asp

Glu

Asn

345

Asn

Ser

Ile

Pro

26

Leu

Thr

Phe

Ile

Pro

170

val

Met

Arg

Ala

Phe

250

Gly

Val

Ser

Pro

Leu

330

Ile

val

Ser

Ala

Arg

75

Leu

Thr

His

Thr

Pro

155

Thr

Tyr

Phe

Ala

Ser

235

Ala

Gly

Lys

Phe

Arg

315

Gly

Ala

Asp

Met

His

395

Gln

Asn

val

Gly
140
Arg
Met
Pro
Ser
Met
220
Thr
Cys
Ala
His
Arg
300

Ala

Thr

Phe

Phe
380

Leu

Gly

Thr

Phe

125

Ala

His

Ala

Arg

Thr

205

Asp

Ser

Ile

Asn

Ile

285

Leu

Thr

Lys

Asn

Tyr
365
Thr

Ser

Tyr

Glu

Arg

110

Arg

Leu

Arg

Ala

Asn

190

Pro

Arg

Thr

Ala

Glu

270

Pro

Met

val

Asp

Asp

350

Ser

val

Glu

Thr

Lys

95

His

Arg

Ala

Glu

Met

175

Asp

Cys

Ile

val

Ala

255

Ala

Glu

Gly

Met

Asp

335

Pro

Gly

Ile

Met

Gly

80

Pro

Thr

Asp

Ala

Ile

160

Cys

Leu

Glu

Arg

240

Gly

Ala

Phe

Phe

Arg

320

Leu

Tyr

Ile

Phe

His

400

Tyr
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ES 2833432 T3

405

410

Glu TLys Arg Asp Phe Lys Ser Asp Tle Lys Arg

420

<210>5

<211> 1284

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> GItA A145

<400> 5

atggctgata
ctgaaaggca
ttcacctttg
gatggtgatg
tctaactacc
tatgacgaat
ctgttccatg
gcgetggegy
gcecgegttee
attggtcage
atgatgttct
gaccgtattc
accgctgget
tggggacctg
tccgttaaac
ctgatgggct
gaaacctgcce
atggagctgg
aacgtcgatt
accgtcattt
agtgacggta

tttaaaagcg

caaaagcaaa
cgetgggtca
acccaggcett
aaggtatttt
tggaagtttg
ttaaaactac
ctttcegteg
cgttcgegea
gcctgetgte
catttgttta
ccacgcecegtg
tgatcctgeca
cttcgggtge
cgcacggegyg
acattccgga
tcggtcaccg
atgaagtgct
aaaacatcgc
tctactctgg
tcgcaatgge
tgaagattgc

atatcaagcg

actcaccctce
agatgttatt
cacttcaacc
gctgcaccge
ttacatcctg
ggtgacccgt
cgactcgcat
cgactcgetg
gaaaatgcceg
cccgegcaac
cgaaccgtat
cgctgaccat
gaacccegttt
tgctaacgaa
atttgttcgt
cgtgtacaaa
gaaagagctg
gctgaacgac
tatcatcctg
acgtaccgtt
ccgtcegegt

ttaa

aacggggata
gatatccgta
gcatcetgeg
ggtttceccga
ctgaatggtg
cataccatga
ccaatggcag
gatgttaaca
accatggccg
gatctctect
gaagttaatc
gaacagaacg
gcctgtateg
gcggegetga
cgtgcgaaag
aattacgacc
ggcacgaagg
ccgtacttta
aaagcgatgg
ggctggatcg

cagctgtata

27

425

cagctgttga
ctcteggtte
aatctaaaat
tcgatcaget
aaaaaccgac
tccacgagca
tcatgtgtgg
atcctcgtca
cgatgtgtta
acgccggtaa
cgattctgga
cctctaccte
cagcaggtat
aaatgctgga
acaaaaatga
cgcgegecac
atgacctgct
tcgagaagaa
gtattccgte
cccactggag

caggatatga

actggatgtg
aaaaggtgtg
tacttttatt
ggcgaccgat
tcaggaacag
gattacccgt
tattaccggce
ccgtgaaatt
caagtattcc
cttcctgaat
acgtgctatg
caccgtgegt
tgcttcactg
agaaatcagc
ttcttteege
cgtaatgegt
ggaagtggct
actgtacccg
ttccatgttc
cgaaatgcac

aaaacgcgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1284
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<210>6

<211> 1284

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> GItA A167

<400> 6
atggctgata caaaagcaaa actcaccctc aacggggata cagctgttga actggatgtg 60
ctgaaaggca cgctgggtca agatgttatt gatatccgta ctctceggttce aaaaggtgtg 120
ttcacctttg acccaggcett cacttcaacc gcatcctgeg aatctaaaat tacttttatt 180
gatggtgatg aaggtatttt gctgcaccge ggtttcccga tcgatcaget ggegaccgat 240
tctaactacc tggaagtttg ttacatcctg ctgaatggtg aaaaaccgac tcaggaacag 300
tatgacgaat ttaaaactac ggtgacccgt cataccatga tccacgagca gattacccgt 360
ctgttccatg ctttccgtcg cgactcgcat ccaatggcag tcatgtgtgg tattaccgge 420
gcgetggegy cgttctatca cgactcgetg gatgttaaca atcctcgtca ccgtgaaatt 480
gccgegttee gectgetgte ggegatgeceg accatggecg cgatgtgtta caagtattcc 540
attggtcagc catttgttta cccgcgcaac gatctctcet acgeccggtaa cttcctgaat 600
atgatgttct ccacgccgtg cgaaccgtat gaagttaatc cgattctgga acgtgctatg 660
gaccgtattc tgatcctgca cgcectgaccat gaacagaacg cctctaccte caccgtgegt 720
accgcectgget cttcegggtge gaaccegttt gectgtatceg cagecaggtat tgettcactg 780
tggggacctg cgcacggegg tgctaacgaa gcggegetga aaatgectgga agaaatcagce 840
tccgttaaac acattccgga atttgttegt cgtgcgaaag acaaaaatga ttctttcecge 900
ctgatgggcet tcggtcaccg cgtgtacaaa aattacgacc cgcgegecac cgtaatgegt 960
gaaacctgce atgaagtgct gaaagagctg ggcacgaagg atgacctget ggaagtgget 1020
atggagctgg aaaacatcgc gctgaacgac ccgtacttta tcgagaagaa actgtacccg 1080
aacgtcgatt tctactctgg tatcatcctg aaagcgatgg gtattccgtc ttccatgttc 1140
accgtcattt tcgcaatggc acgtaccgtt ggctggatcg cccactggag cgaaatgcac 1200
agtgacggta tgaagattgc ccgtccgegt cagctgtata caggatatga aaaacgcgac 1260
tttaaaagcg atatcaagcg ttaa 1284

<210>7

<211> 1284

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> GItA A204

<400> 7

28
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atggctgata
ctgaaaggca
ttcacctttg
gatggtgatg
tctaactacce
tatgacgaat
ctgttccatg
gcgetggegg
gccgegttee
attggtcage
atgatgttct
gaccgtattc
accgctgget
tggggacctg
tccgttaaac
ctgatgggct
gaaacctgce
atggagctgg
aacgtcgatt
accgtcattt
agtgacggta

tttaaaagcg

<210> 8

<211> 1284
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen
<221>(1) .. (1284)
<223> GItA

<400> 8

caaaagcaaa
cgctgggtca
acccaggcett
aaggtatttt
tggaagtttg
ttaaaactac
ctttccgteg
cgttctatca
gcectgetgte
catttgttta
ccgegeegtg
tgatcctgcea
cttcgggtge
cgcacggegg
acattccgga
tcggtcaccg
atgaagtgct
aaaacatcgce
tctactctgg
tcgcaatggce
tgaagattgc

atatcaagcg

ES 2833432 T3

actcaccctce
agatgttatt
cacttcaacc
gctgcaccege
ttacatcctg
ggtgacccgt
cgactcgcat
cgactcgctg
gaaaatgccg
ccecgegcaac
cgaaccgtat
cgctgaccat
gaacccgttt
tgctaacgaa
atttgttegt
cgtgtacaaa
gaaagagctg
gctgaacgac
tatcatcctg
acgtaccgtt
ccgtccgegt

ttaa

aacggggata
gatatccgta
gcatcctgeg
ggtttcccga
ctgaatggtg
cataccatga
ccaatggcag
gatgttaaca
accatggccg
gatctctect
gaagttaatc
gaacagaacg
gcctgtatceg
gcggegetga
cgtgcgaaag
aattacgacc
ggcacgaagg
ccgtacttta
aaagcgatgg
ggctggatcg

cagctgtata

29

cagctgttga
ctcteggtte
aatctaaaat
tcgatcagcet
aaaaaccgac
tccacgagca
tcatgtgtgg
atcctcgtca
cgatgtgtta
acgccggtaa
cgattctgga
cctctaccte
cagcaggtat
aaatgctgga
acaaaaatga
cgcgegecac
atgacctgcet
tcgagaagaa
gtattccgte
cccactggag

caggatatga

actggatgtg

aaaaggtgtg

tacttttatt
ggcgaccgat
tcaggaacag
gattaccegt
tattaccggc
ccgtgaaatt
caagtattcc
cttcctgaat
acgtgctatg
caccgtgegt
tgcttcactg
agaaatcagc
ttcttteege
cgtaatgegt
ggaagtggct
actgtacccg
ttccatgttc
cgaaatgcac

aaaacgcgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1284
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atggctgata
ctgaaaggca

ttcacctttg

gatggtgatg
tctaactacc
tatgacgaat
ctgttccatg
gegetggegy
gcegegttee
attggtcagce
atgatgttct
gaccgtattc
accgcetgget
tggggacctg
tccgttaaac
ctgatgggct
gaaacctgcee
atggagctgg
aacgtcgatt
accgtcattt
agtgacggta
tttaaaagcg
<210>9

<211> 386
<212> PRT

caaaagcaaa

cgctgggtca

acccaggcett

aaggtatttt
tggaagtttg
ttaaaactac
ctttcegteg
cgttctatca
gcetgetgte
catttgttta
ccacgcegtyg
tgatcctgcea
cttcegggtge
cgcacggegyg
acattccgga
tcggtcacceg
atgaagtgct
aaaacatcgc
tctactctgg
tcgcaatggce
tgaagattgc

atatcaagcg

<213> Escherichia coli

<220>

<221>PEPTIDO

<221>(1) .. (386)

