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DESCRIPCION
Un microorganismo para la produccion de metionina con importacion de glucosa mejorada.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo mejorado para la produccion de metionina y al procedimiento
para la preparacion de metionina. En particular, la presente invencién se refiere a un microorganismo para la
produccion de metionina con importacion de glucosa mejorada que comprende la sobreexpresion del gen ptsG y
eliminacién del gen dgsA, en donde la expresion de al menos uno de los siguientes genes esta atenuada: metJ,
PYKA, pykF, purU, yncA o udhA.

Técnica anterior

Los compuestos que contienen azufre tales como la cisteina, homocisteina, metionina o S-adenosilmetionina son
criticos para el metabolismo celular y se pueden producir industrialmente para usar como aditivos de alimentos o
piensos y productos farmacéuticos. En particular la metionina, un aminoacido esencial, que no puede ser sintetizado
por animales, tiene una funcién importante en muchas funciones del cuerpo. Ademas de su funcién en la biosintesis
de proteinas, la metionina esta implicada en la transmetilacion y en la biodisponibilidad del selenio y el cinc. La
metionina también se usa directamente como tratamiento para trastornos tales como alergia y fiebre reumatica. No
obstante, la mayoria de la metionina que se produce se afiade al pienso.

Con el menor uso de proteinas derivadas de animales como resultado de la BSE y la gripe aviar, ha aumentado la
demanda de metionina pura. Normalmente, la D,L-metionina se produce quimicamente a partir de acroleina, metil-
mercaptano y cianuro de hidrégeno. Sin embargo, las mezclas racémicas no funcionan tan bien como la L-metionina
pura (Saunderson, C.L., 1985). Ademas, aunque la L-metionina pura se puede producir a partir de metionina
racémica, por ejemplo, por el tratamiento con acilasa de la N-acetil-D,L-metionina, esto aumenta notablemente los
costes de produccion. Por consiguiente, la demanda creciente de L-metionina pura junto con la preocupacion
ambiental hacen de la produccién microbiana de la metionina una posibilidad atractiva.

La optimizacion de la produccion de un producto quimico a partir de un microorganismo tipicamente implica la
sobreexpresion de proteinas implicadas en la ruta de biosintesis, atenuacion de proteinas implicadas en la represion
de la ruta de biosintesis o atenuacion de proteinas implicadas en la producciéon de subproductos no deseados.
Todos estos procedimientos para la optimizacion de la produccion de L-metionina en microorganismos se han
descrito previamente (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n° 7.790.424, patente de Estados Unidos n°
7.611.873, solicitudes de patente WO 2002/10209, WO 2006/008097 y WO 2005/059093); sin embargo, la
produccion industrial de L-metionina a partir de microorganismos requiere mejoras adicionales.

Tipicamente, la L-metionina se ha producido mediante microorganismos desarrollados en glucosa como fuente
principal de carbono en un procedimiento fermentativo. En bacterias, la glucosa externa es transportada a la célula y
fosforilada por el sistema fosfotransferasa de azucar del fosfoenolpiruvato (PTS) (Meadow et al. 1990; Rohwer et al.
1996; Tchieu et al. 2001). EI PTS consiste en dos proteinas citoplasmaticas comunes, la enzima | y HPr, y una serie
de complejos de enzima |l especificos de azucar (Ells). EI PTS enzima IICB®*°, codificado por ptsG en E.coli
transporta y simultaneamente fosforila glucosa a glucosa-6-fosfato (G6P). Aunque la G6P es un producto intermedio
esencial en el metabolismo de la glucosa, su acumulacion intracelular produce el fenédmeno de la toxicidad de
azucar-fosfato, llamada también “estrés por fosfoazicares”. De hecho, se ha descrito que la acumulacion de glucosa
es muy téxica para las bacterias, dando lugar a la glicacion, mutagénesis de ADN e inhibicion del crecimiento (Lee y
Cerami, 1987; Kadner et al. 1992).

Estudios recientes han demostrado que en E. coli el gen ptsG que codifica IICB®* es altamente regulado de forma

bastante intrigante tanto a nivel transcripcional como postranscripcional, dependiendo de las condiciones fisioldgicas
(Plumbridge, 1998; Kimata et al. 1998; Plumbridge et al. 2002; Morita y Aiba, 2007; Goérke y Vogel, 2008).
Especificamente, se han identificado varios niveles de regulacion:

- regulacion de la expresion del gen ptsG por muchos reguladores diferentes (ArcA, Fis, Crp) y en particular la
represion por DgsA, un regulador transcripcional llamado primer Mic (Making larger colonies);

- desestabilizacion del ARNm de ptsG por el ARN pequefio sgrS (Sugar transport-related sRNA) por un mecanismo
antisentido;

- control de la actividad de PtsG por el polipéptido pequefio SgrT por un mecanismo todavia desconocido; y
- regulacion de la expresion de sgrS/sgrT por el regulador transcripcional SgrR.

Debido a la toxicidad de G6P y la naturaleza altamente regulada y compleja del sistema, la manipulacion de sistema
de transporte de glucosa en microorganismos es muy dificil. Hasta la fecha ha habido varios intentos de mejorar la
produccion de aminoacidos y en particular la produccion de treonina aumentando la importacion de glucosa
manipulando los genes ptsG o dgsA (documentos WO0300475 y WO03004670 de Degussa; US2004229320 de
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Ajinomoto y WO0281721 de Degussa). No obstante, no hay ejemplos de mejora de la produccidon de metionina
mediante el aumento de la importacion de glucosa de la bacteria

Resumen de la invencién

Los autores de la presente invencion han superado las dificultades descritas anteriormente para mejorar la
produccion de L-metionina por un microorganismo mediante el aumento de la importaciéon de glucosa. Por
consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un microorganismo recombinante para la
produccion de metionina mejorada, que comprende: a) modificaciones para producir metionina a partir de glucosa
como una fuente principal de carbono por fermentacion, y b) modificaciones para mejorar la importacion de glucosa
por sobreexpresion del gen ptsG y eliminacion del gen dgsA (mic) y en donde la expresion de al menos uno de los
siguientes genes se atenda: metJ, pykA, pykF, purU, yncA o udhA.

Los autores de la invencion muestran que, mediante la modificacion de la expresion de los genes implicados en la
importacion de glucosa, se mejora la importacion de glucosa en el microorganismo y aumenta la produccion de
metionina por el microorganismo. Ademas, los autores de la invencion han encontrado que la modificacién de la
expresion de los genes implicados en la importacion de glucosa disminuye la produccién de los subproductos
cetometilvalerato (KMV) y homolantionina (HLA), mejorando asi la pureza del producto metionina. En la presente
invencion, se potencia la expresion del gen ptsG que codifica llcB®®, Aunque la expresion del gen ptsG se puede
potenciar por cualquier medio conocido en la técnica, en una realizacion, el gen ptsG es sobreexpresado bajo el
control de un promotor inducible o uno constitutivo. En otra realizacion, el gen ptsG no contiene la secuencia del sitio
de union para el ARN pequefio sgrS.

En el microorganismo recombinante de la presente invencion, se elimina el gen dgsA.

Por lo tanto, la importacion de glucosa se puede mejorar mediante la combinacion de la sobreexpresion del gen ptsG
y la eliminacion del gen dgsA.

El microorganismo de la presente invencion también se modifica para producir metionina por la atenuacién de la
expresion de al menos uno de los siguientes genes: metJ, pykA, pykF, purU, yncA, o udhA. Aunque se entendera
que el microorganismo puede comprender cualquier otra modificacion conocida en la técnica para promover la
produccion de metionina en un microorganismo, en una realizacién, se potencia la expresion de al menos uno de los
siguientes genes: pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM, cysd, cysl, cysH, gevT, gcvH, gevP, Ipd, serA, serB,
serC, cysk, metF, metH, thrA, un alelo de metA que codifica una enzima con menor sensibilidad por
retroalimentacion a la S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*), o un alelo de thrA que codifica una enzima con
menor inhibicién por retroalimentacion de treonina (thrA*). En una realizacion, al menos un gen esta bajo el control
de un promotor inducible.

En el microorganismo recombinante de la invencion, se atenta la expresion del gen metJ y se potencia la expresion
de un alelo de metA que codifica una enzima con menor sensibilidad por retroalimentacion a la S-adenosilmetionina
y/o metionina (MetA*). En una realizacién adicional, se atenda la expresion del gen metJ; se potencia la expresion
de un alelo de metA que codifica una enzima con menor sensibilidad por retroalimentacion a la S-adenosilmetionina
y/o metionina (MetA*); y se potencia la expresion de un alelo de thrA que codifica una enzima con menor inhibicion
por retroalimentacion de treonina (thrA*). En otra realizacion mas, se atenua la expresion del gen metJ; se potencia
la expresion de un alelo de metA que codifica una enzima con menor sensibilidad por retroalimentacion a la S-
adenosilmetionina y/o metionina (MetA*); se potencia la expresion de un alelo de thrA que codifica una enzima con
menor inhibicién por retroalimentacion de treonina (thrA*); y se potencia la expresion del gen cysE. En una
realizacion adicional mas, se atenda la expresion del gen metJ; se potencia la expresion de un alelo de metA que
codifica una enzima con menor sensibilidad por retroalimentacién a la S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*); se
potencia la expresiéon de un alelo de thrA que codifica una enzima con menor inhibicién por retroalimentacion de
treonina (thrA*); se potencia la expresion del gen cysE; y se potencia la expresion de los genes metF y/o metH. En
una realizacion particular, la presente invencion comprende un microorganismo en donde: a) el gen pstG no contiene
el sitio de unién del ARNp sgrS y/o se elimina el gen sgrS y/o se elimina el gen sgrT y/o se elimina el gen dgsA; b)
se potencia la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE,
thrA *y pyc.

El microorganismo de la presente invencion produce menos cetometilvalerato (KMV) y homolatinonina (HLA) y como
tal produce metionina de mejor pureza. En una realizacién, la metionina producida tiene mayor pureza. En una
realizacion, se proporciona un método para la produccion fermentativa de metionina de mayor pureza, que
comprende las etapas de: a) cultivar el microorganismo recombinante descrito antes en un medio de cultivo
adecuado que comprende una fuente de carbono fermentable que contiene glucosa y una fuente de azufre, y b)
recuperar la metionina o derivados de metionina del medio de cultivo.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para la produccion fermentativa de metionina
de mayor pureza, que comprende las etapas de: a) cultivar el microorganismo recombinante en un medio de cultivo
adecuado que comprende una fuente de carbono fermentable que contiene glucosa y una fuente de azufre, en
donde dicho microorganismo comprende: i) modificaciones para producir metionina a partir de glucosa como fuente
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de carbono principal por fermentacion, y ii) modificaciones para mejorar la importacion de glucosa por
sobreexpresion del gen ptsG y eliminacion del gen dgsA, y en donde se atenuda la expresion de al menos uno de los
siguientes genes: metJ, pykA, pykF, purU, yncA o udhA, y b) recuperar la metionina o derivados de metionina del
medio de cultivo.

Se apreciara que la presente invencién también se refiere a un método de producciéon de metionina o derivados de
metionina. En una realizacion, se proporciona un método para la produccién fermentativa de metionina o derivados
de metionina, que comprende las etapas de: a) cultivar el microorganismo recombinante descrito antes en un medio
de cultivo adecuado que comprende una fuente de carbono fermentable que contiene glucosa y una fuente de
azufre, y b) recuperar la metionina o derivados de metionina del medio de cultivo.

La presente invencién proporciona, por lo tanto, un método para la produccién fermentativa de metionina o derivados
de metionina, que comprende las etapas de: a) cultivar el microorganismo recombinante en un medio de cultivo
adecuado que comprende una fuente de carbono fermentable que contiene glucosa y una fuente de azufre, en
donde dicho microorganismo comprende: i) modificaciones para producir metionina a partir de glucosa como fuente
de carbono principal por fermentacion, y ii) modificaciones para mejorar la importacion de glucosa por
sobreexpresion del gen ptsG y eliminacion del gen dgsA, y en donde se atenuda la expresion de al menos uno de los
siguientes genes: metJ, pykA, pykF, purU, yncA o udhA, y b) recuperar la metionina o derivados de metionina del
medio de cultivo.

Descripcion detallada de la invencion.

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

Las publicaciones mencionadas en la presente memoria se citan con el fin de describir y desvelar los protocolos,
reactivos y vectores que se dan en las publicaciones y que se podrian usar en relacién con la invencion. Nada en la
presente invenciéon debe considerarse como una admision de que la invencién no tiene derecho a preceder dicha
descripcién en virtud de la invencién anterior.

Ademas, la practica de la presente invencién usa, salvo que se indique otra cosa, las técnicas de microbiologia y
biologia molecular convencionales dentro de la técnica. Dichas técnicas son bien conocidas para el experto, y se
explican detalladamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Prescott et al. (1999); y Sambrook et al., (1989)
(2001).

Debe indicarse que, como se usa en la presente memoria y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,
“‘una” y “el’, “la” incluyen la referencia plural salvo que el contexto dicte claramente otra cosa. Por lo tanto, por
ejemplo, una referencia a “un microorganismo” incluye una pluralidad de dichos microorganismos, y una referencia a
“una enzima” es una referencia a una o mas enzimas, etc. Salvo que se defina de otra forma, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el mismo significado que entiende habitualmente un
experto en la técnica a la que pertenece la invencién. Aunque se puede usar cualquier material y método similar o
equivalente a los descritos en la presente memoria para la practica o ensayo de la presente invencion, se describen
ahora los materiales y métodos preferidos.

Como se usa en la presente memoria, los siguientes términos se pueden usar para la interpretacion de las
reivindicaciones y la memoria descriptiva.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcion precedente de la invencion, excepto donde el contexto
requiera otra cosa debido al lenguaje expreso o implicacién necesaria, la palabra “comprender” o variaciones tales
como “comprende” o “que comprende” se usan en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las
caracteristicas expuestas pero no para excluir la presencia o adiciéon de caracteristicas adicionales en diferentes
realizaciones de la invencion.

En la descripcion de la presente invencion, se identifican genes y proteinas usando las denominaciones de los
correspondientes genes en E. coli. Sin embargo, y salvo que se especifique de otra forma, el uso de estas
denominaciones tiene un significado mas general de acuerdo con la invencién y cubre todos los genes
correspondientes y proteinas en otros organismos, mas en particular microorganismos.

PFAM (base de datos de alineamientos de familias de proteinas y modelos ocultos de Markov;
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) representa una gran coleccion de alineamientos de secuencias de
proteinas. Cada PFAM permite visualizar multiples alineamientos, ver dominios de proteinas, evaluar la distribucion
entre organismos, obtener acceso a otras bases de datos, y visualizar estructuras de proteinas conocidas.

Los COG (agrupaciones de grupos de ortélogos de proteinas; http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/ se obtienen por
comparacion de secuencias de proteinas de 66 genomas completamente secuenciados que representan 38 lineas
filogénicas principales. Cada COG se define a partir de al menos tres lineas, lo que permite la identificacion de
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antiguos dominios conservados.

Los medios para identificar secuencias homologas y sus porcentajes de homologias son bien conocidos para los
expertos en la técnica, e incluyen en particular los programas BLAST, que se pueden usar desde el sitio web
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ con los parametros por defecto indicados en el sitio web. Las secuencias
obtenidas después se pueden explotar (p. ej., alinear) usando, por ejemplo, los programas CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) o MULTALIN (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), con los parametros por defecto
indicados en estos sitios web.

Usando las referencias dadas en GenBank para genes conocidos, los expertos en la técnica pueden determinar los
genes equivalentes en otros organismos, cepas bacterianas, levaduras, hongos, mamiferos, plantas, etc. Este
trabajo rutinario se hace ventajosamente usando secuencias consenso que se pueden determinar llevando a cabo
alineamientos de secuencias con genes derivados de otros microorganismos, y disefiando sondas degeneradas
para clonar el gen correspondiente en otro organismo. Estos métodos rutinarios de biologia molecular son bien
conocidos para los expertos en la técnica, y se reivindican, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989).

La presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante para la produccidon de metionina.
Especificamente, la presente invencion se refiere a mejorar la produccion de metionina en un microorganismo
aumentando la importacion de glucosa.

