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DESCRIPCION
Sensores para la deteccién de metabolitos intracelulares

La presente invencion se refiere a una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje,
a un procedimiento para identificar una célula con concentracion intracelular elevada de un metabolito determinado,
a un procedimiento para la produccion de una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo
salvaje con produccién optimizada de un metabolito determinado, a una célula obtenida mediante este
procedimiento, a un procedimiento para la produccién de metabolitos asi como a un procedimiento para la
produccion de una mezcla.

Los metabolitos producidos mediante microbiologia son de gran interés econémico. Asi, aminoacidos tal como L-
lisina, L-treonina, L-metionina y L-tript6fano como aditivo para piensos, L-glutamato como aditivo para condimentos,
L-isoleucina y L-tirosina en la industria farmacéutica, L-arginina y L-isoleucina como medicamento o L-glutamato, L-
aspartato y L-fenilalanina como sustancia de partida para la sintesis de productos quimicos nobles. Otro ejemplo de
un metabolito relevante desde el punto de vista técnico es oxoglutarato, que se emplea como complemento
alimenticio o como etapa previa de argenina-alfa-cetoglutarato, que promueve la liberacion de hormonas de
crecimiento e insulina.

Un método preferido para la produccion de metabolitos de este tipo es la produccion biotecnolégica por medio de
microorganismos. En particular en la produccion de aminoacidos pueden obtenerse de esta manera directamente la
forma biolégicamente activa y opticamente activa del metabolito respectivo y ademas también pueden utilizarse
materias primas sencillas y econémicas. Como microorganismos se utilizan por ejemplo Corynebacterium
glutamicum, sus parientes ssp. flavum y ssp. lactofermentum (Liebl et al., Int. J System Bacteriol. 1991, 41: 255 a
260) o también Escherichia coli y bacterias relacionadas.

En la produccion de los metabolitos descritos anteriormente de manera microbioldgica se modifica habitualmente
mediante mutaciones la regulacién de la biosintesis del metabolito respectivo, de modo que lo producen a través de
la demanda de energia y lo expulsan al medio. Asi, por ejemplo el documento WO-A-2005/059139 divulga la
produccion de L-lisina por medio de una cepa de Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingenieria
genética, en la que se consigue una produccion elevada de L-lisina mediante una mejora de la metabolizacion a
través de la ruta metabodlica de pentosafosfato. En el documento WO-A-97/23597 se consigue un aumento de la
produccion de aminoacidos tal como L-lisina en microorganismos por que se aumenta la actividad de portadores de
exportacion que expulsan estos aminoacidos fuera de la célula.

Superproductores de este tipo se obtienen habitualmente mediante la busqueda de mutantes que producen el
metabolito en cantidad especialmente grande. Esta busqueda se denomina “screening” (seleccion). En la seleccion
se inducen en una cepa de partida, en la mayoria de los casos por medio de mutagenos quimicos o fisicos
habituales (por ejemplo MNNG o UV) mutaciones al azar (mutagénesis no dirigida) y se seleccionan mutantes con
métodos microbioldgicos habituales. Otra posibilidad de la provision de superproductores de metabolitos consiste en
reforzar determinadas rutas sintéticas mediante sobreexpresiones dirigidas de genes o deleciones o evitar rutas de
sintesis concurrentes.

En este sentido es problematico, no obstante, que en particular en la mutagénesis no dirigida en una coleccion de
células es dificil detectar en cuales de las células ha tenido lugar una mutacién, que ha llevado a una sintesis
intracelular reforzada del metabolito que se encuentra en el foco. Los procedimientos de seleccién necesarios para
ello requieren mucho tiempo y son muy caros.

Smolke et al. (Appl Microbiol Biotechnol. (2001), Vol. 57 (5-6), paginas 689-696) describen el efecto de la
homogeneidad de la induccion de transcripcion y la estabilidad del transcrito sobre la expresion de dos genes en un
operén construido.

Vesala et al. (World Journal of Microbiology and Biotechnology (2008), Vol. 24 (3), paginas 353-359) describen el
desarrollo de un sensor de fluorescencia de células completas verde para la determinacién cuantitativa de lisina.

Chavola et al. (Applied Microbiology and Biotechnology (2007), Vol. 76 (1), paginas 91-99) describen la
cuantificacion de la cantidad de lisina en pienso que contienen proteinas con el uso de un sensor de fluorescencia
verde de células completas de E.coli.

Li et al. (Biotechnol. Bioeng. (2000), Vol. 70 (2), paginas 187-196) describen el uso de una proteina de fluorescencia
verde (GFP) para examinar la regulacion del promotor de GAL-1 inducible por galactosa en la cepa de levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Ye et al. (Applied Microbiology and Biotechnology (2000), Vol. 54 (1), paginas 90-96) divulgan la construccién de una
levadura modificada mediante ingenieria genética con una emision de fluorescencia verde inducible por glucosa
desde la superficie celular.
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Tailor et al. (Anal Biochem. (2004), Vol. 328 (1), paginas 60-66) describen la construccion de un indicador de gen de
células completas para un bioensayo de fluorescencia de nitrato.

Hilmi et al. (Microbiology (2006), Vol. 152 (5), paginas 1489-1496) tratan de nisina Z, un péptido antimicrobiano
modificado de manera post-traduccional de Lactococcus lactis y la autorregulacion de este péptido mediante nisina
extracelular.

Luers et al. (Eur. J. Cell Biol. (2000), Vol. 79 (9), paginas 653-657) describen la supervisién de una expresion
transgénica en células vivas con el uso de un sistema de promotor inducible de Ecdyson.

La presente invencion se basaba en el objetivo de superar las desventajas que resultan del estado de la técnica en
relacion con la deteccion de células modificadas mediante ingenieria genética, que superproducen un metabolito
determinado.

En particular la presente invenciéon se basaba en el objetivo de proporcionar una célula modificada mediante
ingenieria genética, en la que después de una mutacion pueden identificarse de manera sencilla aquellos mutantes
que provocan una superproduccion de un metabolito determinado, y pueden separarse opcionalmente del resto de
las células.

Un objetivo adicional en el que se basa la presente invencion consistia en indicar un procedimiento para identificar
una célula con concentracion intracelular elevada de un metabolito determinado, que permite de manera
especialmente sencilla y econdmica una identificacion y opcionalmente separacion dirigida de una célula de este tipo
en o a partir de una pluralidad de células, por ejemplo en o a partir de una suspension celular.

También, la presente invencion se basaba en el objetivo de proporcionar una célula con produccién optimizada de
un metabolito determinado, en la que se introducen genes o mutaciones de manera dirigida o se generan mediante
mutaciones dirigidas, que se han identificado mediante el procedimiento de seleccion descrito anteriormente como
ventajosas para una superproduccion de este metabolito.

Una contribucién a la solucién de los objetivos mencionados al principio produce una célula modificada mediante
ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje tal como se define en la reivindicacion 1.

Por el término “metabolito”, tal como se usa en el presente documento, se entendera muy en general un producto
intermedio de una ruta metabdlica bioquimica, siendo de acuerdo con la invencién aminoacidos o derivados de
aminoacido, por ejemplo L-isoleucina, L-leucina, L-valina, L-lisina, L-arginina, L-citrulina, L-histidina, L-metionina, L-
cisteina, L-triptéfano, L-glicina u O-acetil-L-serina, nucledétidos o derivados de nucleétido, por ejemplo xantina, GTP o
diguanosinmonofosfato ciclico, acidos grasos o derivados de acido graso, por ejemplo acil-coenzima A-tioéster,
azucares o derivados de azucar, por ejemplo glucosa, ramnosa, ribulosa-bis-fosfato, beta-D-galactésido o D-
glucosamin-6-fosfato, cetoacidos, por ejemplo oxoglutarato, antibiéticos, por ejemplo tienamicina, avilamicina,
nocardicina o tetraciclinas, vitaminas o derivados de vitamina, por ejemplo biotina o tiaminpirofosfato o alcaloides de
purina, por ejemplo teofilina. Por “derivados” de los metabolitos descritos anteriormente se entienden en particular
aminas, fosfatos o ésteres de los compuestos correspondientes. Metabolitos muy especialmente preferidos son
aminoacidos, en particular un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en L-isoleucina, L-leucina, L-valina,
L-lisina, L-arginina, L-citrulina, L-histidina, L-metionina, L-cisteina, L-triptéfano, O-acetil-L-serina, de manera
especialmente preferente del grupo que consiste en L-lisina, L-arginina, L-citrulina y L-histidina. El metabolito mas
preferido de acuerdo con la invencion es L-lisina.

Por un “tipo salvaje” de una célula se entiende preferentemente una célula cuyo genoma se encuentra en un estado
tal como se ha generado naturalmente mediante la evolucién. El término se usa tanto para la célula completa como
para genes individuales. En la expresion “tipo salvaje” no entran por lo tanto en particular aquellas células o aquellos
genes cuyas secuencias génicas se han modificado al menos en parte mediante los seres humanos por medio de
procedimientos recombinantes.

De acuerdo con la invencion, son células especialmente preferidas aquellas de los géneros Corynebacterium,
Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Candida, Pichia, Kluveromyces, Saccharomyces, Escherichia,
Zymomonas, Yarrowia, Metilobacterium, Ralstonia y Clostridium, prefiriéndose especialmente Brevibacterium flavum,
Brevibacterium lactofermentum, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces lactis, Candida blankii,
Candida rugosa, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium efficiens, Zymonomas mobilis, Yarrowia lipolitica,
Metilobacterium extorquens, Ralstonia eutropha y Pichia pastoris. De acuerdo con la invencion las células mas
preferidas son aquellas del género Corynebacterium y Escherichia, siendo cepas bacterianas muy especialmente
preferidas Corynebacterium glutamicum 'y Escherichia coli.

En particular en el caso en el que el metabolito es L-lisina, las células modificadas mediante ingenieria genética
pueden seleccionarse en particular de células del grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806, Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870, Corynebacterium
melassecola ATCC17965, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539, Brevibacterium flavum
ATCC14067, Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y Brevibacterium divaricatum ATCC14020, y mutantes o
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cepas productoras de L-aminoacidos producidos a partir de los mismos tal como por ejemplo la cepa productora de
L-lisina Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709, Brevibacterium flavum FERM-P 1708, Brevibacterium
lactofermentum FERM-P 1712, Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463, Corynebacterium glutamicum FERM-P
6464 y Corynebacterium glutamicum DSM 5715 o tal como por ejemplo la cepa productora de L-metionina
Corynebacterium glutamicum ATCC21608. Como ejemplos de cepas adecuadas de Escherichia coli se mencionan
Escherichia coli AJ11442 (véase el documento JP 56-18596 y el documento US 4.346.170), la cepa de Escherichia
coliVL611 y la cepa de Escherichia coliWC 196 (véase el documento WO-A-96/17930).

Las células modificadas mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje de acuerdo con la invencion se
caracterizan ahora por que incluyen una secuencia génica que codifica para un productor de autofluorescencia,
dependiendo la expresién de esta proteina autofluorescente de la concentracion intracelular de un metabolito
determinado.

Como secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente se tienen en cuenta todas las secuencias
génicas conocidas por el experto, que codifican para una proteina autofluorescente. Se prefieren especialmente
secuencias génicas que codifican para proteinas fluorescentes del género Aequora, tal como la Green Fluoroescent
proteina (proteina fluorescente verde) (GFP), y variantes de la misma, que fluorescen en otro intervalo de longitud
de onda (por ejemplo Yellow Fluoroescent proteina (proteina fluorescente amarilla), YFP; Blue Fluoroescent proteina
(proteina fluorescente azul), BFP; Cian Fluoroescent proteina (proteina fluorescente cian), CFP) o cuya
fluorescencia esta intensificada (enhanced GFP o EGFP (potenciada), o EYFP, EBFP o ECFP). Asi mismo, pueden
usarse de acuerdo con la invencidon también secuencias génicas que codifican para otras proteinas
autofluorescentes, por ejemplo DsRed, HcRed, AsRed, AmCian, ZsGreen, AcGFP, ZsYellow, tal como se conocen
de BD Biosciences, Franclin Lakes, EE.UU.

La caracteristica, segun la cual la expresion de la proteina autofluorescente depende de la concentracion intracelular
de un metabolito determinado y por lo tanto puede controlarse mediante la célula en funcién de esta concentracion
de metabolito, puede realizarse ahora de acuerdo con la invencién de distinta manera.

De acuerdo con una primera forma de realizacion particular de la célula de acuerdo con la invencién el control de la
expresion de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente tiene lugar en funcion de la
concentracion intracelular del metabolito determinado a nivel de la transcripcién. En funcién de la concentracion
intracelular del metabolito respectivo se forma por consiguiente mas o menos ARNm que puede traducirse en los
ribosomas con la formacién de la proteina autofluorescente.

En relacion con esta primera forma de realizacion particular de la célula de acuerdo con la invencién, el control de la
expresion a nivel de la traduccion puede tener lugar por que la secuencia génica que codifica para la proteina
autofluorescente se encuentra bajo el control de un promotor heterélogo, que en el tipo salvaje de la célula controla
la expresion de un gen, cuya expresion en la célula de tipo salvaje depende de la concentracion intracelular de un
metabolito determinado. También la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente puede
encontrarse bajo el control de un promotor, que se deriva de un promotor de este tipo.

La formulacién “bajo el control de un promotor heterélogo” indica que el promotor naturalmente, en particular en la
célula de tipo salvaje, a partir de la que se aislé la secuencia de promotor y opcionalmente se modific6 mediante
ingenieria genética para el aumento adicional de la eficiencia del promotor, no regula la expresion de la secuencia
génica que codifica para la proteina autofluorescente. En este contexto la formulacion “que se deriva de un promotor
de este tipo”, significa que el promotor contenido en la célula modificada mediante ingenieria genética, que regula la
expresion de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente, no debe ser un promotor que de
deba estar contenido en una célula de tipo salvaje con idéntica secuencia de acido nucleico. Mas bien, esta
secuencia de promotor puede haberse modificado con el fin de aumentar la efectividad de promotor por ejemplo
mediante insercion, delecion o intercambio de bases individuales, por ejemplo mediante palindromizacion de
secuencias de acido nucleico individuales. Tampoco el promotor, que regula la expresion de la secuencia génica que
codifica para la proteina autofluorescente, no debe ser obligatoriamente un promotor o derivarse de un promotor que
esta contenido en el genoma de la célula modificada mediante ingenieria genética en si. No obstante, puede resultar
totalmente ventajoso cuando el promotor es un promotor o se deriva de un promotor que estan contenido en el
genoma de la célula modificada mediante ingenieria genética en si, pero alli controla la expresion de un gen, cuya
expresion depende de la concentracién intracelular de un metabolito determinado.

La secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente se encuentra en esta forma de realizacion de la
célula de acuerdo con la invencion bajo el control de un promotor. La expresion “bajo el control de un promotor’ ha
de entenderse a este respecto preferentemente de modo que la secuencia génica que codifica para la proteina
autofluorescente esta funcionalmente enlazada con el promotor. Funcionalmente enlazados estan el promotor y la
secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente, cuando estas dos secuencias asi como
opcionalmente elementos reguladores adicionales, tal como por ejemplo un terminador, estan dispuestos
secuencialmente de tal manera que cada uno de los elementos reguladores puede cumplir su funciéon en la
expresion transgénica de la secuencia de acido nucleico. Para ello no es necesario un enlace directo en el sentido
quimico. Las secuencias control genéticas, tal como por ejemplo secuencias enhancer, pueden ejercer su funcion
también desde posiciones mas alejadas o incluso desde otras moléculas de ADN sobre la secuencia diana. Se
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prefieren disposiciones en las que la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente se posiciona
por detras (es decir, en el extremo 3’) de la secuencia de promotor, de modo que ambas secuencias estan unidas
covalentemente entre si. Preferentemente, a este respecto la distancia entre la secuencia génica que codifica para la
proteina autofluorescente y la secuencia de promotor es menor de 200 pares de bases, de manera especialmente
preferente menor de 100 pares de bases, de manera muy especialmente preferente menor de 50 pares de bases.
También es posible que la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente y el promotor estén
enlazados entre si funcionalmente, de tal manera que entre estas dos secuencias génicas se encuentre aun una
secuencia parcial del gen homélogo (es decir, aquel gen, cuya expresion en la célula de tipo salvaje se regula por el
promotor). En el caso de la expresion de un constructo de ADN de este tipo se obtiene una proteina de fusién a
partir de la proteina autofluorescente y la secuencia de aminoacidos que se codifica por la secuencia parcial
correspondiente del gen homodlogo. La longitud de tales secuencias parciales del gen homdlogo no son criticas
siempre que no se perjudique considerablemente la funcionalidad de la proteina autofluorescente, es decir, su
propiedad de fluorescer con la excitacion con luz de una longitud de onda determinada.

Ademas del promotor y de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente, la célula de acuerdo
con la invencién de acuerdo con esta configuracion particular, puede comprender también una secuencia génica que
codifica para el regulador, siendo el regulador preferentemente una proteina que interacciona de algin modo con el
metabolito y el promotor y de esta manera influye en la afinidad de union de la secuencia de promotor a la ARN
polimerasa. La interaccion entre el regulador y la secuencia de promotor depende a este respecto de la presencia
del metabolito. Por regla general, el metabolito se une a zonas funcionales determinadas del regulador y provoca de
esta manera una variacion de conformacion del regulador, que repercute en la interaccion entre el regulador y la
secuencia de promotor. El regulador puede ser a este respecto en principio un activador o un represor.

Como promotores se tienen en cuenta de acuerdo con la invencion en principio todos los promotores que controlan
normalmente, a través de un enlace funcional, la expresion de un gen, cuya expresion depende de la concentracion
intracelular de un metabolito determinado. De manera muy especialmente preferente, en el caso del promotor se
trata de un promotor que controla normalmente la expresion de un gen cuya expresion depende de la concentracion
intracelular de un metabolito determinado y que codifica una proteina que permite la disminucion de la concentracion
intracelular de un metabolito o bien a través de una reaccién quimica del metabolito o bien a través de la expulsion
del metabolito de la célula. Por lo tanto, esta proteina es o bien una enzima que cataliza la conversién del metabolito
en un producto metabdlico distinto del metabolito, o bien, un transportador activo o pasivo, que cataliza el flujo de
salida del metabolito a partir de la célula.

Ademas, en el caso de los promotores puede tratarse de aquellos promotores que en presencia del metabolito
interaccionan con determinados activadores y asi provocan la expresion de la secuencia génica que codifica para la
proteina autofluorescente, o también promotores, que estan inhibidos por un represor, difundiéndose el represor
mediante interaccion con un metabolito determinado desde el promotor, mediante lo cual se elimina la inhibicion y se
provoca la expresion de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente.

A continuacion se describen en detalle ejemplos adecuados de células de acuerdo con la invencién de esta primera
forma de realizacion particular. Sin embargo, cabe destacar en este punto que la presente invencién no esta limitada
a los ejemplos siguientes, que entran en la primera forma de realizacion particular de la célula de acuerdo con la
invencion.

Asi, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de realizacion,
puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Pseudomonas putida modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica
para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de bkd (con respecto al regulador
de BkdR en Pseudomonas putida véase por ejemplo J. Bact., 181 (1999), paginas 2.889-2.894, J. Bact., 187 (2005),
pagina 664). En este caso, una concentracion intracelular elevada de L-isoleucina, L-leucina, L-valina o D-leucina
lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula de este tipo presenta, ademas del promotor de bkd
y la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente
preferentemente también una secuencia génica que codifica para el regulador de BkdR (branched-chain keto acid
dehidrogenase regulatory protein). La secuencia de ADN del promotor de bkd regulado por el regulador de BdkR se
reproduce en la SEQ. ID. N.° 01 y la secuencia del regulador de BkdR en si se reproduce en la SEQ. ID. N.° 02.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Bacillus subtilis modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica para
una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de ackA (con respecto al represor de
CodY véase Mol. Mic. 62 (2006), pagina 811). También en este caso, una concentracion intracelular elevada de L-
isoleucina, L-leucina y L-valina lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula de este tipo
presenta ademas del promotor de ackA y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor
para una proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica para el represor de
CodY. La secuencia de ADN del promotor de ackA regulado por el activador de CodY esta reproducida en la SEQ.
ID. N.° 03 y la secuencia del activador de CodY en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 04.
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También en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Pseudomonas putida modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica
para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de mdeA (con respecto al
regulador de MdeR véase J. Bacteriol., 179 (1997), pagina 3.956). En este caso, una concentracion intracelular
elevada de L-metionina lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula de este tipo presenta
ademas del promotor de mdeA y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una
proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica para el regulador de MdeR.
La secuencia de ADN del promotor de mdeA regulado por el regulador de MdeR esta reproducida en la SEQ. ID. N.°
05 y la secuencia del regulador de MdeR en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 06.

Ademas en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de brnF (con respecto al
regulador de Lrp en Corynebacterium glutamicum véase J. Bact., 184 (14) (2002), paginas 3.947-3.956). En este
caso una concentracion intracelular elevada de L-isoleucina, L-leucina y L-valina lleva a una expresion de la proteina
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de brnF y de la secuencia génica que se
encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una
secuencia génica que codifica para el regulador de Lrp. La secuencia de ADN del promotor de brnF regulado por el
regulador de Lrp esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 07 y la secuencia del regulador de Lrp en si esta reproducida
en la SEQ. ID. N.° 08.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Escherichia coli modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica para
una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de cysP (con respecto al regulador de
CysB en Escherichia coli véase Mol. Mic., 53 (2004), pagina 791). En este caso una concentracion intracelular
elevada de O-acetil-L-serina lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula de este tipo presenta
ademas del promotor de cysPy de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una
proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica para el regulador de CysB. La
secuencia de ADN del promotor de cysP regulado del regulador de CysB esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 09 y la
secuencia del regulador de Lrp en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 10.

También en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Escherichia coli modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica para
una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de cadB (con respecto al regulador de
CadC en Escherichia coli véase Mol. Mic. 51 (2004), paginas 1.401-1.412). En este caso una concentracion
intracelular elevada de diaminas tal como cadaverina o putrescina lleva a una expresion de la proteina
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de cadB y de la secuencia génica que se
encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una
secuencia génica que codifica para el regulador de CadC. La secuencia de ADN del promotor de cadB regulado por
el regulador de CadC esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 11 y la secuencia del regulador de CadC en si esta
reproducida en la SEQ. ID. N.° 12.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de metY, metK, hom,
cysK, cysl o suuD (con respecto al regulador de McbR en Corynebacterium glutamicum y la secuencia de
promotores, que se regulan por el mismo, véase Mol. Mic. 56 (2005), paginas 871-887). En este caso una
concentracion intracelular elevada de S-adenosilhomocisteina lleva a una expresioén de la proteina autofluorescente.
Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de metY, metK, hom, cysK, cysl o suuD y de la secuencia
génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente
también una secuencia génica que codifica para el regulador de McbR. La secuencia de ADN del promotor de metY
regulado por el regulador de McB esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 13 y la secuencia del regulador de MecR en si
esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 14.

También en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de
Escherichia coli modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica para
una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de argO. En este caso una
concentracion intracelular elevada de L-lisina lleva a una expresién de la proteina autofluorescente. Una célula de
este tipo presenta ademas del promotor de argO y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este
promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica para el
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regulador de ArgP. La secuencia de ADN del promotor de argO regulado por el regulador de ArgO esta reproducida
en la SEQ. ID. N.° 15 y la secuencia del regulador de ArgP en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 16.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con una configuracion
especialmente preferida de la primera forma de realizacién puede tratarse de una célula modificada mediante
ingenieria genética, preferentemente de una célula de Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingenieria
genética, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra
bajo el control del promotor de lysE (con respecto al promotor de lysE y su regulador LysG véase Microbiology, 147
(2001), pagina 1.765). En este caso una concentracion intracelular elevada de L-lisina, L-arginina, L-histidina y L-
citrulina lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor
de IlysE y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteina
autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica para el regulador de LysG. La
secuencia de ADN del promotor de lysE regulado por el regulador de LysG esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 17 y
la secuencia del regulador de LysG en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 18.