<223> metB

<400> 9

ES 2833432 T3

actcacccte
agatgttatt

cacttcaacc

gctgcaccge
ttacatcctg
ggtgacccgt
cgactcgcat
cgactcgetg
gaaaatgccg
cccgegcaac
cgaaccgtat
cgctgaccat
gaacccgttt
tgctaacgaa
atttgttcgt
cgtgtacaaa
gaaagagctg
gctgaacgac
tatcatcctg
acgtaccgtt
ccgteegegt

ttaa

aacggggata
gatatccgta

gcatcctgeg

ggtttcecga
ctgaatggtg
cataccatga
ccaatggcag
gatgttaaca
accatggccg
gatctctcet
gaagttaatc
gaacagaacgqg
gcctgtateg
gcggegetga
cgtgcgaaag
aattacgacc
ggcacgaagg
ccgtacttta
aaagcgatgg
ggctggatcg

cagctgtata

30

cagctgttga
ctcteggtte

aatctaaaat

tcgatcaget
aaaaaccgac
tccacgagca
tcatgtgtgg
atcctcgtca
cgatgtgtta
acgccggtaa
cgattctgga
cctctacctce
cagcaggtat
aaatgctgga
acaaaaatga
cgecgegecac
atgacctgcet
tcgagaagaa
gtattccgtc
cccactggag

caggatatga

actggatgtg

aaaaggtgtg

tacttttatt

ggcgaccgat
tcaggaacag
gattaccegt
tattaccggce
ccgtgaaatt
caagtattcc
cttcctgaat
acgtgctatg
caccgtgegt
tgcttcactg
agaaatcagc
ttctttcege
cgtaatgegt
ggaagtggct
actgtacccg
ttccatgttc
cgaaatgcac

aaaacgcgac

60

120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1284
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Met Thr Arg
1

Asp Glu Gln
Tyr Asn Phe
35

Arg Gly Asn
50

Lys
Tyr
20

Thr

Pro

ES 2833432 T3

Gln Ala Thr Ile Ala Val Arg Ser Gly Leu

5

Gly Cys Val Val Pro Pro Ile His Leu Ser

25

10

30

Asn
15

Ser

Gly Phe Asn Glu Pro Arg Ala His Asp Tyr Ser

Thr Arg Asp Val Val Gln Arg Ala Leu Ala

55

40

31

60

45

Glu

Asp

Thr
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Glu

His

Pro

Lys

Ala

Ser

145

His

Leu

Leu

Gly

Trp
225

Lys

Ala

Asp

305

Phe

Ala

Ala

Gly

Lys
385

Gly

Leu

His

Arg

Leu

130

Pro

Leu

Ser

His

val

210

Ala

Leu

Asn

Lys

Ala

290

Gly

Thr

Ala

Gly

Glu

370

Gly

Gly

val

Asp

Gly

115

Arg

Ser

Ala

Pro

Ser

195

val

Asn

Arg

Ala

Leu

275

Arg

Asp

Leu

Thr

Ile

355

Asp

Ala

Thr

Cys

100

Cys

Ala

Asn

Ala

180

Cys

Ile

Asn

Gly

Gln
260

Tyr

Gln

Glu

Ala

Met

340

Ser

Gly
Thr

85
Tyr
Tyr
Ala
Pro
Glu

165

Leu

Ala

Ile

Leu

245

Ala

His

Gln

Gln

Glu

325

Thr

Glu

Ile

Ala

70

vVal

Gly

Arg

Leu

Leu

150

val

Gln

Lys

Lys

Gly

230

Ile

Pro

Lys

Thr

310

Ser

His

Thr

Ala

ES 2833432 T3

val

Phe

Gly

val

Ala

135

Leu

Gly

Asn

Tyr

Asp

215

val

Thr

val

Ser

Gly
295

Leu

Asp
375

Ser

Leu

120

Glu

Arg

Ala

Pro

Leu

200

Pro

Thr

Leu

Lys

Leu

280

Phe

Gly

Gly

Leu
360

Thr

Lys

Tyr

105

Phe

Lys

val

val

Leu

185

Asn

Asp

Gly

val

Tyr

265

Pro

Gly

Axg

Gly

Met

345

Arg

Glu

32

Asn

Pro

90

Arg

val

Pro

val

Ser

170

Ala

Gly

val

Gly

Pro

250

Leu

Glu

Ala

Phe

val

330

Ala

Ile

Asn

Thr

75

Leu

Asp

Lys

Asp

155

val

Leu

His

val

Ala

235

Arg

Gln

Asn

Met

Leu

315

Glu

Pro

Ser

Gly

Gly

Asp

Phe

Gln

Leu

140

Ile

val

Gly

Ser

Thr

220

Phe

Met

Thr

Gln

Leu

300

Gly

Ser

Glu

Phe
380

Met

Leu

Asp

Gly

125

val

Ala

Asp

Ala

Asp

205

Glu

Asp

Glu

Gln

Gly

285

Ser

Gly

Leu

Ala

Gly

365

Arg

Ser

Leu

Ser

110

Asp

Lys

Asn

Asp

190

val

Ser
Leu
Pro
270

His

Phe

Ile
Arg
350

Ile

Ala

Ala

vVal

95

Leu

Glu

val

Ile

Thr

175

Leu

val

Ala

Tyr

Ala

255

Leu

Glu

Glu

Ser

Ser

335

Ala

Glu

Ala

Ile

Ala

Ala

Gln

Glu

Cys

160

Phe

Val

Ala

Trp

Leu

240

Gln

val

Ile

Leu

Leu

320

His

Ala

Asp

Asn
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<210> 10

<211> 1161

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1161)

<223> metB

<400> 10
atgacgegta aacaggccac catcgcagtg cgtagegggt taaatgacga cgaacagtat 60
ggttgegttg tcccaccgat ccatctttcc agcacctata actttaccgg atttaatgaa 120
ccgegegege atgattactc gegtegegge aacccaacge gegatgtggt tcagegtgeg 180
ctggcagaac tggaaggtgg tgctggtgca gtacttacta ataccggcat gtccgegatt 240
cacctggtaa cgaccgtctt tttgaaacct ggcgatctge tggttgegee gcacgactge 300
tacggcggta gctatcgect gttcgacagt ctggcgaaac geggttgcecta tcegegtgttg 360
tttgttgatc aaggcgatga acaggcatta cgggcagcgc tggcagaaaa acccaaactg 420
gtactggtag aaagcccaag taatccattg ttacgcgtcg tggatattgc gaaaatctgce 480
catctggcaa gggaagtcgg ggcggtgage gtggtggata acaccttctt aagcccggcea 540
ttacaaaatc cgctggcatt aggtgccgat ctggtgttge attcatgcac gaaatatctg 600
aacggtcact cagacgtagt ggccggegtg gtgattgcta aagacccegga cgttgtcact 660
gaactggcct ggtgggcaaa caatattggce gtgacgggeg gegegtttga cagctatctg 720
ctgctacgtg ggttgcgaac gctggtgecg cgtatggage tggegcageg caacgegeag 780
gcgattgtga aatacctgca aacccagcecg ttggtgaaaa aactgtatca cccgtcegttg 840
ccggaaaatce aggggcatga aattgecgeg cgccagcaaa aaggcetttgg cgcaatgttg 900
agttttgaac tggatggcga tgagcagacg ctgcgtcgtt tcctgggegg getgtcegttg 960
tttacgctgg cggaatcatt agggggagtg gaaagtttaa tctctcacgc cgcaaccatg 1020
acacatgcag gcatggcacc agaagcgcgt gctgccgecg ggatctccga gacgetgetg 1080
cgtatctcca ccggtattga agatggcgaa gatttaattg ccgacctgga aaatggettc 1140
cgggctgcaa acaaggggta a 1161

<210> 11

<211> 310

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> PEPTIDO
<2225 (1)..(310)
<223> thrB

<400> 11

33
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Phe

Gly

vVal

65

Pro

Gly

His

Glu

Pro

145

Ile

Tyr

Ala

Gly

Leu

225

Gly

Ser

Pro

Gln

Ala
305

val

Asp

Asp

Gly

50

Tyr

val

Ser

Cys

Leu

130

Cys

Ser

Pro

Gln

Phe

210

Met

Phe

Gly

Glu

Asn

290

Arg

Lys

Val

val

35

Arg

Gln

Ala

Ser

Gly

115

Glu

Phe

Gln

Gly

Tyr

195

Ile

Lys

Arg

Ile

Thr

275

Gln

val

val

Leu

20

val

Phe

Cys

Met

Ala

100

Lys

Gly

Leu

Gln

Ile

180

Arg

His

Asp

Gln

Ser

260

Ala

Glu

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ala

Trp

Thr

85

Cys

Pro

Arg

Gly

val

165

Lys

Arg

Ala

val

Ala

245

Gly

Gln

Gly

Glu

val

Asp

Glu
70

Ile

Gly

150

Pro

val

Gln

Cys

Ile

230

Arg

Ser

Arg

Phe

Asn
310

ES 2833432 T3

Pro

Ala

Glu

Lys

55

Arg

Glu

Val

Asn

Ser

135

Met

Gly

Ser

Asp

Tyr

215

Ala

Gln

Gly

val

val
295

Ala

val

Ala

40

Leu

Phe

Lys

val

Asp

120

Gly

Gln

Phe

Thr

Cys

200

Ser

Glu

Pro

Ala
280

His

Ser
Thr

25
Ala
Pro
Cys
Asn
Ala
105

Thr

Ser

Asp
Ala
185
Ile
Arg
Pro
val
Thr
265

Asp

Ile

34

Ser

10

Pro

Glu

Ser

Gln

Met

Ala

Arg

Ile

Met

Glu

170

Glu

Ala

Gln

Tyr

Ala

250

Leu

Trp

Cys

Ala

vVal

Thr

Glu

Glu

75

Pro

Leu

His

Ile
155

Trp

Ala

His

Pro

Arg

235

Glu

Phe

Arg

Asn

Asp

Phe

Pro

60

Leu

Ile

Met

Leu

Tyr

140

Glu

Arg

Gly

Glu

220

Glu

Ile

Ala

Gly

Leu
300

Met

Gly

Ser

45

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

125

Asp

Glu

Trp

Ala

Arg

205

Arg

Gly

Lys
285

Asp

Ser

Ala

30

Leu

Glu

Lys

Ser

Met

110

Leu

Asn

Asn

val

Ile

190

His

Ala

Leu

Ala

Cys

270

Asn

Thr

val

15

Leu

Asn

Asn

Gln

Gly

95

Asn

Met

val

Asp

Leu
175

val
255
Asp

Tyr

Ala

Gly

Leu

Asn

Ile

Ile

80

Glu

Gly

Ala

Ile

160

Ala

Pro

Ala

Lys

Pro

240

Ala

Lys

Leu

Gly
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ES 2833432 T3

<210> 12

<211>933

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221>gen
<222> (1)..(933)
<223> thrB