La expresion “produccion de metionina mejorada” se refiere a una mayor productividad de metionina y/o una mayor
valoracion de metionina y/o un mayor rendimiento de metionina/fuente de carbono y/o una mayor pureza de la
metionina. La expresion “mayor rendimiento de metionina/fuente de carbono” define la cantidad de metionina
obtenida durante la fermentacion dividida entre la cantidad de glucosa que se ha consumido. Se puede expresar en
porcentaje de g de metionina/g de glucosa o moles de metionina/moles de glucosa. El término “mayor” en este
contexto describe un aumento medible comparado con el microorganismo sin las modificaciones especificadas. En
realizaciones preferidas, el aumento es de al menos aproximadamente 7%, preferiblemente al menos
aproximadamente 15%, preferiblemente al menos aproximadamente 25%, lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 30%. El rendimiento total de metionina/glucosa es preferiblemente al menos aproximadamente
7% en g/g, preferiblemente al menos aproximadamente 15% en g/g, preferiblemente al menos aproximadamente
20% en g/g, lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 24% en g/g.

Los métodos para determinar la cantidad de glucosa consumida y metionina producida son bien conocidos para los
expertos en la técnica y se describen en otra parte en la presente memoria.

Las expresiones “mayor pureza de metionina” o “metionina de mayor pureza”’ se refieren a la cantidad de
cetometilvalerato (KMV) y/u homolantionina (HLA) obtenida durante la fermentacion comparada con la cantidad de
metionina producida. En este contexto la relacion de la cantidad de KMV y HLA comparada con la cantidad de
metionina mejora en el microorganismo de la invencion. Esta relacion se puede mejorar disminuyendo la cantidad de
KLV y HLA producida o mejorando la cantidad de metionina producida mientras la concentracion de KMV y HLA
permanecen constantes, o ambos. Ventajosamente, se refiere también a la cantidad de glucosa que queda en el
caldo de fermentacion al final del cultivo, comparada con la cantidad de metionina producida. En esta invencion, la
relacion de glucosa que queda en el caldo de fermentacidon comparada con la cantidad de metionina producida
aumenta en el microorganismo de la invencién. Esta relacion se puede mejorar disminuyendo la cantidad de glucosa
que queda en el caldo de fermentacion o mejorando la cantidad de metionina producida mientras que la cantidad
total de glucosa inyectada en el fermentador permanece constante, o ambos.

Los métodos para determinar la cantidad de metionina, NAM, KMV, HLA y glucosa contenida en el medio, son bien
conocidos para los expertos en la técnica. Por ejemplo, la cantidad de L-metionina se puede medir por HPLC
después de derivatizacion con OPA/Fmoc usando L-metionina (Fluka, Ref 64319) como una referencia.

Como se ha descrito antes, la glucosa externa es transportada a las células bacterianas y fosforilada por el sistema
de fosfotransferasa de azucar del fosfoenolpiruvato (PTS) (Meadow et al. 1990; Rohwer et al. 1996; Tchieu et al.
2001). La glucosa fosforilada es toxica para las células en altas concentraciones y el sistema de PTS esta altamente
regulado. Esto, junto con el hecho de que el sistema es complejo, hace muy dificil la manipulacion del sistema. Sin
embargo, como se describe mas adelante, los autores de la presente invencién han producido un microorganismo
recombinante con mejor importacion de glucosa.

La expresion “microorganismo recombinante”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una bacteria,
levadura o un hongo que no se encuentra en la naturaleza y es genéticamente diferente de los microorganismos
equivalentes que se encuentran en la naturaleza. De acuerdo con la invencion, el término “modificaciones” designa
cualquier cambio genético introducido o inducido en el microorganismo. El microorganismo puede ser modificado por
la introduccién o eliminacién de nuevos elementos genéticos. Ademas, un microorganismo se puede modificar
forzando el desarrollo y la evoluciéon de nuevas rutas metabodlicas combinando mutagénesis dirigida y evolucion bajo
una presion de seleccion especifica (véase, por ejemplo, el documento WO 2004/076659). Preferiblemente, el
microorganismo se selecciona del grupo que comprende Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, Bacillaceae,
Streptomycetaceae, Corynebacteriaceae y Saccharomyceteceae. Mas preferiblemente el microorganismo es una
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especie de Enterobacteriaceae o Corynebacteriaceae o Saccharomyces cerevisiae. En una realizacion, el
microorganismo es Escherichia coli (E. coli).

En particular, los ejemplos muestran cepas de E. coli modificadas, pero estas modificaciones se pueden llevar a
cabo facilmente en otros microorganismos de la misma familia.

E. coli pertenece a la familia de Enterobacteriaceae que comprende miembros que son Gram negativos, en forma de
varilla, no formadores de esporas y tipicamente de 1-5 uym de longitud. La mayoria de los miembros tienen flagelos
usados para moverse alrededor, pero unos pocos géneros no son moviles. Muchos miembros de esta familia son
una parte normal de la flora intestinal que se encuentra en los intestinos de seres humanos y otros animales,
mientras que otros se encuentran en el agua o suelo, o son parasitos en una variedad de diferentes animales y
plantas. E. coli es uno de los organismos modelo mas importantes, pero otros miembros importantes de la familia de
Enterobacteriaceae incluyen Klebsiella, en particular Klebsiella pneumoniae, y Salmonella.

» o«

La expresion “mejora la importacion de glucosa”, “importacion de glucosa mejorada” y equivalentes gramaticales de
las mismas, como se usa en la presente memoria, se refieren a una mayor tasa de absorcion de glucosa. La
expresion “mayor tasa de absorcion de glucosa” se refiere a la cantidad de glucosa consumida durante la
fermentacion dividido entre la concentracion de biomasa. Especificamente, la tasa de absorcion de glucosa se
puede definir como se describe a continuacion:

gy ="% donde rs es la tasa de absorcion de glucosa y X la concentracion de biomasa.
X

Fi

?

ds
La tasa de absorcion de glucosa se puede describir como: ' =~ donde S es la cantidad de glucosa consumida

L]
en el tiempo t. Para la fermentaciéon semicontinua, la cantidad de glucosa consumida durante el cultivo corresponde
a la glucosa presente en el cultivo discontinuo mas la glucosa afadida en el in6culo mas la glucosa inyectada
durante la fase semicontinua menos la glucosa residual al final del experimento que se resta. Se pueden usar otras
técnicas y se describen en la bibliografia:

- El uso del analogo de glucosa fluorescente (2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)Jamino)-2-desoxiglucosa o 2-
NBDG) para medir las tasas de absorcion de glucosa (Natarajan A. y Srienc F. (1999) metabolic engineering, vol 1,
issue 4, 320-333),

- Medicidon de la actividad de PisG (Kornberg H. L. y Reeves R. E. Biochem. J (1972) 128, 1339-1344;
Rungrassamee et al., Erch Microbiol (2008) 190:41-49),

- Caracterizacion por qRT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa) que se usa para
cuantificar un objetivo especifico como el ARNm de ptsG y confirma una expresion potenciada del gen
correspondiente.

El término “mayor” en este contexto describe un aumento medible comparado con el microorganismo sin las
modificaciones especificadas.

De acuerdo con la presente invencion, la importacion de glucosa mejora por la sobreexpresion del gen ptsG y la
eliminacion del gen dgsA. Ademas, la mejora de la importacion de glucosa por la sobreexpresion del gen ptsG o por
una mayor actividad de PtsG en el microorganismo se puede medir por diferentes técnicas conocidas por el experto
en la técnica.

La expresion “modificar la expresion”, como se usa en la presente memoria, indica que la expresion de un gen
aumenta o disminuye por la introduccion o eliminacién de elementos genéticos. Tipicamente, la expresion del gen
aumenta o disminuye en comparaciéon con un microorganismo equivalente que no se ha modificado, es decir, un
microorganismo que no comprende la introduccién o eliminaciéon de elementos genéticos para mejorar el transporte
de glucosa. Los métodos para determinar si la expresion de un gen es mayor o menor con respecto a una
referencia, son bien conocidos para el experto en la técnica y se describen también mas adelante.

La importacion de glucosa mejora de acuerdo con la presente invencion principalmente por la sobreexpresion del
gen ptsG. El gen ptsG codifica la enzima PTS IICB® (sinénimos - EC 2.7.1.69; proteina-N(pi)-fosfohistidina-
fosfotransferasa de aztcar; enzima |l del sistema fosfotransferasa; enzima |l de fosfotransferasa PEP-azucar; PTS
permeasa) en E.coli. La secuencia de nucleétidos del gen ptsG se muestra en la SEQ ID NO: 18.

Los términos “potenciado”, “potenciar’ y equivalentes gramaticales de los mismos, como se usan en la presente
memoria, se refieren a una modificacion que aumenta o regula por aumento la expresién de un gen comparado con
un microorganismo equivalente que no se ha modificado. Las frases “expresiéon potenciada”, “mayor expresion” o
“sobreexpresion” se usan de forma intercambiable en el texto y tienen significado similar.

Son conocidos diferentes medios para aumentar la expresion de un gen en un microorganismo por los expertos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, aumentar la estabilidad del ARN mensajero, aumentar el nUmero de copias del gen,
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usar un promotor mas fuerte, eliminar elementos reguladores o usar un alelo con mayor actividad, o posiblemente
combinar estas medidas. Ademas, la expresién de un gen se puede aumentar por medios cromosoémicos o
extracromosomicos. Por ejemplo, se pueden introducir varias copias del gen en el genoma del microorganismo por
métodos de recombinacion. Alternativamente, los genes los pueden llevar diferentes tipos de plasmidos que difieren
con respecto a su origen de replicacion y por lo tanto su nimero de copias en la célula. Los genes pueden estar
presentes en 1-5 copias, aproximadamente 20 o hasta 500 copias, que corresponde a plasmidos con nuimero de
copias bajo con replicacion ajustada (pSC101, RK2), plasmidos de bajo niumero de copias (pACYC, pRSF1010) o
plasmidos de alto nimero de copias (pSK bluescript I). Los elementos reguladores son importantes para controlar la
expresion de genes. Por ejemplo, los genes se pueden expresar usando promotores de diferentes resistencias, que
ademas pueden ser inducibles. Estos promotores pueden ser homdlogos o heterélogos. Depende de la capacidad
del experto en la técnica el seleccionar promotores adecuados; sin embargo, por ejemplo, los promotores Ptrc, Ptac,
Plac o el promotor lambda c/ se usan ampliamente. En una realizacion, se potencia la expresion del gen ptsG
poniendo el gen bajo el control de un promotor inducible o constitutivo.

En ofra realizacion la expresion del gen ptsG se potencia eliminando la secuencia que codifica el sitio de union del
ARN pequefio sgrS.

La expresion "eliminacion de la secuencia que codifica el sitio de union del ARN pequefio sgrS" significa que el sitio
de unién del ARN pequerio sgrS (SEQ ID NO: 19) se elimina total o parcialmente para asi prevenir la uniéon del ARN
pequefio sgrS en el gen ptsG.

La importacion de glucosa también mejora de acuerdo con la invencién por la eliminacion del gen dgsA.

En una realizacion, se atenua la expresion del gen sgrS y/o el gen sgrT en el microorganismo recombinante de la
invencion. El gen sgrS codifica el ARN pequefio ARNp relacionado con el transporte de azicar en E.coli. La
secuencia de nucledtidos del gen sgrS se muestra en la SEQ ID NO: 20. El gen sgrT codifica el polipéptido pequefio
SgrT en E. coli. La secuencia de nucleétidos del gen sgrT se muestra en la SEQ ID NO: 21. El dgsA codifica un
regulador global que actia como un represor transcripcional para varios genes, en especial el gen ptsG y el operon
ptsHicrr de E. coli. La secuencia de nucleotidos del gen dgsA se muestra en la SEQ ID NO: 22.

El término "atenuado”, como se usa en la presente memoria, se refiere a la supresion parcial o completa de la
expresion de un gen. Esta supresion de la expresion puede ser bien una inhibicion de la expresion del gen, una
eliminacion de toda o parte de la region promotora necesaria para la expresion del gen, una eliminacion en la region
que codifica el gen y/o el intercambio del promotor de tipo natural por un promotor natural o sintético mas débil.
Preferiblemente, la atenuacion de un gen es esencialmente la eliminacion completa de ese gen, que se puede
sustituir por un gen marcador de seleccion que facilita la identificacion, aislamiento y purificacién de cepas de
acuerdo con la invencion. Por ejemplo, la supresion de la expresion del gen se puede lograr por la técnica de la
recombinacién homéloga (Datsenko y Wanner, 2000). En una realizacion, la importacion de glucosa mejora por
eliminacion del gen sgrS. En otra realizacion, la importacion de glucosa mejora por eliminacion del gen SgrT.

En una realizacion de adicional, la importacion de glucosa mejora por una combinacidon de las modificaciones
descritas antes. Por ejemplo, en el microorganismo de la invencion la importacion de glucosa se puede mejorar por:

- potenciacion de la expresion del gen ptsG y eliminacién del gen dgsA y atenuacion de la expresion del gen sgrS;
- potenciacion de la expresion del gen ptsG y eliminacion del gen dgsA y atenuacion de la expresion del gen sgrT;

- potenciacion de la expresion del gen ptsG y eliminacion del gen dgsA y atenuacion de la expresion del gen sgrS'y
el gen sgrT.

En una realizacion preferida de la invencion, la importacion de glucosa mejora por la sobreexpresion del gen ptsG y
eliminacion del gen dgsA y los genes sgrT y sgrS.

Las modificaciones para mejorar el transporte de glucosa con el fin de mejorar la produccion de metionina no se
hacen de forma aislada, sino en combinacién con modificaciones que promueven la produccién fermentativa de la
metionina por un microorganismo a partir de glucosa como una fuente principal de carbono. En el microorganismo
recombinante de la invencion, se atenua la expresion de al menos uno de los siguientes genes: metJ, pykA, pykF,
purU, yncA, o udhA. Otras modificaciones que promueven la produccion de metionina en un microorganismo son
bien conocidas para el experto en la técnica. En una realizacién, se potencia la expresién de al menos uno de los
siguientes genes: pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM, cysd, cysl, cysH, gevT, gcvH, gevP, Ipd, serA, serB,
serC, cysk, metF, metH, thrA, un alelo de metA que codifica una enzima con menor sensibilidad por
retroalimentacion a la S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*), o un alelo de thrA que codifica una enzima con
menor inhibicién por retroalimentacion de treonina (thrA*). En una realizacién particular de la invencion al menos uno
de estos genes puede estar bajo el control de un promotor inducible. En una realizacion preferida de la invencion el
gen thrA* es expresado bajo un promotor inducible.

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos de modificacion de la expresion de genes en un
microorganismo y se describen mas arriba y a continuacion.
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Ademas, la produccion fermentativa de metionina por un microorganismo a partir de glucosa como fuente principal
de carbono se puede lograr por una combinacion de las modificaciones descritas antes, por ejemplo:

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

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

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

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

En una realizacion especifica de la invencion, el microorganismo recombinante comprende las siguientes
modificaciones genéticas ademas de las mencionadas antes de acuerdo con la presente invencion:

a) el gen pstG no contiene el sitio de union del ARNp sgrS y/o se elimina el gen sgrS y/o se elimina el gen sgrT,;

b) se potencia la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE,
thrA*y pyc; y

c) se atenua la expresion de los genes metdJ, pykA, pykF, purU'y yncA.

La presente invencién se refiere también a un método de produccién de metionina o derivados de metionina, que
comprende cultivar el microorganismo descrito antes, en un medio de cultivo adecuado que comprende una fuente
de carbono fermentable que contiene glucosa y una fuente de azufre, y recuperar la metionina o derivados de
metionina del medio de cultivo.

Los expertos en la técnica pueden definir las condiciones de cultivo para microorganismos de acuerdo con la
presente invencion. Preferiblemente, los microorganismos son fermentados a una temperatura entre 20°C y 55°C,
preferiblemente entre 25°C y 40°C, y mas especificamente aproximadamente 37°C para E. coli.

La fermentacion se lleva a cabo en general en fermentadores con un medio de cultivo inorganico de composicion
definida conocida adaptado al microorganismo que se usa, que contiene al menos una fuente de carbono simple, y
si es necesario un cosustrato para la produccién del metabolito. En particular, el medio de cultivo inorganico para E.
coli puede ser de la misma composicion o similar a un medio M9 (Anderson, 1946), un medio M63 (Miller, 1992) o un
medio tal como el definido por Schaefer et al. (1999, Anal. Biochem. 270: 88-96).