En Corynebacterium glutamicum el gen lysE codifica para un portador secundario, que ni a nivel molecular ni a nivel
estructural presenta similitudes con una de las 12 superfamilias de transportadores conocidas, que participan en el
flujo de salida estan de moléculas organicas y cationes. Debido a la funcion novedosa y la estructura extraordinaria
se identificd LysE como primer miembro de una nueva familia de translocadores. Entretanto, a esta familia se asocia
en el marco de la secuenciacion genémica numerosas proteinas, no obstante, hasta el momento, una funcién
mayormente desconocida aun. La familia de LysE, a la que pertenece LysE, forma con la familia de RhtB y la familia
de CadD, la superfamilia de LysE, a la que estan asociados hasta el momento en total 22 miembros. De la familia de
LysE, el exportador de lisina de Corynebacterium glutamicum puede ser el Unico miembro funcionalmente
caracteristico hasta el momento. A nivel genético se regula lysE mediante el regulador LysG (governing L-lysine
export). LysG presenta altas similitudes con proteinas reguladoras bacterianas de la familia de LTTR (LysR type
transcriptional regulador). A este respecto, L-lisina actia como inductor de la transcripcion mediada por LysG de
lysE. Ademas de L-lisina, también los dos aminoacidos basicos L-arginina y L-histidina, asi como L-citrulina son
inductores de la expresion de lysE mediada por LysG.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Escherichia coli modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de fadE o fadBA (con
respecto al regulador de FadR en Escherichia coli véase por ejemplo Mol. Biol., 29 (4) (2002), paginas 937-943). En
este caso una concentracidon intracelular elevada de acil-coenzima A lleva a una expresién de la proteina
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de fadE o fadBA y de la secuencia génica
que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una
secuencia génica que codifica para el regulador de FadR. La secuencia de ADN del promotor de fadE regulado por
el regulador de FadR esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 19 y la secuencia del regulador de LysG en si esta
reproducida en la SEQ. ID. N.° 20.

También, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Bacillus subtilis modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de fadM (con respecto al
regulador de FabR en Bacillus subtilis véase por ejemplo J. Bacteriol., 191 (2009), paginas 6.320-6.328). También
en este caso, una concentracion intracelular elevada de acil-coenzima A lleva a una expresién de la proteina
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de fadM y de la secuencia génica que se
encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una
secuencia génica que codifica para el regulador de FabR. La secuencia de ADN del promotor de fadM regulado por
el regulador de FabR esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 21 y la secuencia del regulador de FabR en si esta
reproducida en la SEQ. ID. N.° 22.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Escherichia coli modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de rhaSR, rhaBAD o rhaT
(con respecto al regulador de RhaR y RhaS en Escherichia coli véase por ejemplo J. Bacteriol., 189 (1) (2007), 269-
271). En este caso una concentracion intracelular elevada de ramnosa lleva a una expresion de la proteina
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de rhaSR, rhaBAD o rhaT y de la secuencia
génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente
también una secuencia génica que codifica para el regulador de RhaR o RhaS. La secuencia de ADN del promotor
de rhaSR regulado por el regulador de RhaR esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 23, la secuencia del promotor de
rhaBAD en la SEQ. ID. N.° 24, la secuencia del regulador de RhaR en la SEQ. ID. N.° 25 y la secuencia del
regulador de RhaS en la SEQ. ID. N.° 26.
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También en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la tercera configuracion
puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una célula de Anabaena
sp. modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteina
autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de hetC, nrrA o devB (con respecto al regulador de
NtcA en Anabaena sp. véase por ejemplo J. Bacteriol., 190 (18) (2008), paginas 6.126-6.133). En este caso una
concentracion intracelular elevada de oxoglutarato lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula
de este tipo presenta ademas del promotor de hetC, nrrA o devB y de la secuencia génica que se encuentra bajo el
control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que
codifica para el regulador de NtcA. La secuencia de ADN del promotor de hetC regulado por el regulador de NtcA
esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 27, la secuencia del promotor de nrrA en la SEQ. ID. N.° 28, la secuencia del
promotor de devB en la SEQ. ID. N.° 29 y la secuencia del regulador de NtcA en la SEQ. ID. N.° 30.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Mycobacterium sp. modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de cbbLS-2 o cbbLS-1
(con respecto al regulador de CbbR en Mycobacterium sp. véase por ejemplo Mol. Micr. 47 (2009), pagina 297). En
este caso una concentracion intracelular elevada de ribulosa-bis-fosfato lleva a una expresién de la proteina
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta ademas del promotor de cbbLS-2 o cbbLS-1 y de la secuencia
génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente
también una secuencia génica que codifica para el regulador de CbbR. La secuencia de ADN del regulador de CbbR
esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 31.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Streptomyces cattleya modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de pcbAB (con respecto al
regulador de ThnU en Streptomyces cattleya véase por ejemplo Mol. Micr., 69 (2008), pagina 633). En este caso una
concentracion intracelular elevada de tienamicina lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una célula
de este tipo presenta ademas del promotor de pcbAB y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de
este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica para
el regulador de ThnU. La secuencia de ADN del promotor de pcbAB regulado por el regulador de ThnU esta
reproducida en la SEQ. ID. N.° 32 y la secuencia del regulador de ThnU en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.°
33.

También en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Streptomyces viridochromogenes, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteina
autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de aviRa (con respecto al regulador de AviCl o
AviC2 en Streptomyces viridochromogenes véase por ejemplo J. Antibiotics, 62 (2009), pagina 461). En este caso
una concentracion intracelular elevada de avilamicina lleva a una expresién de la proteina autofluorescente. Una
célula de este tipo presenta ademas del promotor de aviRa y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control
de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica
para el regulador de AviCl y/o AviC2. La secuencia de ADN del promotor de aviRa regulado por el regulador de
AviC1 o AviC2 esta reproducida en la SEQ. ID. N.° 34 y la secuencia del regulador de AviCl o AviC2 en si esta
reproducida en la SEQ. ID. N.° 35.

Ademas, en el caso de la célula modificada mediante ingenieria genética de acuerdo con la primera forma de
realizacion particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingenieria genética, preferentemente de una
célula de Nocardia uniformis modificada mediante ingenieria genética, que comprende una secuencia génica que
codifica para una proteina autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de nocF (con respecto al
regulador de NocR en Nocardia uniformis véase por ejemplo J. Bacteriol. 191 (2009), pagina 1.066). En este caso
una concentracién intracelular elevada de nocardicina lleva a una expresion de la proteina autofluorescente. Una
célula de este tipo presenta ademas del promotor de nocF y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control
de este promotor para una proteina autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica
para el regulador de NocR. La secuencia de ADN del promotor de nocF regulado por el regulador de NocR esta
reproducida en la SEQ. ID. N.° 36 y la secuencia del regulador de NocR en si esta reproducida en la SEQ. ID. N.°
37.

En principio, hay ahora distintas posibilidades de producir una célula de acuerdo con la invencién de acuerdo con la
primera forma de realizacién particular que incluye un promotor descrito anteriormente y un acido nucleico que se
encuentra bajo el control de este promotor, que codifica para una proteina autofluorescente.

Una primera posibilidad consiste por ejemplo en partir de una célula, cuyo genoma comprende ya uno de los
promotores descritos anteriormente y preferentemente una secuencia génica que codifica para el regulador
correspondiente, y entonces introducir una secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente en el
genoma de la célula de tal manera que esta secuencia génica se encuentra bajo el control del promotor.
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Opcionalmente, la secuencia de acido nucleico del promotor en si puede modificarse antes o después de la
integracion de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente en el genoma mediante uno o
varios intercambios de nucledtidos, deleciones de nucledtidos o inserciones de nucleétidos con el fin del aumento de
la efectividad del promotor.

Una segunda posibilidad consiste por ejemplo en introducir en la célula uno o varios constructos de acido nucleico,
que contienen la secuencia de promotor y la secuencia génica que se encuentra bajo el control del promotor, que
codifica para la proteina autofluorescente, pudiendo modificarse también en este caso la secuencia de acido
nucleico del promotor en si mediante uno o varios intercambios de nucleétidos, deleciones de nucleétidos o
inserciones de nucleétidos con fin del aumento de la efectividad del promotor. La insercién del constructo de acido
nucleico puede tener lugar de manera cromosémica o de manera extracromosomica, por ejemplo en un vector de
replicacion extracromosémica. Como vectores son adecuados aquellos que se replican en las cepas bacterianas
respectivas. Numerosos vectores de plasmido conocidos tal como por ejemplo pZ1 (Menkel et al., Applied and
Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554), pEKEx1 (Eikmanns et al., Gene 102: 93-98 (1991)) o pHS2-1
(Sonnen et al.,, Gene 107: 69-74 (1991)) se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros
vectores de plasmido tal como por ejemplo aquellos que se basan en pCG4 (documento US 4.489.160), o pNG2
(Serwold-Davis et al., FEMS Microbiology Letters 66, 119-124 (1990)), o pAG1 (documento US 5.158.891), pueden
usarse de igual manera. Esta enumeracion no es limitante sin embargo para la presente invencion.

Instrucciones para la produccion de constructos de gen que comprenden un promotor y una secuencia génica que
se encuentra bajo el control de este promotor y la introduccién de un constructo de este tipo en el cromosoma de
una célula o la introduccion de un vector de replicacion extracromosémica que comprende este constructo de gen en
una célula son suficientemente conocidas por el experto por ejemplo de Martin et al. (Bio/Technology 5, 137-146
(1987)), de Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), de Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 (1988)),
de Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), del documento EP-A-0 472 869, del documento US 4.601.893, de
Schwarzer y Puhler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), de Remscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology
60, 126-132 (1994)), de LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), del documento WO-A-
96/15246, de Malumbres et al. (Gene 134, 15-24 (1993), del documento JP-A-10-229891, de Jensen y Hammer
(Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)) y de libros de texto conocidos de Genética y de Biologia
Molecular.

De acuerdo con una segunda forma de realizacion particular de la célula de acuerdo con la invencion el control de la
expresion de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente tiene lugar en funcion de la
concentracion intracelular del metabolito determinado por medio de un denominado ribointerruptor (“riboswich”),
pudiendo regularse por medio de un “ribointerruptor” de este tipo la expresion tanto a nivel de la transcripcion como
a nivel de la traduccién. Por un “ribointerruptor” se entienden elementos reguladores que se componen
exclusivamente de ARNm. Actian al mismo tiempo como sensor y como elemento regulador. Una visién general
sobre ribointerruptores se encuentra por ejemplo en Vitrechak et al., Trends in Genetics, 20 (1) (2004), paginas 44-
50. Otros detalles con respecto a la regulacion de la expresion génica con ribointerruptor pueden extraerse también
de la disertacion de Jonas Noeske (2007) con el titulo “Strukturelle Untersuchungen an metabolito-bindenden
Riboswitch-RNAs mittels NMR”, en la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la Universidad Johann
Wolfgang Goethe en Frankfurt am Main.

Pueden usarse ribointerruptores en las células de acuerdo con la invencion de acuerdo con esta segunda forma de
realizacion particular por que la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente esta unida
funcionalmente con una secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en
funcién de la union del metabolito al ARNm o bien en la transcripcién adicional a lo largo del ADN o también en la
traduccion en los ribosomas. De esta manera, el ribointerruptor regula a nivel de la transcripcién o a nivel de la
traduccion en la expresion de la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente. En las células de
acuerdo con la invencion con elementos de ribointerruptor, el metabolito se une, sin participaciéon de cualquier factor
de proteina, directamente a una region estructurada en la 5’-UTR del ARNm e induce una variacion de la estructura
secundaria del ARN. Esta variacion de la conformacion en la 5’-UTR lleva a la modulacion de la expresion del gel
posterior, que codifica para la proteina autofluorescente. A este respecto, el efecto regulador génico puede
conseguirse o bien influyendo en la transcripcion, la traduccion u opcionalmente también el procesamiento de ARN.
La regién de union a metabolito del ribointerruptor (dominio de aptamero) es un dominio de ARN modular,
independiente. La parte restante del ribointerruptor (plataforma de expresion) se encuentra en la mayoria de los
casos en sentido 5’ a 3’ con respecto al dominio de aptamero. La plataforma de expresion puede aceptar, en funcién
de si un metabolito esta unido o no al dominio de aptamero, pares de bases con zonas del dominio de aptamero. En
la mayoria de los casos, estos pares de bases tienen lugar entre la plataforma de expresion y el dominio de
aptamero en el estado no unido a metabolito y llevan a la activacion de la expresion de gen. A la inversa, en el
estado unido a ligando de estos pares de bases se impide lo que en la mayoria de los casos lleva a una inhibicién de
la expresion de gen. Si el mecanismo de regulacion repercute sobre la transcripcion o la traduccion, depende de la
estructura secundaria que adopta la plataforma de expresion en el estado unido a metabolito o no unido a
metabolito. Con frecuencia, la plataforma de expresion presenta secuencias que pueden constituir un terminador de
la transcripcion y un anti-terminador de la transcripcion, excluyéndose sin embargo mutuamente las dos estructuras
secundarias. Otro motivo que aparece frecuentemente es una estructura secundaria, mediante la que segun el
estado de union a metabolito, la secuencia SD (secuencia Shine-Dalgarno) se convierte en una secuencia
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monocatenaria o se enmascara. Cuando la secuencia SD se enmascara mediante la formaciéon de una estructura
secundaria, no puede reconocerse la secuencia SD por el ribosoma. De esta manera puede regularse mediante
ribointerruptores la terminacién de la transcripcién prematura o la iniciacion de la traduccion prematura.

Como ejemplos de elementos de ribointerruptor adecuados, que a nivel de la transcripcion o a nivel de la traduccion
permiten un control de la expresion de la proteina autofluorescente, se mencionan por ejemplo el ribointerruptor de
lisina de Bacillus subtilis (descrito por Grundy et al., 2009), el ribointerruptor de glicina de Bacillus subtilis (descrito
por Mandal et al., Science 306 (2004), paginas 275-279), el ribointerruptor de adenina de Bacillus subtilis (descrito
por Mandal y Breaker, Nat. Struct. Mol. Biol. 11 (2004), paginas 29-35) o el ribointerruptor tandem TPP de Bacillus
anthracis (descrito por Welz y Breaker, RNA 13 (2007), paginas 573-582). Ademas de estos elementos de
ribointerruptor que se producen de manera natural pueden usarse también elementos de ribointerruptor sintéticos, tal
como, por ejemplo, el ribointerruptor de teofilina (descrito por Jenison et al., Science 263 (1994), paginas 1425-1429
o por Desai y Gellivan, J. Am. Chem. Soc. 126 (2004), paginas 1.3247-54), el ribointerruptor de biotina (descrito por
Wilson et al., Biochemistry 37 (1998), paginas 14.410-14419) o el ribointerruptor de Tet (descrito por Berens et al.,
Bioorg. Med. Chem. 9 (2001), paginas 2.549- 2.556).

Una contribucién a la solucion de los objetivos mencionados al principio la proporciona ademas un procedimiento
para identificar una célula con concentracién intracelular elevada de un metabolito determinado en una suspensién
celular tal como se define en la reivindicacion 8.

En la etapa i) del procedimiento de acuerdo con la invencién se proporciona en primer lugar una suspension celular
que comprende un medio nutriente asi como una pluralidad de las células modificadas mediante ingenieria genética,
descritas al principio.

En la etapa ii) del procedimiento de acuerdo con la invenciéon se modifica o se modifican mediante ingenieria
genética entonces una o varias de las células en la suspension celular, para obtener una suspension celular, en la
que las células se diferencian con respecto a la concentracion intracelular de un metabolito determinado.

La modificacion mediante ingenieria genética de la suspension celular puede tener lugar de manera dirigida al sitio o
mediante mutagénesis no dirigida, prefiriéndose especialmente la mutagénesis no dirigida.

En el caso de la mutagénesis dirigida al sitio se generan mutaciones de manera dirigida en determinados genes de
la célula. Como mutaciones se tienen en cuenta transiciones, transversiones, inserciones y deleciones. En funcion
de la accion del cambio de aminoacidos sobre la actividad enzimatica se habla de mutaciones de sentido erréneo
(“missense mutations”) o mutaciones sin sentido (“nonsense mutations”). Inserciones o deleciones de al menos un
par de bases en un gen llevan a mutaciones de desplazamiento del marco (“frame shift mutations”), a consecuencia
de las cuales se incorporan aminoacidos erroneos o la traduccién se interrumpe antes de tiempo. Deleciones de
varios codones llevan normalmente a una pérdida completa de la actividad enzimatica. Instrucciones para la
generacion de mutaciones de este tipo pertenecen al estado de la técnica y puede extraerse de libros de texto
conocidos de Genética y Biologia Molecular, tal como por ejemplo el libro de texto de Knippers (“Molekulare
Genetik”, 62 edicion, Georg Thieme-Verlag, Stuttgart, Alemania, 1995), el de Winnacker (“Gene und Klone”, VCH
Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1990) o el de Hagemann (“Allgemeine Genetik”’, Gustav Fischer-Verlag,
Stuttgart, 1986).

Detalles, en particular referencias bibliograficas utiles con respecto a estos métodos de la mutagénesis dirigida,
pueden extraerse por ejemplo del documento DE-A-102 24 088.

De acuerdo con la invencién se prefiere especialmente sin embargo cuando la modificacion mediante ingenieria
genética en la etapa de procedimiento ii) tiene lugar mediante mutagénesis no dirigida. Un ejemplo de una
mutagénesis no dirigida de este tipo es el tratamiento de las células con productos quimicos tal como por ejemplo N-
metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina o la irradiacién de las células con luz UV. Procedimientos de este tipo para disparar
la mutacion son conocidos en general y pueden consultarse, entre otros, en Miller (“A Short Course in Bacterial
Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria” (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1992)) o en el manual “Manual of Methods for General Bacteriology” de la American Society for
Bacteriology (Washington D. C., EE.UU., 1981).

Mediante la modificacion mediante ingenieria genética de la célula en la etapa de procedimiento ii), segun el tipo de
la mutacién realizada en la célula, en una célula determinada, por ejemplo como consecuencia de una actividad
enzimatica aumentada o disminuida, una expresidon aumentada o disminuida de una enzima determinada, una
actividad aumentada o disminuida de una proteina transportadora determinada, una expresiéon aumentada o
disminuida de una proteina transportadora determinada, una mutacién en una proteina reguladora, una mutacién en
una proteina estructural o una mutacién en un elemento de control de ARN, puede llegarse a un aumento de la
concentracion intracelular de aquel metabolito que mediante interaccion con una proteina reguladora
correspondiente a través del promotor o mediante interaccion con un elemento de ribointerruptor, ejerza una
influencia sobre la expresién de la proteina autofluorescente. Una célula, en la que como consecuencia de la
mutacion esta aumentada la concentracion de un metabolito determinado, se caracteriza por lo tanto por que en esta
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célula se forma la proteina autofluorescente. El gen para la proteina autofluorescente actia por lo tanto como gen
indicador para una concentracion de metabolito intracelular elevada.

En la etapa de procedimiento iii) del procedimiento de acuerdo con la invencion se identifican por lo tanto células
individuales en la suspensiéon celular con concentracion intracelular elevada de este metabolito determinado
mediante deteccidon de la actividad de fluorescencia intracelular. Para ello se expone la suspensién celular a
radiacion electromagnética en aquella frecuencia que excita a las proteinas autofluorescente para la emision de luz.

De acuerdo con una configuracion particular del procedimiento de acuerdo con la invencidon tiene lugar a
continuacion, preferentemente directamente a continuacién de la identificacion de las células en la etapa de
procedimiento iii) una etapa de procedimiento adicional iv), en la que las células identificadas se separan a partir de
la suspension celular, teniendo lugar esta separacion preferentemente por medio de citometria de flujo (FACS =
fluoroescens activated cell sorting), de manera muy especialmente preferente por medio de citometria de flujo de
alto rendimiento (HAT-FACS = high througput fluoroescens activated cell sorting). Detalles con respecto al analisis
de suspensiones celulares por medio de citometria de flujo pueden extraerse por ejemplo de Sack U, Tarnok A,
Rothe G (Hrsg): Zellulare Diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der Durchflusszytometrie,
Basel, Karger, 2007, paginas 27 - 70.

Por medio del procedimiento de acuerdo con la invencién es por lo tanto posible, en una suspension celular, en la
que se han generado mutaciones dirigidas o no dirigidas en las células, sin influir en la vitalidad de las células, aislar
de manera dirigida aquellas células en las que la mutacion ha llevado a una concentracion intracelular aumentada de
un metabolito determinado.

Una contribucion a la solucion de los objetivos mencionados al principio la produce también un procedimiento para la
produccion de una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje con produccion
optimizada de un metabolito determinado tal como se define en la reivindicacién 12.

De acuerdo con las etapas de procedimiento I) a IV) se generan en primer lugar células con concentracion
intracelular elevada de un metabolito determinado mediante mutagénesis y se separan a partir de una suspension
celular, pudiendo remitirse en este caso a las etapas de procedimiento i) a iv) descritas anteriormente.

En la etapa de procedimiento V) se identifican entonces en las células identificadas y separadas por medio del
procedimiento de ingenieria genética conocido por el experto, aquellos genes modificados mediante ingenieria
genética G a G, 0 aquellas mutaciones M1 a My, que son responsables de la concentracion intracelular elevada del
metabolito determinado, dependiendo el valor numérico de n o m del niumero de genes modificados observados o de
las mutaciones observadas en la célula identificada y separada. Preferentemente se procede a este respecto de
modo que en primer lugar se analiza la secuencia de aquellos genes o secuencias de promotor en las células de las
que se conoce que estimulan la formacién de un metabolito determinado. En el caso de L-lisina como metabolito
estos son por ejemplo los genes lysC, hom, zwf, mqo, leuC, gnd o pyk. Si no se reconoce una mutacioén en ninguno
de estos genes, entonces se analiza todo el genoma de la célula identificada y separada, para identificar
opcionalmente otros genes modificados G; u otras mutaciones M. De esta manera pueden identificarse secuencias
génicas modificadas ventajosas Gi o mutaciones ventajosas M;, que en una célula llevan a un aumento de la
concentracion intracelular de un metabolito determinado.

En una etapa de procedimiento adicional VI) puede producirse entonces una célula modificada mediante ingenieria
genética con respecto a su tipo salvaje con produccion optimizada del metabolito determinado, cuyo genoma
comprende al menos uno de los genes G a G, y/o al menos una de las mutaciones M, a My,. Para ello se introduce o
introducen uno o varios de los genes G modificados ventajosos, observados en la etapa de procedimiento V) y/o
mutaciones modificadas M de manera dirigida en una célula. Esta introduccion dirigida de determinadas mutaciones
puede tener lugar por ejemplo por medio de sustitucion de genes (“gene replacement”). En el caso de este
procedimiento se produce una mutacion tal como por ejemplo una delecion, insercién o cambio de bases en el gen
de interés in vitro. El alelo producido se clona a su vez en un vector no de replicacion para el huésped diana y, a
continuacion, este, mediante transformaciéon o conjugacion, se convierte en el huésped diana. Después de la
recombinacién homodloga por medio de un primer acontecimiento de “cross-over’ que provoca la integracion, y de un
segundo acontecimiento de “cross-over’ adecuado, que provoca una escision en el gen diana o en la secuencia
diana, se consigue la incorporacion de la mutacién o del alelo.

Una contribuciéon a la solucion de los objetivos mencionados al principio la produce también una célula con
produccién optimizada de un metabolito determinado, que se obtuvo mediante el procedimiento descrito
anteriormente.

Una contribucion a la solucion de los objetivos mencionados al principio la produce también un procedimiento para la
produccion de metabolitos, que incluye las etapas de procedimiento:

(a) producir una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje con produccion
optimizada de un metabolito determinado mediante el procedimiento descrito anteriormente;
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(b) cultivar la célula en un medio de cultivo que incluye nutrientes en condiciones en las que la célula produce el
metabolito determinado a partir de los nutrientes.