<400> 12

atggttaaag
g9999¢c99cgy
gcagagacat
cgggaaaata
ccagtggega
tgtteggtgg
actcgtttge
gacaacgtgg
atcagccagce
aaagtctcga
attgcgcacg
cttgccgega
ggcttccgge
ggctececggee
gactggttgg

gatacggcgg

tttatgcece
tgacacctgt
tcagtctcaa
tcgtttatca
tgaccctgga
tcgeggeget
tggctttgat
caccgtgttt
aagtgccagg
cggcagaagc
ggcgacatct
agctgatgaa
aggcgcggcea
cgaccttgtt
gtaagaacta

gcgcacgagt

ggcttccagt
tgatggtgca
caacctcgga
gtgctgggag
aaagaatatg
gatggegatg
gggcgagcetyg
tcteggtggt
gtttgatgag
cagggctatt
ggcaggcttce
agatgttatc
ggcggtcgeg
cgctetgtgt
cctgcaaaat

actggaaaac

<210> 13

<211> 379

<212> PRT

<213> Leptospira meyeri

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(379)

<223> homoserina O-acetiltransferasa

<400> 13

Met Pro Thr Ser Glu Gln Asn Glu Phe Ser His Gly Ser Val Gly Vval

1 5

Val Tyr Thr Gln Ser Ile Arg Phe Glu Ser Leu Thr Leu Glu Gly Gly

20

gccaatatga
ttgctcggag
cgctttgeeg
cgtttttgee
ccgatcggtt
aatgaacact
gaaggccegta
atgcagttga
tggctgtggg
ttaccggcege
attcacgcct
gctgaaccct
gaaatcggcg
gacaagccgg

caggaaggtt

taa

10

25

35

gegtegggtt
atgtagtcac
ataagctgcce
aggaactggg
cgggettagg
gcggcaagece
tctceggeag
tgatcgaaga
tgctggegta
agtatcgccg
gctattcccg
accgtgaacg
cggtagcgag
aaaccgccca

ttgttcatat

tgatgtgctce
ggttgaggceg
gtcagaacca
taagcaaatt
ctccagtgee
gcttaatgac
cattcattac
aaacgacatc
tceggggatt
ccaggattgc
tcagcctgag
gttactgcca
cggtatctcc
gcgegttgec

ttgccggetg

15

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933
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Glu

Asn

Asp

65

Trp

Phe

Pro

Pro

Ser

145

Gly

Lys

Ile

Trp

Ala
225

val

Asp

Lys

305

Tyr

Ala

Asp

Thr
Glu

50
Ala

Asp

Ile

Phe

130

His

Gly

Asn

Ala

Asn

210

Leu

Arg

Asp

Asp

His

290

Val

Pro

val

Ser

Ile

35

Lys

His

Tyr

Ile

Thr

115

val

Phe

Met

Cys

Phe

195

Gln

Ala

Glu

Phe

Arg

275

Phe

Arg

Pro

Pro

Phe
355

Thr

Lys

Ala

Tyr

Ser

100

Ile

Ser

Gly

Gln

Ile

180

Asn

Gly

Lys

Ala

260

Phe

Ser

Cys

Tyr

Val

340

Leu

Pro

Asp

Ala

Ile

85

Ser

Asn

Ile

Ile

Ala

165

val

Glu

Leu

Phe
245
vVal
Asp
Leu
Arg
Gln
325

Ser

Leu

Asn

Gly

70

Gly

Asn

Gly

Gly

His

150

Leu

Met

val

Tyr

Met

230

Gly

Gly

Ala

Gly

Phe

310

Ser

Phe

Pro

ES 2833432 T3

Glu

Ala

55

Phe

Pro

val

Lys

Asp

135

Lys

Gln

Ala

Gly

Thr

215

Gly

Arg

Ser

Asn

Thr

295

Glu

val

Ser

Ile

40

Ile

His

Gly

Ile

Asn

120

Met

Leu

Trp

Ser

Arg

200

Gln

His

Lys

Tyr

Ser

280

Gly

val

Glu

Glu

Glu
360

Ala

Leu

Glu

Lys

Gly

105

Gly

val

Phe

Ser

Ser

185

Gln

Glu

Ile

Pro

Leu

265

Tyr

Lys

Val

Ile

Leu

345

Gln

36

Tyr

vVal

Gly

Ser

90

Gly

Lys

Asn

Ala

val

170

Ser

Ala

Asn

Thr

Pro

250

Ile

Ile

Glu

Ala

Val

330

Asn

Gln

Glu

Cys

Asp

75

Phe

Cys

Pro

val

155

Ala

Glu

Ile

Arg

Tyr

235

Lys

Tyr

Tyr

Leu

Tyr

315

Lys

Asn

Asp

Thr
His

60
Lys
Asp
Lys
Phe
Gln

140

Ala

Tyr

His

Leu

Pro

220

Leu

Gly

Gln

val

Thr

300

Thr

Ser

Pro

Ser

Tyr

45
Ala
Arg
Thr
Gly
Gln
125
Glu
Gly
Pro
Ser
Ser
205
Ser
Ser
Asn
Gly
Thr
285

Lys

Ser

Ala

Ile
365

Gly

Leu

Pro

Asn

Ser

110

Ser

Lys

Gly

Asp

Ala

190

Asp

Lys

Asp

Ile

Glu

270

Lys

val

Asp

Glu

Gly

350

Leu

Thr

Ser

Gly

Arg

95

Ser

Thr

Ser
Arg
175
Gln
Pro
Gly
Glu
Gln
255

Ser

Ala

Trp

val
335

Arg

Arg

Leu

Gly

Trp

80

Tyr

Gly

Phe

Ile

Met

160

Leu

Gln

Asn

Leu

Met

240

Ser

Phe

Leu

Ala

Leu

320

Asn

His

Asp
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Phe Leu Ser Ser Thr Asp Glu Gly Val Phe Leu

370

<210> 14

<211> 379

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(379)

<223> homoserina O-acetiltransferasa

<400> 14

ES 2833432 T3

37

375
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Tyr

val

65

Tyr

Gly

Pro

Asp

Ser

145

Thr

Trp

His

Thr

Glu
225

Pro

val

His

val
50

Trp

Cys

Pro

Ala

Ala

130

val

Gln

His

Gly

210

Pro

Thr

Ser

Arg

35

Leu

Ala

val

Gly

Thr

115

Gly

Gly

Ile

Glu

Leu

Leu

Thr
20

Trp

Ile

Asp

Ile

Ser

100

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

180

His

Gly

Ile

Gly

Glu

Gly

Glu

Leu

Cys

85

Met

Ile

Ile

Ala

Ala

165

Ile

Glu

Ala

Asp

Pro

Pro

Ala

Glu

His

Leu

70

Thr

His

Arg

Thr

Arg

150

Ala

Gln

Gly

Glu
230

Tyr

ES 2833432 T3

Ser

Gly

Tyr

Ala

55

Gly

Pro

Asp

Thr

135

Thr

val

Ser

Asn

215

Arg

Arg

Gly

Ala

Arg

40

Pro

val

Asp

Gln

120

val

Ala

Tyr
200
Arg

Phe

Lys

Gln

Ile

25

val

Thr

Gly

Ile

Gly

105

val

Ala

Glu

Ala

Gln

185

Tyr

Ile

Gly

Pro

38

Leu

10

Ile

Asp

Gly

Lys

Gly

90

Asn

Asn

Ala

Trp

val

170

Ile

Glu

Thr

Asp

Glu

Thr

Lys

Asp

Ala

75

Gly

Phe

Ala

val

Ala

155

Ser

Lys

Ser

His

Lys

235

Gln

Ile

Asn

Glu

Ser

60

Ile

Cys

Trp

Glu

val

140

Ala

Ala

Ala

Gly

Leu

220

Ala

Arg

Gln

Ala

Gly

45

Asn

Asn

Asn

Gly

Lys

125

Met

Arg

Ile

Cys

205

Thr

Gln

Phe

Ala

Glu

30

Arg

Ala

Thr

Gly

Asn

110

Gln

Leu

Tyr

Ala

Glu

190

Asn

Lys

Ala

Ile

15

Ile

Ser

Ala

Asp

Ser

95

Arg

Phe

Gly

Pro

Ser

175

Asn

Pro

Axrg

Asn

val

Gly

Ala

Asn

Asp

Ile

Thr

Phe

Gly
Glu
160
Ala
Asp
Ala
Gly
Glu

240

Glu
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Ser

Gly

Val
305

Gln

Ile

<210> 15
<211> 334
<212> PRT

Tyr

Ser

Asp

290

Glu

val

Asp

Asn
370

Leu

Tyr

275

Arg

val

His

Ser

Arg

355

Pro

Asp
260
val

Gly

Ala

Pro
340

Ile

Ser

<213> Deinococcus radiodurans

<220>

<221> PEPTIDO

<2225 (1)..(334)

245

Tyr

Leu

Gly

Gly

Ser

325

val

val

Thr

<223> homoserina O-acetiltransferasa

<400> 15

ES 2833432 T3

Gln

Leu

val

310

Arg

Gly

Arg

Tyr

Ala

Thr

Asn

295

Asp

Asn

His

Asn

Ile
375

Asp Lys
265

Asp Ala
280

Lys Ala

Thr Asp

Leu Gly

Asp Ala

345

Phe Phe
360

Glu Phe

39

250

Leu

Leu

Leu

Ile

Asn

330

Phe

Ser

Tyr

vVal

Asn

Glu

Leu
315

Ile

Gln

Arg

Ser

300

Tyr

Thr

Ile

Arg

His

285

Ile

Pro

Ala

Glu

Ser
365

Phe

270

Asp

Lys

Tyr

Met

Ser

350

Pro

255

Asp

Ile

val

His

Ala

335

Arg

Asp

Ala

Gly

Pro

Gln

320

Lys

Gln

Glu
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Glu

Pro

Phe

Ala

65

Gly

Thr

Pro

Leu

His

50

Leu

val

Thr

Ala

Asp

Leu

35

Thr

Cys
115

val

Cys

20

Tyr

Gly

Arg

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Gly

Asp

Pro

85

Gly

Gly

ES 2833432 T3

Ala

Gly

Cys

Thr

Ser

70

Cys

Pro

Gly

Pro

Gly

Pro

55

Ala

Asp

Ala

val

His

Gln

Arg

40

Arg

val

Pro

Gly

Pro
120

40

Ala

Thr

25

Ala

Ala

His

Ala

Thr
105

Ser
10

val

Asp
Glu
Asp

90

Thr

Ser

Ala

val

Ser

Ala

Trp

75

Asp

Ser

Asp

Thr
60

Arg

Phe

val

45

Pro

val

Ala

Asp
125

Arg

30

Arg

val

Asp

val

Glu
110

Thr
15
Arg

val

Phe

Cys
95

Glu

Glu

His

Leu

80

Ala

Ala
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val Gly
130

Ile Gly
145

Cys Pro

His Ser

210

Gln Arg
225

Gly Glu

Thr Trp

Val Arg

Pro Ala
290

Tyr Trp
305

Pro Gln

<210> 16
<211> 309
<212> PRT

Arg

Ala

Asp

Pro

Ala

195

Ser

val

Lys

Ala

Ala

275

Ala

Glu

Asp

<213> Escherichia coli

<220>
<221> PEPTIDO
<2225 (1)..(309)