La expresion "fuente de carbono fermentable" se refiere a cualquier fuente de carbono capaz de ser metabolizada
por un microorganismo en donde el sustrato contiene al menos un atomo de carbono. En una realizacion particular
de la invencion, la fuente de glucosa deriva de materia prima renovable. La materia prima renovable se define como
materia prima necesaria para determinados procedimientos industriales que se puede regenerar en un espacio
breve y en suficiente cantidad para permitir su transformacioén en el producto deseado.

De acuerdo con la presente invencion, la fuente de carbono contiene glucosa.

Después de fermentacion, la metionina o derivados de metionina se pueden recuperar del medio de cultivo y, si es
necesario, purificar. Los métodos de recuperacion y purificaciéon de un compuesto tal como metionina y derivados de
metionina del medio de cultivo son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Los derivados de metionina proceden de rutas de transformacién y/o degradaciéon de la metionina. En particular
estos productos son la S-adenosil-metionina (SAM) y N-acetilmetionina (NAM). En particular, la NAM es un derivado
de metionina facilmente recuperable que se puede aislar y transformar en metionina por desacilacion. Por
consiguiente, la frase "recuperar metionina o derivados de metionina del medio de cultivo" se refiere a la accion de
recuperar metionina, SAM, NAM y todos los demas derivados que puedan ser Utiles.

Dibujos

Figura 1: Concentracion de glucosa residual en g/l, durante los cultivos de las cepas 1y 2.

(®): cepa 1, llamada cepa Ref; (A): cepa 2 en condiciones 20/20 de concentraciéon de IPTG y
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(®): cepa 2 en condiciones 20/80 de concentracion de IPTG.

Ejemplos

Protocolos

Se han usado varios protocolos para construir cepas que producen metionina descritos en los siguientes ejemplos.

Protocolo 1: Modificaciones cromosémicas por recombinacion homdloga y seleccion de recombinantes (Datsenko y
Wanner, (2000)).

La sustitucion alélica o alteracién génica en un locus de cromosoma especifico se llevd a cabo por recombinacion
homologa como describen Datsenko y Wanner, (2000). El gen cat de resistencia a cloranfenicol (Cm) o kan de
resistencia a la kanamicina (Km), flanqueado por sitios de reconocimiento Flp, se amplificaron por PCR usando los
plasmidos pKD3 o pKD4 como molde respectivamente. Los productos de la PCR resultantes se usaron para
transformar la cepa de E. coli receptora que alberga el plasmido pKD46 que expresa la recombinasa y Red (y, B,
exo). Después se seleccionaron los transformantes resistentes a antibiético y se verifico la estructura cromosomica
del locus mutado por analisis por PCR con los cebadores adecuados listados en la tabla 1 mas adelante.

El gen de resistencia cat se puede intercambiar por el gen de resistencia kan usando el plasmido pCP20 que lleva el
gen que codifica la recombinasa Flp como describen Datsenko y Wanner, (2000) y el plasmido pKD4 que lleva el
gen kan. Los plasmidos pCP20 y pKD4 se introdujeron en la cepa adecuada y los transformantes se extendieron en
LB complementado con kanamicina a 37°C con el objetivo de expresar el gen flp y después los clones que crecian
se verificaron por PCR usando los oligonucledétidos citados en la tabla 1.

Los genes de resistencia se separaron usando el plasmido pCP20 como describen Datsenko y Wanner, (2000).
Brevemente, los clones que albergaban el plasmido pCP20 se cultivaron a 37°C en LB y después se ensayo la
pérdida de resistencia a antibiético a 30°C. Después se verificaron los clones sensibles a antibiético por PCR usando
los cebadores citados en la tabla 1.

Protocolo 2: Transduccion del fago P1

Se transfirieron las modificaciones cromosdmicas a una cepa receptora de E. coli dada por transduccién de P1. El
protocolo estd compuesto de 2 etapas: (i) preparacion de lisado de fago en una cepa donadora que contiene la
modificacién cromosoémica asociada a la resistencia, y (ii) infeccion de la cepa receptora por este lisado de fago.

Preparacion del lisado de fago

- Inocular 100 ul de un cultivo de una noche de la cepa MG 1655 con la modificacion cromosémica de interés en 10
ml de LB + Cm 30 pg/ml o Km 50 pg/ml + glucosa al 0,2% + CaCl, 5 mM.

- Incubar 30 min a 37°C con agitacion.

- Afadir 100 pl de lisado de fago P1 preparado en la cepa donadora MG1655 (aprox. 1 x 10° fagos/ml).

- Agitar a 37°C durante 3 horas hasta la lisis completa de las células.

- Afadir 200 yl de cloroformo y mezclar en mezcladora vorticial.

- Centrifugar 10 min a 4500 g para eliminar los residuos celulares.

- Transferir el liquido sobrenadante a un tubo estéril.

- Almacenar el lisado a 4°C.

Transduccién

- Centrifugar 10 min a 1500 g 5 ml de un cultivo de una noche de la cepa receptora de E. coli cultivada en medio LB.
- Suspender el sedimento celular en 2,5 ml de MgSO. 10 mM, CaCl, 5 mM.

- Infectar 100 pl de células con fago 00 pl P1 de la cepa MG1655 con la modificacion en el cromosoma (tubo de
ensayo) y como tubos de control 100 ul de células sin fago P1 y 100 pl de fago P1 sin célula.

- Incubar 30 min a 30°C sin agitacion.
- Afadir 100 pl de citrato sédico 1 M en cada tubo y mezclar con mezcla vorticial.
- Afadir 1 ml de LB

- Incubar 1 hora a 37°C con agitacion.
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- Centrifugar 3 min a 7000 rpm.
- Cultivar en LB + Cm 30 pg/ml o Km 50 pg/ml.

- Incubar a 37°C durante la noche.

Tabla 1: Oligonucleétidos usados en los siguientes ejemplos.

Nombre del oligonucledtido

SEQID
NO

Secuencia 5' — 3'

Ome2070-EcoRI-Placlg-F

1

CCGGAATTCCATTTACGTTGACACCATCGAATGG

Ome2071-Nhel-TT02-laclg-R

GATTAATTGTCAACAGCTCCGTAGCTAGCAACAG
ATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCOGACTGAGCCT
TTCOGTTTTATTTGATGTACGTCACTGCCCGCTTTC
CAGTC

Ome2072-GfpTurboOpt-RBS01*2-Avrll-OP01-
PtrcO1-Nhel-TT02-F

CGTTTTATCTGTTGCTAGCTACGGAGCTGTTGAC
AATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACCTAGGTAAGGAG
GTTATAAATGGAATCTGATGAAAG

Ome2073-EcoRI-Sfil-Pacl-TT07-R

CCAGAATTCGGCCCGGGCGGCCTTAATTAAGCAG
AAAGGCCCACCCGAAG

Ome2115-Avrll-RBS01*2-ptsG-F

CCAAGGAAAAGCGGCCGCCCTAGGAAGGAGGTT
ATAAATGTTTAAGAATGCATTTGCTAACC

Ome2116-BstZ171-ptsG-R

GACGTATACTTAGTGGTTACGGATGTACTCATC

Ome2127-RHamont-pCC1BAC-Gt-F

CCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGTAGCAACCA
GGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTAAAAAA
ATTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATCAAAGTG
CATCACTTCTTCCCGTATGOCCAACTTTGTATAGA
GAG

Ome2128-RHaval-pCC1BAC-Gt-R

TCGAAATAAGATCACTACCGGGCGTATTTTTTGAG
TTATCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAA
TGTTACGCAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGG
GCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGGTGGCTCAA
GTATGG

Ome2371-DsgrS-F1

GGACGCAAAAAGAAACGCCAGTG

Ome2372-DsgrS-R1

10

GTCATTATCCAGATCATACGTTCCCTTTTTAAACT
GACGCATGGGGCACCC

Ome2373-DsgrS-F2

11

GAAGCAAGGGGGTGCCCCATGCGTCAGTTTAAA
AAGGGAACGTATGATCTGGATAATGAC

Ome2374-DsgrS-R2

12

GOAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGTCA
AACGTCTTTAACCTTTGCGG

Ome2375-DsgrS-F3

13

GCATTATTTTTAACCGCAAAGGTTAAAGACGTTT
GACATATGAATATCCTCCTTAGTTCCT

Ome2376-DsgrS-R3

14

ATTGGGCTTACCTTGCAGCACGACGACGCCATTG
CCGCTTATGAAGCAAAACAACCTGCGTTTATGAA
TTAATCCCCTTGCCCGGTCAAATGACCGGGCTTT
CCGCTATCGTCCACGTCATGTAGGCTGGAGCTGC
TTCG

Ome2378-DsgrS-Fseq

15

GATGGGATGGCTGGCAAAGT

Ome2377-DsgrS-Rseq

16

CGAGTTTTGCTGACATCTTCTACG

melBup-F

23

cgtaggcgccggtaccgacctcaatatcgacccagctacge

10
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Nombre del oligonucledtido SEQID Secuencia 5' — 3'
NO
melBup-R 24 gcttgtatacaacagataaaacgaaaggceccagictticgactgag

cetttegttttatttgatgcattgaaatgctcatagggtatcgggtege

melBdown-F o5 agactgggectticgttttatetgttpgtatacaagettaattaacctag
ggeccgggcggatcegtgagtoatgtgaaagectgacgteg

melBdown-R 26 cgtaggcgcecggtacccgaactgcactaagtaacctcttcgg

Km-F 27 tcccececggggtataccatatgaatatcectecttag

Km-R 28 gcccaagctttgtaggctggagctgcettcg

Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-F cgtagttaacttaattaagapctgttgacaattaatcatccggetegt

29 ataatgtgtggaaggtopagttatCicgagtgagatatigtigacgt
aaggagettataaatgeccatatccaagatactegtigecaateg

pycre-TTO07-R cgacceggecctagggcagaaaggcecacccgaaggteagec

30
agtgtgagcggcegetcateccgeegtaaaccgecageagg
melB-pycre-F 31 gccgattttgtcgtggtgge
melB-pycre-R 32 gccggttatccatcaggttcac
purUup-F 33 ctgaggcctatgcatggaatgcaatcgtagccacatcge
purUup-R 34 gettgtatacaacagataaaacgaaaggeecagtctticgactgag
cetttcgtittatttgatggetggaaaaacctigttgagagtpttigc
purUdown-F agactgggcctttegttttatctgtigtatacaagettaattaacetgg
35 geectegeecggpcggatccggtaatcgaacgattattetttaate
gee
purUdown-R 36 ctgaggcctatgcatgcggattcgttgggaagtticaggg
PL1*1/RBS01*2-pycre-F ctctagaactagtttatctetggeggtotigacataaataccactgge
37 gpttatactgagcacagtcgacgttascacgegttaaggagottat
aaatgcccatatccaagatactegttgecaateg
pycre-TT07-R2 38 fcgagececggppcagaaagpeccaccegaagptgapecagtac
gtaagtactttaattaatcatccgecgtaaaccgecag
purU-pycre-F 39 gcccaccagcgaaccaattg
purU-pycre-R 40 gtaaacgtggtgccatcggg
dgsA-F 41 cctggcaaataacccgaatg
dgsA-R 42 cccattcagagagtggacgc

Ejemplo 1: Construccion de la cepa 2.

1. Cepa productora de metionina 1 MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP
Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-
thrA*1-cysE ApgaABCD::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AuxaCA :TTO7-TTadc-
PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-
PgapA-metA*11  AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AtreBC::TT02-serA-
serC (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) se ha descrito en la solicitud de patente PCT/FR2010/052937.

2. Construccion de la cepa 2

Para aumentar la importacion de glucosa en la célula, PtsG (IIC°), la PTS permeasa especifica de glucosa del
sistema de fosfotransferasa de glucosa se superprodujo a partir de un cromosoma artificial bacteriano y el uso de un
promotor trc inducible artificial.
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El plasmido pCC1BAC-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO07 deriva de los plasmidos pCC1BAC-
Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-Gfp TurboOpt-TTO7 (descrito mas adelante) y por lo tanto del cromosoma
artificial bacteriano pCC1BAC (Epicentre).

Para la construcciéon del plasmido pCC1BAC-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-GfpTurboOpt-TTO07, el
fragmento Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/0P01/RBS01*2-Gfp TurboOpt-TTO7 se obtuvo por PCR de solapamiento. Primero
se amplificé la region Placlg-lacl-TT02 por PCR a partir del plasmido pTRC99A (Stratagene) usando los siguientes
oligonucledtidos, Ome2070-EcoRI-Placlg-F y Ome2071-Nhel-TT02-laclg-R, y la region Ptrc01/OP01/RBS01*2-
GfpTurboOpt-TTO7 se amplificd por PCR a partir del plasmido pCR4BIluntTOPO-TTadc-CI857*-PlambdaR*(-35)-
RBS01-GfpTurboOpt-TTO7 (sintetizado por Geneart y descrito mas adelante) usando los siguientes oligonucleétidos,
Ome2072-GfpTurboOpt-RBS01*2-AvrlI-OP01-Ptrc01-Nhel-TT02-F y Ome2073-EcoRI-Sfil-Pacl-TT07-R. Después,
se llevo a cabo la PCR de solapamiento usando los productos de la PCR Placlg-lacl-TT02 y Ptrc01/OP01/RBS01*2-
GfpTurboOpt-TTO7 que tienen una regién que se solapa como matriz, y los oligonucleétidos Ome2070-EcoRI-Placlg-
F y Ome2073-EcoRI-Sfil-Pacl-TTO7-R. El producto final de la PCR Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-
GfpTurboOpt-TTO7 se digirié con las enzimas de restriccion EcoRl y Sfil y se cloné en los sitios EcoRI / Sfil del
vector pCC1BAC. El plasmido recombinante se verificé por secuenciacién del ADN, dando el plasmido pCC1BAC-
Placlqg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-Gfp TurboOpt-TTO7.

Ome2070-EcoRI-Placlg-F (SEQ ID NO 1)
ccggaattcCATTTACGTTGACACCATCGAATGG

con

- secuencia en mindsculas para el sitio de restriccion de EcoRl y bases extra,

- secuencia en mayusculas homologa a la versién modificada Placlqg del promotor del gen /acl, que lleva el vector
pTRC99A (2967-2991, secuencia de referencia en el sitio web http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/M22744.1)

Ome2071-Nhel-TT02-laclg-R (SEQ ID NO 2)

GATTAATTGTCAACAGCT CeptagctagcA4CAGATAAAACCGAAAGGCCCAGTCTTTC
GACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGtacgTCACTGCCCGCTTTCCAGTC

con
- secuencia en mayusculas negrilla homdloga al promotor de frc artificial, Ptrc01 (Meynial-Salles et al. 2005)
- secuencia en minusculas para el sitio de restriccion de Nhel y bases extra,

- secuencia en mayusculas italica para el terminador de la transcripcion T4 del gen rrmB de E. coli (Orosz et al. 1991),
secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/), denominada TT02

- secuencia en mayusculas homodloga al gen lacl (4118-4137, secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/M22744.1, o 365652-365671, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

- secuencia subrayada que muestra la region de solapamiento para la etapa de PCR de solapamiento
Ome2072-GfpTurboOpt-RBS01*2-AvrllI-OP01-Ptrc01-Nhel-TT02-F (SEQ ID NO 3)

CGTTTTATCTGTTuctapctaceGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAA
TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATT cacctaggtaaggapeitalaa ATGGAATCT
GATGAAAG

con

- secuencia en mayusculas italica para el terminador de la transcripciéon T4 del gen rrB de E. coli (Orosz et al. 1991),
secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/), denominado TT02

- secuencia en minusculas para el sitio de restriccion Nhel o Avrll y bases extra,

- secuencia en mayusculas negrilla homologa al promotor de trc artificial, Ptrc0O1 y operador, OP01 (Meynial-Salles et
al. 2005)

- secuencia en mindsculas negrilla italica para la secuencia del sitio de uniéon al ribosoma, denominado RBS01*2
- secuencia en mayusculas homologa a una forma modificada del gen gfp, que significa optimizado para uso de
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codones de E. coli, denominada GfpTurboOpt

- secuencia subrayada que muestra la region de solapamiento para la etapa de PCR de solapamiento
Ome2073-EcoRI-Sfil-Pacl-TT07-R (SEQ ID NO 4)
ccagaattcggcccgggeggccttaattaaGCAGAAAGGCCCACCCGAAG

con
- secuencia en minusculas para los sitios de restriccion EcoRlI, Sfil, Pacl y bases extra

- secuencia en mayusculas italica para la secuencia terminadora de la transcripcion T7Te (Harrington et al. 2001),
denominada TT07

GfpTurboOpt-TTO7 region presente en el plasmido pCR4BluntTOPO-TTadc-CI857*-PlambdaR*(-35)-RBS01-
GfpTurboOpt-TTO7, sintetizado por Geneart Company (SEQ ID NO 17):

taaggaggitataqatggaatctgatgaaageggletgectgeaatgpaaatigaatgtogtattaccggeaccctgaatggtgtiy
aatttgaactggttgotgptgotoaaggotacaccggaacagggtegtatgaccaataaaatgaaaageaccaaaggtgcactgac

ctttagceeptatetgetpteteatgttatggectatgpcttttateattttggeacctatcegageggttatgaaaateegttictgcatpe
cattaataatggtggctataccaataccegeattgaaaaatatgaagatggtgetattctgeatgttagetitagetategttatgaage

cggtegtetgattgateattttanagttatgeocaccggtittccggaagatagegtgattittacegataaaattattcgeageaatge

caccgttgaacatctgcaceegatgggtgataatgatctggatggtagctttaceegtacctitagectgegtgatggtgpttattata

gcagegttgteggatagecatatgeattttaaaagegccattcatccgageattctgeagaacggtggtecgatgtttgcatttegtegt

gtgoaagaagatcatagcaataccgaactgggeattgttgaatatcageatgectttaaaacaccggatgeagatgecggteaaga
ataaGTATACtcacactggeteaccttegggtogoccttictpe

con

- secuencia en minusculas negrilla italica para el sitio de unién al ribosoma, denominada RBS01*2

- secuencia en minusculas homologa al gen GfpTurbo (Evrogene) optimizada para E. coli, denominada Gfp TurboOpt
- secuencia en mayusculas para el sitio de restriccion BstZ171

- secuencia subrayada para la secuencia terminadora de la transcripcion T7Te (Harrington et al. 2001), denominada
TTO7.