Las células modificadas mediante ingenieria genética, de acuerdo con la invencion, producidas en la etapa de
procedimiento (a), con produccion optimizada de un metabolito determinado, pueden cultivarse en la etapa de
procedimiento (b) de manera continua o discontinua en el procedimiento bafch (cultivo por lotes) o en el
procedimiento fed-batch (procedimiento de alimentacion) o procedimiento repeated-fed-batch (procedimiento de
alimentacion repetitivo) con el fin de la producciéon del metabolito en el medio nutriente. Puede concebirse también
en un procedimiento semi-continuo, tal como se describe en el documento GB-A-1009370. Un resumen sobre los
métodos de cultivo conocidos se describe en el libro de texto de Chmiel (“Bioprozesstechnik 1. Einfihrung in die
Bioverfahrenstechnik” (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (“Biore-aktoren und
periphere Einrichtungen”, Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

El medio nutriente que va a usarse debe satisfacer de manera adecuada los requisitos de las cepas respectivas.
Descripciones de medios de cultivo de distintos microorganismos estan contenidas en el manual “Manual of Methods
for General Bacteriology” de la American Society for Bacteriology (Washington D. C., EE.UU., 1981).

Como fuente de carbono, el medio nutriente puede contener hidratos de carbono tal como por ejemplo glucosa,
sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, almidon y celulosa, aceites y grasas tal como por ejemplo aceite de
soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, acidos grasos tal como por ejemplo acido palmitico,
acido estearico y acido linoleico, alcoholes tal como, por ejemplo glicerol y metanol, hidrocarburos tal como metano,
aminoacidos tal como L-glutamato o L-valina u acidos organicos tal como por ejemplo acido acético. Estas
sustancias pueden usarse individualmente o como mezcla.

Como fuente de nitrégeno el medio nutriente puede contener compuestos que contienen nitrogeno organicos tal
como peptonas, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, aguas del remojo del maiz, harina de
soja y urea o compuestos inorganicos tal como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato
de amonio y nitrato de amonio. Las fuente de nitrdgeno pueden usarse individualmente o como mezcla.

Como fuente de fosforo, el medio nutriente puede contener acido fosférico, dihidrégeno-fosfato de potasio o
hidrogenfosfato de dipotasio o las sales que contienen sodio correspondientes. El medio nutriente debe contener
ademas sales de metales, tal como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarios para el
crecimiento. Por ultimo, pueden utilizarse sustancias de crecimiento esenciales tal como aminoacidos y vitaminas
ademas de las sustancias mencionadas anteriormente. Al medio nutriente pueden afadirse sobre todo etapas
previas adecuadas. Las sustancias utilizadas mencionadas pueden agregarse al cultivo en forma de una preparacion
Unica o alimentarse de manera adecuada durante el cultivo.

Para el control de pH del cultivo se utilizan de manera adecuada compuestos basicos tal como hidroxido de sodio,
hidréxido de potasio, amoniaco o agua amoniacal o compuestos acidos tal como acido fosférico o acido sulfarico.
Para el control de la formacion de espuma pueden utilizarse agentes antiespumantes tal como por ejemplo ésteres
de poliglicol de acido graso. Para mantener la estabilidad de los plasmidos pueden agregarse al medio sustancias de
accion selectiva adecuadas, tal como por ejemplo antibiéticos. Para mantener condiciones aerdébico se introducen en
el cultivo oxigeno o mezclas de gases que contienen oxigeno, tal como por ejemplo aire. La temperatura del cultivo
se encuentra normalmente en de 20 °C a 45 °C y preferentemente de 25 °C a 40 °C.

Una contribucion a la solucion de los objetivos mencionados al principio la produce también un procedimiento para la
produccion de una mezcla, que incluye las etapas de procedimiento:

(A) producir metabolitos mediante el procedimiento descrito anteriormente;

(B) mezclar el metabolito con un componente de mezcla distinto del metabolito.

Siempre que en el caso del metabolito se trate de un aminoacido, en particular de L-lisina, la mezcla es
preferentemente un alimento, de manera muy especialmente preferente un pienso para animales, o una composicion
farmacéutica.

La invencion se explica en detalle ahora por medio de Figuras y de ejemplos no limitantes.

La Figura 1 muestra constructos posibles, en los que la secuencia génica de una proteina autofluorescente (afp) de
acuerdo con la primera forma de realizacion de la célula de acuerdo con la invencién se encuentra bajo el control de
un promotor (promotor de lysE).

La Figura 2 muestra el vector producido en el Ejemplo 1 pJC1lysGE’eYFP (ly-sE’eYFP, secuencia codificante de la
proteina de fusidon LysE’eYFP; lysG, secuencia codificante de la proteina reguladora LysG; kanR, secuencia

codificante de la resistencia mediada por canamicina; repA: origen de replicacion; BamHI: secuencia de
reconocimiento y puntos de corte de la enzima de restriccion BamHlI).
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La Figura 3 muestra una microscopia confocal de la cepa obtenida en el Ejemplo 1 ATCC 13032 pJC1lysGE’eYFP
(parte superior) y DM1800 p JC1lysGE’eYFP (parte inferior). Las barras blancas en la figura inferior corresponden a
una longitud de 10 um. En cada caso 3 pl de suspensiones celulares se colocaron sobre un portaobjetos y se
inmovilizaron mediante una capa fina al 1 % de agarosa. Se excité la suspensién inmovilizada con luz de la longitud
de onda 514 nm y un tiempo de iluminacién de 700 ms. La medicion de emision de fluorescencia de eYFP tuvo lugar
con Zeiss Axiolmager M1 con el uso de un filtro de banda ancha en el intervalo de 505 nm a 550 nm.

La Figura 4 muestra la secuencia de la secuencia génica producida en el Ejemplo 2, que se basa en un elemento de
ribointerruptor, que comprende un elemento de ribointerruptor y una secuencia génica que codifica para una proteina
autofluorescente, enlazada funcionalmente con este elemento de ribointerruptor, (negrita: aptamero; cursiva:
secuencia de terminador; subrayado: EYFP).

La Figura 5 muestra el vector pJC1Irp-brnF’eYFP.

La Figura 6 muestra la correlacién de la concentracion de L-metionina interna con sefal de salida de fluorescencia
de los cultivos de ATCC13032pJC1Irp-brnF’-eYFP obtenidos en el Ejemplo 3.

La Figura 7 muestra la formacion de lisina mediante los mutantes de la cepa de partida ATCC13032pSenLysTKC en
el Ejemplo 4c).

La Figura 1 muestra constructos posibles, en los que la secuencia génica de una proteina autofluorescente (afp) de
acuerdo con la primera forma de realizacion de la célula de acuerdo con la invencién se encuentra bajo el control de
un promotor (promotor de lysk). La variante A indica una situacion inicial, en la que el regulador dependiente de
metabolito se encuentra directamente adyacente a su gen diana (lysk), que lo regula en funcién de la concentracion
de metabolito. De acuerdo con la variante B, en el caso mas sencillo, el gen diana esta sustituido por una proteina
fluorescente (afp). De acuerdo con la variante C, tiene lugar una fusién traduccional de los primeros aminoacidos del
gen diana con la proteina fluorescente. En la variante D, ha tenido lugar una fusién transcripcional, de manera que
se forma un transcrito largo a partir de la region de promotor, que comprende los primeros aminoacidos del gen
diana, terminado mediante un coddn de parada, seguido de un sitio de unién a ribosoma (RBS) y el marco de lectura
abierto para la proteina fluorescente. En la variante E ha tenido lugar una fusién transcripcional, de manera que se
forma un transcrito largo a partir de la regiéon de promotor, que comprende los primeros aminoacidos del gen diana,
terminado mediante un codén de parada, seguido de un sitio de unién a ribosoma y el inicio de una proteina
conocida y expresada adecuadamente tal como por ejemplo la beta-galactosidasa de E. coli, LacZ, que, a su vez
esta fusionada con la proteina fluorescente.

Ejemplos
Ejemplo 1

Produccion de una célula de acuerdo con la invencion de acuerdo con la primera forma de realizacion en el ejemplo
de una célula, en la que una secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente se encuentra bajo el
control del promotor de lyskE y en la que la expresion de la proteina autofluorescente depende de la concentracion
intracelular de L-lisina.

a) Construccion del vector pJC1lysGE'eYFP

La construccion de la fusion de lysE ’ con el gen indicador eyfp (SEQ. ID. N.° 49; secuencia de proteina de eYFP:
SEQ. ID. N.° 72) se consiguié mediante una overlap-extension-PCR. Como molde sirvi6 pUC18-2,3-kb-lysGE-
BamHI, que porta la secuencia codificante de lysE junto con el gen del regulador transcrito de manera divergente
LysG (Bellmann et al., 2001; Microbiology 1471765-74), asi como pEKEx2-yfp-tetR (Frunzke et al., 2008; J Bacteriol.
190:5111-9), que permite la amplificacion de eyfp. Para crear el fragmento lysGE’eyfp se amplificaron en primer
lugar las secuencias codificantes lysGE’y lysGE’ns (1010 pb) con las combinaciones de oligonucleétidos plysGE_for
(SEQ. ID. N.° 38) y plysGE_rev (SEQ. ID. N.° 39). Para la amplificacion de la secuencia codificante de eyfp se
usaron las dos combinaciones de oligonucleétidos peYFP_rev (SEQ. ID. N.° 40) y peYFP_fw2 (SEQ. ID. N.° 41).
plysGE_for 5-CGCGGATCCCTAAGCCGCAATCCCTGATTG-3

plysGE_rev 5-TCCGATGGACAGTAAAAGACTGGCCCCCAAAGCAG-3

peYFP_rev  5-TGAGGATCCTTATTACTTGTCAGCTCGTCCATGCCGA-
GAGTGATCC-3*

peYFP fw2 5“-CTTTTACTGTCCATCGGAACTAGCTATGGTGAGCAAG-
GGCGAGGAGCTGTTCACC-3¢

Después de la purificacion de los fragmentos amplificados a partir de un gel de agarosa al 1 % se utilizaron estos en
una segunda reaccion PCR con los cebadores externos plysGE-for y peYFP_rev como matrices. Mediante
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hibridacion de los fragmentos de molde en una zona complementaria de 17 pb, que se cred por los cebadores
oligonucleotidicos internos plysGE_rev y peYFP_fw2, pudo crearse el overlap-extension-Fragment. El producto asi
generado lysGE’eyfp se digirid6 con la enzima de restriccion BamHI y tras la purificacion de la preparacion de
reaccion se utilizé en reacciones de ligamiento con el vector asi mismo abierto por BamHI y desfosforilado pJC1. La
preparacion de ligamiento se uso directamente para la transformacion de E. coli DH5aMCR, y la seleccion de
transformantes tuvo lugar sobre placas de LB con canamicina 50 pg/ml. 20 colonias, que crecieron sobre estas
placas y por consiguiente eran resistentes a canamicina, se utilizaron para una PCR de colonia. La PCR de colonia
tuvo lugar en cada caso con las combinaciones de oligonucleétidos descritas anteriormente, para comprobar si el
fragmento lysGE’eyfp se habia insertado en el vector pJC1. El andlisis de la PCR de colonia en un gel de agarosa
presentaba el producto de PCR esperado con un tamafio de 1010 pb en las muestras analizadas, después de lo cual
se cultivd una colonia para una preparacion de plasmido a mayor escala. A través de la escision de ensayo con las
enzimas de restriccion Bglll, Xhol y Pvul pudo detectarse la presencia del fragmento insertado pJC1lysGE’eYFP.

La secuenciacion del inserto mostré una coincidencia del 100 % con la secuencia esperada.
b) Transformacion de Corynebacterium glutamicum con pJC1lysGE’eYFP

Se produjeron células competentes de las cepas de C. glutamicum ATCC 13032 y DM1800 tal como se describe en
Tauch et al., 2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), paginas 362-7). La cepa ATCC 13032 es un tipo salvaje de la lisina
separada, mientras que la cepa DM1800 se prepard mediante mutaciones dirigidas a gen dando un separador de
lisina (Georgi et al. Metab Eng. 7 (2005), paginas 291-301). Estas células se transformaron con pJC1lysGE’eYFP tal
como se describe en Tauch et al. (Curr Microbiol. 45(5) (2002), paginas 362-7) mediante electroporacion. La
seleccion de los transformantes tuvo lugar sobre placas de BHIS con canamicina 25 pg/ml. Las colonias, que
crecieron sobre estas placas y por consiguiente eran resistentes a canamicina, se examinaron mediante
preparaciones de plasmido y escisiones de ensayo con las enzimas Bglll, Xhol y Pvul para detectar la presencia de
los vectores. Respectivamente, un clon correcto, se design6 con ATCC 13032 pJC1lysGE'eYFP y DM1800
pJC1lysGE’eYFP.

c) Deteccion de la fluorescencia especifica de lisina

El examen de la emision de fluorescencia in vivo tuvo lugar a través de microscopia confocal con Zeiss Axiolmager
MI. Para este fin se afiadieron 3 pul de suspensién celular de las cepas ATCC 13032 pJC1lysGE’eYFP y DM1800
pJC1lysGE’eYFP sobre un portaobjetos, sobre el que se habia aplicado previamente para la inmovilizaciéon, una
capa delgada de agarosa al 1 %. Se excitd la suspension inmovilizada con luz de longitud de onda 514 nm y un
tiempo de iluminacion de 700 ms. La medicion de emision de fluorescencia de eYFP tuvo lugar con el uso de un filtro
de banda ancha en el intervalo de 505 nm a 550 nm. Las células fluorescentes se documentaron digitalmente con
ayuda del software AxioVision 4.6. En la figura puede apreciarse que la emision de fluorescencia sélo aparece en la
cepa que forma lisina DM1800 pJC1lysGE’eYFP, mientras que la cepa que no forma lisina ATCC13032
pJC1lysGE’eYFP no fluoresce.

Ejemplo 2

Produccion de una célula de acuerdo con la invencion de acuerdo con la segunda forma de realizacién en el ejemplo
de una célula, en la que se regula la expresion de una proteina autofluorescente bajo ribointerruptor de adenina
(ARS) y en la que la expresion de la proteina autofluorescente depende de la concentraciéon de adenina intracelular.

El ribointerruptor de adenina (ARS) de Bacillus subtilis (véase Mandai y Breaker, Nat Struct Mol Biol, 11 (2004),
paginas 29-35) se amplificd en primer lugar a partir del ADN gendémico de Bacillus subtilis con los cebadores
ARS_for (SEQ. ID. N.° 42) y ARS_rev (SEQ. ID. N.° 43). En una segunda PCR se amplificd, a partir del amplicon
ARS purificado por medio del kit de extraccion de gel Qiagen MinElute con el uso del cebador ARS_for_BamHI y
ARS_rev_Ndel un amplicon ARS con sitios de corte de BamH|I en el extremo 5’ terminal y Ndel en el extremo 3’
terminal y se corté con estas enzimas de restriccion.

El gen indicador eyfp se amplificé a base de pEKEx2-EYFP con los cebadores EYFP_for_Ndel (SEQ. ID. N.° 44) y
EYFP_rev_EcoRI (SEQ. ID. N.° 45), se restringié con las enzimas Ndel y EcoRl y se purificé asi mismo por medio
del kit de extraccion de gel Qiagen MinElute.

ARS_for: 5-TCAACTGCTATCCCCCCTGTTA-3’

ARS_rev: 5-AAACTCCTTTACTTAAATGTTTTGATAAATAAA-3

EYFP_for_Ndel: 5-TACATATGGTGAGCAAGGGCGA-3

EYFP_rev_EcoRI: 5-TAGAATTCTTATCTAGACTTGTACAGCTCG-3’

Los dos productos de PCR restringidos se ligaron juntos en el vector pEKEx2 previamente restringido con BamH| y

EcoRl y por lo tanto se pusieron bajo el control del promotor ptac inducible por IPTG. E. coli XL1 blue se transformo
a continuacion con la preparacion de ligamiento.
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Transformantes resistentes a canamicina se examinaron por medio de colony-PCR para determinar la presencia del
constructo pEKEx2-ARS-EYFP (cebador pEKEx2_for (SEQ. ID. N.° 46) y EYFP_rev (SEQ. ID. N.° 47)) y se purificé
el plasmido para el analisis adicional.

Para verificar el constructo preparado pEKEx2-ARS-EYFP se cortd este con la enzima de restriccion Nadel y se
examino por medio del patrén de bandas.

Una secuenciacion mostrada en la Figura 4 (SEQ. ID. N.° 48) del sensor de adenina confirmo la fusién intacta del
ribointerruptor dependiente de adenina (ydhL) con la proteina autofluorescente EYFP.

pEKEx2_for: 5’-CGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGC-3’
EYFP_rev: 5-TAGAATTCTTATCTAGACTTGTACAGCTCG-3’

Ejemplo 3

Produccion de una célula de acuerdo con la invencion de acuerdo con la primera forma de realizacion en el ejemplo
de una célula, en la que una secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente se encuentra bajo el
control del promotor de brnFE y en la que la expresion de la proteina autofluorescente depende de la concentracion
de L-metionina intracelular.

a) Construccion del vector pJC1Irp-brnF’eYF

En la construccion de la fusidon de brnF con el gen indicador eyfp se procedié tal como sigue. En dos reacciones
separadas se amplificd en primer lugar el Irp codificante y los primeros 30 nucleétidos de la secuencia de brnF
(brnF’) junto con la regién intergénica (560 pb) con el par de oligonucleoétidos Irp-fw-A-BamHI (SEQ. ID. N.° 50) /Irp-
brnF-rv-I-Ndel (SEQ. ID. N.° 51) asi como eyfp (751 pb) con el par de oligonucledtidos eyfp-fw-H-Ndel (SEQ. ID. N.°
52) | eyfp-rv-D-Sall (SEQ. ID. N.° 53). Como molde sirvi6 ADN gendémico de C. glutamicum, asi como el vector
pEKEx2-yfptetR (Frunzke et al., 2008, J. Bacteriol. 190: 5111-5119), que permite la amplificacion de eyfp. Los
oligonucledtidos fw-A-BamH| y Irp-brnF-rv-I-Ndel se completaron con sitios de corte de restriccion de BamH| y Ndel
5’ terminales, los oligonucledtidos eyfp-fw-H-Ndel y eyfp-rv-D-Sall con sitios de corte de restriccion de Ndel y Sall 5'-
terminales. Después de la restriccion de los amplicones de Irp-brnF’ con BamHI y Ndel o del amplicon de eyfp con
Ndel y Sall, se fusionaron los amplicones de IrpbrnF con el amplicén de eyfp a través de los extremos libres del sitio
de corte de Ndel en una preparaciéon de ligamiento y, al mismo tiempo, se clonan en el vector pJC1 asi mismo
abierto mediante BamHI- Sall (Figura 5). La preparacion de ligamiento se us6 directamente para la transformacion
de E. coli DH5a. La seleccion de transformantes tuvo lugar sobre placas de LB con canamicina 50 pug/ml. Colonias,
que crecieron sobre estas placas y por consiguiente eran resistentes a canamicina, se examinaron para una PCR de
colonia. Para comprobar si el fragmento Irp-brnF’eyfp se habia insertado en el vector pJC1, tuvo lugar la PCR de
colonia con oligonucledtidos que flanquean la zona del “multiple cloning site” en el vector pJC1. El analisis de la PCR
de colonia en un gel de agarosa presentaba el producto de PCR esperado con un tamafo de 1530 pb en las
muestras analizadas, después de lo cual se cultivd una colonia para preparaciones de plasmido a mayor escala. A
través de la escisién de ensayo con las enzimas de restriccion BamH|, Ndel y Sall se detect6 la presencia del
fragmento insertado. La secuenciacion del inserto mostré una coincidencia del 100 % con la secuencia esperada. La
transformacion de las células de C. glutamicum competentes con el vector pJC1Irp-brnF’eYFP tuvo lugar segun el
método de Tauch y Kirchner (Curr. Microbiol. (2002) 45:362- 367), y se obtuvo la cepa C. glutamicum ATCC13032
pJC1Irp-brnF’eYFP.

Irp-fw-A-BamHI| 5-GCGCGGATCCTCACACCTGGGGGCGAGCTG-3

lrp-brnF-rv-I-Ndel 5-GCGCCATATGATATCTCCTTCTTAAAGTTCAGC-
TTGAATGAATCTCTTGCG-3*

eyfp-fw-H-Ndel 5-GCGCCATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3’

eyfp-rv-D-Sall 5-GCGCGTCGACTTATCTAGACTTGTACAGCTCG-
TC-3°

Seq_pJC1_for1 (SEQ. ID. N.° 54) 5-CGATCCTGACGCAGATTTTT-3'
Seq_pJC1_rev1 (SEQ. ID. N.° 55) 5-CTCACCGGCTCCAGATTTAT-3’

b) Correlacion de la concentracion de metionina intracelular con la salida de fluorescencia

Para la caracterizacion mas detallada se determind la sensibilidad y la region dinamica del sensor para L-metionina.
Para ello se ajustaron en ATCC13032 pJC1Irp-brnF’eYFP distintas concentraciones internas de metionina con
péptidos. Este procedimiento se describe por ejemplo en Trotschel et al. (J. Bacteriol. 2005, 187: 3786-3794). Se
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utilizaron los siguientes dipéptidos: L-alanil-L-metionina (Ala-Met), L-metionil-L-metionina (Met-Met), asi como L-
alanil-L-alanina (Ala-Ala). Para conseguir diferentes concentraciones de L-metionina, se utilizaron las siguientes
relaciones de mezcla: Ala-Met 0,3 mM mas Ala-Ala 2,7 mM, Ala-Met 0,6 mM mas Ala-Ala 2,4 mM, Ala-Met 0,9 mM
mas Ala-Ala 2,1 mM, Ala-Met 1,5 mM mas Ala-Ala 1,5 mM, Ala-Met 2,1 mM mas Ala-Ala 0,9 mM, Ala-Met 2,7 mM
mas Ala-Ala 0,3 mM, Ala-Met 3 mM, Met-Met 3 mM, que se afiadieron al medio CGXIl (Keilhauer et al., 1993, J
Bacteriol. 175:5595-603). El cultivo tuvo lugar con 0,6 ml de medio a escala de microtitulacion (Flowerplate ® MTP-
48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, Forckenbeckstrasse 6, 52074 Aachen, Alemania). Siete minutos
después de la adicion de los péptidos se separaron células a partir de 200 pl de la suspension celular mediante
centrifugacion con aceite de silicona del medio y se inactivaron tal como se describe en Klingenberg y Pfaff (Methods
in Enzymology 1967; 10: 680-684). La fraccion citoplasmatica de las muestras se proces6 tal como se describe en
Ebbinghausen et al. (Arch. Microbiol. (1989), 151:238-244) y se cuantificd la concentracion de aminoacidos por
medio de HPLC de fase inversa tal como se indica en Lindroth y Mopper (Anal. Chem. (1979) 51, 1167-11174). La
fluorescencia de los cultivos de ATCC13032 pJC1Irp-brnF’eYFP con las diferentes concentraciones de péptido se
registré con el sistema BiolLector (m2plabs GmbH, Forckenbeckstrasse 6, 52074 Aachen, Alemania). La correlacion
de la concentracion de L-metionina interna con la sefal de salida de fluorescencia se muestra en la Figura 6. Puede
apreciarse que el plasmido de sensor pJC1IrpbrnF’eYFP permite la deteccion intracelular de metionina en una region
lineal de aproximadamente 0,2-25 mM. Puede detectarse ya una acumulacién de metionina por debajo de la region
mM (< 1 mM).