Ala

Ser

Trp

180

Pro

Tyr

Pro

Leu

Met

260

Pro

Glu

Leu

Leu

Met

val

165

Ala

Gly

Arg

Gly

Ala

245

Asp

val

val

Gly

Pro
325

Leu

Gly

150

Glu

Ile

Gly

Ser

val

230

Ala

Ala

Arg

Ser
310

Glu

<223> homoserina O-succiniltransferasa

<400> 16

ES 2833432 T3

Asp Ser
135

Gly Met

Lys Ala

Gly Leu

Glu Gly
200

Pro Glu
215

Pro Ala

Arg Phe

Phe Gln

val Vval

280

Ala Cys
295

Ile His

Arg Val

val

Asn

185

Ser

val

Asp

Pro

265

Gly

Ala

Gly

Gly

41

Gly

Ile
170
Thr

Lys

Thr

Glu

250

Ser

Ile

Ala

His

Ala
330

val

Tyr

155

Ile

Ala

Val

Ser

Ser

235

Gln

Ser

Ser

Glu

Asp

315

Phe

Arg

140

Ala

Gly

Ala

Ala

Arg

220

Tyr

Thr

Ala

Ser

Leu

300

Ala

Arg

Trp

Ala

Arg

Axg

205

Thr

Tyr
Asp
Asp
285

Pro

Phe

val

Pro

Ser

190

Gln

Gln

His

Cys

Leu

270

His

Ser

Arg

Ala

175

Ala

Ile

Ala

Tyr

Ala

255

Lys

Met

val

Glu

160

Ile

Ala

Gly

Gln

240

Ala

Tyr

Asp

Asp
320
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Glu

Ile

Glu

val
65

Pro

val

Glu

val

145

Thr

Ala

Glu

Lys

225

Gln

Pro

Pro

Asn
305

Pro

Glu

Thr
50

Asp

Ala

Gln

Glu

130

Gln

Glu

Leu

Tyr

Ile

210

Asp

Thr

Asp

Arg

Asn

290

Pro

Ile

Asn

Pro

35

Glu

Ile

Glu

Asn

Phe

115

Ser

Ala

Lys

Leu

Ala
195

val

Ala
275

Tyr

Thr

Arg
val

20

Asn

Gln

His

Phe

100

Asn

Lys

Ala

Thr
180

Asp

Pro
260

Ser

Tyr

val

Phe

Lys

Gln

Leu

85

Asp

Asp

Asp

Leu

Ser

165

Arg

Phe

Glu

Ile

Gln

245

Tyr

Trp

val

Asp

Pro

vVal

val

Phe

Leu

70
Asn
Gly
val
His
Asn
150
Gly

Gly

Pro

Ala
230
Glu
Asn

Arg

Tyr

ES 2833432 T3

Asp

Met

Leu
55

Arg

Asn

Ala

val

135

Ile

Val

Phe

Glu

215

Phe

Phe

Tyr

Ser

Gln
295

Glu

Thr

Ile

40

Arg

Ile

Phe

Ile

Tyr

120

Thr

Leu

Tyr

Asp

Ala

200

Glu

val

Phe

Phe

His

280

Ile

Leu
Thr
25

Leu

Leu

Asp

Tyr

val
105

Trp

Ser

Tyr

Glu

Asp

185

Leu

Gly

Thr

Arg

Pro

265

Gly

Thr

42

Pro
10

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Pro

Thr

Gly

His

170

Ser

Ile

Asp

Gly

Asp

250

His

Asn

Pro

Ala

Arg

Ser

Arg
75
Asn

Gly

Gln

Ile
155
His
Phe
Arg
Ala
His

235

val

Leu

Tyr

val

Ala

Met

Asn
60

Glu

Phe

Ala

Ile

Phe

140

Pro

Ile

Asp
Tyr
220
Pro

Glu

Asp

Asp
300

Asn

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Glu

Pro

Lys

125

val

Lys

Leu

Ala

Tyr

205

Glu

Ala

Pro

Phe
285

Phe
Gly
30

Lys

Pro

Arg

Asp

Leu

110

Gln

Cys

Gln

His

Pro

190

Thr

Phe

Tyr

Gly

Gln

270

Thr

Arg

Leu
15
Gln

Lys

Leu

Asn

Ile

95

Gly

val

Trp

Thr

Pro

175

His

Asp

Ala

Asp

Leu

255

Asn

Asn

His

Arg

Glu

Ile

Gln

Thr

Gln

Arg

160

His

Ser

Leu

Ser

Ala
240

Asp

Thr

Trp

Met
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<210> 17

<211> 309

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido variante que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa, metA EL

<400> 17

Met Pro Ile Arg Val Pro Asp Glu Leu Pro Ala Val Asn Phe Leu Arg

1

5

ES 2833432 T3

43

10

15
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Glu

Ile

Glu

val

65

Pro

Val

Glu

val

145

Thr

Ala

Glu

Lys
225

Gln

Pro

Pro

Asn
305

<210> 18
<211> 309

Glu

Arg

Thr

50

Asp

Ala

Gln

Glu

Trp

130

Gln

Glu

Leu

Tyr

Ile

210

Asp

Thr

Asp

Arg

Asn

290

Pro

<212> PRT

Asn

Pro

35

Glu

Ile

Glu

Asn

Phe

115

Ser

Ala

Lys

Leu

Ala

195

Leu

Lys

Leu

val

Ala
275

Tyr

Thr

val

20

Asn

Gln

His

Phe

100

Asn

Lys

Ala

Thr

180

Asp

Ala

Arg

Ala

Pro

260

Ser

Tyr

Leu

Phe

Lys

Gln

Leu
85
Asp

Asp

Asp

Ser

165

Arg

Phe

Glu

Ile

Gln

245

Tyr

Trp

val

Asp

val

val

Phe

Leu

70

Asn

Gly

vVal

His

Asn

150

Gly

Gly

Pro

Ala
230
Glu
Asn

Arg

Tyr

ES 2833432 T3

Met

Leu
55

Arg

Leu

Ala

val

135

Ile

val

Phe

Glu

215

Phe

Phe

Tyr

Ser

Gln
295

Thr

Ile

40

Arg

Ile

Phe

Ile

Tyr

120

Thr

Leu

Tyr

Asp

Ala

200

Glu

val

Phe

Phe

His

280

Ile

Thr
25

Asp

Tyr

val
105

Trp

Ser

Tyr

Glu

Asp

185

Gly

Thr

Arg

Pro

265

Gly

Thr

44

Ser

Asn

Ser

Cys

90

Thr

Pro

Thr

Gly

His

170

Ser

Ile

Asp

Gly

Asp

250

His

Asn

Pro

Arg

Leu

Ser

Arg

75

Asn

Gly

Gln

Leu

Ile

155

His

Phe

Arg

Ala

His

235

val

Asn

Leu

Tyr

Ala

Met

Asn

60

Glu

Phe

Ala

Ile

Phe

140

Pro

Ile

Leu

Asp

Tyr

220

Pro

Glu

Asp

Leu

Asp
300

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Glu

Pro

Lys

125

val

Lys

Ala

Tyr

205

Glu

Ala

Pro

Phe
285

Gly

30

Lys

Pro

Arg

Asp

Leu

110

Gln

Cys

Gln

His

Pro

190

Thr

Phe

Tyr

Gly

Gln

270

Thr

Arg

Gln

Lys

Asn

Ile

95

Glu

Val

Trp

Thr

Pro

175

His

Asp

Asp
Leu
255
Asn

Asn

His

Glu

Ile

Gln

Thr

80

Gln

Leu

Leu

Arg

160

His

Ser

Leu

Ser

Ala

240

Asp

Thr

Trp

Met
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2833432 T3

<223> Polipéptido variante que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa, metA ET

<400> 18

Met

Glu

Ile

Glu

val

65

Pro

Asp

val

Glu

val

145

Thr

Glu

Lys

225

Gln

Pro

Pro

Pro

Glu

Arg

Thr

50

Asp

Ala

Gln

Glu

130

Gln

Glu

Tyr

Ile

210

Asp

Thr

Asp

Arg

Asn
290

Ile

Asn

Pro

35

Glu

Ile

Glu

Asn

Phe

115

Ser

Ala

Lys

Leu

Ala

195

Leu

Lys

Leu

vVal

Ala
275

Tyr

Arg

Val

20

Asn

Gln

His

Phe

100

Asn

Lys

Ala

Thr
180
Asp
Ala
Arg
Ala
Pro
260

Ser

Tyr

val

Phe

Lys

Gln

Leu

Leu

85

Asp

Asp

Asp

Leu

Ser

165

Arg

Phe

Glu

Ile

Gln

245

Tyr

Trp

val

Pro

vVal

val

Phe

Leu

70

Asn

Gly

vVal

His

Asn

150

Gly

Gly

Pro

Thr

Ala

230

Glu

Asn

Arg

Asp

Met

Leu

55

Arg

Asn

Leu

Ala

val

135

Ile

val

Phe

Glu

215

Phe

Phe

Tyr

Ser

Gln
295

Glu Leu
Thr Thr
25

Ile Leu
40

Arg Leu

Ile Asp

Phe Tyr

Ile Val

105

Tyr Trp
120

Thr Ser

Tyr Glu
Asp Asp
185

Ala Leu
200

Glu Gly

val Thr

Phe Arg

Phe Pro

265

His Gly
280

Ile Thr

45

Pro

10

Ser

Asn

Leu

Ser

Cys

90

Thr

Pro

Thr

Gly

His

170

Ser

Ile

Asp

Gly

Asp

250

His

Asn

Pro

Ala

Arg

Leu

Ser

Arg

75

Asn

Gly

Gln

Leu

Ile

155

His

Phe

Arg

Ala

His

235

val

Asn

Leu

Tyr

val

Ala

Met

Asn

60

Glu

Phe

Ala

Ile

Phe

140

Pro

Ile

Leu

Asp

Tyr

220

Pro

Glu

Asp

Leu

Asp
300

Asn

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Glu

Pro

Lys

125

val

Lys

Ala

Tyr

205

Glu

Ala

Pro

Phe
285

Phe

Gly

30

Lys

Pro

Arg

Asp

Leu

110

Gln

Cys

Gln

His

Pro

190

Thr

Phe

Tyr

Gly

Gln

270

Thr

Arg

Leu

15

Gln

Lys

Leu

Asn

Ile

95

Glu

Val

Trp

Thr

Pro

175

His

Asp

Ala

Asp

Leu

255

Asn

Asn

His

Glu

Ile

Gln

Thr

80

Gln

Thr

Leu

Arg

160

His

Ser

Leu

Ser

Ala

240

Asp

Thr

Trp

Met
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<210>19
<211> 309

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2833432 T3

<223> Polipéptido variante que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa, metA EH