Para intercambiar el gen GfpTurboOpt por el gen ptsG gen en el vector pCC1BAC-Placlg-lacl-TT02-
Ptrc01/OP01/RBS01*2-Gfp TurboOpt-TTO7 para obtener el plasmido pCC1BAC-Placlqg-lacl-TT02-
Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07, primero se digirié parcialmente pCC1BAC-Placlg-lacl-TT02-
Ptrc01/OP01/RBS01*2-Gfp TurboOpt-TTO7 con las enzimas de restriccion Avrll y BstZ171. Después, se amplifico la
region ptsG por PCR a partir de ADN gendmico de la cepa de E. coli MG1655 usando los siguientes
oligonucledtidos, Ome2115-AvrllI-RBS01*2-ptsG-F y Ome2116-BstZ171-ptsG-R y el producto resultante de la PCR se
digirié con las enzimas de restriccion Avrll y BstZ171 y se cloné en los sitios Avrll / BstZ171 del vector pCC1BAC-
Placlqg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-Gfp TurboOpt-TTO7. El plasmido recombinante se verificd por secuenciacion
del ADN, dando el plasmido pCC1BAC-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO07.

Ome2115-Avrll-RBS01*2-ptsG-F (SEQ ID NO 5)

ccaaggaaaagegpecgecctage TAAGGAGGTTATAAATGTTTAAGAATGCATTTGCTAA

CcC

con

- secuencia en minusculas para los sitios de restriccion Notl, Avrll y bases extra

- secuencia en mayusculas negrilla para la secuencia del sitio de union al ribosoma, denominada RBS01*2

- secuencia en mayusculas homologa al gen ptsG (1157092-1157116, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

Ome2116-BstZ171-ptsG-R (SEQ ID NO 6)
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gacgtatacTTAGTGGTTACGGATGTACTCATC
con
- secuencia en minusculas para el sitio de restriccion BstZ171 y bases extra

- secuencia en mayusculas homologa al gen ptsG (1158502-1158525, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

Finalmente, el plasmido resultante pCC1BAC-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO7 se introdujo en la
cepa 1 dando lugar a la cepa 2 de MG1655, MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-
gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-
35)-thrA*1-cysE ApgaABCD::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA :TTO07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6:.TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-
RBSO01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AtreBC::TT02-serA-serC (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BAC-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-
TT07).

En esta construccion pCC1BAC-Placlqg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07, el promotor natural, asi como
el sitio de unién al ARN pequefio sgrS se sustituyen por un promotor artificial fuerte. Por consiguiente, ptsG es
sobreexpresado y su ARNm ya no esta regulado y es activado para la degradacion por sgrS.

La sobreexpresion de ptsG en la cepa cultivada en condiciones inducibles (+IPTG en el cultivo) se comprobd por
qPCR.

Ejemplo 2: Construccion de la cepa 4

1. Cepa productora de metionina 3 MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP
Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::TTadc-Cl857-PlambdaR*(-35)-
thrA*1-cysE ApgaABCD::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AuxaCA:: TTO7-TTadc-
PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-
PgapA-metA*11 AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC:: TT02-serA-serC
Ptrc30-pntAB::Cm AudhA (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) se ha descrito en la solicitud de patente W02012/055798.

2. Construccion de la cepa 4

Con el fin de sobreproducir PtsG en una cepa productora de metionina modificada en su ruta de produccién de
NADPH (transhidrogenasas UdhA y PntAB), se tuvo que modificar el casete de resistencia a antibidtico del plasmido
pCC1BAC-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO7 (descrito en el ejemplo 1). Se intercambio el gen de
resistencia al cloranfenicol de pCC1BAC-Placlqg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO7 por un gen de
resistencia a gentamicina, dando el plasmido pCC1BACVBO01-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07.

Para proceder a este intercambio de genes de resistencia a antibidticos se usd un procedimiento basado en el
sistema Red portado por el vector pKD46 (Genebridges). Para este fin se usaron 2 oligonucledtidos:

Ome2127-RHamont-pCC1BAC-Gt-F (SEQ ID NO 7)
CCGCTTATTATCACTTATTCAGGCGTAGCAACCAGGCGTTTAAGGGCACCAAT

AACTGCCTTAAAAAAATTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATCAAAGTGCATC
ACTTCTTCCCGTATGCCCAACTTTGTATAGAGAG

con

- secuencia en mayusculas subrayada homologa a la region del vector pCC1BAC en 3' del gen de resistencia al
cloranfenicol

- secuencia en mayusculas homologa al gen de resistencia a la gentamicina que lleva el vector p34S-Gm (Dennis y
Zyltra, 1998) (735-805, secuencia de referencia en el sitio web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF062079.1)

y
Ome2128-RHaval-pCC1BAC-Gt-R (SEQ ID NO 8)
TGAAATAAGATCACTACCGGGCOGTATTTITTTGAGTTATCGAGATTTTCAGGAGC

TAAGGAAGCTAAAATGTTACGCAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGT
CGCCCTAAAACAAAGTTAGGTGGCTCAAGTATGG

con
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- secuencia en mayusculas subrayada homologa a la region del vector pCC1BAC en 5' del gen de resistencia al
cloranfenicol

- mayusculas homologa al gen de resistencia a la gentamicina que lleva el vector p34S-Gm (Dennis y Zyltra, 1998)
(272-344, secuencia de referencia en el sitio web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF062079.1)

Los oligonucledtidos Ome2127-RHamont-pCC1BAC-Gt-F y Ome2128-RHaval-pCC1BAC-Gt-R se usaron para
amplificar el casete de resistencia a la gentamicina a partir del plasmido p34S-Gm (Dennis y Zyltra, 1998). El
producto de la PCR obtenido después se introdujo por electroporacion en la cepa DH5alfa (pCC1BAC-Placlqg-lacl-
TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07) (pKD46) en la que la enzima recombinasa Red permite la recombinacion
homologa. Después, se seleccionaron los transformantes resistentes a la gentamicina y resistentes al cloranfenicol y
la insercién del casete de resistencia se verificd por analisis de perfil de restriccion.

Finalmente, el plasmido recombinante pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO7 se
verificd por secuenciacion del ADN y se introdujo en la cepa 3 dando la cepa de MG1655 4, MG1655 metA*11 Ptrc-
metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysdIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA
ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-
thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AuxaCA :TTO07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-
6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*1  AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-
thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::TT02-serA-serC Ptrc30-pntAB::Cm AudhA (pCL1920-PgapA-pycre-TT07)
(pCC1BACVBO01-Placlqg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07).

En esta construccion pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07, el promotor natural asi
como el sitio de unién al ARN pequefio sgrS se sustituyen por un promotor artificial fuerte. Por consiguiente, ptsG es
sobreexpresado y su ARNm ya no esta regulado y es activado para la degradacioén por sgrS.

La sobreexpresion de ptsG en la cepa cultivada en condiciones inducibles (+IPTG en el cultivo) se comprobd por
qPCR.

Ejemplo 3: Construccion de la cepa 5

Para evitar cualquier regulacion en el transcrito de ptsG y en la proteina PtsG, se eliminé el gen sgrT, que codifica
un péptido pequefio que regula la actividad de PtsG y la parte del gen sgrS que codifica el ARN pequefio de sgrS
que interfiere con el ARNm de ptsG.

Los genes sgrS/T son los primeros genes del operéon sgrS/T-setA. Con el fin de eliminar los genes sgrS/T sin
suprimir la expresion del gen en la direccion 3’ setA, se elimind sgrS/T y al mismo tiempo se movio el gen setA en la
direccion 3’ del promotor del operdn. Para este fin, se uso6 la estrategia de recombinacion homéloga descrita en el
protocolo 1. La cepa de Escherichia coli BW25113 AsetA::Km (pKD46) de la coleccion de mutantes Keio (Baba et
al., 2006) se uso para insertar un casete de resistente al cloranfenicol mientras se eliminaban los genes sgrS/Ty se
restablecia el gen setA en la direccion 3’ del promotor del operon.

Especificamente, el fragmento "sgrR-PsgrR-PsgrS-RBSsetA-setA-FRT-Cm-FRT-leuD" (fragmento 4), necesario para
eliminar los genes sgrS/T se amplifico por PCR de solapamiento. Los primeros fragmentos 1, 2 y 3 que servian
como matriz para la PCR de solapamiento final se amplificaron; cada uno de estos fragmentos tiene al menos una
region homologa de 48 nucledtidos de largo entre los extremos 3’ y 5 que permite la etapa de la PCR de
solapamiento. El fragmento 1, "sgrR-PsgrR-PsgrS-RBSsetA-setA", se amplificdé a partir del ADN gendmico de
Escherichia coli MG1655 usando los oligonucleétidos Ome2371-DsgrS-F1 y Ome2372-DsgrS-R1; el fragmento 2,
"PsgrR-PsgrS-RBSsetA-setA", se amplificd a partir del ADN gendmico de Escherichia coli MG1655 usando los
oligonucledtidos Ome2373-DsgrS-F2 y Ome2374-DsgrS-R2; el fragmento 3, "FRT-Cm-FRT-leuD", se amplificé por
PCR a partir del plasmido pKD3, usando los oligonucleétidos Ome2375-DsgrS-F3 y Ome2376-DsgrS-R3.
Finalmente, el fragmento 4 se amplificd por PCR a partir de una mezcla de fragmentos 1, 2 y 3 usados como matriz
y usando los oligonucleétidos Ome2371-DsgrS-F1 y Ome2376-DsgrS-R3.

Ome2371-DsgrS-F1 (SEQ ID NO 9)

GGACGCAAAAAGAAACGCCAGTG

homologo al gen sgrR (76743-76765, secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/)
Ome2372-DsgrS-R1 (SEQ ID NO 10)
GTCATTATCCAGATCATACGTTCCCTTTTTAAACTGACGCATGGGGCACCC

Con

- secuencia en mayusculas homologa a la regién promotora de sgrR y sgrS (77379-77398, secuencia de referencia
en el sitio web http://ecogene.org/)
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- mayusculas homoéloga a la region setA (77637-77607, secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/)
- secuencia subrayada que muestra la region que solapa para la etapa de PCR de solapamiento
Ome2373-DsgrS-F2 (SEQ ID NO 11)

GAAGCAAGGGGGTGCCCCATGCGTCAGTTTAAAAAGGGAACGTATGATCTG
GATAATGAC

con

- secuencia en mayusculas homologa a la regién promotora de sgrR y sgrS (77370-77398, secuencia de referencia
en el sitio web http://ecogene.org/)

- secuencia en mayusculas negrilla homdloga a la region setA (77637-77607, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

- secuencia subrayada que muestra la region que solapa para la etapa de PCR de solapamiento
Ome2374-DsgrS-R2 (SEQ ID NO 12)
GGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGTCAAACGTCTTTAACCTTTGCGG

con

- secuencia en mayusculas italica para la amplificacion del casete de resistencia al cloranfenicol (secuencia de
referencia en Datsenko y Wanner, 2000)

- secuencia en mayusculas negrilla homdloga a la region setA (78799-78777, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

- secuencia subrayada que muestra la region que solapa para la etapa de PCR de solapamiento
Ome2375-DsgrS-F3 (SEQ ID NO 13)

GCATTATTTTTAACCGCAAAGGTTAAAGACGTTTGACATATGAATATCCTCCT
TAGTTCCT

con

- secuencia en mayusculas negrilla homdloga a la region setA (78764-78799, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

- secuencia en mayusculas italica para la amplificacion del casete de resistencia al cloranfenicol (secuencia de
referencia en Datsenko y Wanner, 2000)

- secuencia subrayada que muestra la region que solapa para la etapa de PCR de solapamiento
Ome2376-DsgrS-R3 (SEQ ID NO 14)
ATTGGGCTTACCTTGCAGCACGACGACGCCATTGCCGCTTATGAAGCAAAACA

ACCTGCGTTTATGAATTAATCCCCTTGCCCGGTCAAATGACCGGGCTTTCCGCT
ATCGTCCACGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTICG

con

- secuencia en mayusculas homologa a la region setA-leuD (78919-78800, secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/)

- secuencia en mayusculas italica para la amplificacion del casete de resistencia al cloranfenicol (secuencia de
referencia en Datsenko y Wanner, 2000).

El producto de la PCR resultante, que corresponde al fragmento 4, después se introdujo por electroporacion en la
cepa BW25113 AsetA::Km (pKD46), en la que la enzima recombinasa Red permitia la recombinacion homadloga.
Después, se seleccionaron los transformantes resistentes al cloranfenicol y la insercion del casete de resistencia se
verificd por analisis de PCR con los oligonucledtidos Ome2378-DsgrS-Fseq y Ome2377-DsgrS-Rseq definidos mas
adelante, y se verificd por secuenciacion de ADN. La cepa seleccionada se denominé BW25113 AsgrS::Cm.
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Puesto que el marco de lectura abierto de sgrT solapa con la secuencia de sgrS que codifica el ARN pequefio, la
eliminacién de sgrS da como resultado la eliminacion de sgrT. Asi pues, la eliminacion de sgrS/T se denomind
AsgrS.

Ome2378-DsgrS-Fseq (SEQ ID NO 15)

GATGGGATGGCTGGCAAAGT

homologa al gen sgrR (76502-76521, secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/)
Ome2377-DsgrS-Rseq (SEQ ID NO 16)

CGAGTTTTGCTGACATCTTCTACG

homologa al gen leuD (79143-79120, secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/)

La eliminacion de sgrS/T se transfirié por transduccion de fago P1 de la cepa BW25113 AsgrS::Cm a la cepa 1.
Después, se seleccionaron los transformantes resistentes al cloranfenicol y la insercion del casete de resistencia se
verificé por analisis de PCR con los oligonucledtidos Ome2378-DsgrS-Fseq y Ome2377-DsgrS-Rseq. La cepa
resultante se denominé cepa 5, MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-
ARNmst17-metF Ptrc07-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE
ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-
35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC:: TT02-serA-serC
AsgrS::Cm (pCL1920-PgapA-pycre-TT07).

Ejemplo 4: Construccion de la cepa 6

Con el fin de superar las regulaciones de PisG en una cepa de metionina modificada en su ruta de produccion de
NADPH (transhidrogenasas UdhA y PntAB), se eliminaron los genes sgrS/T en la cepa 3.