Ejemplo 4

Utilizacion de un sensor de metabolitos para el aislamiento de células con formacion de lisina aumentada e
identificacion de nuevas mutaciones que llevan a la formacion de lisina.

a) Construccion de un tipo salvaje recombinante de Corynebacterium glutamicum con el sensor de lisina
pSenLysTK-C

El vector pJC1 se describe en Cremer et al. (Molecular and General Genetics, 1990, 220:478-480). Este vector se
corté con BamHl y Sall, y con se ligd con el fragmento de 1.765 kb BamHI-<-EYFP-lysE’-lysG->-Sall (SEQ. ID. N.°
56) sintetizado mediante GATC (GATC Biotech AG, Jakob-Stadler-Platz 7, 78467 Konstanz).

El vector resultante pSenLysTK se digirié con la enzima de restriccion BamHl, y se ligd con el fragmento de 2.506 kb
BamHI-T7terminator- <-Crimson----laclQ->-BamH| (SEQ.-ID:-Nr. 57) sintetizado por GATC (GATC Biotech AG,
Jakob-Stadler-Platz 7, 78467 Konstanz).

El vector resultante se denomind pSenLysTK-C. Este contiene EYFP como fusién transcripcional y como marcador
vivo la proteina Crimson. El plasmido de sensor pSenLysTK-C se introdujo en células competentes del tipo salvaje
tal como se describe en Tauch et al. (Curr. Microbiol. 45 (2002), paginas 362-7), y se obtuvo la cepa de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 pSenLysTK-C.

b) Mutagénesis de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 pSenLysTK-C

La cepa producida ATCC13032 pSenLysTK-C se cultivd durante la noche en el medio “Difco Brain Heart Infusion”
(Difco, Becton Dikinson BD, 1 Becton Drive, Franklin Lakes, NJ EE.UU.) a 30 °C, y 5 ml de este cultivo se mezclaron
con 0,1 ml de una disolucion de 0,5 mg de N-metil-N-nitroso-N'-nitroguanidina, disueltos en 1 ml de dimetilsulféxido.
Este cultivo se agité a 30 °C durante 15 minutos. A continuacion se separaron por centrifugacion las células a4 °Cy
2.500 g, y se resuspendieron en 5 ml de NaCl al 0,9 %. La etapa de centrifugacién y la resuspension se repitieron. A
la suspension celular asi obtenida se afadieron 7,5 ml de glicerol al 80 %, y se almacenaron alicuotas de esta
suspension celular mutada a -20 °C.

c) Citometria de flujo de alto rendimiento (HT-FACS = “high throughput fluoroescence activated cell sorting”) y
clasificacion celular

De la suspension celular obtenida en b) se afiadieron 200 ul en 20 ml de medio liquido CGXII-Kan25 (Keilhauer et
al., J. Bacteriol. 1993; 175(17):5595-603) y se incubd el cultivo a 30 °C y 180 rpm. Después de 45 minutos se afadioé
isopropil-p-D-tiogalactopiranésido en una concentracion final de 0,1 mM. Después de incubacion adicional durante 2
horas tuvo lugar el andlisis de las propiedades Opticas y la clasificacién de particulas celulares en el clasificador
celular FACS Aria Il de Becton Dickinson (Becton Dikinson BD, 1 Becton Drive, Franklin Lakes, NJ EE.UU.). Los
ajustes de FACS como limites umbral para “forward scatter” y “side scatter’ ascendieron a 500 con una
intensificacion electronica de 50 mV para “forward scatter” (filtro ND 1.0) y 550 mV para “side scatter”. La excitacion
de EYFP tuvo lugar a una longitud de onda de 488 nm y la deteccion por medio de “parameter gain” (PMT) de 530 a
30 a 625 mV. La excitacion de Crimson tuvo lugar a una longitud de onda de 633 nm y la deteccién por medio de
PMT de 660 a 20 a 700 mV. Se clasificaron 2 millones de células Crimson-positivas en 20 ml de CGXII-Kan25 y el
cultivo se cultivd durante 22 horas a 180 rpm y 30 °C. A continuacion se afadié de nuevo isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido en una concentracion final de 0,1 mM. Después de 2 horas mas se analizaron 18.000.000
células con una velocidad de analisis de 10.000 particulas por segundo en cuanto a la fluorescencia de Crimson y
EYFP, y se separaron 580 células que se leyeron automaticamente con ayuda del clasificador celular FACS Aria I
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sobre placas de BHIS-Kan25. Las placas se incubaron durante 16 h a 30 °C. De las 580 células leidas crecieron
270. Todas estas se transfirieron en 0,8 ml de CGXII-Kan25 a placas de microtitulacion, y se cultivaron durante 48 h
a 400 rpm y 30 °C. Las placas se centrifugaron durante 30 min a 4 °C en el rotor de placas de microtitulacion a 4000
x g, los sobrenadantes se diluyeron con agua 1 : 100 y se analizaron por medio de HPLC. Se identificaron 185
clones como formadores de lisina. Para la caracterizacion detallada se llevd a cabo de nuevo un analisis de 40 de
estos clones para detectar la formacién de producto en 50 ml de CGXII-Kan25 en matraces con agitacion. Mientras
que de la cepa de partida ATCC13032 pSenLysTK-C no se separaba nada de lisina, los 40 mutantes forman
diferentes cantidades de lisina, en la region de 2 - 35 mM (Figura 7).

d) Identificacion de mutaciones en lysC, hom, thrB'y thrC

Para la caracterizacion adicional de los 40 mutantes se aislé su ADN cromosémico por medio del kit DNeasy de
Quiagen (Quiagen, Hilden, Alemania). El gen lysC se amplificd con los cebadores lysC-32F (SEQ. ID. N.° 58) y lysC-
1938R (SEQ. ID. N.° 59), y los amplicones se secuenciaron en Eurofins MWG Operon (Anzingerstr. 7a, 85560
Ebersberg, Alemania).

lysC-32F 5-GAACATCAGCGACAGGACAA-3’
lysC-1938R 5-GGGAAGCAAAGAAACGAACA-3’

Se obtuvieron las mutaciones ya conocidas T3111, T308I, A279T, A279V y A279T. Adicionalmente se obtuvieron las
nuevas mutaciones H357Y (cac->tac), T313l (acc->atc), G277D (ggc->gac) y G277S (ggc->agc). Entre paréntesis
esta indicado en cada caso el triplete codificante del tipo salvaje, y a continuaciéon el mutado correspondiente del
mutante.

El gen hom se amplificé con los cebadores hom-289F (SEQ. ID. N.° 60) y thrB-2069R (SEQ. ID. N.° 61), y los
amplicones se secuenciaron en Eurofins MWG Operon (Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania).

hom-289F 5-CCTCCCCGGGTTGATATTAG-3’
thrB-2069R 5-GGCCAGCACGAATAGCTTTA-3'

Se obtuvieron las nuevas mutaciones A346V (gct->gtt), V211F (gtc->ttc), G241S (ggt->agt), A328V (gct->gtt), T233I
(acc->atc), asi como la mutacion doble R158C (cgc->tgc) T3511 (acc->atc).

La secuenciacion adicional de thrB en los mutantes con el par de cebadores hom-1684F (SEQ. ID. N.° 62) y thrB-
2951R (SEQ. ID. N.° 63) dio como resultado la nueva mutacion S102F (tcc->ttc).

hom-1684F 5-AGGAATCTCCCTGCGTACAA-3’
thrB-2951R 5-CCGGATTCATCCAAGAAAGC-3’

La secuenciacion adicional de thrC en los mutantes con el par de cebadores thrC-22F (SEQ. ID. N.° 64) y thrC-
2046R (SEQ. ID. N.° 65) dio como resultado la nueva mutacion A372V (gcc->gtc).

thrC-22F 5-GCCTTAAAACGCCACTCAAT-3’
thrC-2046R 5-GGCCGTTGATCATTGTTCTT-3’

e) ldentificacion de una mutacion en murkE

Para la identificacion adicional de mutaciones en mutantes que no presentan mutaciones ni en lysC, ni hom, thrB o
thrC, se secuencid adicionalmente murE. El gen murE se amplificé con los cebadores murE-34F (SEQ. ID. N.° 66) y
murE-1944R (SEQ. ID. N.° 67), y los amplicones se secuenciaron en GATC (GATC Biotech AG, Jakob-Stadler-Platz
7, 78467 Konstanz).

murE-34F 5-AACTCCACGCTGGAGCTCAC-3’
murE-1944R 5-AGAACGCGGAGTCCACG-3’

Se determiné la secuencia génica de murE (SEQ. ID. N.° 69), que presenta una transicion de C a T en el nucleétido
361 (ctc- >ttc), lo que en la proteina MurE (SEQ. ID. N.° 68) lleva al cambio de aminoacido L121F en la posicion 121
de la proteina.

f) Repercusion de la mutacion de murE sobre la formacion de lisina en el tipo salvaje

Por medio de los cebadores 7-39-L-F (SEQ. ID. N.° 70) y 7-39-R-R (SEQ. ID. N.° 71) se amplificé 1 kb del gen murE
con ADN cromosomico del mutante M39 de C. glutamicum del Ejemplo e) y por lo tanto se obtuvo un fragmento de
murE, que porta la mutacion recién identificada. El amplicon obtenido se cloné a través de BamHl y Sall en el vector
pK19mobsacB no de replicacion en C. glutamicum (Schafer et al., Gene 1994; 145:69-73) y se introdujo por medio
de recombinacion homologa en el genoma de tipo salvaje (Tauch et al., Curr. Microbiol. 45 (2002), paginas 362-7;
Schafer et al., Gene 1994; 145:69-73). La cepa resultante C. glutamicum Lys39 se cultivd a continuacion en 50 ml de
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BHIS-Kan25 a 30 °C y 130 rpm durante 12 h. A partir de este cultivo se transfirieron 500 pl a 50 ml de CGXII-Kan25,
y se cultivd de nuevo a 30 °C y 130 rpm durante 24 h. A partir de esto se inocularon los 50 ml de cultivo principal de
CGXIl con una DO inicial de 0,5 y se cultivd durante 48 h a 130 rpm y 30 °C. El sobrenadante de cultivo se diluyo
con agua 1: 100, y se determin6 por medio de HPLC la concentracion de L-lisina obtenida en la Tabla 1.

18

° 7-39-L-F 5-TAGGATCCCGACAACATCCCACTGTCTG-3’
7-39-R-R 5-AAGTCGACGTCTGCTTCTTGCCCAAGG-3
Tabla 1
Cepa L-lisina (mM)
C. glutamicum ATCC13032 0,5
C. glutamicum Lys39 3,4
L-lisina en el sobrenadante de C. glutamicum
10
SECUENCIAS
SEC ID N° 01
agttrgcgca tgagacaaaa tcaccggttt Ektgbgtita tgocggaakgt ttatctgecc 60
cgctceggoaa aggcaatcaa ttgagagaaa aattcteetg cecggaccact aagatgtagg 120
ggacgetga 128
15
SEC ID N° 02
ctattcgcge aaggicatgc cattggeocgg caacggcaag gotgtcttge agcgcacctg 60
tttcaaggcé aaactegage ggataticgc cacaceeggl aaccgggtca ggtaatcgag 120
aaaccgctoc agegectgga tactoggcag cagtacccdc aacaggtagt cogggtegoe 180
cgteatcagy tagcacteca teaccteggg ccgiteggea atttettoct cgaagoggeg 240
cagcgactgc tctacctglh ttitccaggct gacatggatg aacacattca catccagocc 100
caacgccteg ggogacaaca aggtcaccty ctggeggate acccocagtt cttecatgye 360
ccgcaccegg ttgaaacagg gegtgggega caggttgace gagegtgoea geteggegtt 420
ggtgatgcgg gogtittoct goaggetgtt gagaatgcocy atatcggtac gatcgagitt 480
gcgeat 486
20 SEC ID N° 03
aacctatagt gaatgtgtcot gaazataacg acttcttatt gtaagegtta tcaatacgea &0
agttgactty aaaagccgac atgacaatgt ttaaatygaa aagto 105
SEC ID N° 04
atggctttat tacaaaaaac aagaattatt aactccatgc tgcaagctgc ggcagggaaa &0
ccggtaaact tcaaggaaat ggcoggagacg ct_gcgggatdj taattgattc caatatttkc 12¢
gttgtaagce gcagagggaa al:r.ccttggg tattcaatta accagcaaat tgaaaatgat 180
cgtatgaaaa aaatgcttga ggatcgtcaa ttoocctgaag aatatacgaa aaatcegttt 240
zatgtccctg aaacatctbc taactiggat attaatagtg aatatactge tttcectgte 300
gagaacagayg acctgtttca agctggttta acaacaattg tgoccgatcat cggaggcggy 360
gaaagattag gaacacttat tetttcgegt ttacaagatc aattcaatga cgatgactta 420
attctagetg aatacggcgc aacagttghbc ggaatggaaa tcctaagaga aaaagcagaa 480
gaaatbgadg aggaagcaag aageaaaget gtcgtacaaa tggotatcag ctegetttet 540
tacagtygagc ttgaagraat tgagcacatt tttgaggagc tigacggaaa tgaaggtctt £00
cttgttgcaa gtaaaattgce tgaccgtgte ggcattacece gttctgttat tgtgaacgca 60
ctcagaaagc tggagagcge cggtgttatc gagtctagat cattaggaat gaaaggtact 720
tatatcaagg tactaaacaa caaattccta attgaattag aaaatctaaa atctcatbaa 780
25
SEC ID N° 05
tgttygttite atgtcagiga gcggegcLtt tegLaggogt atttggaaaa attiaagccg 60
gtccgtggaa taagettata acaaaccaca agaggeggrt gecatg 106
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15

SEC ID N° 06

tcaaatatge
geteogaatag
gaacgactcc
gtgygcacgco
ctrgetgrge
gggtgacagg
ccgocageac

ggcattgtct

SEC ID N° 07

tttttagacc
ccttggatgg
catcacacaa

caatat

SEC ID N° 08

atgaagctag
tcaaatcteg
cagegtitgyg
atgzatcgtg
gtagacaatt
tttggttege
tttttatceca
atgaaagtgg

SEC ID N° 09

aacttattcc

acgteegtta

SEC IDN° 10

atgaaattac
tcaacagegg
gaagacgaqgc
ccageagasge
aaatcggttyg
catacccagy
cgcatttott
ggcaatgeey
ttaccgtget
aaaaaageca
ttEaccyggac
gtittecacyy
ggggtcattg
gckbcacgata
cgcagttata
gatgegygcty
ctgccggaaa

tectgtgecea
atcteottea
agatcccgcg
acgatticgg
gaatccatca
atggccotgat
gacgaggtgyg
tgcagcgogy

ttgcgegatt
cgacacctce

ttgcocgggta

attccattga
cactggctga
aagcegaagyg
gatttgaggt
Ltgaaagetc
cagattattt
gtcacattca

tgaaaccagce

cttttcaact
taaatatgat

aacaacttcg
aaggacttta
taggcattca
aagaaataat
coggagagea
cacgctacgc
tgcatatgca
atttcgctac
accactggaa
ttaccattga
gcetcagaack
caacggatgc
ccagcatgge
tcttcagcca
tgtatgattt
tcgcakttgeg

aataa
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ccggaatcac
cceecggeag
ccagaatctc
ggatatccat
tgatgctgac
agccggtygat
tcagggegac
ccajcagtgc

tcgtagegeo
aggcttgaat
gttttgrtge

tegegcaakt
caaggtgcat
aatcattttg
gaccygtggat
cgt.tgcgcag
tgtceogeatce
aaccgtgcca

tcgoococcag

tocaaatcac

ggetattag

ctatakttgtt
cacatcacaa
aatcttttcc
tegtateget
cacctggeeg
attaccaaac
ccagggctcg
cgccacagaa
tcgggccatt
agaactgygcqg
ggatactgee
tgacgtcatt
ggtggatccy
cagtacaace
cattcagcgt

ctctaatgaa

cegettetee
ccgetgeage
cagcaggaag
cagc CgCt gc
gaaggcggec
gtagcecgac
getgteggeg
gcggtoggta

gataaccekt
gaatcteteg
cagtttgcge

attgcggage
cteactcegg
ggctacagcg
gteactetca
catgatgaag
ggcgttgctg
ggaattgcaa
gtgtga

caaacggtat

gaggtggtca
cccgggatca
cgaagcggea
cqogaagtoc
gataaaqgtct
gtcatcaaag
ccgacacaaa
gcgetgeate
gragtcactc
caatateegt
tttaatcgeg
aaaacttacg
gtcgecgatc
aaazktggtt
tttgcaccgc

gaaattgagyg

19

ttcaccgoct
acetegoyygy
tcatagogcec
tcgaatgece
actccgaage
tocectecagea
agecteggeca
cggtcgatgyg

atcatctggt
cgtttietge

acctcaacta

ttagcgcgaa
gaccttgett
cggacattea
geaacticga
tactggaget
atttggagqc

agatctcatc

ataaaaccgt

atcataacct
gtaaacaagt
agcacctgac
tgtogaaagt
cactgtatat
geeetactoa
ttgcotgatge
tgtatgaaga
cggatcacce
tggegacata
cagggttaac
tccggttagg
ccgaccttgt
ttcgccgtag
atttaacgcy
tcatgtttaa

tgaacgagaa
tgaactegee
cggagatgtt
gggccatcte
ccagtgectt
gcttgacceg
cggtcagtceg
cgcbaggoat

tccagggety
acactacaat

ggetattgtyg

tgcgogeatc
gaggagggrg
ccotgegyty
cegetecact
gcacaggctt
gtatgagcaa
acgttttgct

tactccttte

gaatgtctca
cagaatgctg
gcaggtaacqg
cgatgceata
cgecaccacy
gcgteatect
cgtctctaaa
tttagtgatg
gctggeagge
tacotLogge
gccgegtate
gctggggyta
gogrgotgat
tactttcttg
tgatgtcgtt

agatataaaa

60
120
180
240
oo
360
420
480

60
120
180
186

60
120

240
0o
360
420
456

60
89

¢
120
p80
240
100
260
420
480
540
&00
660
720
780
B40
200
960
978



10

SEC ID N° 11

tttttattac
tatctrtbca
cttacagaaa
aatcttatcg

attcaaaaat

SEC ID N° 12

ttattctgaa
tataccattc
atatgcatca
ataatttage
tgtttracct
caattcogge
atctasagga
gytaaattet
tttatcateyg
acgatgegge
cgetittgat
gacataacgt
aaagcattgt
ggaactygctc
ggtygttaagt
ggaactccag
caaaatacqgc
tacacagata
gcttttaact
gyggagaatct
cEctccctot
tacagtagey
tgagatactc
aaggteakece
taatcLcage

aacaagccat

SEC ID N° 13
tagaccaaga tgttca 16

SEC ID N° 14

ctaaattgag
cteaagagga
caacagctga
cagagtctta
atcagtttcg
tttttetggt
cttcataccg
gtatgcaata
gtcagcttca
gttggtigeg
cceggeoacee

ataaatttaa
tgatatcaac
cttitgtgtt
ccagtitggt
gaaattagga

gcaagaaatt
tcaatccagt
gorgetteed
caggacattt
tttatcagag
aqtgtaacaa
tgttgagaat
ggggatgatt
ccatgcagt;
aaaattttct
aaactctcca
ttatccagca
tgagcacggt
ggttcatcaa
gatgtegeca
ctgtLacaac
gatttgetca
cctaacgaca
ggggattgtt
gtggcaggaa
tcttcgeegt
atatagacag
tgcgtcacaa
ctgctaagta
tcaagggtaa

tegecaacge

tagtccgcag
ctgatgttgt
ttocgoceggyg
tgacaccact
g99cgagggt
tcttocoteaa
acggtgcgot
accaaggcgt
cggaggatac
ctatcgagga
gttttacteck
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ccagagaaty
ttgcgatcet
attteaccta
ctggtcagga
gaagagcaty

tgtcgagata
aaagggtgtt
ggttcatoce
caagatcaat
cactgaccgco
tgttatctat
ggegeacgat
gaacaatete
aataatcatg
ggagcgtete
gtaaatcatt
tggttgaace
attggogety
tgttgtagtt
ccaaatcace
ctttatrrac
taggaagacg
acaggaaaaa
caggtggcgt
ccgectctgg
accagataac
gactatcrte
cgtgattggt
ctteogooace
gttgacgece
gaactacagg

gtggagccga
ggaccaatcyg
tggtgcetyg
cgcggtgeckco
actcactagc
tgcactgate
cacgccacgc
ccttegatce
gatcaatacc
gacgcetghog
tgectgaage

tcacgeaate
gatgtgttaa
atctttagga
aatagttata

aggtacaaca
tgccectggg
cktcatttea
geocagtattt
ctttatrtga
cectgtgtte
atcaactaat
acctaataat
tgectgataa
ctgcattegt
ttgaatcgeo
atctgcatty
attaacaaac
gattttgtca
cacgectate
catattaatg
tgtatcaaga
aaaccatacc
tgcggtgtrt
tataggggga
cggraccatt
atcattatet
gacaatactk
gtgttgagea
attgcggeta
frgttgcat

caacaactge
agatccagea
gtagccgtto
taacactgct
cgcattctga
aaagaacgcg
ttcacgecac
gaaaagggaa
gatgacgega
gyggettggt
getagcagec

20

cattgtaaac
taaaazgacct
ttaatocttt

catcatgacc

taaggqaacag
cgtaaattaa
taaaccttyc
ategeetggt
tatataatgg
agtgctgcta
gototttcey
tcactggcac
aaattagtta
tgtggccacyg
agctgattac
tctaccaatt
gcaatagata
tgcaccataa
gcgtaagaga
tcaataccge
cttgaaaacg
caaaaggtag
tgaatgttaa
ggcgaagata
aatttatagdc
tttaatgact
ctcitecaga
aagaazacca

atttggttta

cgagccaaat
agtccaccat
ttctcagtga
gcaacaatge
aagtgcgagc
atgattttat
agctgatcga
tagaggctcy
ataccttetg
cgattgegac

ac

attaaatget
caagttctca
tttogtgagt

cggactocaa

aagtctggaa
aggecggtgag
caagcaacac
aagacteoate
acaggeegtt
attgtetite
ctetcgegta
ggrtcaatga
ataacgcace
gttggtttaa
cgttagtgat
ttatcgacat
atgttttace
aggtggagaa
gotgatacgg
gtggattgag
ctaccagtyge
tgaatcgttt
gackgkggga
gcattatcee
cgcgcLitgg
tacgtagttc
cactatcgat
gaagatcgat
tggacggagc

cgcgagccgt
caaggaacac
gcaaatcagt
ccttttoget
cgcggaaatc
cttoeggate
ggttctoccag
ccttegecac
tggtgazaag
gacggtttge

60
120
18D
240
270

&0
120
180
240
300
360
420
4B0

€00
€60
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
i53%

60
120
18D
240
300
3g0
420
480
540
&00
€42
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15