<400> 19

Glu

Ile

Glu

Val

65

Pro

Val

Glu

val

145

Thr

Ala

Glu

Lys
225

Gln

Pro

Glu

Arg

Thr

50

Asp

Ala

Gln

Glu

Trp
130

Gln

Glu

Tyr

Ile
210

Asp

Thr

Ile

Asn

Pro

35

Glu

Ile

Glu

Asn

Phe

115

Ser

Ala

Lys

Ala
195

Leu

Lys

Arg

Val

20

Leu

Asn

Gln

His

Phe

100

Asn

Lys

Ala

Leu

Thr

180

Asp

Ala

Ala

val

Phe

Lys

Gln

Leu
85
Asp

Asp

Asp

Ser

165

Arg

Phe

Glu

Ile

Gln
245

Pro

Val

val

Phe

Leu

70

Asn

Gly

Val

His

Asn

150

Gly

Gly

Pro

Ala
230

Glu

Asp

Met

Leu
55
Arg

Asn

Ala
val
135
Ile

val

Phe

Glu
215

Phe

Phe

Glu

Thr

Ile

40

Arg

Ile

Phe

Ile

Tyr
120

Thr

Tyr

Asp

Ala

200

Glu

val

Phe

Leu
Thr
25

Leu

Asp

Tyr

val

105

Trp

Ser

Tyr

Glu

Asp

185

Gly

Thr

Arg

46

Pro
10

Ser

Asn

Ser

Cys

90

Thr

Pro

Thr

Gly

His

170

Ser

Ile

Asp

Gly

Asp
250

Ala

Arg

Ser
Arg

75
Asn

Gly

Gln

Ile
155
His
Phe
Arg
Ala
His
235

val

val

Ala

Met

Asn

60

Glu

Phe

Ala

Ile

Phe

140

Pro

Ile

Asp
Tyr
220

Pro

Glu

Asn

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Glu

Pro

Lys

125

val

Lys

Leu

Ala

Tyr

205

Leu

Glu

Ala

Phe

Gly

30

Lys

Pro

Arg

Asp

Leu

110

Gln

Cys

Gln

His

Pro

190

Thr

Phe

Tyr

Gly

Leu

15

Gln

Lys

Leu

Asn

Ile

95

Glu

vVal

Trp

Thr

Pro

175

His

Asp

Ala

Asp

Leu
255

Arg

Glu

Ile

Gln

Thr

80

Gln

His

Ala
Arg
160

His

Ser

Ser

Ala
240

Asp
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ES 2833432 T3

Pro Asp Val Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro His Asn Asp Pro Gln Asn Thr

260

Pro Arg Ala Ser Trp Arg Ser

275

Leu Asn Tyr Tyr Val Tyr Gln

290

Asn Pro Thr Leu Asp
305

<210> 20

<211> 883

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(883)