Para este fin, primero se intercambié el casete de resistencia al cloranfenicol de AsgrS::Cm por un casete de
resistencia a la kanamicina. Para esto, se introdujeron los plasmidos pCP20 y pKD4 en la cepa de BW25113
AsgrS::Cm y después de extender los transformantes en LB complementado con kanamicina a 37°C, los clones que
crecian se verificaron por PCR usando los oligonucledtidos Ome2378-DsgrS-Fseq y Ome2377-DsgrS-Rseq.
Después, la eliminacion AsgrS::Km se transfirié por transduccion del fago P1 de la cepa de BW25113 AsgrS::Km a
la cepa 3. Después, se seleccionaron los transformantes resistentes a la kanamicina y el casete de resistencia se
verificé por un analisis de PCR con los oligonucledtidos Ome2378-DsgrS-Fseq y Ome2377-DsgrS-Rseq. La cepa
resultante se denominé cepa 6, MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-
ARNmst17-metF Ptrc07-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE
ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-
35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC:: TT02-serA-serC
Ptrc30-pntAB::Cm AudhA AsgrS::Km (pCL1920-PgapA-pycre-TT07).

Ejemplo 5: Construccion de la cepa 7

Con el fin de aumentar drasticamente la importacion de glucosa en la cepa 2 que ya sobreexpresa ptsG a partir de
pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07, se eliminaron los genes sgrS/T en esta cepa.

Para este fin, la eliminacion AsgrS se transfirio por transduccion de fago P1 desde la cepa de BW25113 AsgrS::Km a
la cepa 2. Después, se seleccionaron los transformantes resistentes a cloranfenicol y la insercion del casete de
resistencia se verificé por un analisis de PCR con los oligonucleétidos Ome2378-DsgrS-Fseq y Ome2377-DsgrS-
Rseq. La cepa resultante se denominé cepa 7, MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-
gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-
35)-thrA*1-cysE  ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TT07-
TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-
cysE-PgapA-metA*11  AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AtreBC::TT02-
serA-serC AsgrS::Cm (pCL1920-PgapA-pycre-TT07) (pCC1BACVBO01-Placiq-lacl-TT02-Ptrc01/0OP01/RBS01*2-
ptsG-TTO07).

La sobreexpresion de ptsG de la cepa cultivada en condiciones inducibles (+IPTG en el cultivo) se comprobd por
qPCR.

Ejemplo 6: Construccion de la cepa 15
1. Cepa 8

La cepa productora de metionina 8 se ha descrito en la solicitud de patente WO2012/055798. El genotipo de la cepa
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8 es el siguiente MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-
metF Ptrc07-serB  AmetJ ApykF ApykA ApurlU AyncA AmalS: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE
ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AuxaCA :: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-
35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC:: TT02-serA-serC.

2. Construccion de las cepas 9, 10, 11y 12

Con el fin de expresar el gen de la piruvato carboxilasa de Rhizobium etli, denominado pycre, se ha integrado dos
veces una copia de este gen en el cromosoma en los locus de melB'y purU loci. En el locus melB, se expreso el gen
pycre por adicion de una secuencia promotora Pfrc sintética, una secuencia estabilizadora del ARNm y un sitio de
union al ribosoma optimizado integrado en la direccion 5' del sitio de inicio de la traduccion del gen pycre. La
construccion se ha anotado AmelB::RN/Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TTO7. En el locus de purU, se ha expresado
el gen pycre por adicion del PL1*1 (mutacién en la caja -10 del promotor PAL1 del fago lambda) y un sitio de unién al
ribosoma optimizado integrado en la direccion 5' del sitio de inicio de la traduccion del gen pycre. La construccion se
ha anotado ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TTO07.

Todas las descripciones de las integraciones genéticas en diferentes locus en el cromosoma presentada a
continuacion se construyen de acuerdo con el mismo método; 1) construccion del vector de duplicacion que contiene
secuencias homologas en la direccion 5' y direccion 3' del locus de interés, el fragmento de ADN y un casete de
resistencia, 2) integracién de la modificacion de interés en la cepa minima (MG1655 metA*11 pKD46) por
recombinacion homodloga, y 3) transduccion de la modificacion de interés en la cepa compleja (MG1655 que contiene
ya varias modificaciones).

2.1. Construccion de las cepas 9y 10

Para eliminar el gen melB y sustituirlo por la region Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07, se uso la estrategia de
recombinacion homologa descrita por Datsenko y Wanner (2000). Esta estrategia permite la insercion de un casete
de resistencia a cloranfenicol o a kanamicina, pero también de un ADN adicional, a la vez que se eliminan la mayoria
de los genes implicados. Para este fin, se construyd el siguiente plasmido, pUC18-AmelB::TT02-
Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07::Km. Este plasmido pUC18-4melB::TT02-Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-
TTO7::Km se obtiene a partir del vector pUC18 (Norrander et al., Gen 26 (1983), 101-106) y alberga el casete de
resistencia a la kanamicina conectado al fragmento Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07, ambos clonados entre las
regiones en la direccion 5'y direccion 3' de melB.

Para la construccion de pUC18-AmelB::TT02-Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07::Km, primero se construyo el
plasmido pUC18-AmelB::TT02-SMC. Este plasmido lleva las regiones en la direccion 5' y direccion 3' de melB que
se separan por un terminador de la transcripcion (T4 del gen rrnB de E. coli, denominado TT02) y un sitio de
clonacion multiple (compuesto de los sitios de restriccion BstZ171, Hindlll, Pacl, Avdl, Apal, Smal, BamHI,
denominado SMC). Esta ultima region se amplifico por PCR a partir del ADN genémico usando los siguientes
oligonucledtidos:

melBup-F (SEQ ID NO 23)
cgtaggcgecggtaccGACCTCAATATCGACCCAGCTACGC

con

- una region (minusculas) para los sitios de restriccion Sfol y Kpnl y bases extra,

- una region (mayusculas) homodloga a la secuencia (4340489-4340513) de la region de melB (secuencia de
referencia en el sitio web http://www.ecogene.org/).

melBup-R (SEQ ID NO 24)
gettgtatacAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTT
TTATTTGATGCATTGAAATGCTCATAGGGTATCGGGTCGC

con

- una region (minudsculas) para el sitio de restriccion BstZ171 y parte del sitio de restriccion Hindlll del sitio de
clonacion multiple,

- una region (mayusculas negrilla) para el terminador de la transcripcion T1 del gen B de E. coli (Orosz et al.
1991),

- una region (mayusculas) homéloga a la secuencia (4341377-4341406) de la region melB (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).
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melBdown-F (SEQ ID NO 25)
AGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTgtatacaagcettaattaacctagggecegggegeatceGTG
AGTGATGTGAAAGCCTGACGTGG

con

- una region (mayusculas negrilla) para parte del terminador de la transcripcion T4 del gen rrmB de E. coli (Orosz et
al. 1991),

- una region (minusculas) para el sitio de clonacion mdltiple entero,

- una region (mayusculas) homdloga a la secuencia (4342793-4342818) de la region melB (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).

melBdown-R (SEQ ID NO 26)
cgtaggcgecggtaccCGAACTGCACTAAGTAACCTCTTCGG

con

- una region (mindsculas) para los sitios de restriccion Sfol y Kpnl y bases extra,

- una region (mayusculas) homéloga a la secuencia (4343694-4343719) de la region melB (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).

Primero, se amplificaron por PCR los fragmentos "upMelB" y "downMelB" a partir del ADN genémico de MG1655
usando los oligonucledétidos melBup-F/melBup-R y melBdown-F/melBdown-R, respectivamente. En segundo lugar,
se amplifico el fragmento "upMelB-downMelB" a partir de los fragmentos de la PCR "upMelB" y "downMelB" (que
tienen una region que solapa compuesta de una parte del terminador de la transcripcion Tq del gen B de E. coliy
una parte del sitio de clonacion multiple) usando los oligonucleétidos melBup-F/melBdown-R. El fragmento de la
PCR "upMelB-downMelB" se cortdé con la enzima de restriccion Sfol y se cloné en los sitios EcoRI / Hindlll de
extremos romos del vector pUC18 vector, dando el plasmido pUC18-AmelB::TT02-SMC.

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

Km-F (SEQ ID NO 27)
TCCCCCGGGGTATACC catatgaatatcctccttag
con

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

- una region (mayusculas) para los sitios de restriccion Smal y BstZ171 y bases extra.
Km-R (SEQ ID NO 28)

GCCCAAGCTTtgtaggctggagctgcttcg

con

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

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

El fragmento de la PCR se corté con las enzimas de restriccion BstZ171 y Hindlll y se clond en los sitios
BstZ171/Hindlll del plasmido pUC18-AmelB::TT02-SMC, dando el plasmido pUC 18-AmelB::TT02-SMC::Km.

Finalmente, el fragmento Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07 se amplific6 por PCR con los cebadores
Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-F y pycre-TT07-R a partir del plasmido pCL1920-PgapA-pycre-TT07, descrito en la
solicitud de patente W02012/055798. El fragmento de la PCR se corté con las enzimas de restriccion Avrll y Pacl y
se clondé en los sitios Avrl/Pacl del plasmido pUC18-AmelB::TT02-SMC::Km, dando el plasmido pUC18-
AmelB::TT02-Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TTO7::Km.

Los plasmidos recombinantes se verificaron por secuenciacion del ADN.
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Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-F (SEQ ID NO 29)

cgtagttaacttaattaaGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGG
AAGGTGGAGTTATCTCGAGTGAGATATTGTTGACGTAAGGAGGTTATAAATGCC
CATATCCAAGATACTCGTTGCCAATCG

con
- una region (minusculas) para el sitio de restriccion Pacl y bases extra,
- una region (mayusculas negrilla) homdloga al promotor frc inducible artificial,

- una region (mayusculas subrayadas) homologa a una secuencia que estabilizaba el ARNm (Meynial-Salles et al.
2005),

- una region (mayusculas italica) homdloga a un sitio de unién al ribosoma optimizado,
- una region (mayusculas) homologa al inicio de pyc gen de Rhizobium etli (1-32).
pycre-TT07-R (SEQ ID NO 30)

cgaccepgepcctagpGCAGAAAGGUCCACCCGAAGGTGAGCCAGTGTGAgeggcegcT
CATCCGCCGTAAACCGCCAGCAGG

con
- una region (mindsculas) para los sitios de restriccion Smal, Avrll y Notl y bases extra,

- una region (mayusculas negrilla) para la secuencia del terminador de la transcripcion T7te (Harrington et al. 2001),
denominada TTO07,

- una region (mayusculas) homologa al extremo del gen pyc de Rhizobium etli (3441-3465).

En segundo lugar, se obtuvo el fragmento AmelB::TT02-Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07::Km cortando el
plasmido pUC18-AmelB::TT02-Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07::Km con la enzima de restriccion Kpnl y
después se introdujo por electroporacién en una cepa MG1655 metA*11 pKD46, de acuerdo con el protocolo 1.
Después, se seleccionaron los transformantes resistentes a la kanamicina y se verifico la insercion del fragmento
AmelB::TT02-Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TTO7::Km por analisis de PCR con los oligonucleétidos melB-pycre-F y
melB-pycre-R. La cepa verificada y seleccionada se denomind MG1655 metA*11  pKD46
AmelB::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07::Km.

melB-pycre-F (SEQ ID NO 31)

gccgattttgtcgtggtgge

homoéloga a la secuencia (4340168-4340187) de la regidon melB (secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ecogene.org/)

melB-pycre-R (SEQ ID NO 32)
gccggttatccatcaggttcac

homodloga a la secuencia (4344044-4344065) de la regidon melB (secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ecogene.org/)

En tercer lugar, se transdujo la modificacion cromosémica AmelB::RN/Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07::Km a la
cepa 8, con un lisado de fago P1 a partir de la cepa MG1655 metA*11 pKD46 AmelB::RN/Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-
pycre-TTO7::Km descrita antes, de acuerdo con el protocolo 2. Se seleccionaron los transductantes resistentes a
kanamicina y la presencia de la modificacion cromosémica AmelB::RN/Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07::Km se
verificé por PCR con los cebadores melB-pycre-F y melB-pycre-R. La cepa resultante MG1655 metA*11 Ptrc-metH
PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU
AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-
cysE-PgapA-metA*11 AuxaCA :TTO7-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-
TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-PgapA-metA* 1 1 AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-
PgapA-metA*11 AtreBC::TT02-serA-serC AmelB::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07::Km se denomino cepa
9.

Después, se eliminé el casete de resistencia a la kanamicina. Se introdujo el plasmido pCP20, que lleva la
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recombinasa FLP que actua en los sitios FRT del casete de resistencia a la kanamicina, en la cepa 9. Después de una
serie de cultivos a 37°C, la pérdida del casete de resistencia a la kanamicina se verificd por analisis de PCR con los
mismos oligonucledtidos que los usados previamente, melB-pycre-F/melB-pycre-R. La cepa resultante MG1655
metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF
ApykA ApurlU AyncA AmalS::TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-
RBSO01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA :TT07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*1 1 AwcaM: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-
RBSO01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::TT02-serA-serC AmelS::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07 se
denominé cepa 10.

2.2. Construccion de las cepas 11y 12

Para eliminar el gen purU y sustituilo por la regién PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07, se usd la estrategia de
recombinacion homadloga descrita por Datsenko y Wanner (2000). Para este fin, se construyo el siguiente plasmido,
pUC18-ApurlU::TT02-PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km. Este plasmido pUC18-ApurU::TT02-PL1*1/RBS01*2-pycre-
TTO7::Km se obtiene del vector pUC18 (Norrander et al., Gen 26 (1983), 101-106) y alberga el casete de resistencia
a la kanamicina conectado al fragmento PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07, ambos clonados entre las regiones en la
direccion 5'y la direccion 3' de purU.

Para la construccion de pUC18-ApurU::TT02-PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km, primero se construyé el plasmido
pUC18-ApurlU::TT02-SMC. Este plasmido lleva las regiones en la direccion 5' y la direccion 3' de purU que se
separan por un terminador transcripcional (T4 del gen rmB de E. coli, denominado TT02) y un sitio de clonacién
multiple (compuesto de los sitios de restriccion BstZ171, Hindlll, Pacl, Avrll, Apal, Smal, BamHI|, denominado SMC).
Esta ultima region se amplificé por PCR a partir del ADN genémico usando los siguientes oligonucleétidos:

purUup-F (SEQ ID NO 33)
ctgaggcctatgcatGGAATGCAATCGTAGCCACATCGC

con

- una region (mindsculas) para los sitios de restriccion Stul y Nsil y bases extra,

- una region (mayusculas) homologa a la secuencia (1288424-1288447) de la regién purU (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).

purUup-R (SEQ ID NO 34)

gettgtatac AACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTT
TTATTTGATGGCTGGAAAAACCTTGTTGAGAGTGTTTGC

con

- una region (mindsculas) para el sitio de restriccion BstZ171 y parte del sitio de restriccion Hindlll del sitio de
clonacion multiple,

- una region (mayusculas negrilla) para el terminador de la transcripcion T1 del gen rrnB de E. coli (Orosz et al.
1991),

- una region (mayusculas) homologa a la secuencia (1287849-1287877) de la regién purU (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).

purUdown-F (SEQ ID NO 35)

AGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGT Tgtatacaagettaattaacctagggeecctegecegggcgea
tccGGTAATCGAACGATTATTCTTTAATCGCC

con

- una region (mayusculas negrilla) para parte del terminador de la transcripcién T4 del gen rrmB de E. coli (Orosz et
al. 1991),

- una region (minusculas) para el sitio de clonacion multiple entero,

- una region (mayusculas) homdloga a la secuencia (1287000-1287028) de la regién purU (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).

purUdown-R (SEQ ID NO 36)
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ctgaggcctatgcatGCGGATTCGTTGGGAAGTTCAGGG
con
- una region (mindsculas) para los sitios de restriccion Stul y Nsil y bases extra,

- una region (mayusculas) homologa a la secuencia (1286429-1286452) de la regién purU (secuencia de referencia
en el sitio web http://www.ecogene.org/).