21

SEC ID N° 15
cttattagtt tttctgattg ccaattaata ttatcaattt ccgctaataa caatcccgcg ]
atatagtctc bgcatcagat acttaattcy gaatatecaa ¢ 101
SEC ID N° 16
atgaaacgce cggactacayg aacattacag gcactggatg cggtgatacg tgaacgagga &0
tttgagcgeg cggcacaaaa gotgtgeatt acacaatcag ccgtctcaca gogeattaag 120
caactggaaa atatgttcgg geagccgctg ttggtgogta cegtacegee gogccogacsg 180
gaacaagggc aaaaactgct ggcactgctg cgecaggtgg agttygctygga agaagagegg 240
ctgggegatg aacaaaccgg ttogactcoog ctgobgeotet cactggoggt caacgccgac 300
agtctggega cgtygthget toctgoactg gotootgtgt tggotgatte goctatcege 360
ctcaacttge aggtagaaga tgaaacccgc actcaggaac gtctgegecyg ¢gacgaagtyg 420
gtecggogogy tgagtattca acatcaggeg ctgccgagtt gtettgtcga taaacttggt 480
gcgetegact atctgttogt cagotcaaaa coctttgorg aaasatactt coctaacggo 540
gtaacgcgtt cggcattact gaasagogcca gbggtcgegt ttgaccatct tgacgatatyg 600
caccaggcct ttttgcagca aaacttcgat ctgectocag geoagcgtgee cigcocatate 660
gttaattett cagaagecgtt cgtacaactt gctcgocagg gcaccacctyg ctgtatgate 720
ccgcacCige aaatcgagaa agageoiggce agcgghgaac bgatbgactt aacgoctggg 780
ctatttcaac gacggatget ctactggcac cgettbgcte ctgaaagececg catgatgegt B40D
aaagtcactg atgcegttact cgattatggt cacaaagtcc ttcgtcagga ttaa 894
SEC ID N° 17
graaagtgtc cagttgaaty gggtbcatga ageotatatta aaccatgtta agaaccaatce 60
attttactta agtactbcca taggtcacga tggtgatcat ggaaatcttc 11¢
SEC ID N° 18
atgaacccca ttcaactgga cactttgotc tcaatcatig atgaaggeag cttogaaggc 60
goctoccttag coectticecat ttcccccteg geggtgagtc agogogtiaa agetctcgag 120
catcacgtgg gtcgagtgtt ggtatcgoge acccaaccgyg ccaaagcaac cgaagoggyt 180
gaagtccttg tgcaagcage goggaaaaty gtgttgetge aageagaaac taaageogcaa 240
ctatctggac gccttgctga aateccgtta accategcra tcaacgcaga ttcogetateo 300
acatggtttc ctcccgtgtt caacgaggta gettcttggg gtggagcaac gotcacgctg 360
cgettggaay atgaagegea cacattatoe ttgotgegge gtggagatgt tttaggagoy 420
grtaaccegig aagctaatcc cgtggoggga tgtgaagtag tagaactbgg aaccatgege 480
cacttggera ttgcaacece ctcaktgcgg gatgoctaca tggttgatgg gaaactagat 540
tgggctgega tgoocgbctt acgetitcggt cccaaagetg tgcttcaaga cogegacetyg 600
gacgggcgeg togatggtoe tgtyggggoyc agycgogtak ccattgtoee ghoggrggaa 660
ggttttggtyg aggeaatteg cogaggoctt ggttggggac tEctteccga aacocaaget 720
getoccatge taaaagcagg agaagtgate ctectegatg agataccecat tgacacaceg 780
atgtattggc aacgatggcg cctggaatct agatctctag ctagactcac agacgcegtc 840
gttgatgcag caaktcgaggg attgoggect tag 873
SEC ID N° 19
gtaccggata ccgocaaaag cgagaagtac gggcoaggtge batgaccagg actttttgac 60
ctgaagtgcg gataaaaaca gcaacaatgt gagctitget gtaattatat tgtasmacata 120
ttgetaaatyg tttttacabe cactacaacc atatcatcac aagitggtcag acctectaca 180
agtaaggggc tttoegto 198



5

10

15

SEC ID N° 20

atggtcatca
tggaataacc
acLggcgeaa
ttgaccattc
aatatcceeg
Ltgotgtogy

cccgataaag
tttgccgage
tacggtctga
gccaaiccgg
agtgaaggcy
gagatttgge

SEC ID N° 21

ttaatittgca
gtacttataa
tatcatctoyg

SEC ID N° 22

atgggogtaa
agccaattaa
gcgggcattg
accatggttg
atcgccaaag
aataaktccta
cgtgccgoeg
ctogaaaacc
gtettcagty
gagcgactgg
gaacaagaga

SEC ID N° 23

cogteatact
cttaccttaa

gtgaattttc

SEC ID N° 24

atcaccaczaa
gceeattrte

atgaaattca

SEC ID N° 25

aggcgcaaag
gcctoectee
cgcgtactac
aacatggcaa
aaacackggc

tgcgtaccaa

cgcaggaagt
tggattacaa
tkcttaacgy
aagcgegoag
cgcacgatca

aceggatgea

tagtyggcaat
caacaacgra

acgtttacca

gagcgcaaca
gigctgaacg
cteoceaccte
atgagagcgg
gcgggagtgt
acgecttecy
ttgcgcgtga
atatgccgeg
cgggtgcega
tactgcaact

aaaccgcaat

ggccteckga
attttegacy
aggaaatggc

ttcagcaaat
ctgtagtaac

gcaggatcac
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£ccggegggt
cgggactatt
gttacgtgaa
gccgacgaag
gcgactggat
tatttecact

gctggetace
catattcege
gatgaaaggg
tctggogetg
gutgtacgaa

gaaaaatcty

tttttgccag
aggttattge

gcacgtcaac

aaaagaaaaa
cagcticgoe
ttktttatcgg
tttaatgcta
gatccgeacc
gttattattg
aattcagcac
tgcgtttact
gycgtLggac
gcgaatgatt
tattccggga

tgtcgteaac
gaaaaccacy

ggtgagcatc

tgtgaacatc
gagaacgteg
attatgacc

ttcgcggaag
ttgccogeay
gktgttacagc
gtgaataatt
cacgaaagtyg
atttttatte

gctaatgaag
ggcctgacgt
ctgtatacqe
ggertctace
acagtgegte
ceogygtgatt

actgaagagg
gctatgcaaa

aacgccoger

accecgeegtt
agcctgager
catttccacg
cgccaactca
teggtcteca
cgggaacgct
ttcattgcgg
gaagcgcaag
gtcggcgtcg
tegaaagggg
aatgtgaagg

acggcgaaat
taaaaaacgt

ac

atcacgtica
cgaatteagg

agtacattat
aacgtgaact
gtctggeacg
tetgggaaac
tgcecgcaget
gcaccgegtt

tggecgatca
ttgcttocyy
gtattgytey
acaaaccgee
gctatgggea

tageccattca

tcataccagt
cacaaaktcaa

accttgaat

cgetggtgga
tgcgtgaagt
acgtagacga
tgcgccagac
catttatgga
ceggeacete
aacttgcgga
ccgaagcaat
aacaacgtcg
crtattacty

acgagtaa

agtaatcacg

cgatttttea

tctoktoootyg
cgctetttag

tgaaagtate
ttcagaatta
agatggctag
ttccgattta
tattgataat
tcgtcagoat

cgcogatgoo
caacccgatkt
tcactattte
ggcgttgrge
tgagagtyggc
gdggcgataa

tatgacctcet
agttcgtgga

agecgoattt
ggcygcgtgaa
actgggtctyg
gcgtcagegt
gttcatcggt
cgotgegrtl
ctatctggaa
ggtgacaatt
gcaattagaa

gtategeegt

acqtcaggrt

agatacaagc

gttcccaatg
actggtegta

gtggcgcatc agttaaaact tctcaaagat gattttittyg ccagcgacca gcadgcagtc

gcegbggetyg accgbtatce gocaagatgbc tkbtgetgaac atacacatga ttttegtgag

ctggtgattyg tctggeogegy taatggeoctg catctggtbtt tgcagaatat tatttattge

22

&0
120
180
220
300
360

220
480
540
€00
€60
720

&0
120
165

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648

&0
120
152

60
120
1459

60
120
180



ecggagegic
gcaggygcaac
ggtcagettyg
ctgtteoyggyge
ccaacateca
agtecetteg
cagcaatttc
tgtcatgege
tgtggctttg

cccagecagh

SEC ID N° 26

gtggcgcatc
gctgtggety
ctggigattg
accegtageg
gatctggtte
cagggggega
atggggatgg
gtgcecgtttg
cgeeategtt
ctgattaccc
gaggcatcgt
atcaatcaat
cgcctgttaa
gtggtgttta

aaagattaa

SEC ID N° 27

tatcggaaaa
tctettgggt

SEC ID N° 28

gtaattgtgg
attcatcgac

SEC ID N° 29

cectogcecet

taaaactagc

tgaagckgaa
cacactggeg
agcatgaaag
agtrggtgat
gcgaaacgtt
cygctyggataa
gccagcagac
aaktatctice
aagatagtaa

ggcygtcatct

agttaaaact
acegttacee
tcrggcgeqag
atctetitta
cgcagaatat
ttecqggyatt
cgcaggegeg
ctaacgaaat
acaccagtqga
g9cLggcesgc
gcagtgageg
atctgcgaca
tcagtgatat

ccegggaaac

aatctgtaac

gggattce

ctagagtaac

gctaag

catttgtaca
acttgat
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tctegactgyg
ctrtaggtagc
tagtcageat
gttgcbgaat
gclggataag
attttgtgat
tggaatgacc
ccagcatage
ctattttteg
caattcgcay

tctcaaagat
gcaagatgte
taatggcotyg
cattcatget
tatttattge
taacgecage
gcaggttatc
ggctgagttyg
ttecgttgoey
tagectgaaa
cgtttigogt
ggtcagagtg
ttegacegaa

cgggatgacg

atgagataca

aaagactaca

grecgttace

cagggggcga
atggggatgg
gtgeogtikg
cgccateoget
ctgattacce
gaggcategt
atcaatcaat
cgectgttaa
guggtgttia
aaagattaa

gattttttig
ttegccgaac
catgtactca
gacgataaac
ccggagegtc
geagggcaac
ggbcagctig
ctgttcgggce
tcaacateca
agtccctety
cagcaattte
tgtcatgege
tgtggctttg

cccagccagt

caatagcatt

aaaccttgygg

cttacctgaa

23

tktcegggatt
cgcaggcgeg
ctaacgaaac
acaccagtga
ggcrggcgge
gcagtgageg
atctgcgaca
tcagtgatat

cccgggaaac

ccagegacca
atacacatga
acgatcgooe
actcctacge
tgaagctgaa
cacactggcy
agratgaaag
agttggtgat
gcgaaacgtt
cgctggataa
gccagcagac
aatatcttct
aagatagtaa

ggcgtcacct

tatatttget

catgggctty

acagatgaat

taacgccage
gcaggtiatc
ggctgagttg
ttegktgoeg
tagccrgaaa
cgttrtgegt
ggtcagageg
ttcgaccgaa

cgggatgacy

gcaggcagtc
LErEtgtgay
tratcgcatt
tteccgttaac
Ecttgactyg
cttaggtage
tagtcagcat
gttgctgaak
gctggataag
attttgtgat
tggaatgace
ccagcatagc
ctatttttcg

caattcgcag

ttagtatctce

ttactttgaa

gtagaattta

240
00
360
420
480
540
600
660
720
759

&0
120
180
240
300
360
420
460
540
600
€60
720
780
840
849

60
T

&0
76

&0
77



SEC ID N° 30

atgatcgtyga
tttectecty
gccgaacgag
ggagaagaga
ttgacaggaa
critctgcas
ttgatgetge
gcgcaccgag
ggtgttcocee
gaagcaatig
aagatgattt
cagttcactt

SEC ID N° 31

atgaccaacyg
gctgetgage
aacgacateg
ggcctgegtt
getgoccgeg
gcgggggaac
gttctgcate
gtcgaccheg
gcegtcagee
cccgecaceg
geactgcbtg
gtggttgeeg
cgcgaactgg
ccatggeatg
ctettgtece

accgectga

SEC ID N° 32

gtgctggtee
ggcggeocyg

SEC ID N° 33

atggacgcag
gtggagcrgg
gtggcorgeyge

cacaagataa
ttgtegaaac
tctactttct
ttacagtage
acaagtcgga
caattgaaca
ggggtetgte
atataggtte
gtgcagatgyg
gotctacteg
ceatccacaa

aa

cgcgattgey
gactcgtggt
gratcagett
acgtcgaata
gagaggccga
tgctcatccc
tggaggtggc
ttgtggcyagy
cgaacgcget
cgaccrgget
acgacctcga
cggeggtgge
ccgoeggoge
'ﬁggtcagcca
agcgagacct

cgecaceggygce
acacctcceqg

acgactgttyg
cctgoggeac

tcgegetgga
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ggcecctagea
gtttgaacgec
tttgaaaggg
actactacgy
taggttctac
agtggagcaa
ttcgoyggatt
gagattggtyg
aatcacaatt
cgttactgtt

aaagaagatt

agectetggie
caccgaatct
ggtegaccyy
cgcgeggegy
cccggagaat
cgccgogttg
ggegegcage
acggccgecy
tgtcgtcatg
gctgogtgag
tgtcgegeca
cgggctggge
actcgtcgaa
gatcagtcecg
gggctggege

ggtyggacage
cgagggegtyg

ggcgegggeyg
gcggeeggryg
ggccggacyg

aatgttttte
aataaaacga
gctgtgaaac
gaaaatagcy
catgeggtgg
gcactgaagyg
ctacaaacag
agttototgt
gatttaaagt
actaggctac
actgtgcata

gaactggcgy
tegatctect
catgygcegeg
atcctoggoh
ggctcgatee
gecatcgteec
ttggtgtgge
gacgaattgy
ggaccaccey
accggateeg
coctcaattgy
gtgacgttgg
ctgececggtge
acgatgtega

gatatcaaca

ttccggcgge
ctctteocegg

ggcaccgbge
ccggtgacey

gtgcteteea

24

gtcagaktggce
teEttettec
tttccagggt
tbEtkggtgt
cattiacteo
aaaatcctga
agatgatgat
taattctectg
tatctcatca
taggggatit
aacctgtgac

ataccygttc
cggctttacg
gggtgrgget
tgcacgacga
ggctggetge
gtgccgegta
ctatgactggc
tccggaaagt
cggtagcgaa
gtaccegoic
tgctcggate
Lgtegegtea
ccggtactco
cegaactget

ccacccttcg

agctgacegy
ccaactacgt

ggatccgect
ggqcg gCgc ca
<o gC gg9ggc t

aaccggagcer
cggcgatect
gtacgaggca
cctgtekteg
agtagaattg
attatcgatg
Lgaaacctta
tcgtgatttt
ggcgatcgeco
gcgggagaaa
tctcagcaga

ggtgegoegee
cgcattgagce
gactectgee
ggcgatattyg
ggtcacctcc
ccccggtgtce
cegccacgay
gtgggtgcge
gggattccag
tacgttgacg
gcacggcgog
ggctgtgcag
gataageccgg
catcaagrac

gggageegtt

ccgetactte

cttogacttce

gctcggeecg
gttgagggtyg
gatcgecteg

60
120
180
249
3100
160
420
480
540
600
660
872

&0
120
180
240
300
360
420
4B0
840
600
660
720
780
840
200
909

&0
12¢

60
120
180



ttgtgggegg
atccgocggg
ggctacctge
ctgaccgoee
gaggggctyy
cccegggeee
gacctegoge
catccgetge
cagtccygacy
gtcegeccey

ctgctggccy

SEC ID N° 34

tcaggggect
ctteagecge

SEC ID N° 35

ckaggaaccce
9g99aagoccg
cgccagtakc
gatcteacaq
gagtaaatgt
atcgtegeca
gcgkgtggte
gggrgecace
ctggacatta
gecgectget
tgccecggtgt

SEC ID N° 36

catcacgaac

cgatccygtte tcacattcac cocgcagtgat aaggaattga

agcggactac

SEC ID N° 37

ES 2560 302 T3

acgagcegec gogeaccygoce goocggoage

cgctcygccbc ggtgggcocgog ccgoagigog
tcgacecggec ccactacgaa ctcgacageg
gggagttgea gcgggacggg cggctggece
cgctgtgycg cggccecgee ckeggegegyg
gccggotgga ggaggaacgg gLcttogoce
tecggcogeca cgagacggec ateggcgaac

gcgagygcgge ctacgecgac ctgatgotog

cgetogocyt ctacogcagy gegcagegygg

goceccogect cgoeggoctg gagcgggoca

gcgeoggeggt gecctga

goctocagoa cyLoggotge ooggaccagt

tccagggect Lhacgggage caccgggatc

gcggacdtat cgggtggatg gtcggatcec

tgggcgaagy caaccagbtcoc ggcctgaaga

tyggccatat gagccttgac ggtgcegetcg
ttggagtage cgtggetcag caggaggaayg
acctggotga goccktccag ccaggggaac

gaatcactgg aatcgcagcc ggaatatggc

cttgcatgoe ctaagaggtc atcocgacgea

actgaactat gaagacgtga gggcgatacc

ctcatettga teoatcttate geatcctacgg

gtcgtgagca gggcccgoecy aggegtygdc

gtgcacggca a

ctccagocogt gggatcgeoo tocggcagca

gtgcgcgogg gogggegecg gatccagghe ggcgggccge
acgctactgc tcaacgocega ccgoegtggtg boggtggacy

ggcgooegge eccegtogac cagocggacy caggtggacga

aaggcgitcc gocgegagcgy cgecgacqgay gtgatcgaga

ctgegeteny gogggcaceyg getggacace ctggactteg

25

tecagaceayg
fcgtccygcte
accggttcoeg
aggcecggge
<€ggeggagege
tggagcagcg
tcetegacct
ccctgtaccg
tgctcgecga
tectgcggca

acggecgage
ttacggctge

tctgeatege
caggattega
gtgacccega
acctggaget
tggtcctegt
aaagtetgge
tcgagtatca
acccatgcga
ccgggetyggg
aaggcggata

tttatagacy

taaacgattt

gccagcggac
cygctgycoga
tectgegtgte
ccgtecgegec

acgaactggt

cgtgtggaty
cacccogyce
gcacgeggty
ccgggtcgac
cggactecay
cgecgggcte
categeccag
ttecggooge
cgagctyggce
ggacgagtcg

gggtgccgat
ggtcggegac

cgatgtgtce
cocogagohbt
gcagegegge
cgcggtcgyga
ggagaaatcg
ccccgtatga
aggcgocgaa
cgaatgggte
gogecottggt
4ggcggcccy

gtttgectat
tectagesty

agtgctggcg
gacggtctgg
cgcgotgoge
ggggtacgtc
ggegetggeg

240
300
E1-4y]
420
480
540
&00
660
720
780
807

&0
120

60
120
180
240
apo
360
420
480
540
600
621

€0
120
130

&0
120
180
240
300



10

15

20

25

agggcggcgg
gecgckygegeco
tgccagtggg
ctgggcgage
cgcgaccgygc
gcygctggaga
gggatggage
gagcgccege
ctggcggtge
ctgctggteg
aacgcegace
cacccgeegt
ceogageggg
cgceggatge
ccgaacaceg
goecgcagey
ctggtgcgeg
ctggtecgage
cacctggeca
cgcagcaggc
cgctgectgg
gagctgacgt
gtgctggage
gagagccact

gcecogtga

cccgycaggq
ggggccegygt
aggagaccet
accgectgct
tctacggect
cgttcgeceg
tgcgeoeggct
cgtcgoaget
tggaccggct
gcggcgtegy
tgttcceega
cggcoocecyg
tgceggtege
tgetggrgot
ccacckgecg
gggeggtygcce
gcatcatcgg
tggtegaget
gcaaaccgca
tgtccggect
acccggtgge
cctggacggce
gcectggteoga

accggetgece

ES 2560 302 T3

CCgggucacy
gctggcogaac
gcLcaccgee
ggtcgceggy
gcteatcate
gttgecgoege
geacgagcge
gceogeegey
ggecgeeygag
cgrgggcaag
cggccagcty
cgoegtgcee
cgccgaacga
ggacgacgce
ggtgcetagty
getgeggety
<gaggcgegg
gtgcggtegy
ctggggcgty
cggegggcayg
ggccgacctg
cacggcooty
cgcgeoacety

cagcetgicc

gaggccgter
gtgaccggga
cacgaggagc
ctcgcggcegg
gceccagtace
cgctcggteg
atcetgegeg
acgcaggtgc
gacgggcagy
accgcgetgg
ttegtcgacc
gcgcacctgo
coocgogeigt
cgcgacgeqgq
acctoeegeg
ggcggecteg
gccgggegeg
gtgccgggey
cceaggatgy
cacctgcgeg
taccgggcgo
ctgggetgct
ctggageccg

cacgectacy

ggctgtacgy
cggkgccgga
aggtcgagct
cggkcgagey
gctoeggeca
acgagctégg
acgaggaccqg
tcgtegggcy
cgggcgcgec
cggrgoggeyg
tgggcgggca
tgeacgegot
tcogeaccge
cccaggtctg
acceygctgey
ggttegacga
acccggacge
cgetgoctgge
tecgggaget
acgggctcgc
tgggeggect
cgacacccga
cocggggeggyg
cggcgaactt

SEC ID N° 38 cgcggatccc taagccgcaa teectgattg 30

SEC ID N° 39 tccgatggac agtaaaagac tggcccccaa agcag 35

SEC ID N° 40 tgaggatcct tattacttgt cagctcgtcc atgccgagag tgatcc 46

SEC ID N° 41 cttttactgt ccatcggaac tagctatggt gagcaagggc gaggagctgt tcacc

SEC ID N° 42
tcaactgcta tcceeectgt ta 22

SEC ID N° 43
aaactccttt acttaaatgt tttgataaat aaa 33

SEC ID N° 44
tacatatggt gagcaagggc ga 22

SEC ID N° 45
tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

SEC ID N° 46
cggcgtttca cttctgagtt cgge 24

SEC ID N° 47
tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

26

ctcggegote
gcacctgbeo
gegeetggey
geaccagotyg
ccgggecgeg
cctggageeg
cccggeggre
cgccgagygag
gocogclogga
ggcgcacgec
cgacccgcac
gggcgtgeeg
gatggeegee
geeogotgetyg
cgagctggte
gteegtggeg
cctggteggy
cgeegecgey
caaccgcceeyg
ckccagegoo
gcccacgceg
ggccgacyac
cgccgygcgge
gecacgaceqg

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
LGB0
1740
1748
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15

20

SEC ID N° 48

tcaactgcta
taaatgtcta
taaattttEc
attaaatagc
aaccgtaaaa
tatttatcaa
caceggagty
cgtgteegygc
caccacegge
gcagtgctec
gcccgaagyc
ccgegecgag
cgactecaag
Caacgtetat
ccacaacatc
cggcgacggc
caaagaceccc

gatcactcte

SEC ID N° 49

gtgagcaagg
gacgtaaacg
aagctgaccoe
gtgaccacct
cacgacttct
aaggacgacy
aaccgcateg
ctggagtaca
atcaaggtga
cactaccage
ctgagctacc
ctggagttcg
taa

SEC ID N° 50

tccoccetgt
tacttttata
tatggaagat
tattaktcact
teetgattac
aacatttaag
gtgeeccatee
gagggcgagg
aagctgcecy
gccegetacce
tacgtccagg
gtgaagttcg
gaggacggca
atcatggccy
gaggacggca
coccgtactge
aacgagaagc

ggcatggacg

gcgaggagcot
gecacaagtt
tgaagttcat
tcggctacgg
teaagtecyc
gtaactacaa
agctgaaggg
actacaacag
acttcaagat
agaacaceec
agtccgoect
tgaccgccge

gcgcggatcce tcacacctgg gggcgagcetg

SEC ID N° 51

ES 2560 302 T3

tattaaaacy
aaataaatat
tcattcataa
tgtataacct
asaartrgee
taaaggaygtt
tggtegaget
gcgatgccac
tgeectggee
ccgaccacat
agcgcaccat
agggcgacac
acatcctygy
acaagcagaa
gcgtgcaget
tgcccgacaa
gcgatcacat

agctygtacaa

gtkcaccggg
cagegtgtec
ctgcaccacc
cotgeagige
catgeccgaa
gacocgegec
catcaacttc
ccacaacgte
cegecacaac
catcggegac
gagcaaagac
cgggatcact