<223> fosfoenolpiruvato carboxilasa

<400> 20

295

265 270

His Gly Asn Leu Leu Phe Thr Asn Trp
280 285

Ile Thr Pro Tyr Asp Leu Arg His Met
300

47
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Lys

Glu

Asn

Leu

Arg

145

Arg

Lys

Asn

val

Arg

Asp

50

Asp

Ala

Ala

Gln

Ser

130

Thr

Asp

Leu

Glu

val

35

Ala

Glu

Asn

Ser

Pro
115

Asn

Arg

Arg

Gln
Gly
20

Glu

Asn

Thr
Asn
100
Glu
Glu
Ile
Lys
Gln

180

Pro

Tyr

Glu

Thr

Arg

Ala
85

Pro

His
Asp
165

Leu

Ser

ES 2833432 T3

Ser

Thr

Ile

Gln

Pro

70

Glu

Glu

Ser

val

Lys

150

Ile

Ile

Pro

Ile

Glu

55

val

Gln

vVal

Glu

Leu

135

Met

Ala

val

Lys

Lys

40

Ala

Tyr

Ile

Asp

120

Thr

val

Asp

Gln

Asp

Arg

Asp

25

Leu

Leu

Arg

His

Ala

105

Thr

Ala

Glu

Tyx

Ser

185

Glu

48

Ser

10

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

90

Arg

Ile

His

val

Glu
170

Trp

Asn

Leu

Lys

Thr

Phe

75

Ile

Thr

Lys

Pro

Asn

155

His

His

Lys

val

Gly

Ser

Leu

Ser

Ser

Thr

Trp

Ser

Glu

Ser

45

Gln

Gln

Pro

Arg

Ala

125

Glu

Cys

Gln

Asp

Gly

Met

His

30

Arg

Asn

Phe

Lys

Lys

110

val

Ile

Leu

Leu

Glu

190

Phe

Leu
15
Ile

Ala

Gly

95

Glu

Thr

Lys

Met

175

Ile

Gly

Gly

Ser

Asn

80

Glu

Lys

Ser

Arg

Gln

160

Arg

val
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val

Asn

225

val

Pro

Trp

Glu

Glu

305

Ser

Glu

Trp

Gly

Cys
385

Glu

Ala

Pro

465

Ser

Phe

Asn

Gly

Glu

210

Glu

Pro

Asn

Lys

Leu

290

Glu

Glu

Glu

Ile

370

Phe

His

Tyr

Leu

Glu

450

Gln

Asp

Ala

Ala

Leu

195

Asn

Gln

val

val

Ala

275

Ser

Gly

Leu

Leu

Pro

355

Ile

Gly

Thr

Glu

Asn

435

Thr

Gly

val

Met

Asn

515

Ile

Ser

Leu

Arg

Thr

260

Thr

Met

Ala

Met

Pro

340

Leu

Ala

val

Glu

Ser

420

Ser

Arg

Ser

Leu

Pro

500

Asp

Gln

Leu

Glu

Phe

245

Ala

Asp

Val

Ala

Ala

325

Lys

Tyr

Asn

Pro

Ala
405

Trp

Lys

Glu

Ile

Ala

485

val

val

Gly

Trp

Glu

230

Thr

Asp

Leu

Glu

Glu

310

Thr

Pro

Ala

Gly

Leu

390

Leu

Ser

val

Ala

470

val

Ala

Met

Lys

ES 2833432 T3

Gln

215

Asn

Ser

Ile

Phe

Ala

295

Pro

Gln

Glu

Cys

Asp

375

val

Gly

Glu

Pro

Leu

455

Ala

His

Pro

Thr

Gln

200

Gly

Trp

Thr

Leu

280

Thr

Tyr

Ala

Gly

Tyr

360

Leu

Arg

Glu

Ala

Leu

440

Asp

Tyr

Gln
520

Met

val

Gly

Met

Arg

265

Lys

Pro

Arg

Trp

Leu

345

Gln

Leu

Ile

Leu

Asp

425

Thr

val

Phe
505

val

49

Pro
Tyr
Gly

250

His

Glu
Tyr
Leu

330

Ser

Thr
410
Lys
Pro
Cys
Ile
Leu

490

Glu

Met

Asn

Lys

235

Gly

val

Ile

Leu

Leu

315

Glu

Thr

Leu

Thr

Ile

395

Arg

Gln

Arg

Gln

Ser

475

Lys

Thr

Asn

Ile

Tyr

220

Leu

Asp

Leu

Gln

Leu

300

Met

Ala

Gln

Gln

Leu

380

Arg

Tyr

Ala

Asn

val

460

Met

Glu

Leu

Ile

Gly

205

Leu

Pro

Arg

Leu

val

285

Ala

Lys

Arg

Asn

Ala

365

Arg

Gln

Leu

Phe

Trp
445
Ile
Ala
Ala
Asp
Asp
525

Tyr

Arg

val

Asp

Leu

270

Leu

Leu

Asn

Leu

Glu

350

Cys

Arg

Glu

Gly

Leu

430

Gln

Ala

Lys

Gly

Asp

510

Trp

Ser

Glu
Glu
Gly
255
Ser

val

vVal

Lys

335

Glu

Gly

Val

Ser

Ile

415

Ile

Pro

Glu

Thr

Ile

495

Tyr

Asp

Phe
240
Asn
Arg
Ser
Gly
Arg
320

Gly

Met

Lys

Thr

400

Gly

Axrg

Ser

Ala

Pro

480

Gly

Asn

Arg

Ser
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Ala
545

Gln

His

Glu

625

Gln

Pro
705

Trp

His

Glu

530

Lys

Asp

Phe

Ala

val

610

Ile

Asn

Asp

Glu

Glu

690

Thr

Thr

Leu

Cys

Val
770

Ile

Ser
850

Gln

Asp

Ala

His

Ala

595

Thr

Thr

Leu

Glu

Asn

675

Leu

Gly

Gln

Gln

Arg

755

Phe

val

Glu

Met

Tyr

835

Arg

Ala

Ala

Leu

Gly

580

Leu

Glu

Val

Leu

Leu

660

Lys

Gly

Gly

Asn

Lys

740

Asp

Ala

Asp

Glu

Ala

820

Thr

Gln

Leu

Gly

Ile

565

Arg

Leu

Gln

Ser

Pro

645

Ser

Asp

Lys

vVal

725

Val

Trp

Lys

Lys

Asp

805

Asp

Asp

Ala

Met

val

550

Lys

Gly

Ser

Gly

Ser

630

Pro

val

Phe

Leu

Glu

710

Val

Pro

Ala
790
Ile
Leu
Pro

Glu

val

ES 2833432 T3

535

Met

Thr

Gly

Gln

Glu

615

Leu

Pro

Ile

val

Pro

695

Ser

Glu

Phe

Asp

775

Leu

Lys

Pro

Leu

Lys

855

Thr

Ala

Cys

Ser

Pro

600

Met

Ser

Glu

Ser

Pro

€80

Leu

Asp
Phe
760

Leu

Trp

val

Trp

Asn

840

Glu

Ile

Ala

Glu

Ile

585

Pro

Ile

Leu

Pro

Cys

665

Tyr

Gly

Arg

Pro

Gly

745

Ser

Trp

Pro

val

Ile

825

val

Gly

Ala

50

Ser

Lys

570

Gly

Gly

Arg

Tyr

Lys

650

Phe

Ser

Ala

Ala

730

Lys

Thr

Leu
810

Ala

Gln

Gly

Trp

555

Ala

Axg

Ser

Phe

Thr

635

Glu

val

Arg

Arg

Ile
715

Trp

Gln

Axg

Ala

Gly

795

Ala

Glu

Gln

Glu

Ile

540

Ala

Gly

Gly

Leu

Lys

620

Gly

Ser

Tyr

Ser

Pro

700

Pro

Leu

Ser

Leu

Glu

780

Lys

Ile

Ser

Ala

Pro

860

Ala

Gln

Ile

Gly

Lys

605

Tyr

Ala

Trp

Arg

Ala

685

Ala

Trp

Gly

Glu

Gly

765

Tyr

Glu

Ala

Ile

Glu

845

Asp

Ala

Tyr

Glu

Ala

590

Gly

Gly

Ile

Arg

Gly

670

Thr

Lys

Ile

Ala

Leu

750

Met

Tyr

Asn

Gln

830

Pro

Gly

Gln

Leu

575

Pro

Gly

Leu

Leu

Arg

655

Tyr

Pro

Arg

Phe

Gly

735

Glu

Leu

Asp

Arg

Asp

815

Leu

Leu

Arg

Met

Ala

560

Thr

Ala

Leu

Pro

Glu

640

Ile

val

Glu

Arg

Ala

720

Thr

Ala

Glu

Gln

Asn

800

Ser

Arg

His

val

Axg
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865

Asn Thr Gly

<210> 21

<211> 396

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<220>
<221> PEPTIDO
<2225 (1)..(396)

<223> aspartato aminotransferasa

<400> 21

Met Phe Glu

Ile Gly Vval
35

Val Lys Lys
50

Tyr Leu Gly
65

Leu Leu Phe
Thr Ala Gln
Phe Leu Ala

115

Ser Trp Pro
130

Arg Glu Tyr
145

Ala Leu Ile
Phe His Gly
Gln Trp Gln

195

Leu Phe Asp
210

Ala Glu Gly
225

Asn
Phe

20
Tyr
Ala
Ile
Gly
Thr

100

Lys

Ala
Asn
Cys
180
Thr

Phe

Leu

Ile

Arg

Lys

Glu

Asp

Lys

85

Pro

Asn

His

Tyr

Ser

165

Cys

Ala

Arg

ES 2833432 T3

870

Thr

Ala

Asp

Gln

Gly

70

Gly

Gly

Thr

Lys

Tyr

150

Leu

His

Ala

Tyr

Ala
230

Ala

Asp

Glu

Tyr

55

Ile

Ser

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Asn

Gln

Gln
215

Phe

Ala

Glu

Thr

40

Leu

Pro

Ala

Thr

vVal

120

val

Ala

Glu

Pro

Leu

200

Gly

Ala

Pro

Arg

25

Gly

Leu

Glu

Leu

Gly

105

Lys

Phe

Glu

Ala

Thr

185

Ser

Phe

Ala

51

Ala

10

Pro

Lys

Glu

Phe

Ile

Ala

Axg

Asn

Asn

Gln

170

Gly

val

Ala

Met

875

Asp

Gly

Thr

Asn

Gly

75

Asn

Leu

Val

Ser

His

155

Ala

Ile

Glu

Arg

His
235

Pro

Lys

Pro

Glu

Arg

Asp

Arg

Trp

Ala

140

Gly

Asp

Lys

Gly

220

Lys

Ile

Ile

val

45

Thr

Cys

Lys

val

val

125

Gly

Leu

Asp

Pro

Gly

205

Glu

Leu

Asn

30

Leu

Thr

Thr

Arg

Ala

110

Ser

Leu

Asp

val

Thr
190

Trp

Glu

Leu

Gly
15

Lys

Gln

Ala

Ala

Asn

Glu

Phe

val

175

Leu

Glu

Ile

Leu

Gly

Ser

Asn

Glu

80

Arg

Asp

Pro

val

Asp

160

Leu

Glu

Pro

Asp

val
240

880
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Ala

Ala

Ser

His

Ala
305

Met
385

<210> 22
<211> 367
<212> PRT

Ser

Cys

Gln

Gly

290

Ile

Arg

Phe

Thr

vVal

370

Ala

Ser

Thr

Met

275

Ala

Trp

Gln

Ser

Lys

355

Ala

Pro

<213> Escherichia coli

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(367)
<223> aspartato-semialdehido deshidrogenasa

<400> 22

Tyr

Leu

260

Lys

Ser

Glu

Leu

Phe

340

Glu

Ser

Leu

Ser

245

val

Ala

val

Gln

Phe

325

Ile

Gln

Gly

Cys

ES 2833432 T3

Lys

Ala

Ala

val

Glu

310

vVal

Ile

val

Arg

Glu
390

Asn

Ala

Ile

Ala

295

Asn

Lys

Leu

val

375

Ala

Phe

Asp

Arg

280

Thr

Thr

Thr

Gln

Arg

360

Asn

Ile

Gly

Ser

265

Ala

Ile

Asp

Leu

Asn

345

Leu

Val

val

52

Leu
250
Glu

Asn

Leu

Gln
330
Gly
Arg

Ala

Ala

Tyr

Thr

Tyr

Ser

Arg

315

Glu

Met

Glu

Gly

val
395

Asn

val

Ser

Asn

300

Gln

Lys

Phe

Glu

Met

380

Leu

Glu

Asp

Asn

285

Asp

Axrg

Gly

Ser

Phe

365

Thr

Arg
Arg
270
Pro
Ala
Ile
Ala
Phe
350

Gly

Pro

val
255
Ala

Pro

Gln
Asn
335
Ser

val

Asp

Gly

Phe

Ala

Arg

Axrg

320

Arg

Gly

Tyr

Asn
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val

Gly

Ala

65

Ile

Lys

Met

Phe

Thr

50

Tyr

Ala

Asn

Gln

Phe

35

Thr

Asp

Pro

Ser

val

Arg

20

Ser

Gly

Ile

Lys

Ser
100

Gly

Met

Thr

Thr

Ile

Leu

85

Leu

Phe

val

Ser

val
70

Arg

Arg

ES 2833432 T3

Ile

Glu

Gln

Gln

55

Thr

Glu

Met

Gly

Glu

Leu

40

Asp

Cys

Ser

Lys

Trp

Arg

25

Gly

Ala

Gln

Gly

Asp
105

53

Arg

10
Asp
Gln

Phe

Gly

Gly

Phe

Ala

Asp

Gly

75

Gln

Ala

Met

Asp

Ala

Leu

60

Asp

Gly

Ile

val

Ala

Pro

45

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Gly

Ile

30

Ser

Ala

Thr

Trp

Ile
110

Ser

15

Axrg

Phe

Leu

Asn

Ile

Leu

val

Pro

Gly

Lys

Glu

80

Asp

Asp
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Pro

Thr

Gly

145

Tyr

Thr

Pro

Ser
225
Glu
Ser
Cys
Pro
vVal

305

val

Trp

<210> 23
<211>933
<212> ADN

val

Phe

130

Gly

Gln

Gln

Ser

Ser

210

Glu

vVal

His

Thr

290

Pro

Thr

Gly

Gly

Asn
115

val

Ala

Met

Ser

195

Gly

Ile

Trp

Ile

Ser

275

val

Asn

Gly

Pro

Ala
355

<213> Escherichia coli

<220>
<221>gen

<222> (1)..(933)
<223> homoserina O-succiniltransferasa

Gln

Gly

Phe

Ala

Gly

180

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro

260

Gln

Glu

Asp

Thr

Glu

340

Ala

Asp

Gly

Ala

Ser

165

His

Ile

Trp
Gly
245
vVal
Ala
Glu
Arg
Leu
325

Phe

Glu

val

Asn

Asn

150

Gly

Leu

Pro

Ile

230

Gln

Asp

Phe

Glu
310

Thr

Pro

ES 2833432 T3

Ile

Cys

135

Asp

Gly

Tyr

Asp

Val

215

Asp

Ala

Gly

Thr

Leu

295

Ile

Thr

Ser

Thr
120

Thr

Gly

Gly

Ile

200

Asp

Lys

Glu

Ile

280

Ala

Thr

Pro

Ala

Arg
360

Asp

val

val

Ala

His

185

Glu

Asn

Gln

Thr

Cys

265

Lys

Ala

Met

vVal

Phe

345

Arg

54

Gly

Ser

Asp

Arg

170

val

Arg

Phe

Leu

Asn

250

val

Leu

His

Arg

Gly

330

Thr

Met

Leu

Trp
155
His
Ala
Lys
Gly
Asp
235
Lys

Arg

Lys

Glu
315
Arg

val

Leu

Asn

Met

140

val

Met

Asp

val

vVal

220

Asn

Ile

val

Lys

Pro
300

Gly

Arg

Asn

125

Ser

Arg

Glu

Thr

205

Pro

Gly

Gly

Asp

285

Trp

Thr

Arg

Asp

Gln
365

Gly

Met

val

Glu

Leu

190

Thr

Gln

Asn

Ala

270

val

Ala

Pro

Lys

Gln

350

Leu

Ile

Ser

Ala

Leu

175

Ala

Leu

Ala

Ser

Thr

255

Leu

Ser

Lys

Leu
335

Leu

Ala

Arg

Leu

Thr

160

Thr

Thr

Gly

240

Ser

Ile
val
Ala

320

Asn
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<400> 23

atggttaaag
g9999<cggcgy
gcagagacat
cgggaaaata
ccagtggega
tgtteggtgg
actcgtttge
gacaacgtgg
atcagccagce
aaagtctcga
attgcgcacg
cttgccgega
ggcttcegge
ggcteccggee
gactggttgg

gatacggegg

tttatgccce
tgacacctgt
tcagtctcaa
tcgtttatca
tgaccctgga
tcgeggeget
tggctttgat
caccgtgttt
aagtgccagg
cggcagaagc
ggcgacatct
agctgatgaa
aggcgcggca
cgaccttgtt
gtaagaacta

gcgcacgagt

ES 2833432 T3

ggcttcecagt
tgatggtgca
caacctcgga
gtgctgggag
aaagaatatg
gatggcgatg
gggcgagcetg
tcteggtggt
gtttgatgag
cagggctatt
ggcaggcttc
agatgttatc
ggcggtegeg
cgctctgtgt
cctgcaaaat

actggaaaac

gccaatatga
ttgctcggag
cgctttgecg
cgtttttgee
ccgateggtt
aatgaacact
gaaggccgta
atgcagttga
tggetgtggg
ttaccggcege
attcacgcct
gctgaaccct
gaaatcggcg
gacaagccgg
caggaaggtt

taa

gegtegggtt
atgtagtcac
ataagctgcec
aggaactggg
cgggettagg
gcggeaagece
tctceggeag
tgatcgaaga
tgctggegta
agtatcgccg
gctattcceg
accgtgaacg
cggtagcgag
aaaccgccca

ttgttcatat

tgatgtgctc
ggttgaggeg
gtcagaacca
taagcaaatt
ctccagtgee
gcttaatgac
cattcattac
aaacgacatc
tceggggatt
ccaggattgc
tcagcctgag
gttactgcca
cggtatctcc
gcgegttgec

ttgccggetg

<210> 24

<211>930

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polipéptido variante que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa, metA EL