Primero, se amplificaron por PCR los fragmentos "upPurU" y "downPurU" a partir del ADN genémico de MG1655
usando los oligonucleétidos purUup-F/purUup-R y purUdown-F/purUdown-R, respectivamente. En segundo lugar, se
amplifico el fragmento "upPurU-downPurU" a partir de los fragmentos de la PCR "upPurU" y "downPurU" (que tienen
una region que solapa compuesta de una parte del terminador de la transcripcion T1 del gen rrnB de E. coli 'y parte
del sitio de clonacion multiple) usando los oligonucleétidos purUup-F/purUdown-R. El fragmento de la PCR "upPurU-
downPurU" se cort6 con la enzima de restriccion Stul y se clond en los sitios EcoRI/Hindlll de extremos romos del
vector pUC18, dando el plasmido pUC18-ApurU::TT02-SMC.

Después, se amplificé por PCR el casete de resistencia a la kanamicina a partir del vector pKD4 usando los
oligonucledtidos Km-F y Km-R (descritos antes). El fragmento de la PCR se cortd con las enzimas de restriccion
BstZ171 y Hindlll y se clon6 en los sitios BstZ171 / Hindlll del plasmido pUC18-ApurU::TT02-SMC, dando el plasmido
pUC18-ApurU::TT02-SMC::Km.

Finalmente, el fragmento PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km se amplificé por PCR con los cebadores PL1*1/RBS01*2-
pycre-F y pycre-TT07-R2 a partir del plasmido pCL1920-PgapA-pycre-TT07, descrito en la solicitud de patente
WO02012/055798. El fragmento de la PCR se corté con las enzimas de restriccion Spel y Smal y se clond en los
sitios Avrdl/Smal del plasmido pUC18-ApurU::TT02-SMC::Km, dando el plasmido pUC18-ApurU::TT02-
PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km. Los plasmidos recombinantes se verificaron por secuenciacion de ADN.

PL1*1/RBS01*2-pycre-F (SEQ ID NO 37)

ctetagaactagt TTATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATACCACTGGCGGTTATAC
TGAGCACAgtcgacgttaacacecgt TAA GGAGGTTATAAATGCCCATATCCAAGATACTC
GTTGCCAATCG

con
- una region (mindsculas) para los sitios de restriccion Spel, Sall, Hpal y Miul y bases extra,

- una region (mayusculas negrilla) homoéloga a la forma corta del promotor P, del bacteriéfago lambda (P4 Giladi et
al. 1995) y que alberga una mutacion en la caja -10 box (G12T, subrayada negrilla) descrita en Kincade y deHaseth
(1991). Este promotor se denomina PL1*1,

- una region (mayusculas italica) homdloga a un sitio de unién del ribosoma optimizado,

- una region (mayusculas) homologa al inicio 5' del gen pyc de Rhizobium etli (1-32).

pycre-TT07-R2 (SEQ ID NO 38)
tegapgcecgepGUCAGAAAGGCCCACCCGAAGGTGAGCCAGtacptaagtactttaattaaTCA
TCCGCCGTAAACCGCCAG

con

- una region (minusculas) para los sitios de restriccion Smal, Pacl, Scal, SnaBl y bases extra,

- una region (mayusculas negrilla) para la secuencia del terminador transcripcional T7te (Harrington et al. 2001),
- una region (mayusculas) homologa al extremo 5' del gen pyc de Rhizobium etli (3445-3465).

En segundo lugar, se obtuvo el fragmento ApurU::TT02-PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km cortando el plasmido
pUC18-ApurlU::TT02-PL1*1/RBS01*2-pycre-TTO07::Km con la enzima de restriccion Nsil y después se introdujo por
electroporacion, de acuerdo con el protocolo 1, en la cepa MG1655 metA*11 pKD46. Después, se seleccionaron los
transformantes resistentes a la kanamicina, y la insercion del fragmento ApurU::TT02-PL1*1/RBS01*2-pycre-
TTO7::Km se verificd por un analisis de PCR con los oligonucleétidos purU-pycre-F y purU-pycre-R. La cepa
verificada y seleccionada se denominé MG1655 metA*11 pKD46 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km.

purU-pycre-F (SEQ ID NO 39)
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GCCCACCAGCGAACCAATTG

homologa a la secuencia (1288589-1288608) de la region purU (secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ecogene.org/)

purU-pycre-R (SEQ ID NO 40)
GTAAACGTGGTGCCATCGGG

homologa a la secuencia (1285868-1285887) de la region purU (secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ecogene.org/).

En tercer lugar, se transdujo la modificacién cromosémica ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km en la cepa
10, con un lisado de fago P1 desde la cepa MG1655 metA*11 pKD46 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km
descrita antes, de acuerdo con el protocolo 2. Los transductantes resistentes a la kanamicina se seleccionaron y la
presencia de la modificacion cromosémica ApurlU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07::Km se verificd por PCR con los
cebadores purU-pycre-F y purU-pycre-R. La cepa resultante MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysJIiH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS::TTadc-
CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AuxaCA: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-
RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AtreBC::TT02-serA-serC ~ AmelB::RN/Ptrc01/ARNO1/RBS01*2-pycre-TT07  ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-
TTO07::Km se denominé cepa 11.

Después se elimind el casete de resistencia a la kanamicina. El plasmido pCP20, que llevaba la recombinasa FLP
que actua en los sitios FRT del casete de resistencia a la kanamicina, se introdujo en la cepa 11. Después de una
serie de cultivos a 37°C, la pérdida del casete de resistencia a la kanamicina se verificé por analisis de PCR con los
mismos oligonucledtidos usados previamente, purU-pycre-F / purU-pycre-R. La cepa resultante MG1655 metA*11
Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIiH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA
ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-
thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA::-TT07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-
6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*1 1 AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-
thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC:: TT02-serA-serC AmelB::RN/Ptrc01/ARNO01/RBS01*2-pycre-TTO7
ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07 se denomind cepa 12.

3. Construccion de las cepas 13 y 14

Para aumentar el conjunto de metileno-tetrahidrofolato en la célula, se llevé a cabo la sobreproduccion del complejo
de escision de glicina codificado por el operén gcvTHP por adicion de una copia de este operdn en el cromosoma en
el locus yjbl. Esta copia adicional de gcvTHP se expreso usando el promotor trc inducible artificial, y un sitio de unién
al cromosoma optimizado, dando la integracion del cromosoma Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO07::Km, descrito
en la solicitud de patente PCT/FR2012 /051361.

La modificacion cromosémica Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTO7::Km se transdujo en la cepa 12, con un lisado
de fago P1 a partir de la cepa MG1655 metA*11 pKD46 Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TTQO7::Km, descrita en la
solicitud de patente PCT/FR2012 /051361, de acuerdo con el protocolo 2. Los transductores resistentes a la
kanamicina se seleccionaron y la presencia de la modificacion cromosémica Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-
TTO7::Km se verifico por PCR con los cebadores yjbl-gcvTHP-F y yjbl-gcvTHP-R, descritos en la solicitud de patente
PCT/FR2012/051361. La cepa resultante MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-
gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-
35)-thrA*1-cysE  ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TT07-
TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  ACP4-6:TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-
cysE-PgapA-metA* 1 1 AwcaM: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::TT02-
serA-serC AmelB::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TTO7
Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TT07::Km se denomind cepa 13.

Después, se elimind el casete de resistencia a la kanamicina. Se introdujo el plasmido pCP20, que llevaba la
recombinasa FLP que actua en los sitios FRT del casete de resistencia a la kanamicina, en la cepa 13. Después de
una serie de cultivos a 37°C, la pérdida del casete de resistencia a la kanamicina se verificd por analisis de PCR con
los mismos oligonucleétidos usados previamente, yjbl-gcvTHP-F y yjbl-gcvTHP-R. La cepa resultante MG1655
metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ
ApykF  ApykA ApurU AyncA AmalS::TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE  ApgaABCD::TT02-TTadc-
PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA::TTO07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-
PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11
AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::TT02-serA-serC
AmelB::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07 Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TT07 se denomind cepa 14.
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4. Construccion de la cepa 15

Para aumentar el flujo en la ruta de serina, se introdujo el plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-
Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca, descrito en la solicitud de patente PCT/FR2012 /051361, en la cepa 14, dando la
siguiente cepa MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF
Ptrc07-serB Ametd  ApykF  ApykA  ApurlU  AyncA  AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE
ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-

35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11
AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::-TT02-serA-serC

AmelB::RN/Ptrc01/ARNO01/RBS01*2-pycre-TT07 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07 Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7 (pCC1BAC-TT02-Ptc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca), denominada cepa 15.

Ejemplo 7: Construccion de las cepas 16y 17
1. Construccién de la cepa 16

Para aumentar la importacion de glucosa en la célula, se elimind el gen dgsA (o mic), que codifica un regulador
doble transcripcional que controla la expresion de una serie de genes que codifican enzimas del sistema de
fosfotransferasa de azucar dependiente de PEP (PTS) de Escherichia coli.

Para eliminar el gen dgsA, se uso la cepa de Escherichia coli BW25113 AdgsA::Km de la coleccion de mutantes
Keio (Baba et al., 2006). La eliminacion de AdgsA::Km se transfirié por la transduccion del fago P1 (de acuerdo con
el protocolo 2) de la cepa BW25113 AdgsA::Km a la cepa 14. Se seleccionaron los transductantes resistentes a la
kanamicina y la presencia de la eliminacion cromosdmica AdgsA::Km se verificé por PCR con los cebadores dgsA-F
y dgsA-R definidos mas adelante.

La cepa retenida MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-
metF Ptrc07-serB  AmetJ ApykF ApykA ApurlU AyncA AmalS:: TTadc-Cl857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE
ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-
35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11AtreBC:: TT02-serA-serC
AmelB::RN/Ptrc01/ARNO01/RBS01*2-pycre-TT07 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07 Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7 AdgsA::Km se denomind cepa 16.

dgsA-F (SEQ ID NO 41)
CCTGGCAAATAACCCGAATG

homoéloga a la secuencia (1667067-1667086) de la regidon dgsA (secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ecogene.org/)

dgsA-R (SEQ ID NO 42)

CCCATTCAGAGAGTGGACGC
homologa a la secuencia (1664853- 1664872) de la region dgsA (secuencia de referencia en el sitio web
http://www.ecogene.org/).

2. Construccion de la cepa 17

Otra forma de aumentar la importacién de glucosa en la célula consiste en la sobreproduccion de PtsG (IIC°°), la
pareja transmembrana del sistema de fosfotransferencia de glucosa. Con el fin de sobreexpresar ptsG en el contexto
de la cepa 15, se construy6 el siguiente plasmido, pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-
TTO7-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca.

El plasmido pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07-Ptrc30/RBS01-serC-TTO7*2-
Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca se obtiene del plasmido pCC1BACVBO01-Placlqg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-
TTO7 (descrito antes en el ejemplo 1, construcciéon de la cepa 2) y del plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-
serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca, descrito en la solicitud de patente PCT/FR2012/051361. El fragmento
Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca se cortd con las enzimas de restriccion SnaBl y Avrll a
partir del plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TTQ7*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca y se clond en el sitio
Pacl de extremo romo del plasmido pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07, dando
plasmido pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07-Ptrc30/RBS01-serC-TTO7*2-
Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca.

Después, el plasmido pCC1BACVBO01-Placlg-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07-Ptrc30/RBS01-serC-
TTO7*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca se introdujo en la cepa 16, dando la siguiente MG1655 metA*11 Ptrc-metH
PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-ARNmst17-metF Ptrc07-serB AmetJ ApykF ApykA ApurU
AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-
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cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TT07-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-
TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-
cysE-PgapA-metA*11 AtreBC::-TT02-serA-serC AmelB::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07
ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07  Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-gcvTHP-TT07 AdgsA::Km (pCC1BACVBO01-
Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca),
denominada cepa 17.

En este plasmido pCC1BACVBO01-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO7, el promotor natural del gen
ptsG asi como el sitio de unién al ARN pequefio sgrS se sustituyen por un promotor artificial fuerte (construccion
descrita en el ejemplo 1 anterior). Por consiguiente, ptsG es sobreexpresado y su ARNm ya no esta regulado y esta
activado para la degradacion por sgrS.

La sobreexpresion del gen ptsG gen en la cepa 17 cultivada en condiciones inducibles (+IPTG en el cultivo) se
comprob6 por gPCR.

Ejemplo 8: Construccion de la cepa 18

La cepa 18 alberga una version modificada del plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-
Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca (que se describid en la solicitud de patente PCT/FR2012/051361), que significa que se
intercambid el gen de resistencia al cloranfenicol de pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-
serA-TTadcca por un gen de resistencia a la gentamicina, dando el plasmido pCC1BACVB01-TT02-Ptrc30/RBS01-
serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca.

Para intercambiar el gen de resistencia al antibiotico del plasmido pCC1BAC-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-
Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca, se usd el mismo procedimiento descrito antes para la construcciéon del plasmido
pCC1BACVBO01-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TT07.

Después, el plasmido pCC1BACVB01-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca se introdujo
en la cepa 16 dando la cepa MG1655 metA*11 Ptrc-metH PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP Ptrc36-
ARNmst17-metF Ptrc07-serB Ametd ApykF ApykA ApurU AyncA AmalS:: TTadc-CI857-PlambdaR*(-35)-thrA*1-cysE
ApgaABCD:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11  AuxaCA:: TTO7-TTadc-PlambdaR*(-
35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 ACP4-6::TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-
metA*11 AwcaM:: TT02-TTadc-PlambdaR*(-35)-RBS01-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 AtrBC::TT02-serA-serC
AmelB::RN/Ptrc01/ARN01/RBS01*2-pycre-TT07 ApurU::RN/PL1*1/RBS01*2-pycre-TT07 Ayjbl::RN/Ptrc01/RBS01-
gcvTHP-TTO7  AdgsA::Km  (pCC1BACVBO01-TT02-Ptrc30/RBS01-serC-TT07*2-Ptrc30/RBS01-serA-TTadcca),
denominada cepa 18.

Ejemplo 9: Produccion de L-metionina por fermentacion en matraces con agitacion

La produccion de las cepas se evaludé en matraces Erlenmeyer pequeiios. Un precultivo de 5,5 ml se cultivé a 30°C
durante 21 horas en un medio mixto (medio LB al 10% (Sigma 25%) con glucosa 2,5 g.I"" y medio minimo PC1 al

90%). Se uso6 para inocular un cultivo de 50 ml de medio PC1 (tabla 2) a una DOggo de 0,2. Cuando era necesario se
afiadieron los antibiéticos a una concentracion de 50 mg. I para le estreptomicina, a una concentracion de 30 mg. I
para el cloranfenicol y a una concentracion de 10 mg. I para la gentamicina. Se afiadié IPTG a los cultivos con
diferentes concentraciones indicadas en cada ejemplo. La temperatura de los cultivos era 37°C. Cuando el cultivo
habia alcanzado una DOgyp de 5 a 7, los aminoacidos extracelulares se cuantificaron por HPLC después de
derivatizacion con OPA/Fmoc y otros metabolitos relevantes se analizaron usando HPLC con deteccion
refractométrica (acidos organicos y glucosa) y GC-MS después de sililacion. Para cada cepa se hicieron varias
repeticiones.

El rendimiento de metionina se expresé como sigue:
metionina (g)

Yier = * 100
glucosa consumida (g)

Tabla 2: Composicion de medio minimo (PC1):

Compuesto Concentracion (g.I")
ZnS04.7H,0 0,0040
CuCl2.2H.0 0,0020
MnSO,4.H0 0,0200
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CoCl2.6H.0 0,0080
H3BO3 0,0010
Na;MoO4.2H,0 0,0004
MgS0,.7H20 1,00
Acido citrico 6,00
CaCl».2H,0 0,04
KoHPO, 8,00
Na;HPO4 2,00
(NH4);HPO4 8,00
NH,4CI 0,13
NaOH 4 M Ajustado a pH 6,8
FeS04.7H,0 0,04
Tiamina 0,01
Glucosa 15,00
Tiosulfato amdnico 5,60
Vitamina B12 0,01
MOPS 15,00

Efecto de la sobreexpresion de ptsG en la produccién de metionina en diferentes cepas

Tabla 3: Rendimientos de metionina, cetometilvalerato y homolantionina (Ywet, Ykmv, YHia) en % de g de producto/g
de glucosa, producido en cultivo discontinuo por la cepa 2. Para la definicion precisa de rendimiento de
metionina/glucosa véase antes. Para cada una de las condiciones se hicieron dos repeticiones. Las concentraciones
de HLA y KMV se midieron solo para un matraz. ElI IPTG (abreviatura de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) induce
la transcripcion del promotor lac del plasmido pCC1BACVBO01-Placlq-lacl-TT02-Ptrc01/OP01/RBS01*2-ptsG-TTO7
que lleva la cepa 2 (véase el genotipo en el ejemplo 1).