30

cttacattga
aatcaktattt
tgtggtacac
caataataty
tatgacatit
tgttatggtg
gaacggegac
ctacggcaag
caccctegtg
gaagcagcac
c¢ttcttcaag
cctggtgaac
gcacaaygckg
gaacggcate
cgccgaccac
ccactacctyg
ggtecoctgetg
gtctagataa

gtggigccca
gg9cgagggcy
ggcaagctgce
ttcgeocogek
ggetacgree
gaggtgaagt
aaggaggacg
tatatcatgg
atcgagggcg
ggeeccgtge
cocaacgaga
ctcggcatgg

gcgccatatg atatctcctt cttaaagttc agcttgaatg aatctcttge g 51

SEC ID N° 52

gcgccatatg gtgagcaagg gcgaggag

SEC ID N° 53

gcgcgtcgac ttatctagac ttgtacagct cgtc

SEC ID N° 54

cgatcctgac gcagattttt

SEC ID N° 55

20

ctcaccggct ccagatttat 20

28

34

27

ttattatagt
ttiteccggte
tecatcaacgg
gtttgagggt
tttgtaatca
agcaagggcy
gtaaacggeo
ctgacccotga
accacctteg
gacttcttca
gacgacggea
cgcatcgage
gagtacaact
aaggtgaact
taccagcaga
agctaccagt

gagttcgtga

tcctggtocga
agyggcgatgc
ccgtgecctyg
acceccgacca
aggagegeac
tcgagggega
goaacatect
c¢ygacaagea
gcagcgtgca
tgetgeecga
agcgogatca
acgagctgta

catttaattt
caccgtttta
aaacgaatca
gtctaccagyg
ggatttLttt
aggagctgtt
acaagrtcag
agttcatctyg
gctacggeck
agtcegeocat
actacaagac
tgaagggcat
acaac agocoa
tcaagatecy
acaccecccat
cegocetgag

ccgccgeogyg

gctggacggce
cacctacggc
geccacecto
catgaagcag
catettettc
cacceeggkg
ggggcacaag
gaagaacgygc
gctegecgac
caaccactac
catggtoccty
caagtctaga

&0
120
180
240
ano
360
420
480
540
£00
660
720
780
840
900
960
1020
1060

50
120
180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
723



SEC ID N° 56

ggatccttat
cteocagoagy
gctcaggtag
gtagtggtcg
cttgatgeey
crfccagettg
gcggttcacc
gtccttgaag
gtegtgetge
ggtcacgagg

cagcttgccg
tacgtcgecyg
acktcaccata
ggcccccaaa
tacttaagta
actggacact
ticcatttce
agtgttggta
agcagcgcgg
tgcrgaaate
cgtgttcaac
agcgcacaca
taateccgetg
aacccoctca
cgtcteacge
tggtcetgtyg
aattecgcecoga
agcaggagaa
atggcgecty
cgagggatkg

tacttgtaca
accatgtgat
tggttgtcag
gcgagetgea
ttctteckget
tgccccagyga
agggtgtege
aagatggtge
ttcatgtggt
gtyggecagg

taggcggcak
tccagctcga
tgatatctce
agcagacctg
aaatgattgg
ttgctcteaa
ccotcggegg
tegégeacco
aaaatggrgt
ccgttaacca
gaggtagett
ttatccttge
gegggatgtg
ttgcgggatyg
ttcggtcoea
gggcgcaggc
ggcettggrt
gcgatcctoo
gaatctagat
cggccttagg

ES 2560 302 T3

gctegteceat
cgegettete
gcaycagcecac
cgctgoegeo
tgteggecat
tgttgcogec
cocbegaacte
gctectggac
cggggtagey
geacgggeag

cgcccecgec
ccaggatggg
ttcttaaagt
taatgaagat
ttcttaacac
tcattgatga
tgagtcagcg
aaceggecaa
tgctgecaage
tcgocatcaa
cttggggtes
tgcggcgegy
aagtagtaga
cctacatggt
aagatgtgct
gegtatecakr
ggggacticet
tcgatgagatc
ctetagetag
tcgac

gccgagagcg
gttgggytct
gg9ggccgtey
ctogatgtig
gatatagacg
ctectrgaay
cacctcggeyg
gtageettog
ggegaagcac
ctrgoeggty

cLogoeggac
caccaccccg
tcaktctagqe
ttecatgate
ggtttaacat
aggcagctte
cgttaaagct
agcaaccgaa
agaaactaaa
cgcagatteg
agcaacgctc
agatgtttta
acttggaace
tgatgggaaa
tcaagaccgt
tgtececgkeqg
tccogaaace
acccattgac
actcacagac

28

atcecggcgy
tkgetcagygg
ccgatggeqy
tggcggater
ttgtggctgt
ftgatgcoct
cgggtetogt
ggcatggcygg
tgcaggoogt
gtgcagatga

acgcrgaackc
gtgaacagct
ccgatggaca
accatcgtga
agcticatga
gaaggcgact
ctcgagceakc
gcgggtgaag
gegcaactat
ctatccacat
acgetgoget
ggagcggtaa
atgegecact
ctagattagy
gacctggacy
geggaagget
caagctgctc
acaccgatgt
gocgeogttg

cggtcacgaa
cggactggta
tgttctgctyg
tgaagttcac
tgtagetgta
tcageecgat
agttgeegtc
acttgaagaa
agccgaaggt
acttcagggt

cgtggocgk
cctegeecht
gtaaaagact
cctatggaag
aceocatcca
ccttageock
acgigggtcg
tectigtgea
ctggacgece
ggtttectoe
tggaagatga
ceeghgaage
tggccattye
ctgcgatgce
ggegogiega
ttggtgagge
ccatyctaaa
attggcaacy
atgcagcaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

T80

840

300

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1629
1680
1740
1765



10
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SEC ID N° 57
ggatcccgag
tageggtcac
cgtcccatic
tttagaggec
ttocctitegg
ggcgggeetc
tgtcgagetet
agatggactt
tcteogocctt
gagtcttett
ggtagatgag
cctegaagtt
cggggatgtc
ggatgtccca
tgccctogta
agcectcocat
tatgtatatc
tctgtttect
ttaattgtca
aacattatce
tgcacagcca
cagtcgataa
cgttgacacc
gagtcaattc
cggtgtcret
aacgcgagaz
acaacaactg
gcacgcgecy
cgtggtggty
tcttctcgeg
cattgetgtyg
gacacccatc
tctggtogea
ggcgegtetg
agcggaacag
gaatgagggc
aatgegogce
Tgacygatacc
tegectgetg
gaagggcaat

tacgcaaace
gccgaaacge

SEC ID N° 58
gaacatcagc gacaggacaa

SEC ID N° 59
gggaagcaaa gaaacgaaca

SEC ID N° 60
cctceeeggg ttgatattag

SEC ID N° 61
ggccagcacg aatagcttta

SEC ID N° 62
aggaatctcc ctgcgtacaa

SEC ID N° 63
ccggattcat ccaagaaagc

SEC ID N° 64
gccttaaaac gccactcaat

SEC ID N° 65
ggccgttgat cattgttctt
SEC ID N° 66
aactccacgc tggagctcac

aaaggaaggyg
gctgeacgta
gccaatocgg
ccaaggggtt
gettegttag
ggcgegeteg
gtagtccacyg
gaactcacac
cagcacgceg
ctgcattacy
ggtyccgtcc
catcacgege
ggcggggtgc
ggcgaaggac
gggcttygcec
gtgcacctiyg
tocttotygca
gtgtgaaaktt
acagctcact
agaacgggag
taccacaget
gcceoggatca
atcgaatgge
agggtggtga
tatcagaccg
aaagtggaag
geggygcaaac
tcgcaaattg
tcgatggtag
caacgcgtca
gaagetgect
aacagtatta
ttgyggreace
cgtectgygctg
gaaggcgackt
atcgttceca
attaccgagt
gaagacagct
gggcaaacca
cagctgttgc

gectetecee
ttggtggcgy

20

20

20

20

20

20

20

20

ES 2560 302 T3

aagaaagcga
accaccacac
atatagttcc
atgctagtta
cagccggatc
tactgctcca
tagtggtage
aggtagtggce
tcgegggggt
gggccgtcgy
tgragggagg
teccacttga
ttgatgtacg
Ag9ggggccac
tegoccarge
aagcgcatga
ggcatgcaag
gttatccgcet
tcagaatcatt
tgcgeettga
tccgatgget
gcttgcaatt
geaaaacctt
atgtgaaacc
tttccegegt
cggegatgge
agccgerget
tcgoggegat
aacgaagegyg
gtgggctgat
geactaatgt
ttctctecca
agcaaatege
gctggcataa
ggagtgccat
ctygcgakget
ccgggctygcy
catgttatat
gecgtggaceg
ccgtctcact

grgogiegge
gaccagtgac

aaggagcggg
ccgoecgoget
teetttcage
ttgecrcageg
tcagtgggaa
ccacgghgia
cgggcagett
cgecgeocet
agttgrgcte
aggggaagtt
agtcctgggt
agecoteggg
ccttggagee
ccttggtcac
cctegatetc
agggcttgat
cttyggcgtaa
cacaattceca
tgccagaace
gégacacgaa
gectgacgee
cgcgegogaa
tcgeggtatg
agtaacgtta
ggtgaaccag
ggagetgaat
gartggcget
taaatctege
cgtogaagoc
cattaactat
tceggegtea
tgaagacagt
gctgttageg
atatctcact
grceggreet
ggttgccaac
cqttggrgcg
ccocgecgtta
cttgotgcaa
ggtgaaaaga

cgccatgocy
gaaggettga

29

cgctagggeyg
taatgcegeoy
aaaaaaccco
gtggcagcag
trtcctactgg
gtcctegetg
cacgggetie
cagcttcage
agtggaggge
cacgcegatyg
cacggtcacc
gaaggactge
gtagaagaac
ttgcagettg
gaactegtgy
gacgttctca
tcatggtbcat
cacattatac
gttatgatgt
ttatgeagtyg
agaagcattg
ggcgaagcgyg
gecatgatage
tacgatgtcyg
gccagccacg
tacattccca
gccacctcca
gergatcaac
tgtaaagcgq
ccgctggaty
ttectrgary
acgcgactyyg
ggeecattaa
cgcaatcaaa
caactaaacca
gatcagatgg
gatatctcgg
accaccatca
ctcteteagy
aaaaccaccc

gcgataatgg
ggatece

ctggcaagty
cLacaggygcy
tcaagacccg
ccaacteage
aacaggtggt
tgggaggtga
ttggccatgt
gccatgtggt
tcococageeca
aacttcacqgt
acgecgoogo
Ltgaggcagt
tggggggaca
gcggtctgag
cegttcacqgy
gtgctatcca
atcittbaat
gagccgatga
cggcgcaaaa

acttacgacce

gtgcaccgtyg
catgcattta
gcccggaaga
cagagtatgc
ttLctgegaa
accygcgtygge
gtetggccct
tgggtgccag
cggtgcacaa
accaggatge
tctctgacea
gcgtygagea
gtotgtete
ttragcegak
tgcaaatgct
cgctgggege
tagtgggata
aacaggattt
dccaggegygt
tggeygcccaa

CCLgcLLeLc

60
120
180
240
apo
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
2506
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SEC ID N° 67
agaacgcgga gtccacg 17

SEC ID N° 68

MATTLLDLTK
AQFACTDNAR
FIGVTGTSGK
RMRDHGVTHY

ADSPLVADKQ
PSNQSYQVEL
LAVVDYRHKP
DONPRSEVEA
KGHEVGQLVA

SEC ID N° 69

atggcaacca
cagyggcatte
tccagettac
gcacagtitg
ggacttgagy
cgcgcageac
ttcattygay
ctcatggagg
gaagaagtac
cgastgegey
ttgggcagag
cacctigakt
gcagattore
cgcatggcea
ttcagegeta
cectcaaace
gccacgttgy
ggcatgteca
ctigcagtyy
aggacccaga
accaagcgtg
gatgacaacc
cagcagggtyg
gaagcaatte
aaaggccatg
gaagttcgcg
ggatag

LIDGILKGSA
KAVAILTDAR
TTTSYLLEKG
VMEVSSHALS

VVCVDDSWGE
ALPGRFNVAN
AAVARVLDTL
TIRAAVTAGA
GVTHHFDDRE

cgttgctgga
ceogeteacqge
ctacctcgga
caggtacgga
tgctcaacga
ttyggcgcagc
tcactggaac
caggcecacaa
ccacaaaget
atcacyggrgt
ttgcgggttc
Lccacecoac
cacttgtgge
gogtggcage
cagacatcaa
agtcctacea
catttgecoge
aggtcgeagt
tggattatac
ttgacgggcey
gceccakggg
ctcgttecaga
cttcagagte
gegettiggt
aagttggaca
ctgctttgac

QGVPAHAVGE
GLEVLNERGE
IMEAGHKVGL
LGRVAGSHFD

RMASVAADVQ
ATLAFAABAR
RTQIDGRLGV
QQGASESERP
EVRAALTEKL

cctcaccaaa
agtaggggaa
cgctatkbtte
taacgetygeg
agcaggagag
atcatcaagc
ctcaggtaaa
agttggtitg
caccactcca
cacceacgtg
ccactttgat
catggatgat
tgacaaacag
ggatgtgcaa
tgtcagegac
ggtcgaacta
tgcggcacge
tccaggeegt
ccacaagcck
cctegygagtyg
gecagttgreo
ggtgeetgee
cgaacgaccqg
cgagtgggca
actagttgct
agaaaagctc

SECID N°70
taggatcccg acaacatccc actgtctg 28

SEC ID N° 71
aagtcgacgt ctgcttcttg cccaagg 27

SEC IDN°72

VSKGEELFTG VVPILVELDG DVNGHKFSVS GEGEGDATYG KLTLKFICTT GHKLFVPWPTL
VITFGYGLQC FARYPDHMK(Q HDFFRSAMPE GYVQERTIFF KDDGNYKTRA EVEKFEGDTLV
NRIELKGINF REDGNILGHK LEYNYNSHNV YIMADKQOKNG IKVNFKIRHN IEGGSVQLAD
HYQONTPIGD CGPVLLPDNHY LSYQSALSKD PNEKRDHMVL LEFVTAAGIT LGMDELYKSR

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Forschungszentrum Julich GmbH

QATARIGLDS
TRPVIVVDDY
IGTTGTRIDG
VAAFTNLSQD

TVSTLGOEAD
VGVDGEAFAR
VIGAGGDRDS
VEVLEIGDRA
MNKLPLTTEE

cttatcgatg
caagcaatcyg
gctgcagttc
aaagctgtgg
accegceceag
atttatggcg
accaccacca
atcgacacca
gaagcgccga
gtgatggaag
gtagctgegt
tactttgacg
gtegtgtgeg
acagtatcca
tctggcgoec
getettecag
gtgggtgetg
atggaacgca
gekgoaghgg
gttategghg
gcacagegtg
acgattegeg
gtggaagtcc
cagectggag
ggtgtcaccc
aacaataaac

SSLPTSDAIF
RAVLGAASSS
EEVPTKLTTP
HLDFHPTMDD

FSATDINVSD
GMSEVAVPGR
TKRGPMGOLS
EAIRVLVEWA
G

gcatcctcaa
cygctattgy
caggaacccyg
ccattttgac
tcategttgt
atcecttcaaa
gctacctctt
caggtacacqg
ctctgragge

_tatccagoca

ttaccaacct
cgaaggcatt
tggatgatte
ccotigggea
agagtttiaa
gtgegttcaa
atggcgaage
ttgatgaggy
ctgcigtgtt
ctggtggaga
ctgatctagt
cagcagtcac
tagaaattgg
atggcattgt
accattttga
ttceccttac

<120> Sensores para la detecciéon de metabolitos intracelulares

<130> FJ10049PC

<150> DE 10 2010 019 059.4
<151> 03-05-2010

30

AARVPGTRTHG
I¥GDPSKDFT
EAPTLOQALFA
YFDARKALFFR

SGAQSFKINA
MERIDEGQDF
AQRADLVIVT
QPGDGIVVAG

gggckckgee
tcttgactee
CacLcacgge
tgacgcagect
tgatgatgtc
agacttcacg
ggaaaaagga
tattgacggy
attgrttget
tgoattgtea
gtcgcaggat
gttctteege
ttggggtcag
agaagcagac
gatcaacgcc
¢gttgctaac
gttigctcga
acaagactte
ggatacgteyg
ccgcgattec
tategtoact
tgcaggagea
tgaccgtgca
agtagctgga
tgaccgcgaa
tacggaagaa

60
120
180
240

300
360
420
480
521

60
120
180
240
00
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1566

60
120
180
240
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<160> 72
<170> Patentin versiéon 3.3

<210>1

<211>129

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de bkd

<400> 1
agtttgcgea tgagacaaaa feaccggttt titglgtita igcggaalgt fatcigees 60
cgeteggeaa aggeaalcaa tgagagaaa aatictectg coggaccact aagatgtagg 120
ggacgctga 129

<210> 2

<211>486

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de BkdR

<400> 2
cattegege aaggtcalge cattggeegg caacggeaag gelgtetigt agegeaccly 60
tticaaggca aaactcgage ggatattcge cacaccogge aaccgggica ggtaatcgag 120

aaaccgetee agegeetgga lacteggeag cagtaccege aacaggtagt cegggtegee 180
coicatcagg tageactcea fcaccleggg ceglicggea atticttce! cgaageggly 240
cagegactge tetaceigtt tlccagget gacatggalg aacacatica catccageee 300
caacgecleg ggegacaaca agglcacclg clggeggate accoccagtt cticcatgge 360
ccqeacceqq tigaaacagg gegtgggega caggttgacé gagegtgcca geteggegit 420
ggtgatgcog gegtittco! geaggelgt gagaatyceg atategglac galegagtit 480

gegeat 486

<210> 3

<211>105

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de ackA

<400> 3
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aacctalagt gaatglgtct gaaaataacq acticttatt gtaageotia lcaatacgca 60

agttgactty aaaagecgac atgacaatgt ftaaatggaa aagic 105

<213> Bacillus subtilis

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del activador de CodY

<400>4

<210>5

<211> 106
<212> ADN

atggcittat tacaaaaaac aagaatiatt aactecatge igcaagetge ggcagggaaa 60
ccgglaaact tcaaggaaat ggeggagacg cigegggalg taattgatic caatatitic 120

gligtaagce geagagggaa aclectiggg taticaatta accageaaat igaaaatgatl 180

cgtatgaaaa aaatgettga ggategteaa icectgaag aatatacgaa aaaletgttt 240
aatgtceety aaacatelic taactiggat attaataglg aatatactge tticecigtt 300
gagazcagag acclgiiica agctgglita acaacaatlg tgcegalcat cggaggeggg 360
gaaagattag gaacactiat tctitcgegt ttacaagalc aaticaatga cgatgactta 420
aftclagetg aatacggege aacagtiglc ggaatggaaa icctaagaga aaaageagaa 480
gaaatigaag aggaagcaag aagcaaaget gtcgtacaaa tggekatcag clegettict 540
lacagtgage tigaagcaat tgagcacatt titgaggage ttgacggaaa tgaaggtctt 600
citgfigcaa glaaaatige tgaccgtigle ggcattacee gitctoftat tgtgaacgea 660
ctcagaaage lggagagege cgglgitate gagietagat eattaggaat gaaaggtact 720

fatatcaagg lactaaacaa caaaticola altgaattag aaaalctasa alctealtaa 780

<213> Pseudomonas putida

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de mdeA

<400>5

<210>6

<211>480
<212> ADN

lottgitttt atgtcagtga geggegettt tegtaggegt attiggaaaa atttaageeg 60

gtecgtogas taageltata acaaaccaca agaggeggtt gecatg 106

<213> Pseudomonas putida
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<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de MdeR

<400> 6

<210>7

<211> 186
<212> ADN

lcaaatalgc tctgtgeea ceggaateac cegetleice ticaccgect lgaacgagaa 60
gelegaatag atcteettca cecceggeaq cegeigeagt acclegegag tgaactegee 120
gaacgacice agatcccgeg ceagaatete cageaggaag teatagegec cggagatgtt 180
gtggeacgee acgatitcgg ggatatccat cageegetgce tegaatgece gggecaleic 240
ctigctgtge gaatccatca tgalgetgac gaaggeggic aclccgaage ceagtgeett 300
ggatgacagq atggcetgal agecggtgat gtageeegac tectecagea gettgacceg 360
cegecageac ggegaggtag feagggegac getgteggeg ageteggeca cggleagteg 420

ggcattatet tgcagegegg ccageagige geggicagta cogtegatag cgetaggeat 480

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de brnF

<400>7
tititagacc tigcgegatt tcglagegee gataaccttt atcatciggt ccagggety 60
cettggatgg cgacacctee aggettgaat gaatcetctig catitittge acactacaat 120
calcacacaa ttgeeggyla gtittglige cagittgege accleaacta ggetatigly 180
caatal 186

<210>8

<211> 456

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de Lrp

<400> 8
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atgeagctiag attccattga tegegoaall altgeggage Hagegegaa lgegegeate 60
icaaatelcg caclggelga caaggtgeat cteacloegg gaccltget gaggaggolg 120
cageatttgy aagecgaagg aatcatitty ggetacageg cggacaltea ceelgeggtg 180
atgaalcgtg gatligagyt gacegtggat gtcaciclcs geaacticga cegetecact 240
gtagacaatt tigaaagele cgtigegoag catgalgaag tactgqagtt goacaggett 300
ttggttege cagattattt {gtecgeate ggegttgety atttggagge gtatgageaa 360
tititatcea glcacatica aaccgigeca ggaatigeaa agatcicate acgtittget 420
atgaaagigy lgaaaccane fegeccocag gtgtga 456

<210>9

<211> 89

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de cysP

<400>9
aacttatice cttttcaact tccaaatcac caaacggtat ataaaaccgt tactecttic 60
acgtccgtia taaatatgat gactattag 89

<210> 10

<211> 975

<212> ADN

<213> Escherichia coli
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de CysB
<400> 10
atgaaattac aacaacttcg clalattgtt gaggiogica atcataacct gaatgtcica 60

{caacagegg aaggacttta cacalcacaa cecgggalea glaaacaagicagaalgety 120
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gaagacgage laggcalica aatitiitcc cgaageggea ageacclgac geagglaacg 180
ccageaggge aagaaataat tegtatcget cgcgaagice totcgaaagt cgatgecata 240
aaatcggtlg ccggagagea cacclggecy gataaagglt caclgtatat cgecaccacg 300
catacceagg cacgetacgc altaccaaac gicalcaaag gelitatiga gegitateet 380
cgegitictt tgcatatgea ccagggeteg cegacacaaa tgctgatge catcictaaa 420
ggcaalgclg attteqetat cgccacagaa gegetgeate tgtatgaaga titagigatg 480
itaccgtget accactggaa legggolatt gtagicactc cggatcacee geiggeagge 540
maaaaagcea ftaccattga agaaciggeg caatatcegt togigacata taccticgge 600
tttabcggac gticagaact ggatactgcc.tttaatcgcg; cagggttaac geegeglate €60
gltttcacgg caacggatye tgacgtcatt aaaactacy fecggttagg getgggagta 720
ggggtcatty ccageatgge ggtggateeg giegecgate cogacctigt geglgttgat 780
gctcacgata tettcageca cagtacaace aaaatigght ticgeegtag tactiictty 840
cgcagitala tgtatgaitt cattcagogt thgcaccge atttaacgeg tgatgtegtt 900
gatgeggety tegeattqeg cictaaigaa gaaatigagy tcatgtitaa agatatzaaa 960
ctgcecggaaa aataa 975

<210> 11

<211> 270

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de cadB

<400> 11
ttittatiac ataaatttaa ccagagaatq tcacgeaale catigtaaac attaaatglt 60
talctiitca {gatatcaac ligegaleet galglgttaa taaaaaacct caagticlcs 120
cllacagaaa ctitfglgtt atticaccta atelitagga taatecttt tticgtgagt 180
aatciatcg ccagttigat clgglcagga aalagtiala catcalgace cggaciccaa 240
altcaaaaai gaaattagga gaagagcaly 270
<210>12
<211> 1539
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
35
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<223> Secuencia génica del regulador de CadC