<400> 24

atgccgatte
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttgce
cccgcagagce
gacggtttga
tggccgecaga
gtctgctggyg

accgaaaaac

gtgtgccgga
caacttctcg
tgccgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacaggc

tctctggegt

cgagctaccce
tgcgtctggt
gattgaaact
tcagctgttg
cttctactgt
tgcgecegetg
gctggagtgg
cgcgctcaat

ttacgagcat

gcegtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
gaactggtgg
tcgaaagatc
atcctctacg

catattctcc

55

tcttgegtga
gtccacttaa
ttctgcgect
cccgtgaatce
atattcagga
agtttaatga
acgtcacctce
gcattcctaa

atcctcatge

agaaaacgtc
ggttctgatce
gctttcaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtcgettac
gacgctgttt
gcaaactcgc

gcttctgacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
933

60
120
180
240
300
360
420
480

540
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cgtggctttg
ttgattcgtg
ctgtttgcca
caaacgctgyg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggcaca

atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tcccgeacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac

ES 2833432 T3

cctggcaccg
tctggaaatt
gcgcattgcc
tttcegegat
tgatccgcaa
ctggctcaac

gctggattaa

cattcgeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagceg
aatacaccgc

tattacgtct

atgctgactt tccggcageg

cggaagaagg ggatgcatat

gccatcccga atatgatgceg

gactagacce ggatgtaccg

gagcgagcetg gegtagtcac

accagatcac gccatacgat

<210> 25

<211>930

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Polipéptido variante que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa, metA ET

<400> 25

atgccgattc
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttge
cccgeagage
gacggtttga
tggccgecaga
gtctgetggg
accgaaaaac
cgtggctttg
ttgattcgtg
ctgtttgcca
caaacgctgg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggcaca

gtgtgccgga
caacttctcg
tgccgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacaggce
tctctggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tcccgecacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac

cgagctaccce
tgegtetggt
gattgaaact
tcagctgttg
cttctactgt
tgcgeegetg
gctggagtgg
cgcgctcaat
ttacgagcat
cctggcaccg
tctggaaatt
gcgcattgec
tttccgegat
tgatccgcaa
ctggctcaac

gctggattaa

gccegtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
gaaaccgtgg
tcgaaagatc
atcctctacg
catattctce
cattcgcget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagccg
aatacaccgc

tattacgtct

tcttgegtga
gtccacttaa
ttctgegect
cccgtgaatce
atattcagga
agtttaatga
acgtcaccte
gcattcctaa
atcctcatgce
atgctgactt
cggaagaagg
gccatcccga
gactagaccc
gagcgagctg

accagatcac

agaaaacgtc
ggttctgatc
gctttcaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtcgettac
gacgcectgttt
gcaaactcgce
gcttctgacg
tccggcageg
ggatgcatat
atatgatgcg
ggatgtaccg
gcgtagtcac

gccatacgat

<210> 26

<211>930

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

56

600
660
720
780
840
900
930

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

930
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ES 2833432 T3

<220>

<223> Polipéptido variante que tiene actividad homoserina O-acetiltransferasa, metA EH

<400> 26

atgccgattc
tttgtgatga
cttaacctga
tcacctttgce
cccgcagagce
gacggtttga
tggcegeaga
gtctgetggg
accgaaaaac
cgtggctttyg
ttgattcegtg
ctgtttgcca
caaacgctgg
tataactatt
ggtaatttac

ctacggcaca

gtgtgccgga
caacttctcg
tgccgaagaa
aggtcgatat
atctgaacaa
ttgtaactgg
tcaaacaggt
cggtacaggc
tctctggegt
atgattcatt
attacaccga
gtaaagataa
cgcaggaatt
tcccgcacaa
tgtttaccaa

tgaatccaac

cgagctaccc
tgcgtctggt
gattgaaact
tcagctgttg
cttctactgt
tgcgeegetg
gctggagtgg
cgcgctcaat
ttacgagcat
cctggcaceg
tctggaaatt
gcgecattgee
tttccgegat
tgatccgcaa
ctggctcaac

gctggattaa

<210> 27

<211> 2652

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(2652)

<223> fosfoenolpiruvato carboxilasa

<400> 27

atgaacgaac
gaaaccatca
ttgtcgaaat
caaaatttgt
ctggccaaca

ccggaagtga

aatattccge
aggatgcegtt
cttcacgege
cgaacgacga
cacgeacgagea

tcgecegeac

attgcgtagt
gggagaacac
tggcaatgat
gctgetgece
ataccacagce

cctgegtaaa

gccgtcaatt
caggaaattc
gaaaatcagt
cgcatcgatt
aactttgaag
gaacatgtgg
tcgaaagatc
atcctctacg
catattctce
cattcgeget
ctggcagaga
tttgtgacgg
gtggaagccg
aatacaccgc

tattacgtct

aatgtcagta
attcttgaac
gctaaccgcee
gttgcgegtg
atttcgecga

ctgaaaaacc

57

tcttgcgtga
gtccacttaa
ttctgcgeet
cccgtgaatce
atattcagga
agtttaatga
acgtcacctc
gcattcctaa
atcctcatge
atgctgactt
cggaagaagg
gccatcecga
gactagaccce
gagcgagcetg

accagatcac

tgctcggecaa
gcgtagaaac
aggagttgct
cgtttagtca
aaggcgaage

agccggaact

agaaaacgtc
ggttctgatc
gctttcaaac
gcgcaacacg
tcagaacttt
tgtcgecttac
gacgctgttt
gcaaactcgce
gcttctgacg
tccggcageg
ggatgcatat
atatgatgceg
ggatgtaccg
gcgtagtcac

gccatacgat

agtgctggga
tatccgtaag
caccacctta
gttcctgaac
tgccagecaac

gagcgaagac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
930

60
120
180
240
300

360
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accatcaaaa
gaaattaccc
ctcgataaca
ttgatcgece
gaagccaaat
ctgcgegaac
gttceggtee
gccgatatca
aaagatattc
gcgetggttg
tctcgectga
aaaccagaag
cagtcacttce
cgececgegtga
cgtcataccg
tggtcagagg
ctgcegegea
attgccgaag
tccgacgtac
gttgctecege
ctgctcaata
tattccgact
caggatgcat
cgeggeggtt
ccaggaagcc
tatggtctge
gccaacctge
tcagtcatct
tacttccget
gcgaaacgtce

tggacgcaaa

aagcagtgga
gtcgtacact
aagatatcgce
agtcatggca
ggggctttge
tgaacgaaca
gttttactte
cccgecacgt
aggtgctggt
gcgaagaagg
tggcgacaca
gcctgetgac
aggcgtgtgg
aatgtttcgg
aagcgetggg
ccgacaaaca
actggcaacc
caccgcaagg
tggctgtcca
tgtttgaaac
ttgactggta
cagcaaaaga
taatcaaaac
ccattggtcg
tgaaaggcgg
cagaaatcac
tgccaccgee
cctgegatgt
ccgctacgee
gcccaacegqg

accgtctgat

ES 2833432 T3

atcgctgteg
gatccacaaa
tgactacgaa
taccgatgaa
cgtagtggaa
actggaagag
gtggatgggce
cctgctactc
ttctgaactg
tgccgcagaa
ggcatggcetg
acaaaacgaa
catgggtatt
cgtaccgetg
cgagctgacc
ggcgttectg
aagcgccgaa
ctccattgcc
cctgctgetg
cctcgatgat
tcgtggectg
tgcgggagtg
ctgcgaaaaa
cggcggegea
cctgcgegta
cgtcagcagce
ggagccgaaa
ctaccgegge
ggaacaagaa
cggcgtegag

gctceceegee

ctggaactgg
atggtggaag
cacaaccagc
atccgtaagce
aacagcctgt
aacctcggcet
ggcgaccgeg
agccgetgga
tcgatggttg
ccgtatcget
gaagcgcegee
gaactgtggg
atcgccaacg
gtccgtattg
cgctaccteg
atccgecgaac
acgcgcegaag
gcctacgtga
aaagaagcgg
ctgaacaacg
attcagggca
atggcagctt
gcgggtattg
cctgectcatg
accgaacagg
ctgtegettt
gagagctgge
tacgtacgtg
ctgggcaaac
tcactacgceg

tggctgggtg

58

tcctcacgge
tgaacgcctg
tgatgcgteg
tgcgtccaag
ggcaaggcegt
acaaactgcc
acggcaaccc
aagccaccga
aagcgacccce
atctgatgaa
tgaaaggcga
aaccgctcta
gcgatctget
atatccgtca
gtatcggega
tgaactccaa
tgctcgatac
tctcgatgge
gtatcgggtt
ccaacgatgt
aacagatggt
cctgggegea
agctgacgtt
cggcegetget
gcgagatgat
ataccggggce
gtcgcattat
aaaacaaaga
tgcegttggg
ccattcegtg

caggtacggc

tcacccaacc
tttaaaacag
cctgegecag
cccggtagat
accaaattac
cgtcgaattt
gaacgtcact
tttgttcctg
tgaactgctg
aaacctgegt
agaactgcca
cgcttgctac
cgacaccctg
ggagagcacg
ctacgaaagc
acgtccgett
ctgccaggtg
gaaaacgccg
tgcgatgecg
catgacccag
gatgattggce
atatcaggca
gttccacggt
gtcacaaccg
ccgctttaaa
gattctggaa
ggatgaactg
ttttgtgect
ttcacgtccg
gatcttegee

gctgcaaaaa

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220
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gtggtcgaag
tcgacgegte
tactatgacc
ctgcaagaag
gatctgeegt
gtattgcagg

gatcctegeg

acggcaaaca
tcggcatget
aacgcctggt
aagacatcaa
ggattgcaga
ccgagttget

tcgaacaagc

ES 2833432 T3

gagcgagcetg
ggagatggtc
agacaaagca
agtggtgctg
gtctattcag

gcaccgctee

gttaatggtc

aataccggct aa

<210> 28

<211> 1191

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1191)