Concentracion de IPTG (uM) Y Met Ykmv Yhia
0 9,86 + 0,67 0,87 3,78

10 11,90 £ 0,17 0,35 3,65

20 13,32+ 0,14 0,18 3,48

200 12,80+ 0,37 0,13 3,66

Como se puede ver en la tabla 3, el rendimiento de la produccion de metionina aumenta significativamente tras la
expresion de ptsG. La mejor induccion de ptsG se obtiene con IPTG 20 uM (comprobado por qPCR, no se muestran
los datos) y la mejor producciéon de metionina también se obtiene en dichas condiciones. Ademas, la
sobreproduccion de ptsG permite disminuir la acumulacién de cetometilvalerato en el cultivo.

Como informacién, la cepa de control 1 cultivada en matraces da un rendimiento de la produccién de metionina
equivalente al rendimiento obtenido con la cepa 2 sin IPTG.

Tabla 4: Rendimientos de metionina, cetometilvalerato y homolantionina (Ywmet, Ykmv, YHia) €n % de g de producto/g
de glucosa, producido en cultivo discontinuo por las cepas 3 y 4. Para la definicién precisa de rendimientos véase
antes. El numero de repeticiones se indica entre paréntesis. La cepa 4 se cultivd con IPTG 20 uM para inducir la
expresion de ptsG.
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Cepa Y Met Ykmv Yhia
Cepa 3 (N = 27) 9,95 + 1,40 1,22 £0,32 2,87+ 1,21
Cepa4 (N=23) 9,861 0,10 017 7,99

La sobreexpresion de ptsG en la cepa 4, que tiene la expresion de transhidrogenasa modificada (sobreexpresion de
pntAB y eliminacion de udhA) permite la reduccion de la produccion de homolantionina y cetometilvalerato. En dicho
contexto, la sobreexpresion de ptsG no potencia el rendimiento de produccién de metionina, pero mejora claramente
la pureza del producto final.

Esto muestra que no era facil predecir el efecto de una mayor importacion de glucosa en cepas productoras de
metionina.

Efecto de la eliminacién de sgrS'y sgrT en la produccion de metionina

Tabla 5: Rendimientos de metionina, cetometilvalerato y homolantionina (Ymet, YKMV, YHLA) en % de g de
producto/g de glucosa, producido en cultivo discontinuo por las cepas 1 y 5. Para la definicion precisa de
rendimientos véase antes. El nimero de repeticiones se indica entre paréntesis.

Cepa Y met Ykmv Yhia
Cepa 1 (N = 283) 10,42 + 1,87 1,22 +£0,42 3,25+ 0,91
Cepa 5(N=3) 14,03 + 0,26 1,92 3,01

Como puede verse en la tabla 5 anterior, el rendimiento de metionina aumenta significativamente tras la eliminacion
de los genes sgrSy sgrT.

SgrS inhibe la traduccion del ARNm de ptsG tanto directa como indirectamente. El extremo 5' de SgrS contiene un
marco de lectura abierto de 43 aminoacidos, sgrT, que regula la actividad de PtsG.

En la cepa 5 se eliminan tanto los genes sgrS como sgrT y el efecto en la produccidon de metionina es positivo y
similar al efecto obtenido con una sobreproduccion de ptsG (véase la tabla 3).

Ejemplo 10: Produccién de L-metionina por fermentacion en biorreactores con las cepas 1y 2

Las cepas que produjeron en matraces cantidades sustanciales de metabolitos de interés, posteriormente se
ensayaron en condiciones de produccién de fermentadores de 2,5 litros (Pierre Guerin) usando un procedimiento
semicontinuo.

Se us6 un cultivo de 24 horas cultivado en 10 ml de medio LB con glucosa 2,5 g.l'1 para inocular un precultivo de 24
horas en medio minimo (B1a). Estas incubaciones se llevaron a cabo en matraces con deflectores de 500 ml que
contenian 50 ml de medio minimo (B1a) en un agitador rotatorio (200 rpm). El primer precultivo se cultivd a una
temperatura de 30°C, el segundo a una temperatura de 34°C.

Se llevo a cabo una tercera etapa de precultivo en b|orreactores (Sixfors) cargados con 200 ml de medio minimo
(B1b) inoculado con una concentracion de biomasa de 1,2 g. I"" con 5 ml de precultivo concentrado. La temperatura
del precultivo se mantuvo constante a 34°C y el pH se ajusté automaticamente a un valor de 6,8 usando una
solucion de NH4OH al 10%. La concentracion de oxigeno disuelto se ajusté continuamente a un valor de 30% de la
saturacion de la presion parcial del aire con suministro de aire y/o agitacion. Tras agotarse la glucosa del medio
discontinuo, se inici6 la fase semicontinua con un caudal |n|C|aI de 0,7 mL.h" y se aumentd exponencialmente
durante 24 horas con una veI00|dad de crecimiento de 0,13 h™' con el fin de obtener una concentracion celular final
de aproximadamente 20 g.I .

Tabla 6: Composicion del medio mineral de precultivo discontinuo (B1a y B1b).

Compuesto Concentracion de B1a (g.I") Concentracion de B1b (g.I")
Zn(CH3C00),.2H,0 0,0130 0,0130

CuCl2.2H.0 0,0015 0,0015

MnClz 4H,0 0,0150 0,0150
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CoCl».6H.0 0,0025 0,0025
H3BO3 0,0030 0,0030
NaxMoQO4.2H20 0,0025 0,0025
Citrato de Fe(lll) H,O 0,1064 0,1064
EDTA 0,0084 0,0084
MgS0,.7H20 1,00 1,00
CaCl>2H0 0,08 0,08
Acido citrico 1,70 1,70
KH2PO4 4,57 4,57
K2HPO4.3H20 2,50 2,50
(NH4)2HPO4 1,10 1,10
(NH4)2S04 4,90 4,90
(NH4)2S203 1,00 1,00
Tiamina 0,01 0,01
Vitamina B12 0,01 0,01
Glucosa 30,00 5,00
MOPS 30,00 0,00
NH4OH 28% Ajustado a pH 6,8 Ajustado a pH 6,8

Tabla 7: Composicion de medio mineral de precultivo semicontinuo (F1)

Compuesto Concentracion (g.I”)
Zn(CH3CO0),.H.0O 0,0104
CuCl2.2H.0 0,0012
MnCl,.4H.0 0,0120
CoCl».6H.0 0,0020
H3BO3 0,0024
Na;MoO4.2H,0 0,0020
Citrato de Fe(lll) H.O 0,0424
EDTA 0,0067
MgSO4 5,00
(NH4)2S04 8,30
Na;SO4 8,90
(NH4)2S203 24,80
Tiamina 0,01
Glucosa 500,00
Vitamina B12 0,01
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NH;OH 28%

Ajustado a pH 6,8

Tabla 8: Composicion de medio mineral de cultivo discontinuo (B2)

Compuesto Concentracion (g.I”)
Zn(CH3C00)3,2H,0 0,0130
CuCl2,2H,0 0,0015
MnCl2,4H.0 0,0150
CoCl,,6H,0 0,0025
H3BO3 0,0030
NazMoO4,2H,0 0,0025
Citrato de Fe(lll) H.O 0,1064
EDTA 0,0084
MgS0O,,7H20 1,00
CaCl,,2H,0 0,08
Acido citrico 1,70
KH2PO4 2,97
K2HPO4,3H0 1,65
(NH4);HPO4 0,72
(NH4)2S203 3,74
Tiamina 0,01
Vitamina B12 0,01
Biotina 0,10
Glucosa 10

NH;OH 28%

Ajustado a pH 6,8

Tabla 9: Composicion de medio de cultivo semicontinuo (F2)

Compuesto Concentracion (g.I”)
Zn(CH3C0O0),,2H,0 0,0104
CuCl2,2H,0 0,0012
MnCl2,4H.0 0,0120
CoCl,,6H,0 0,0020
H3BO3 0,0024
NazMoO4,2H,0 0,0020
Citrato de Fe(lll) H.O 0,0524
EDTA 0,0067

MgSO4 5,00
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(NH4)2S203 55,50
Tiamina 0,01
Vitamina B12 0,01
Biotina 0,10
Glucosa 500

Posteriormente, los fermentadores de 2,5 litros (Plerre Guerin) se cargaron con 600 ml de medio minimo (B2) y se
inocularon a una concentracion de biomasa de 2,1 g. I"" con un volumen de precultivo en el intervalo entre 55y 70 ml.

La temperatura del cultivo se mantuvo constante a 37°C y el pH se mantuvo al valor de trabajo (6,8) por adicion
automatica de disoluciones de NH4OH (NH4OH al 10% durante 9 horas y 28% hasta el final del cultivo). La velocidad
de agitacion inicial se ajustdé a 200 rpm durante la fase dlscontlnua y se aumentd hasta 1000 rpm durante la fase
semicontinua. El caudal de aire inicial se ajusté a 40 NI. h™ durante la fase discontinua y se aumenté a 100 NI. h™ al
comienzo de la fase semicontinua. La concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo en valores entre 20 y 40%,
preferiblemente 30% de saturacién, aumentando la agitacion.

Cuando la masa celular alcanzé una concentracion cercana a 5 g. I"", se inicio la fase semicontinua con un caudal
inicial de 5 ml.h™". La disolucion de alimentacion se inyectd durante 14 horas con un perfil sigmoideo con un caudal
creciente que alcanzé 27 ml. h' después de 26 horas. Las condiciones de alimentacién precisas se calcularon
mediante la siguiente ecuacion:

p2

l+€—])3(1—p-1) :

o) = pl+

donde Q(t) es el caudal de alimentacion en ml.h" para un volumen de lote de 600 ml.

Para 14 hora, los parametros eran: p1 = 1,80, p2 = 22,40, p3 = 0,27, p4 = 6,50 y después desde las 14 h a las 26
horas, los parametros eran p1 = 2,00, p2 = 25,00, p3 = 0,40, p4 = 9,00.

Después de 26 horas de fase semicontinua, se detuvo el bombeo de la disoluciéon de alimentacion y el cultivo se
detuvo tras agotarse la glucosa.

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

Tabla 10: Rendimientos de metionina (Ywet) en % de g de metionina por g de glucosa, producida en cultivo
semicontinuo por la cepa 2 y cepa 1. La cepa 2 se cultivd usando diferentes concentraciones de IPTG. Para la
definicion del rendimiento de metionina/glucosa véase mas adelante. DE indica la desviacién estandar para los
rendimientos que se calcularon basandose en varias repeticiones (N = numero de repeticiones)

Cepa Condiciones Y et
Cepa 1 No IPTG (N = 34) 22,06 + 1,02
Cepa 2 IPTG 20 uM en medio discontinuo - IPTG 20 uM en medio semicontinuo (N = 2) 24,13+ 2,31
Cepa 2 IPTG 20 uM en medio discontinuo - IPTG 80 uM en medio semicontinuo (N = 1) 23,11

Como puede verse en la tabla 10, independientemente de la concentracion de IPTG aplicada durante el cultivo de la
cepa 2, la sobreexpresion de ptsG mejora significativamente la produccion de metionina. Una sobreexpresion
constitutiva del gen ptsG en la cepa 2 (condiciones de induccion: IPTG 20 uM en medio discontinuo - IPTG 20 uyM en
medio semicontinuo) son las mejores condiciones para potenciar el rendimiento de la metionina.

La induccion de la expresion de ptsG se comprobd por gPCR. Los niveles de ARNm de ptsG eran mucho mayores
en las cepas 2 y 3 con IPTG que en la cepa de control 1. Véanse los resultados en la figura 1.

Tras la sobreexpresion de ptsG, la cepa 2 no acumula glucosa durante el cultivo ni al final del mismo. Al contrario, la
cepa 1 que tenia una importacion de glucosa de tipo natural, muestra una fuerte acumulacion de glucosa después
de 25 h de cultivo. La concentracion de glucosa residual alcanza mas de 10 g/l para la cepa 1 y menos de 3 g/l con
la cepa 2.

La mejora de la importacién de glucosa no solo mejora la produccién de metionina, sino que también mejora la
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pureza del producto.

El volumen del reactor se calculé afiadiendo al volumen inicial la cantidad de disoluciones afiadidas para regular el
pH y para alimentar el cultivo y restando el volumen usado para la toma de muestras y la pérdida por evaporacion.

El volumen de la fase discontinua se siguié continuamente pesando la materia prima alimentada. La cantidad de
glucosa inyectada después se calculdé basandose en el peso inyectado, la densidad de la disolucion y la
concentracion de glucosa determinada por el método de Brix ([Glucosal]). El rendimiento de metionina se expresé
como sigue:

Metionina, =V, — Metionina, = Vyx100

Yiner = .
Glucosa consumida e,

El rendimiento maximo obtenido durante el cultivo se presenté para cada cepa.

Siendo Metioninap, y Metionina; respectivamente las concentraciones inicial y final de metionina, y Vo y V; los
volumenes inicial y en el momento t.

La glucosa consumida se calculé como sigue:

Peso alimentado, — Peso alimentado,

Volumen alimentado, = - - — - -
Densidad de la disolucién de alimentacion

Glucosa inyectada; = volumen alimentado; * [Glucosa]
Glucosa consumida; = [Glucosa)o * Vo + Glucosa inyectada - [Glucosa]residual * Vi

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

Ejemplo 11
Produccion de L-metionina por fermentacion en biorreactor con las cepas 15, 17y 18
Las condiciones de precultivo se han descrito antes (ejemplo 10).

Posteriormente, fermentadores de 2,5 litros (Pierre Guerln) se cargaron con 600 ml de medio minimo (B2) y se
inocularon a una concentracion de biomasa de 2,1 g. I"" con un volumen de precultivo en el intervalo entre 55y 70 ml.
La concentracion de fosfato final en el medio discontinuo B2 se ajustd a un valor comprendido entre 0 y 20 mM.

La temperatura del cultivo se mantuvo constante a 37°C y el pH se mantuvo al valor de trabajo (6,8) por adicion
automatica de disoluciones de NH4OH (NH4OH al 10% durante 9 horas y 28% hasta el final del cultivo). La velocidad
de agitacion inicial se ajustdé a 200 rpm durante la fase dlscontlnua y se aumentd hasta 1000 rpm durante la fase
semicontinua. El caudal de aire inicial se ajustd a 40 NI. h™ durante la fase discontinua y se aumenté a 100 NI. h™ al
comienzo de la fase semicontinua. La concentracion de oxigeno disuelto se mantuvo en valores entre 20 y 40%,
preferiblemente 30% de saturaciéon, aumentando la agitacion. Se afiadié IPTG al medio discontinuo y semicontinuo
cuando era necesario en una concentracion final 20 uM Cuando era necesario se anadleron antibiéticos en una
concentracion de 50 mg. I para la kanamicina, 30 mg. I para el cloranfenicol y 10 mg. I para la gentamicina.

Cuando la masa celular alcanz6 una concentracion cercana a 5 g. I"", se inici6 la fase semicontinua con un caudal
inicial de 5 ml.h™. La concentracion final de fosfato del medio F2 se ajusto a un valor comprendido entre 5 y 30 mM
para alcanzar una limitacion de fosfato durante el cultlvo La disolucion de alimentacion se inyecté con un perfil
sigmoideo con un caudal creciente que alcanzé 27 ml. h' después de 26 horas. Las condiciones de alimentacién
precisas se calcularon mediante la ecuacion:

p2
o) = pl+ T2 ol

donde Q(t) es el caudal de alimentacion en ml.h’ para un volumen de lote de 600 ml, con p1 = 1,80, p2 = 22,4, p3 =
0,27, p4 = 6,50. Este caudal se aumenté de 10 a 50% preferiblemente 30% a lo largo de todo el cultivo.

Después de 26 horas de fase semicontinua, se detuvo el bombeo de la disoluciéon de alimentacion y el cultivo se
detuvo tras agotarse la glucosa.

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

Tabla 11: Tasa especifica de consumo de glucosa (gs), rendimientos de metionina maximo vy final producida en el
cultivo semicontinuo por las cepas 17 y 18. Los rendimientos de las cepas se comparan con la cepa de referencia
15. El simbolo ~ indica un aumento del parametro menor de 5%, mientras que el simbolo + indica una mejora mayor
de 5%.