<400> 12

Haticlgaa gcaagaaatt tgicgagata aggtacaaca taaggaacag aagictggaa 60
tataccattt tcaatccagt aaagggtgt fgcccetygg cotaaattaa aggegatgag 120
atlatgcatea getgettcoe ggticatece cticattica taaacctige caageaacac 180
alaaftfagc caggacatit caagaicaal gecagtatht ategectggt aagactecate 240
tgttttacet faccagag cactgacege titiattiga tatataatgg acaggtiott 300
caattccgge agtgtaacaa igtatciat tctolgtic agtactgeta attgttittc 360
atctazagoa tgttgagaat ggegeacgat atcaactaat getititcig cictegegta 420
ggtaaatict ggggatgatt gaacaatcic acctaataat icactggeac ggticaatga 480
{ttatcateg coatgcagta aataatcatg tgcctgataa aaattagta ataacgcace 540
acgatgcgge aaaaﬁttct ggagegtcic cigeaticgt lgt.ggccacg gitggttiaa 600
cqclittgat aaactcicea gtaaatcatt tgaatcgec agetgattac cgttagigat 660
gacataacqt ttatccagea tggttgaace atcigeattg tclaccaatt talcgacat 720
aaagcattgt tgageacgyt atlggegety attaacaaac gcaatagata atgtttace 780
goaaclgcte ggttcatcaa tgtiglagit gattitgica tgcaccataa aggtggagaa B840
ggtgtiaagl gatgtcgeca ceaaatcace cacgectate geglaagaga getgatacgg 800

ggaactccag ctgtiacaac tittatttac catattaatg icaatategce gtggaitgag 960
caaaztacge galiigctca taggaagacg Iglalcaaga ctigaaaacy claccagige 1020

lacacagata cclaacgaca acaggaaaaa aaaccatace caaaagglag lgaalcgitt 1080
gttttaact ggagatigtt caggtagegt tgeggtattt tgaatgtiaza gaclgiggga 1140
gogagaaict gtggeaggaa cegeetetgg tataggggga ggegaagata geatiattte 1200
clcteeetet tcticgeigt accagataac cggeaccatt aatitatage cgegetitgg 1260
tacaglageg atalagacag gactaicttc alcatlatet tiaatgact 1acglagtic 1320
tgagatacic tgegtcacaa cgtgatiggt gacaatactt clcitccaga cattatcgat 1380
aaéttcatcc clgctaagta cticgecact gtgitgagea zagaaaacca gaagategat 1440 _
taat-ctcggc tcaagggtaa gitgacgece atigeggeta attiggtita tggacggagt 1500 |

aacaagccal fcgecaacge gaactacagg iigtigeat 1538
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<210> 13

<211> 16

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del promotor de metY

<400> 13
tagaccaaga tgttca 16

<210> 14
<211> 642
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de McbR
<400 14
ctaaattgag taglcegeag gtggagecga caacaactge cgagecaaat cgegagecqt

clcaagagga cigatgtlat ggaccaatcq agatccagea agiecaccat caaggaacac 120
caacagelga ttegectgag tagtgectgg glageegtic tictcagiga geaaatcagt 180
cagagictta tgacaccact cgcgglgete taacactget geaacaatge cettifcget 240
atcagtticg gggcgagggt actcactage cgcatictga aagtgegage cgcggaaate 300
litttctggt tetiectcaa tgeactgate aaagaacgeg atgattttat cticcggaic 360
cticataccq acggtgoget cacgecacge ticacgecac agetgatega goticleccag 420
glatgcaala accaaggegl ceticgalce gaaaagggaa tagaggeleg ceticgecac 480
glcagcetica cggagyatac gatcaatace gatgacgega atacctictg lggtgaaaag 540
gftggttgeg ctalcgagga gacgetoleg ggagetiggt cgattgegac gacggttige 600

ceeggceactt gitttactct tgectgaage getageagec ac 642

<210> 15

<211>101

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de argO

<400> 15
citattagtt titctgatly ccaattaata tatcaattt cogetaataa caateccgeg 60
atatagtetc tgcatcagal acttaaticg gaatatccaa © 101
<210> 16
<211> 894
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<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de ArgP

<400> 16
atgaaacgcc cggactacag eacattacag geactggatg cyglgalacg tgaacgagga 60

titgagcgeg cggeacaaaa gelgigeatt acacaatcag cegicicaca gogeattaag 120
caactggaaa atatglicgg geagecyclg tiggigegta cegtacegec gegeeegacg 180
gaacaaggge aaaaaciget ggcaclgelg cgccaggtyg agtigelgga agaagagtag 240
ctgggegaty aacaaaccyg tegacteeg cigetgettt cactggeggt caacgeegac 300
agictggcga catggtiget tectgeactg geicclglgt iggetgattc gectatecge 360
clcaactige aggtagaaga tgaaaccegce actcaggaac gtclgegeeg cggegaaglty 420
gtcggegegg tgagtatica acatcaggcyg cigecgagit gictiglega taaactiggt 480
gegelegact atetgttegt cagetcaaaa cectttgeeg aaaaalattt coctaacgge 540
gtaacgcgtt cggcattact gaaagegeca gtggicgegt ttgaccatet tgacgataty 600
caccaggect ttigcagca aaacticgat clgectecag geagegigee ctgecatate 660
gltaaticii cagaagegti cglacaactt gologecagg geaccacelg clgtatgate 720
cegeaccige aaatcgagaa agagelggee ageggtgaac tgatigactt aacgectggg 780
ctaittcaac gacggatact clactggeac cgettigete ctgaaagecg catgatgegt 840

aaagicaclg atgegtiact cgattatggt cacaaagtcc tiegtcagga ttaa 894

<210> 17

<211> 110

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de lysE

<400> 17
gcaaagigic cagtigaatg gggticatga agetatatta aaccatghta agaaccaatc 60
alttacita agtacticca taggicacga iggigatcat ggaaatctic 110
<210> 18
<211> 873
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<220>
<221> misc_feature
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<223> Secuencia génica del regulador de LysE

<400> 18
atgaacceea ticaaclgga cactitgete tcaatcatlg algaaggeag citcgaagge 60

gectectiag ceclticeat ticococteg geggloagte agegegitaa agetctegag 120
catcacglgg gtcgagtgtt ggtatcgege acecaaccgg ccaaageaac cgaagegget 180
gaagtcclig lgcaagcage geggaaaatg gigttgetge aageagaaac taaagegcaa 240
ctaictggac gecttgeiga aateccgtia accategeca fcaacgeaga tegetatee 300
acalggtttc cteeegtgtt caacgaggta getictiggg glggageaac gelcacgelg 360
cgctiggaag algaagegea cacattatee Hgclgegge gtagagatgt taggageg 420
gtaaccegtg aagetaatee cotggeggoa tgtgaagtiag tagaacttgg aaccatgege 480
cactiggeca ttgcaaccee cicatigegg galgectaca tggitgatgg gaaactagat 540
taggcigega fgeecglctt acqettoggt cecaaagaty tgeticaaga cegigaccty 600
gacgagcgeg tegatagliee totggogege aggegegtat ceattgteee glcggeggaa 660
gattttgalg aggeaaticg cegaggectt gattggggac tictteccoa aacccaaget 720
geteccatge taaaageagg agaagtgate cicetegatg agatacceat tgacacaccg 780
algtatiggc aacgatggeg cclggaalct agalcictag ctagactcac agacgeegic 840
gttgatgcag caatcgagygy aftgeggect tag 873

<210> 19

<211>198

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de fadE

<400> 19
gtaccggata ccgecaaaag cgagaagiac gggeaggtgce tatgaccagg actititgac 60
ctgaaglgcy gataaaaaca geaacaalgt gagetitght glaatiatat tgtaaacata 120
ltgctaaaty Httiacale cactacaacc atatcalcac aagtggicag acclectaca 180
agtaaggggc ltttcgtt 198

<210> 20

<211>720

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
39
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<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de FadR

<400> 20
atggtcatta aggegeaaag ceeggegggt ticgeggaag agtacattal tgaaagtate 60

tggaataacc gettccctos cgggactatt tigecegeag aacgtgaact licagaatta 120
aftggegtaa cgegtactac gttacgtgaa gtgttacage gictggeacg agatggetgg 180
ltgaccattc aacatggcaa gecgacgaag gigaataatt tetgggaaac ticcggtita 240
aatatcctt aaacactgge gegactggat cacgaaaoty lgcegeagcet tattgataat 300
ttgctgicgg tgcgtaccaa tatticeact atttttattc geaccgeatt tegteageat 360
ccegataaag cgeaggaagt getggetace getaatgaag tggecgatea cgeegatgee 420
ttigecgage lggattacaa catattcege ggectggegt tgeltccgg caaccegatt 480
tacggtciga ticttaacqg gatgaaaggq cigtatacge gtattggteg teactattic 540
gccaatecgg aagegegeag tetggegetg ggcetictace acaaactgte ggegitgige 600
agtgaaggeg cgcacgatca gglglacgaa acagtgegte getatgugea tgagagtgge 660
gagatitgge accygatgea gaaaaatcty cogggtgatt tagecatica ggggegataa 720

<210>21

<211> 169

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de fadM

<400> 21
tzalttgca taglggcaat iitttgccag actgaagagg tcataccagl tatlgaccict 60
glacitataa caacaacgta aggitatige gctatgcaaa cacaaatcaa agltegigga 120
latcatctcy acgtttacea geacglicaac aacgeecgct acctigaat 169

<210> 22

<211> 648

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de FabR

<400> 22
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atgggcqtaa gagegeaaca aaaagaaaaa aceegeegtt cgelgglgga agecgeattt 60
agccaatiaa gigcigaacy cagettcgee agectgagtt tgeatgaagt ggeacgigaa 120 .
gcgggceatty cleccaccte ttttategg catttcegeg acgtagacga actgggtety 180
accatggtly atgagagegy titaatgcia cgccaactca tgegecagge gegicagegt 240
atcgccaaag gegggagtgt gatecgeace teggicieca catitatyga gticateggt 300
aalaalccta acgecttceg gtiattattg cgggaacget ceggeacelc cgelgegitt 360
cgtgeegecg ttgegegtya aattcageac ticatigegg aactigegga clatctggaa 420
ctcgaaaace atatgeegeg tgegtttact gaagegeaag cegaageaat ggtgacaatt 480

gtcttcagly cgggtgecga gacgttggac gieggegtey aacaacgteg geaattagaa 540

gagcgactgg tactgeaact gegaatgalt tegaaagggg cilattaclg glategeegt 600
gascaagaga aaaccgcaal laticcggga aalgigaagg acgagtaa €48

<210> 23

<211> 152

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de rhaSR

<400> 23
cegteatact ggeetectya iglegicaac acggegaaat aglaatcacy acgtcaggtt 60
ctiaccttaa atittcgacy gaaaaccacg taaaaaacgt cgattitica agatacaage 120
gigaatittc aggaaatgge gotgageate ac 152

<210> 24

<211> 149

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de rhaBAD

<400> 24
atcaccacaa ticageaaat igigaacate atcacqtica icltteectg gticccaatg 60
geecattttc ctgtagtaac gagaacgteg cgaattcagg coctetitag aclggicgta 120
atgaaatica gcaggatcac atlatgace 149

<210> 25

<211> 759

<212> ADN

<213> Escherichia coli
41
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<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de RhaR

<400> 25
glggegeate agttaaaact telcaaagat gattttittg ccagegacca geaggeagte 60

gctgtggetg accgttatce geaagatgte titgctgaac atacacatga tittglgag 120
ciggigatig toiggegegg taatggecty catelggtit igeagaatat talitatige 180
ccggageyic tgaagelgaa lettgactgy cagggggega tiecgggatt taacgecage 240
gcagggeaac cacactggeg ciaggtage atggggatgy cgcaggegeg geaggttate 300
qggtcagcttg ageatgaaag tagtcageal gigeegitty claacgaaat ggctgagtly 360
ctatteggae agttggtg at gttgctgaat cgecateght acaccagtga ﬂcgttgccg 420
ccaacatcea gegaaacgtt getggataag clgaitacce ggetggegge tagecigaaa 480
agiceetity coelggataa attttglgat gaggeategt gcagtgageg cgttttgegt 540
cageaalttc gecageagac tggaatgace atcaatcaat atelgegaca ggtcagagty 600
tgteatgege aatatetict ccageatage cgectgttaa tcaglgatat ttegaccgaa 660
tgtggctity aagatagtaa clatttitcg gtgglgttia cccgggaaac cgggatgacy 720

cccageeagt ggegleatet caattcgeag aaagattaa 759

<210> 26

<211> 849

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de RhaS

<400> 26
gtogegeale agttaaaact tcteaaagat gatiittttg ccagegacca geaggeagtc 60
getgtagetg acegttatee geaagatgle ttgcigaac atacacalga tittigtgag 120

clggtgatlg tciggegegq taatggeety catgtactca acgategece Halegeatt 180
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accegiggeg aleictitta caticalgef gacgataaac acteclacge ticegttaae 240
galctggttt igcagaatat tatttattge ccggagegtc tgaagetgaa tettgactgg 300
¢agggggcga ticeggaatt taacgecage geaggycaac cacactggeg cltaggtage 360
algaqggatgg cgcaggegeg geaggttate golcagettg agealgaaag tagicageat 420
gigccgtttg ctaacgaaat ggetgagttg cigticggge agiiggtgat gttgctgaal 480
cgceategtt acaccantga tiegtigeeg ccaacatcca gegaaacgit getggataag 540
ctgatlacee ggelggegge tagectgaaa aglcectil cgclggataa atitigtgat 600
gaggcatcgt gcagigageg cgtitigegl cageaatiic gocageagac tggaatgace 660
atcaatcaat atctgcgaca ggicagagtg tgtcatgt:gc aatatcttct ccageatage 720
cgectgtiaa icagtgatat ttegaccgaa tgtggetity aagatagtaa ctatititeg 780
gtagtgttta ccegggaaac cgggatgacg ceccagecagt gocgicalct caattegecag 840
aaagattaa 849

<210> 27

<211>77

<212> ADN

<213> Anabaena sp.

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de hetC

<400> 27
talcggezaaa aalcigtaac atgagataca caatagcatt tataittget ttagtatcic 60
tetettgggt gggatte 77

<210> 28

<211>76

<212> ADN

<213> Anabaena sp.

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de nrrA

<400> 28
gtaatiglgg ctagagtaac aaagactaca aaaccllggq calgggetig taclitgaa 60
attcatcgac getaag 76

<210> 29

<211>77

<212> ADN

<213> Anabaena sp.

<220
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<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de devB

<400 29
cetegecect catttgtaca gtcigttace tttacclgaa acagatgaat gtagaattta 60
laaaactagc atitgat 77

<210> 30

<211> 672

<212> ADN

<213> Anabaena sp.

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de NtcA

<400> 30
atgatcgtga cacaagataa ggccclagea aafgttittc gicagatgge aaccggaget 60

titcctecty tgtegaaac gitgaacge aataaaacga tettitttee tggegateet 120
gccgaacgag tetactttct titgaaaggg gctgtgaaac ttccagagt glacgaggea 180
ggagaagaga ttacagtage actactacgg gaaaatagcg titttggigt cetgictity 240
tigacaggaa acaagtcgga taggttttac catgeggtog catttactce agtagaatig 300
ctitclgcac caatigaaca aglggagcaa geaclgaagq aaaatcclga attategalg 360
tigatgelge gggglclgle ttegeggatt clacaaacag agatgatgat tgaaacctta 420
gcgeaccgag atatgggtic gagatiggtg agtitictgt taaticictg tcgigatttt 480
ggtgticctt gigcagatyg aatcacaatt gatttasagt tatctcatca ggegatcgee 540
gaagcaattg geictacteg cgtiactgtt actaggctac taggggatit gegggagaaa 600
aagatgatit ccatccacaa aaagaagatt acigtgcata aacciglgac icicagcaga 660
cagticactl aa 672

<210> 31

<211> 909

<212> ADN

<213> Mycobacterium sp.

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de CbbR

<400> 31
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atgaccaacqg ¢gcgattgeg agetctgate gaactggegg ataccggtie ggtgegegee 60
gclgelyage gactegtggt caccgaatcl tegateteet cggefttacg cqeattgage 120
aacgacateg geatcagett ggtcgacegg catggeegeg gogtocgget gacteetgee 180
ggeclgegtt acgicgaata cgegeggegg alcetegget igecacgacga ggegatatly 240
gelgeecgeg gagaggeega cceggagaat ggelegatee ggelggetge goteacclee 300
gegggggaac tgeteateee cgecgegity geategitce gtgeegegta coceggtgte 360
gtictgeate tggagatgge ggcgegeage ttgatotage ctatgetgge cegecacgag 420
gtcgaccteg ttgtggeggg acggoegecy gacgaatigg fccggaaagt gtgoatagcge 480
gcegteagee cgaacgeget toicgtcglg ggaccaceeg cggtagegaa gggaticcag 540
ceegecaceg cgacclgget getgegtgag accggateeg gtaccegele tacgtigacg 600
geactgeltg acgacciega tgtegegeea ceteaattag tgeteggate geacggegeg 660
gtggtigcog cgacgaigge caggetggge gtgacgtiog tgtegegica ggotgtgeag 720
tgogaactgg cegecqgege acteglegaa ctgecgglge ceggtactee gataageegg 780
ccaiggealg Igglcageca galcagiceg acgalglega cogaaciget catcaagecac 840
cicligtcce agegagacct gggelggege gatalcaaca ceaceclicy gggagecgtt 900

accgectga 809

<210> 32

<211> 120

<212> ADN

<213> Streptomyces cattleya

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de pcbAB

<400> 32
gtgetggtce cgeaceggyge gatggacage teeggegge agetgacegq cegetactic 60
ggeggeeegg acaccteecg cgagggegty ctetteetgg ceaactacgt cttegactic 120
<210>33
<211> 807
<212> ADN

<213> Streptomyces cattleya

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de ThnU

<400> 33
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atggacgcag acgacightg ggegegggeg ggcacegtge ggatecgect geteggeeeg 60
gtggagelgy cetgeggeac geggeegatg ceggtgaccg ggeggegeca gtigagggty 120
gtggeegege Icgegetaga ggecggacgg gigetetcca cegeggggct gategecicg 180
ttgtgggegg acgageegee gegeacegee geecggeage tecagaceag cgigiggaty 240
aitcgeeggg cgetegecte ggigggegeg cegeagtgeg tegleegele cacceeggee 300

ggetacelge tegaccegge ceactacgaa clegacageg accggticeg geacgeggtg 360
ctgaccgeec gggagitgea gegggacggg cggetggece aggecegage ceggategac 420

gagggacigg cqctglggeg cggeccegee cleggegeqy cggeggycgce cggactecag 480
ceceegggece gecggetyga ggaggaacgg gicltcgece tggageageg cgeegggete 540
gacctegege teggeegeca cgagacggec atcggegaac tectegacet categeccag 600
caleeyetge gegaggegge ctacgecgac clgatgeleg coctgtaceg ttecggecge 660
cagtccgacg cgetegeegt claccgeagg gegeageggg tgctegecga cgagetggee 720
glcegeceeg gececegect cgecggecty gagegggeca tectgeggea ggacgagteg 780
ctyetggeeg gegeggegat gocclga 807

<210> 34

<211> 120

<212> ADN

<213> Streptomyces viridochromogenes

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de aviRa

<400> 34
{cagaggecet gectecagea ogleggetge ceggaccagt acggecgage gggigeegat 60
cftcageege fccagggect ttacgggage cacegggaic ttacggetge goteggtgac 120
<210> 35
<211> 621
<212> ADN

<213> Streptomyces viridochromogenes

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de AviCl o AviC2

<400> 35
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Claggaacce geggactat cggglggatg gicggatees totgeatege cgalgtgtec 60

gggaageccg tgggegaagg caaccagice ggectgaaga cgggattega cecegagett 120
cgecagtate lgggocatat gagecttgac ggtgegeteg glgaccecga geagegegge 180

galctcacgg tigyagtage cglggetcag caggaggaag acclggagel cgegglcgga 240
gagtaaatgt acclggetga geecttecag ccaggggaac tggtecicgt ggagaaateg 300
atcgtegeca gaatcactyg aatcgeagee ggaatatgge aaagiclgge cecegtatga 360
geglgtagle ctigeatgee ctaagaggte atccgacgea tegagtalea aggegecgaa 420
aggegecace ackyaactat gaagacgiga gggegatace acccatgega cgaatgggte 480
ctggacatta cleatottga tealcttate geatctacgg ccgagliggg gegectiggt 540
geegectget glegtgagea gagecegeeg aggegtgage aaggeggata aggeggeceg 600
tyceegglgt glgcacggea a 621

<210> 36

<211>130

<212> ADN

<213> Nocardia uniformis

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de nocF

<400> 36
catcacgaac clccageegt gggategecce tecggeagea titatagacg gittgettat 60
cgatceglit teacatteac cogeagtgat aaggaatiga taaacgatit tectagecty 120
agcggactat . 130

<210> 37

<211> 1748

<212> ADN

<213> Nocardia uniformis

<220>

<221> misc_feature

<223> Secuencia génica del regulador de NocR

<400> 37
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glgegegegg gegggegecg ggtecaggte ggegggecge gecageggac ggtgetggeg 60
acgetgetac teaacgeega cogegtogly feggtagacy cqetggecga gacgglelgg 120
ggcgeeegge ceeegtegac cagecggacy cagglggega fetgeglgte cgegetgege 180
aaggcgttce gcgegagegg cgecgacgag gigalcgaga cegicgegee ggggtacgic 240
ctgegeteeg gegggeaccey getggacace ciggacticg acgaactggt ggegelggeg 300
agggcogegg cccggeagyge ccggygegcy gaggecgtee ggctgtacgg cleggegete 360
gegetgegee ggggecegt getggegaac gtgaceggga cggtgeccga geacetgtee 420
igccagiggg aggaga‘ccct gctcacegee tacgaggage aggicgagel gegectggeg 480
clgggcgage ac.cgcctgct ggtcgeeggg clegeggegq cggicgageg geaceegely 540
cgcgacegac tetacggect getcatcate geccagtace geteeggeea cegggeegeg 600
gegelggaga cgticgeeeg gtigegecge cgeteggteg acgageteaq cetggageeg 660
gggatggage tgegeegget geacgagege ateolgegeg acgaggacceg ceeggeggic 720
gagcgecege cgtegeaget geoegeegeyg acgeagatgt tegtegggen cogecgaggag 760
ctggcagtge tggacegget ggeegeegag gacgggeagg cgggcgege geegetegga 840
ctgctggteg geggegtegg catgggeaag accgegetag cggtgeggty ggegeacgee 900
aacgccgacc gtteceega cggecagety tegtegace tgggegggea cgaccegeac 960
caccegocgt cggeeeeegg cgeegtgele gegeacctge tgeacgeget gggegtgeeg 1020
ccegagegaq tgeeggtege cgeegaacga ceegegelgl teegeacege gatggeegee 1080
cgeoggatge tgeiggtget ggacgacgee cgegacgegg cecaggtetg gecgetgetg 1140
ccgaacaccg ceacclgeeg ggtgetgaly acctceegeg accegelgeg cgagelggic 1200
gcecgeageg gageggtace geigegyelg ggeggecteg ggticgacga gteegtggeg 1260
ctgotgegeg geateategg cgaggegegy gecggacgeg acceggacae ceiggtegag 1320
clgatcgage tggtegaget gigeggicgg glgceggacy cgctgetgge cgeegecgey 1380

cacetggeca geaaaccgea ciggageglg cecaggatgg lcogggaget caacegeeey 1440
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cgcageagge tgtecggect cggegggeag cacclgegeg acgggelege clecagegee 1500

cqgelgeetgg acceggigde ggeegacctg tacegggege igggeageet geceacgeeg 1560

gagcigacgt cctggacgge cacggecetg clgggetget cgacaccega ggecgacgac 1620

gtgctggage gectggiega cgegeaccty clggagoceq ceggggeggg cgocagegge 1680

gagagecact accggetgee cagectgice cacgeetacg cggegaactt gecacgaceg 1740

geeegiga

<210> 38
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> plysGE_for

<400> 38
cgcggatccc taagecgcaa teectgattg 30

<210> 39
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

<220>
<221> misc_feature
<223> plysGE_rev

<400> 39
tccgatggac agtaaaagac tggcccccaa agcag 35

<210> 40
<211 >46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> peYFP_rev

<400> 40
tgaggatcct tattacttgt cagctcgtcc atgccgagag tgatcc

<210> 41
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

49
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<220>
<221> misc_feature
<223> peYFP_fw2