<223> aspartato aminotransferasa

<400> 28

gaggctatgt
ttcgccaaag
ctgtggccgt
gcgattgeca
ctacggaata
cgccaggcag

actattgeceg

59

gccgegattyg
cagacctgtg
taggtaaaga
acgattccca
tttacaccga
aaaaagaagg

ggattgecgge

gccattctte
gctggeggaa
gttacgcaac
tctgatggec
cccgetgaac
ccaggaaccg

aggtatgegt

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2652
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atgtttgaga
cgtgcecgatg
ggcaaaaccce
accaccaaaa
ctgctgtttg
ccggggggca
aagcegtgtgt
ggtctggaag
gcactgatta
tgccataacc
tcecgttgaga
ctggaagaag
gccagttect
gttgctgeeg
gctaactact
gatgcgttac

atgcgtcagt

atcatcaaac
ctgcgecgaag

acaccagata

acattaccgc
aacgtccegg
cggtactgac
attacctcegg
gtaaaggtag
ctggcgcact
gggtgagcaa
ttcgtgaata
acagcctgaa
caaccggtat
aaggctggtt
atgctgaagg
actctaaaaa
acagtgaaac
ctaacccacc
gtgcgatttg

tgttcgtcaa

agaacggcat

agtttggegt

acatggctcc

ES 2833432 T3

cgctectgee
caaaattaac
cagcgtgaaa
cattgacggce
cgccctgate
acgcgtggcet
cccaagctgg
cgcttattat
tgaagctcag
cgaccctacg
accgetgttt
actgcgeget
ctttggectg
cgttgatcgce
agcacacggc

ggaacaagag

tacgctgeag

gttctectte
atatgcggtt

gctgtgecgaa

<210> 29

<211> 1104

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1104)

<223> aspartato-semialdehido deshidrogenasa

<400> 29

gacccgatte
ctcgggattg
aaggctgaac
atccctgaat
aatgacaaac
gccgatttee
ccgaaccata
gatgcggaaa
gctggegacyg
ctggaacaat
gacttcgett
ttcgeggeta
tacaacgagc
gcattcagcc
gcttctgttg
ctgactgata

gaaaaaggcqg

agtggcctga

gcttetggte

gcgattgtgy

60

tgggcctgge

gtgtctataa
agtatctgct
ttggtcgetg
gtgctcgcac
tggcaaaaaa
agagcgtctt
atcacactct
tagtgctgtt
ggcaaacact
accagggttt
tgcataaaga
gtgttggege
aaatgaaagc
ttgccaccat
tgcgeccagceg

caaaccgcga

caaaagaaca
gcgtaaatgt

cagtgctgta

cgatctgttt
agatgagacg
cgaaaatgaa
cactcaggaa
ggcacagact
taccagcgtt
taactctgca
tgacttcgat
ccatggctge
ggcacaactc
tgccegtggt
gctgattgtt
ttgtactctg
ggcgattcge
cctgagcaac
tattcagcgt

cttcagcettt

agtgctgegt
ggccgggatyg

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140

1191
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atgaaaaatg ttggttttat cggctggege ggtatggtceg getcegttct catgcaacge 60
atggttgaag agcgcgactt cgacgccatt cgcecctgtet tecttttctac ttctcagett 120
ggccaggctg cgecgtcecttt tggecggaacc actggcacac ttcaggatge ctttgatctg 180
gaggcgctaa aggccctcga tatcattgtg acctgtcagg geggegatta taccaacgaa 240
atctatccaa agcttcgtga aagcggatgg caaggttact ggattgacge agcatcgtct 300
ctgcgcatga aagatgacgc catcatcatt cttgacccceg tcaatcagga cgtcattacce 360
gacggattaa ataatggcat caggactttt gttggcggta actgtaccgt aagcctgatg 420
ttgatgtcgt tgggtggttt attcgccaat gatcttgttg attgggtgtce cgttgcaacc 480
taccaggccg cttceggegg tggtgcgcga catatgegtg agttattaac ccagatggge 540
catctgtatg gccatgtgge agatgaactc gcgaccccgt cctctgetat tctcgatatce 600
gaacgcaaag tcacaacctt aacccgtagce ggtgagetge cggtggataa ctttggegtg 660
ccgetggegy gtagectgat tccgtggatc gacaaacage tcgataacgg tcagagecege 720
gaagagtgga aagggcaggc ggaaaccaac aagatcctca acacatcttce cgtaattcceg 780
gtagatggtt tatgtgtgcg tgtcggggea ttgegetgec acagecagge attcactatt 840
aaattgaaaa aagatgtgtc tattccgacc gtggaagaac tgctggetge gcacaatcceg 900
tgggcgaaag tcgttccgaa cgatcgggaa atcactatge gtgagctaac cccagetgec 960
gttaccggca cgctgaccac gccggtaggce cgcctgegta agctgaatat gggaccagag 1020
ttcctgtcag cctttaccgt gggcgaccag ctgctgtggg gggccgegga gecgetgegt 1080
cggatgcttc gtcaactgge gtaa 1104

<210> 30

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 30
ttactcotggt gectgacatt tcaccgacaa agcccaggga acttcatcac gtgtaggetg 60
gagctgette 70

<210> 31

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
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ttaccccttg tttgeocagocece ggaageccatt tteccaggtcg gcaattaaat catatgaata

tectocttag

<210> 32

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32

aaagaatatg ccgatcggtt cgggettagg ctecagtgec tgtteggtgg gtgtaggetg

gagctgette

<210> 33

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33

agacaaccga catcgetttc aacattggeg accggagocog ggaaggcaaa catatgaata

toectecttag

<210> 34

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
aattgatatc atgccgattc gtgtgccgg 29

<210> 35

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
aattaagctt ttaatccagc gttggattca tgtg 34

<210> 36

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 36
ttgtaactgg tgcgccgetg gaactggtgg ggtttaatga tgtc 44

<210> 37

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
gacatcatta aaccccacca gttccagcgg cgcaccagtt acaa 44

<210> 38

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
tgtaactggt gcgccgetgg aacatgtggg gtttaatgat gteg 44

<210> 39

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
cgacatcatt aaaccccaca tgttccagcg gcgcaccagt taca 44

<210> 40

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
tttccgaaac gtacctcagc aggtgtaggc tggagctgct tc 42

<210> 41
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 41

gaataaaatt tattcacctg ctgcatatga atatcctect tag 43

<210> 42

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2833432 T3

<223> Cebador

<400> 42
aattgatatc atgccgattc gtgtgccgg 29

<210> 43

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
aattaagcct gctgaggtac gtttcgg 27

<210> 44

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
cagcaggtga ataaatttta ttc 23

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
cgcgaatgga agctgtttcc 20

<210> 46

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
gccggaattc tgtcggatgce gatacttgeg c 31

<210> 47

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 47
gaaggagctc agaaaaccct cgcgcaaaag 30

<210> 48

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 48
gccggagctc tgtcggatge gatacttgeg ¢ 31

<210> 49

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49
gaagggtacc agaaaaccct cgcgcaaaag 30

<210> 50

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
tccgagctca taagcgtage gecatcaggea 30

<210> 51

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51
tccgagctceg tccacctatg ttgactacat 30

<210> 52

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 52
ccggaattcc caggagagca ataagca 27

<210> 53

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53
ctagtctaga tgctctattt aactccecg 28

<210> 54

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 54
ctagtctaga ccaggagagc aataagca 28

<210> 55

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
ccggaattct gcetctattta actcceg 27

<210> 56

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56

aggcgctaag gagaccttaa atggcectgata caaaagcaaa actcaccctc tgtaggetgg

agectgetteg

<210> 57

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57

gggttaaaat atttacaact tagcaatcaa ccattaacgc ttgatatcge atgggaatta

gcocatggteoc

<210> 58

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador

<400> 58
cctttctata actgegcegte at 22

<210> 59

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 59
aggggtatag ctacgccaga a 21

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60
gaaggcaaat ttaagttccg 20

<210> 61

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 61

cgaagcagct ccagcctaca ggtatagata gacgtcattt 40

<210> 62

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62
cggcegegcetg geggegtteg cgecacgacte getggatgtt aa 42

<210> 63

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63
ttaacatcca gcgagtcgtg cgcgaacgec geccagegege cg 42

<210> 64

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 64

cgcgtteege ctgetgtcgg cgatgecgac catggecgeg at 42
<210> 65

<211>42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 65
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atcgcggceca tggtcggceat cgeccgacage aggcggaacg cg 42

<210> 66

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 66
tcctgaatat gatgttctcc gegecgtgeg aaccgtatga 40

<210> 67

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 67
tcatacggtt cgcacggcgc ggagaacatc atattcagga 40

<210> 68

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 68
aaatgacgtc tatctatacc tgtaggctgg agctgcttcg 40

<210> 69

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 69

gcaaaactaa attattggta tcatgaattt gttgtatgat gaataaaata taggggatgg

gaattagcea tggtec

<210> 70

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 70

ccatggagga ggaattaacc atgcagtggt ggtggtggtg gtgegataac agectgtatce

cogttga

68

60

76

60

67
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<210> 71

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71

aagcttagga ggaattaacc atgcagtggt ggtggtggtyg gtgecgatgeca aatttaagtt

coggeag

69

60
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo de Escherichia sp. que produce O-acetil homoserina con mayor capacidad de produccion
de O-acetil homoserina en comparacion con el microorganismo parental que produce O-acetil homoserina, en
donde la actividad endégena de la citrato sintasa se modifica para atenuarla o inactivarla en comparacion con
el microorganismo parental que produce O-acetil homoserina.

El microorganismo de Escherichia sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el microorganismo con la
actividad endogena de la citrato sintasa modificada para atenuarla tiene una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

El microorganismo de Escherichia sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la actividad de cistationina
gamma sintasa, homoserina quinasa o ambas se modifica adicionalmente para atenuarla o inactivarla en
comparacion con sus actividades endogenas.

El microorganismo de Escherichia sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la actividad de la
homoserina O-acetiltransferasa se modifica adicionalmente para introducirla o mejorarla, o la homoserina O-
succiniltransferasa endégena se modifica adicionalmente para que tenga la actividad de la homoserina O-
acetiltransferasa.

El microorganismo de Escherichia sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la actividad de al menos
una proteina seleccionada del grupo que consiste en fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa
y aspartato semialdehido deshidrogenasa se modifica adicionalmente para introducirla o mejorarla.

El microorganismo de Escherichia sp. de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el microorganismo es
Escherichia coli.

Un método para producir O-acetil homoserina, que comprende:

(a) cultivar el microorganismo de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 6; y
(b) recuperar la O-acetil homoserina producida durante el cultivo del microorganismo.
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[FIGURA 1]
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[FIGURA 2]
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