Cepa Cepa 15 Cepa 17 Cepa 18
Numero de repeticiones n=1 n=4 n=2
gs (mmol.g".h™) referencia + +
Rendimiento de metionina maximo (g.g”) referencia ~ +
Rendimiento de metionina final (g.g”") referencia + ~

La tasa especifica de consumo de glucosa (gs) aumentd tras la eliminacion del gen dgsA asociado o no a la
sobreexpresion de ptsG. Ademas, los rendimientos de la produccion de metionina (tanto maximo como final)
aumentaron con estas modificaciones genéticas.

Para las definiciones de rendimientos de metionina, véase el ejemplo 10 anterior.
La tasa especifica de consumo de glucosa (gs) se calculé como sigue:
glc consumida, — glc consumida,

(t-(t-1) % [x].

donde [X] era la concentracion celular en el tiempo t.

q. =
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ccogettatta tcacttattc aggegtagca accaggcegtt taagggcacc aataactgcec

ttaaaaaaat taggtggegg tacttgggtc gatatcaaag tgcatcactt cttcccgtat
gcccaacttt gtatagagag

<210> 8

<211>140

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 8
tgaaataaga tcactaccgg gcgtattttt tgagttatcg agattttcag gagctaagga

agctaaaatyg ttacgeagea goaacgatgt tacgeageag ggcagtogee ctaaaacaaa

gttaggtgge tcaagtatgg

<210>9

<211>23

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 9
ggacgcaaaa agaaacgcca gtg 23

<210> 10

< 211> 51

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial
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ES 2 654 589 T3

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 10
gtcattatcc agatcatacg ttcccttttt aaactgacgc atggggcacc ¢ 51

<210> 11

<211>60

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 11
gaagcaaggg ggtgccccat gecgtcagttt aaaaagggaa cgtatgatct ggataatgac

<210> 12

< 211> 53

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 12
ggaataggaa ctaaggagga tattcatatg tcaaacgtct ttaacctttg cgg 53

<210> 13

< 211> 61

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 13

60

gcattatttt taaccgcaaa ggttaaagac gtttgacata tgaatatcct ccttagttce

t

<210> 14

< 211> 140

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 14

attgggctta ccttgcagca cgacgacgcee attgeccgett atgaagcaaa acaacctgeg

tttatgaatt aatcccettg ccecggtcaaa tgaccggget ttcoccgectatce gtccacgtca

tgtaggctgg agctgectteg

<210> 15

<211>20

< 212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucleétido

<400> 15
gatgggatgg ctggcaaagt 20

<210> 16
<211>24

36

60

6l

60

120

140
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<212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido

<400> 16

cgagttttgc tgacatcttc tacg

<210> 17
<211>753
<212> ADN

< 213> secuencia artificial

<220>

< 223> TTO7 region

<400> 17
taaggaggtt

gtattaccgg
cggaacaggg
cgtatctget
gttatgaaaa
aaaaatatga
gtgtgattgg
ccgataaaat
atctggatgg
ttgtggatag
gtecgatgtt
ttgaatatca
cacactggct
<210> 18

<211> 1434
<212> ADN

ataaatggaa
caccctgaat
tegtatgace
gtctecatgtt
tcegtttetg
agatggtggt
tgattttaaa
tattcgeage
tagectttacce
ccatatgecat
tgecatttegt
gcatgccettt

cacctteggyg

< 213> Escherichia coli

ES 2 654 589 T3

24

tctgatgaaa
ggtgttgaat
aataaaatga
atgggctatg
catgccatta
gttctgeatg
gttatgggeca
aatgeccaccyg
cgtaccttta
tttaaaagcg
cgtgtggaag
aaaacaccgg

tgggecttte

geggtetgee
ttgaactggt
aaagcaccaa
gettttatea
ataatggtgg
ttagctttag
ccggttttee
ttgaacatct
gcctgogtga
ccattcatcc
aagatcatag
atgcagatgc

tgc

37

tgcaatggaa
tggtggtggt
aggtgcactg
ttttggecace
ctataccaat
ctatcgttat
ggaagatage
gcaccegatg
tggtggttat
gagcattctg
caataccgaa

cggtgaagaa

attgaatgtc
gaaggtacac
acctttagee
tateccgageg
acccgeattyg
gaagccggte
gtgattttta
ggtgataatg
tatagcagcg
cagaacggtg
ctgggecattg

taagtatact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

753
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<400> 18
atgtttaaga

tcecgtactge
cacgecgttyg
ctgatttttg
gcecgcagttg
ctgeatttac
gggattatct
cctgagtatc
gccatcttta
accttctcte
atcgaacgtt
cagattggtg
atggcgggtyg
ctgecagetg
ggcggtatta
gagttctcct
ctggecattee
ctgatcgact
ggtatcggtt
ctgaaaacge
atggcaccgg
tgtattacce
aagaaactgg
actaaatccg
<210>19

<211>32
<212> RNA

atgcatttgc
ctatcgecagg
tatcgeatgt
cgatcggtgt
ttgectatgg
ctgotgaaga
ccggtgegat
ttggcttctt
ctggcgttgt
agtgggetgco
gcctggtace
aatacaccaa
acccgactgc
ccgcaattge
tgatctcege
tcatgttegt
caatctgtat
tcatcgttct
atgcgattgt
cgggtcegtga
ctctggttgce
gtectgegegt
gcgcageggy

ataacctgaa

< 213> Escherichia coli

<400> 19

ES 2 654 589 T3

taacctgecaa
tattctgectg
tatggcagaa
cgcecctcegge
catcatggtt
aatcgectet
cgcagcgtac
tgccggtaaa
gctgtecette
ttaccagaac
gtttggtctg
cgcagcaggt
gggtaaactg
tatctggeac
ggcgctgace
tgcgecgate
tettetgggg
gtctggtaac
ttactacacc
agacgcgact
tgcatttggt
cagegttget
cgtagtggtt

aaccgagatg

gcacccauac ucaggagcac ucucaauuau gu

<210> 20
<211> 227
<212> ADN

< 213> Escherichia coli

<400> 20

gatgaagcaa gggggtgccoc catgecgtcag

aagttgtget ggttgegttg gttaagegtce

atgcagtggg atgaccgcaa ttctgaaagt

ttggtgtaaa atcacccgcc agcagattat

aaggtcggta
ggcgteggtt
gcaggeggtt
tttaccaata
aaaaccatgg
aaacacctgg
atgtttaacc
cgctttgtgce
atttggccge
ccggtagttg
caccacatct
caggttttce
tctggtgget
tctgetaaac
tcgttcctga
ctgtacatca
atgegtgacyg
agcagcaaac
atcttccgeg
gaagatgcaa
ggtaaagaaa
gatgtgtecta
getggttetg

gatgagtaca

32

ttttatcage
ccacaacgat
tgacttgect

acctgctggt

38

aatcgectgat
ccgecgaattt
cegbotttge
acgatggegt
ccgtggttge
cggatactgg
gtttctaccg
cgatcatttc
cgattggttc
cgtttggeat
ggaacgtacc
acggcgacat
tcctgttcaa
cagaaaaccg
ccggtatcac
tccacgcegat
gtacgtegtt
tgtggectgtt
tgctgattaa
aagcgacagyg
acattactaa
aagtggatca
gtgttecagge

tcecgtaacca

actattttac
taaccatget
gcatcatgtg

ttttttt

gctgeceggta
cagctggetg
aaacatgcca
atcegegetg
gcoccactggta
cgtactegga
tattaagctyg
tggcectgget
tgcaatccag
ttacggtttc
tttccagatyg
tcegegttat
aatgtacggt
cgcgaaagtg
cgagccgatc
tetggecagge
ctegecacggt
coccgategte
agcactggat
taccagcgaa
cctcgacgca
ggccggectyg
gattttoggt

ctaa

cgogacagoeqg
tgaaggactyg

tgactgagta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1434
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<210> 21
<211>132
<212> ADN

< 213> Escherichia coli

<400> 21

ES 2 654 589 T3

atgcgtcagt tttatcagca ctattttacc gcocgacagcga agttgtgetg gttgcgttgg

ttaagcegtce cacaacgatt aaccatgett gaaggactga tgecagtggga tgaccgeaat

tctgaaagtt

<210> 22
<211> 1221
<212> ADN

ga

< 213> Escherichia coli

<400> 22
gtggttgotg

gtttategee
caactggctc
caagagcetgg
gaaactgaag
ctgogegate
gacttgccat
aaaaaacttg
aatggtattyg
gogetggage
atggcagagg
gatcacaacg
agtctegtgg
aatcacggct
cgtcttaatc
tgtcaggcgg
catgtecggge
ggctcaccgt
cagcaggccc
cagggcacga
attegtcetgt
<210> 23

<211> 41
<212> ADN

aaaaccagcc
tgattgatca
ctgccagtat
aaatcaaaga
cctggecacta
tgagecageaa
tgetggatceg
agegtctaac
tacatecgeat
agcatacegy
ccettgtttgg
tgggggeggy
aaataggcca
gcctogaaac
aatccatgag
cattgcgegg
gcattcttge
taagtaaage
ttecctgegta
tggecaggege

tgcagggtta

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Oligonucledtido

<400> 23

cgtaggcgcc ggtaccgacc tcaatatcga cccagctacg ¢

tgggcacatt
gettggteca
cactaaaatt
agcggggaac
totttotetg
actggtggtyg
tattatttce
ttcgattgee
gecgttetac
cgttocggtt
tgcctecacge
cgtcattacec
cacacaggtc
catcgccagco
ctcgatgtta
cgatctactg
catcatggtg
ggcagatate
tagtcagcac
tgcactggta

a

gatcaaataa
gteteogegta
gtcecgtgaga
cgtggecgte
cgeattagte
gaagagtege
catatcgatc
ataaccttgc
gaggatgtaa
tatattcage
ggggcgegeg
gatggtcatce
gacccgtatg
gtggacagta
catggacaac
gcaaaagaca
aatttattta
ctcttecoegg
atcagcgttg

aaagacgcga

39

41

agcagaccaa
togatottte
tgctcgaage
cggeggtggg
gcggggagat
aggaactgge
agttttttat
cgggaattat
aagagatgoc
atgatatcag
atgtgatteca
tgctacacgce
ggaaacgctg
ttecttgaget
cgttaaccgt
tcattacegg
acccacaaaa
tcatctcaga
agagtactca

tgtataacgg

cgcgggcgcg
cogtotggeg
acacctggtg
gctggtggtt
tttecttget
gttaaaagat
ccgccaccag
tgatacggaa
geteggegag
cgoatggacy
ggtggttatc
aggcagcagt
ttattgeggg
ggcacagetqg
ggactcattg
ggtgggcgeg
aatactgatt
cagcatcegt
gttttctaac

ttotttgttyg

60

120

132

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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900
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<210> 24

<211>95

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 24

ES 2 654 589 T3

gcttgtatac aacagataaa acgaaaggcc cagtctttcg actgagectt tcgttttatt

tgatgcattg aaatgctcat agggtategg gtege

<210> 25

<211>90

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 25

agactgggcc tttcgtttta tctgttgtat acaagcttaa ttaacctagg gcccgggcgg

atcegtgagt gatgtgaaag cctgacgtgg

<210> 26

<211>42

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 26

cgtaggcgcc ggtacccgaa ctgcactaag taacctcttc gg 42

<210> 27

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 27

tccceegggg tataccatat gaatatcctc cttag 35

<210> 28

<211>30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 28
gcccaagctt tgtaggcetgg agctgctteg

<210> 29

<211>140

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido
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40

60

95

60

S0



ES 2 654 589 T3

<400> 29
cgtagttaac ttaattaaga gctgttgaca attaatcatc cggctcgtat aatgbtgtgga 60

aggtggagtt atctcgagtg agatattgtt gacgtaagga ggttataaat gcccatatce 120

10

15

20

25

30

35

40

aagatactcg ttgccaatcg

<210> 30

< 211> 82

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 30

cgacccgggce ctagggcaga aaggcccacc cgaaggtgag ccagtgtgag cggccgctca

tecgoegtaa accgeocagea gg

<210> 31

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 31
gccgattttg tcgtggtggce 20

<210> 32

<211> 22

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 32
gccggttatc catcaggttc ac 22

<210> 33

<211> 39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 33
ctgaggccta tgcatggaat gcaatcgtag ccacatcgc

<210> 34

<211>94

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 34

gcttgtatac aacagataaa acgaaaggcc cagtctttcg actgagectt tegttttatt

tgatggetgg aaaaaccttyg ttgagagtgt ttge

<210> 35
<211>98

41

140

60

82

60

94
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< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 35
agactgggcc tttcgtttta tctgttgtat acaagcttaa ttaacctggg ccctcgecccg

ggeggatcaceg gtaategaac gattattett taategee

<210> 36

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 36
ctgaggccta tgcatgcgga ttcgttggga agttcaggg 39

<210> 37

<211>128

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 37
ctctagaact agtttatctc tggeggtgtt gacataaata ccactggegg ttatactgag

cacagtcgac gttaacacge gttaaggagg ttataaatgc ccatatccaa gatactegtt

gccaatcg

<210> 38

< 211> 81

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 38
tcgagcccgg ggcagaaagg cccacccgaa ggtgagccag tacgtaagta ctttaattaa

tcatcegecg taaacegeca g

<210> 39

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 39
gcccaccagce gaaccaattg 20

<210> 40

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

42
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15

<400> 40
gtaaacgtgg tgccatcggg

<210> 41

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 41
cctggcaaat aacccgaatg

<210> 42

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Oligonucledtido

<400> 42
cccattcaga gagtggacgc

20

20

20
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REIVINDICACIONES
1. Un microorganismo recombinante para la produccion de metionina mejorada que comprende:
a) modificaciones para producir metionina a partir de glucosa como fuente principal de carbono por fermentacion,

b) modificaciones para mejorar la importacion de glucosa por sobreexpresion del gen ptsG que codifica la enzima del
PTS IICB®° y eliminacion del gen dgsA, y

c) en donde se atenua la expresion de al menos uno de los siguientes genes: metJ, pykA, pykF, purU, yncA o udhA.

2. El microorganismo de la reivindicacién 1, en donde el gen ptsG es sobreexpresado bajo el control de un
promotor inducible o constitutivo.

3. El microorganismo de la reivindicacion 2, en donde el gen ptsG no contiene la secuencia del sitio de unién para
el ARN pequefio sgrS.

4. El microorganismo de las reivindicaciones 1 o 3, en donde se atenua la expresion del gen sgrS y/o sgrT.

5. El microorganismo de la reivindicacion 4, en donde se elimina el gen sgrS y/o sgrT.

6. El microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde se potencia la expresion de al
menos uno de los siguientes genes: pyc, pntAB, cysP, cysU, cysW, cysA, cysM, cysd, cysl, cysH, gcvT, gcvH, gevP,
Ipd, serA, serB, serC, cysE, metF, metH, thrA, un alelo de metA que codifica una enzima con menor sensibilidad por

retroalimentacion a la S-adenosilmetionina y/o metionina (MetA*), o un alelo de thrA que codifica una enzima con
menor inhibicién por retroalimentacion de treonina (thrA*).

7. El microorganismo de la reivindicacion 6, en donde al menos uno de dichos genes potenciados esta bajo el
control de un promotor inducible.

8. El microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde:
a) el gen pstG no contiene el sitio de unién del ARNp sgrS y/o se elimina el gen sgrS y/o se elimina el gen sgrT,;

b) se potencia la expresion de los genes metA*, metH, cysPUWAM, cysJIH, gcvTHP, metF, serA, serB, serC, cysE,
thrA™y pyc;y

c) se atenua la expresion de los genes metdJ, pykA, pykF, purU'y yncA.

9. El microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho microorganismo es de la
familia de bacterias Enterobacteriaceae o Corynebacteriaceae.

10. El microorganismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho microorganismo es
Escherichia coli.

11. Un método para la produccion fermentativa de metionina o derivados de metionina, que comprende las etapas
de:

a) cultivar el microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en un medio de cultivo
adecuado que comprende una fuente de carbono fermentable que contiene glucosa y una fuente de azufre, y

b) recuperar la metionina o derivados de metionina del medio de cultivo.
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