<400> 41
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cttttactgt ccatcggaac tagctatggt gagcaagggc gaggagctgt tcacc

<210> 42
<211 >22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> ARS _for

<400> 42
tcaactgcta tcceeectgt ta 22

<210> 43
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> ARS rev

<400> 43
aaactccttt acttaaatgt tttgataaat aaa

<210> 44
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> EYFP_for_Ndel

<400> 44

tacatatggt gagcaagggc ga 22
<210> 45

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> EYFP_rev_EcoRI

<400> 45
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tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

<210> 46
<211 >24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> pEKEx2_for

<400> 46
cggcgtttca cttctgagtt cgge

<210> 47
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> EYFP_rev

<400> 47

24

tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

<210> 48
<211> 1060
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo de gen

<400> 48
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traactgcla lecececigt tattaaaacg cllacatiga ltattatagt calitaattt 60

taaalgtcta tacttttata 2aataaatat 2atcatattt ttticcggtt cacegtitta 120

taaatttitc talygaagat tcaticataa tgiggtacac icatcaacgg asacgzatca 180
attaaatage tattatcact tgtataacct caataatztg gittgaggat gictaccagg 240
aaccgtaaaa leclgatiac aaaattiglt tatgacatit tigtaaica ggatiittit 300

latitaicaa aacatitaag taaaggagt igttatggtg agcaagggeg aggagetgtt 360
caccggggty gtgcccates lggtegaget ggacggegac gtasacggec acaagiicag 420
cgtgicegge gagggegagg gegalgecac clacggeaag clgaccctga agticatety 480
caccacecgge aagetgecey tgecotgges caccetegly accéocttcg gctacggcct 540
gcagtyctic gecegetace cogaccacat gaageageac gactictica agiccgecat 600
gecegaagge tacgtecagg agegeaccat clicticaag gacgacggea actacaagac 660
ccgegeegag gtgaagticg agggegacac cetggtygaac cgeategage tgaagggeat 720
cgacticaag gaggacggea acatoctggg geacaagely gaglacaact acaacageca 780
caacgictat atcatggeeg acaageagaa gaacggeate aaggtgaact tcaagatecg 840
ccacaacate gaggacggcea gegtgcaget cgecgaccac taccagcaga acacceccat 900
cggcgacgge ceegtgetge tgecegacaa ceactacetg agetaccagt cegeectgag 960
caaagaccce aacgagaagc gegaltcacat ggtecigelg gagttegtga cegeegeegg 1020

gatcacleic ggcatggacg agetgtacaa gtctagaiaa 1060
<210> 49
<211> 723

<212> ADN
<213> proteina fluorescente amarilla potenciada (eyfp)

<400> 49
glgagcaagg gegaggaget gitcaccggg gtagtgeeea tectggtega getggacgge 60

gacgtaaacg gccacaagtt cageglglee ggegagggeg agggegatge cacctacgge 120

aagctgaccc tgaaglicat ctgcaccace ggeaagelge ceglgeecty geccacecte 180
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gtgaccacct teggetacgg celgeagige Hogeecget accecgacea catgaageag 240

cacgactict icaagleege calgocegaa ggetacgtee aggagegeac caleticite 300

aaggacgacq gcaactacaa gacecgegee gagqgigaagt tegagggega caceetggty 360

aaccgealcg agetgaaggg catcaactic aaggaggacy geaacateck ggggeacaag 420

clggagtaca actacaacag ceacaacglc tatatcatgg cogacaagea gaagaacgge 480

alcaagglga acttcaagat cegecacaac atcgagggeg geagegtgea getegeegac 540

cactaccage agaacaccee categgogac ggeceegtge tgefgecega caaccactac 600

clgagetace agtccgeeet gageaaagac cecaacgaga agegegalca catggicety 660

ctggagticg tgaccgeege cgagateact cleggeatgy acgagetgia caagictaga 720

taa

<210> 50
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> Irp-fw-A-BamHI

<400> 50
gcgeggatece tcacacctgg gggegagetg 30

<210> 51
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> Irp-brnF-rv-I-Ndel

<400>51
gcgccatatg atatctcctt cttaaagttc agcttgaatg aatctcttge g

<210> 52
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>

<221> misc_feature
<223> eyfp-fw-H-Ndel

53
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<400> 52

gcgccatatg gtgagcaagg gcgaggag

<210> 53
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> eyfp-rv-D-Sall

<400> 53
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28

gcgcegtegac ttatctagac ttgtacagcet cgtc 34

<210> 54
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> Seq_pJC1_for1

<400> 54
cgatcctgac gcagattttt

<210> 55
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> Seq_pJC1_rev1

<400> 55
ctcaccggct ccagatttat

<210> 56
<211> 1765
<212> ADN

20

20

<213> Fragmento BamHI-<-EYFP-lysE’-lysG->-Sall

<220
<221> misc_feature

<223> BamHI-<-EYFP-lysE’-lysG->-Sall

<400> 56

54
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ggatccttat tacttgtaca gotegtecat gocgagagty atcccggegg cogicacgaa 60
clccageagg accalgtgat cgegeticte gitggggtet tgcicagga cggaclggla 120
goicagatag tgatiglegy geageageac ggggeegtcg cogatggggg tgtictgetg 180
glagtgoteg gegagetgea cgelgecgee clogalgtiy tggegaalet tgaagticac 240
cttgatgceg ticitciget tgtcggecat gatatagacg tigtggcetat igtagtigta 300

clceagettg tgccceagga tgligeegle clecttgazg tgatgeoct teagelegat 360
geggticace agggigtege cotegaactt caccteggeg cggotetigt agitgeegte 420
gtectigaag aagatggtgce geloetggac gtagesticy ggeatggeqg acttgaagaa 480
gtcgigetge tteatgigat cggggtageg ggcgaageac tgeaggecgt agecgaaggl 540
agtcacgagg gtggyceagg geacgggeag cltgeeggty gtgeagatga acticagggt 600
cagctigeeg taggtggeat cgecclegec ctegeeggac acgetgaact tglggecgtt 660
lacgtcgecy lccagetega ccaggatggy caccacceeg glgaacaget cotcgeectt 720
getcaccata fgatatctec ttcttaaégt {caiclaggt ccgatgga.ca glaazagact 780
gacceecaaa agtagaccly taatgaagal ticcalgate accategiga cotatggaag 840
tacttaagta aaatgattgg fctiaacat ggtttaatat ageticatga acccecatica 900
actggacact ttgclcteaa teattgatga aggeagettc gaaggegect cottageect 960
itecatitce cecleggegg 1gagicageg cgttaaaget clegageats acgigggteg 1020
agtgtiggta tegsgcacce aaccggecaa ageaaccgaa gegggtgaag lectigtgca 1080
agcagegegy aaaalggtat tgetgcaage agaaactaaa gogeaactat stggacgest 1140
tgctgaaalc cegltaacca tegecalcaa cgeagaticy ctatccacat ggtitectce 1200
cgtgttcaac gaggtagcett cttggggtgg ageaacgetc acgetgeget tggaagaiga 1260
agegeacaca tatcctige tgcageglgs agalglitta ggageggtaa cccgtjaagc 1320
taatcocgt gogggatgty aagtagtaga actiggaace atgegecact tggccattge 1380
aacccecica tgegggatg celacatggl tgatyggaaa ctagattggg ctgegatgee 1440
cgtcttacgce tioggtecea sagatgtget icaagaccgt gacelggacg ggegegtega 1500
tggtoetyty gggegoagge gegtateeat tgteccgteg gegaaaggtt tgatgagge 1560
aalicgeega ggecttggit gggcacttct icocgaaace caagetgele coatgctaaa 1620
agcaggagaa gtgatcctee icgatgagat acceatigac acaccgatgt atiggeaacg 1680

atggcgectg gaatetagat cictagetag acteacagac gecglegtig atgeageaat 1740

cgagggatig cggcctiagg tegac 1765
55
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<210> 57
<211> 2506
<212> ADN
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<213> Fragmento BamHI-T7terminator-<-Crimson—laclQ->-BamHI

<220>

<221> misc_feature
<223> BamHI-T7terminator-<-Crimson-laclQ->-BamHI

<400> 57

ggalccegag aaaggaagyq aagaaagega aaggageqaa cgctagageg cggeaagly 60

lagcggicac goigegegta accaccacac cegoegeget taalgegeeg clacagggeg 120
cglcccattc gecaatcegy atatagtice tectticage aaaaaaccce tcaagacccg 180
litagaggec ccaaggggtt atgctagita tigcicageg gtggeageag ceaactcage 240
ficctiteag gettigttag cagecggate teagigggaa tectactgg aacaggiggt 300
ggcgggecic ggegegeteg taclgetcea coacggtgta gtectegiig tgggaggtga 360
tgtcgagett gtagtecacy tagtggtage cgggeagett cacgggetic tiggecatgt 420
agatggactt gaacicacac agatagigge cgecgecett cagelicage geeatgtggt 480
tetegecctt cageacgecyg egogggagt agtlgcgclc aglggaggge teccagoeca 540
gagtcitctt clgcattacg gagecgtcgg aggggaagtt cacgecgatg aacticacgt 600
gatagatgag ggtaccglce tgcagggagg agtectgagt cacggteace acgeegeegt 660
celegaagtt catcacgege feccacttga agoectogyg gaaggactge tigaggtagt 720
cggggatgtc ggegggatgce tigatgtacg cettggagee glagaagaac tggggggaca 780

ggatglecca ggegaaggae agggggecge cettggteac ttgeagettg geggictggg 840

tgceetegia gggetigoe tegeccacge celcgateic gaacicgtgg ceglicacgg 900
agceetecal ggeacetlg aagegeatga agggeitgat gacgtictea gtgetatcca 960

talgtztatc icctictgca ggeatgeaag cliggegtaa tcatggtcat atctiitaat 1020
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tctgtticct gtgigaaatt gitatcegct cacaaticea cacattatac gageegatga 1080
Hiaaligtca acagceteatt tcagaaltalt tgecagaace gtiatgalgt cggegeaaaa 1140
aacattatcc agaacgggag tgcgeettga gegacacgaa Hatgeagtg atitacgace 1200
tgcacaqeca taccacaget tecgatgget gectgacgee agaageatty gtgeacegty 1260
cagicgataa gcceggatca getigeaatt cgocgegegaa ggegaagegg calgeatita 1320
cqttgacacc atcgaatggt gcaaaacett tegeggtatg geatgatage geceggaaga 1380
gagtcaattc aggqgtggtga atgtgaaacc agtaacgtta tacgatgieg cagagtatge 1440
cggtgtct(;,t tatcagaceq fttceegegt ggtgaaccag Qccagcﬁacg ttctgcgaa 1500
aacgcgggaa aaaglggaag cogegatggc ggagelgaat tacattccca accgegtgge 1560
acaacaacty goggacaaac agtegttget gattggegtt gecacetoea gictggeeet 1620
geacgegecg {egeaaatig tegeggegat taaalelege gecgatcaac igggtgecag 1680
cotgotgalg togatggtag aacgaagegy cgtegaagee tglaaagegg cygigeacaa 1740
fcttclcgeg caacgegica gigggclgat cattaactat cegetggatg accaggalge 1800
cattgctglg gaagelgect geactaalgt lecggegtta tticttgaty toictgacca 1860
gacacccalc aacagtatta ttitclccea tgaagacggt acgegactgq goglggagea 1920
tctggtegea tiggateace ageaaatege getgttageg ggeccattaa gttctgicte 1980
ggegegtetg cgtetggetg getggeataa atatetcact cgeaatcaaa teageegat 2040
agcggaacqg gaaggegact ggagtgecat gtecggtitt caacaaacca tgeaaatget 2100 |
gaatgagggc alcgttceea clgegatget ggtigecaac gatcagatyg cgetgggege 2160
aatgegogee attaccgagt ccgggetyeg cgtiggtgeg gatatetegg tagigggata 2220
cgacgatace gaagacagct catgtatat {;ccgccgtla accaccatca aacaggattt 2280
tegectgetg gggeaaacca gegtogaceg citgetgeaa ceteteagg gecaggeggt 2340
gaagggcaat cagetottae cegieteact ggtgaaaaga aaaaccacce tggegeecaa 2400
tacgcaaace gectetecee gegegtegge egecatgeeg gegataatgg cetgeticte 2460

gecgaaacy! tggtggegg gaccaglgac gaaggetiga ggatee 2506

<210> 58
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> lysC-32F

<400> 58
gaacatcagc gacaggacaa

<210> 59
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> lysC-1938R

<400> 59
gggaagcaaa gaaacgaaca

<210> 60
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> hom-289F

<400> 60
cctceeeggg ttgatattag

<210>61
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> thrB-2069R

<400> 61
ggccagcacg aatagcttta

<210> 62
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> hom-1684F

<400> 62

20

20

20
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aggaatctcc ctgcgtacaa

<210> 63
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> thrB-2951R

<400> 63
ccggattcatccaagaaagc

<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> thrC-22F

<400> 64
gccttaaaac gccactcaat

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> thrB-2951 R

<220>
<221> misc_feature
<223> thrC-2046R

<400 65
ggccgttgat cattgttctt

<210> 66
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
<220>

<221> misc_feature
<223> murkE-34F

<400> 66
aactccacgc tggagctcac

<210> 67
<211> 17

20

20

20

20

ES 2560 302 T3

59



10

15

20

ES 2560 302 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> murE-1944R

<400> 67
agaacgcgga gtccacg 17

<210> 68

<211> 521

<212> PRT

<213> Secuencia de aminoacidos de murkE L121 F

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> Secuencia de proteina MurE

<400> 68

Met Ala Thr Thr Leu Leu Asp Leu Thr Lys Leu lle Asp Gly lle Leu

1 5 10 15
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Lys Gly Ser Ala GIn Gly Val Pro Ala His Ala Val Gly Glu GIn Ala
20 25 30

fle Ala Ala lle Gly Leu Asp Ser Ser Ser Leu Pro Thr Ser Asp Ala
35 40 45

lle Phe Ala Ala Val Pro Gly Thr Arg Thr His Gly Ala GIn Phe Ala
50 55 60

Gly Thr Asp Asn Ala Ala Lys Ala Val Ala fle Leu Thr Asp Ala Ala
85 70 75 80

Gly Leu Glu Val Leu Asn Glu Ala Gly Glu Thr Arg Pro Val lle Val
85 90 95

Val Asp Asp Val Arg Ala Val Leu Gly Ala Ala Ser Ser Ser lle Tyr
100 105 10

Gly Asp Pro Ser Lys Asp Phe Thr Phe lle Gly Val Thr Gly Thr Ser
115 120 125

Gly Lys Thr Thr Thr Ser Tyr Leu Leu Glu Lys Gly Leu Met Glu Ala
130 135 140

Gly His Lys Val Gly Leu lie Gly Thr Thr Gly Thr Arg lle Asp Gly
145 150 155 160

Glu Glu Val Pro Thr Lys Leu Thr Thr Pro Glu Ala Pro Thr Leu Gin
165 170 175

Ala Leu Phe Ala Arg Met Arg Asp His Gly Val Thr His Val Vat Met
180 185 190

Glu Val Ser Ser His Ala Leu Ser Leu Gly Arg Val Ala Gly Ser His
185 200 205
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Phe Asp Val Ala Ala Phe Thr Asn Leu Ser Gln Asp His Leu Asp Phe
210 215 220

His Pro Thr Met Asp Asp Tyr Phe Asp Ala Lys Ala Leu Phe Phe Arg
225 230 235 240

Ala Asp Ser Pro Leu Val Ala Asp Lys Gin Val Val Cys Val Asp Asp
245 250 255

Ser Trp Gly Gln Arg Met Ala Ser Val Ala Ala Asp Val Gn Thr Val
260 265 270

Ser Thr Leu Gly GlIn Glu Afa Asp Phe Ser Ala Thr Asp lle Asn Val
275 280 285

Ser Asp Ser Gly Ala GIn Ser Phe Lys lle Asn Ala Pro Ser Asn Gin
290 295 300

Ser Tyr Gin Val Glu Leu Ala Leu Pro Gly Ala Phe Asn Val Ala Asn
305 310 315 320

Ala Thr Leu Ala Phe Ala Ala Ala Ala Arg Val Gly Va! Asp Gly Glu
325 330 335

Ala Phe Ala Arg Gly Met Ser Lys Val Ala Val Pro Gly Arg Met Glu
340 345 350

Arg lle Asp Glu Gly Gln Asp Phe Leu Ala Val Val Asp Tyr Ala His
365 360 365

Lys Pro Ala Ala Val Ala Ala Val Leu Asp Thr Leu Arg Thr Gin lle
370 375 380

Asp Gly Arg Leu Gly Val Val lle Gly Ala Gly Gly Asp Arg Asp Ser
385 390 395 400
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Thr Lys Arg Gly Pro Met Gly GIn Leu Ser Ala Gln Arg Ala Asp Leu
405 410 415

Val lle Val Thr Aso Asp Asn Pro Arg Ser Glu Val Pro Ala Thr lle
420 425 430

Arg Ala Ala Val Thr Ala Gly Ala Gin Gln Gly Ala Ser Glu Ser Glu
435 T 440 445

Arg Pro Val Glu Val Leu Glu lle Gly Asp Arg Ala Glu Ala lle Arg
450 455 450

Val Leu Val Glu Trp Ala Gin Pro Gly Asp Gly lle Val Val Ala Gly
485 470 475 480

Lys Gly His Glu Val Gly Gln Leu Val Ala Gly Val Thr His His Pha
485 490 485

Asp Asp Arg Glu Glu Val Arg Ala Ala Leu Thr Glu Lys Leu Asn Asn
500 505 510

Lys Leu Pro Leu Thr Thr Glu Glu Gly
915 520

<210> 69

<211> 1566

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos de murE L121F

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica de murkE
<400> 69
atggcaacca cgtigctgga coteaccaaa citatcgalg geatectcaa gggetetgee 60

cagggegttc cegeteacge agtaggggaa caageaatey cggetatigg teltgactee 120

63
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<211>28
<212> ADN
<213> Artificial
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lccagcitac claccicgga cgctalittt getgeagtic caggaacceg cactcacgge 180
gcacagitly caggtacgga taacgctgeg aaagetglgg ceatttigac tgacgoaget 240
goacttgagg tgctcaacga agcaggagag accegoecag teatcghigt tgatgatgte 300
cgegeagtac Hggegeage atcalcaage atttalggeg ateclicaas agatticacg 360
ttcattggag tcactggaac cicaggtaaa accaccacca geltacclelt ggaaaaagga 420
cicatggagg caggecacaa aghiggtttg ateggeacca caggtacacy tattgacggg 480
gaagaagtac ccacaaaget caccactcea gaagegecga cictgeagge atigtitget 540
cgaalgegeg atcacggtgt cacceacgtg gigatggaag latccagéca tgcattgica 600
ttgggcagag ttgcgggtic ceacittgat glagelgegt accaacct gicgeaggat 660
cacctigatt tccaccecac catggatgat tactttgacg cgaagacatt gitettcege 720
gcagattctc cactigiggc toacaaacag gtegtgtgeq tggatgatic Hggggicag 780
cgcatggeea geglggcage ggatgtgeaa acagtateea cocitgggea agaageagac 840
ttcagegeta cagacaleaa tgtcagegac tetggegecc agagtittaa gatcaacgee 900
ceclcaaace agiectacea ggtcgagceta gctcilccég glgcaticaa cotigetaas 960
gccacgttgg cattigeege igeggeacge gtgagigtlg alggegaage gittgetega 1020
gacatgicca zggtcgeggt tecaggeegt atggaacaea ttgatgaggg acaagapﬂc 1080
ctigcagtay fggattatge ccacaagect geigeagtgg clgetgigh ggatacgtty 1140
aggacccaga tigacgegeqg celcggagty gitatcaatlg ctggigoaga cegegatice 1200
accaagegtg gececatggg geagttgtce geacagegty clgalctagt tatiglcact 1260
gatgacaacc ctegticaga ggtgeetgee acgattegeg cageagtcac tgecaggagea 1320
cageagaatg cticagagte cgaacgaccg gtygaagice tagaaattgg fgaccgigea 1380
gaageaaltc geglittgat cgagtgogea cagectggag atggeatigt agtagetgga 1440
aaagqccatg aagtiggaca actagtiget gotgteacce accatttiga toaccgegaa 1500

gaagttcgeg clgcitigac agaaaagcetc aacaataaac ficcectiac tacygaagaa 1560

gga{ag 1566
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<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> 7-39-L-F

<400> 70
taggatcccg acaacatccc actgtctg

<210>71
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<223> 7-39-R-R

<400> 71
aagtcgacgt ctgcttcttg cccaagg

<210> 72
<211>240
<212> PRT

<213> proteina fluorescente amarilla potenciada (eyfp)

<400> 72

Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thi Gly Va! Val Pro lle Leu Val

1

5
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28

27

10
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Glu Leu Asp Gly Asp Val Asa Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Gl
20 25 30

Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu ThrLeu Lys Phe lie Cys
35 40 45

Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Tip Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe
50 55 60

Gly Tyr Gly Leu GIn Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys GIn
65 70 75 80

His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu Arg
85 90 95

Thr lle Phe Phe Lys Asp Asp Giy Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val
100 105 110

Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Vai Asn Arg lle Glu Leu Lys Gy lie
115 120 125

Asn Phe Lys Glu Asp Gly Asn lle Leu Gly His Lys Lew Glu Tyr Asn
130 135 140

Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Yle Met Ala Asp Lys GIn Lys Asn Gly
145 150 155 160

lle Lys Val Asn Phe Lys lle Arg His Asn le Glu Gly Gly Ser Vel
165 170 175

Gln Leu Ala Asp His Tyr GIn Gln Asn Thr Pro lle Gly Asp Gly Pro
180 185 190

Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Tyr Gin Ser Ala Leu Ser
195 200 205
Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Mel Val Leu Leu Giu Phe Yal
20 215 220

Thr Ala Ala Gly lle Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Ser Arg
225 230 235 240
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REIVINDICACIONES

1. Una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje, que comprende una secuencia
génica que codifica para una proteina autofluorescente, dependiendo la expresion de la proteina autofluorescente de
la concentracion intracelular de un metabolito determinado y superproduciendo la célula después de una mutacion
este metabolito,

- en la que la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente se encuentra bajo el control de un
promotor heterdlogo, que en el tipo salvaje de la célula controla la expresién de un gen, cuya expresion en la célula
de tipo salvaje depende de la concentracion intracelular del metabolito, o

- en la que la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente esta relacionada funcionalmente con
una secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en funcién de la union del
metabolito al ARNm en la transcripcion a lo largo del ADN o en la traduccion en los ribosomas.

2. La célula de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo la célula una célula del género Corynebacterium o
Escherichia.

3. La célula de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que el metabolito se selecciona del grupo
que consiste en aminoacidos, nucleétidos, acidos grasos e hidratos de carbono.

4. La célula de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el metabolito es un aminoacido.
5. La célula de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que el aminoacido es L-lisina.

6. La célula de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que el promotor es el promotor de lysE y el
gen es el gen de lysE.

7. La célula de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en la que la proteina autofluorescente es la
proteina fluorescente verde (GFP) o una variante de esta proteina.

8. Un procedimiento para identificar una célula con concentracién intracelular elevada de un metabolito determinado
en una suspension celular, que incluye las etapas de procedimiento:

i) proporcionar una suspension celular que incluye una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto
a su tipo salvaje, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente,
dependiendo la expresidon de la proteina autofluorescente de la concentraciéon intracelular de un metabolito
determinado,

- encontrandose la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente bajo el control de un promotor
heterdlogo, que en el tipo salvaje de la célula controla la expresion de un gen, cuya expresion en la célula de tipo
salvaje depende de la concentracion intracelular del metabolito, o

- estando la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente relacionada funcionalmente con una
secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en funciéon de la unién del
metabolito al ARNm en la transcripcion a lo largo del ADN o en la traduccion en los ribosomas;

ii) modificar mediante ingenieria genética las células obteniendo una suspension celular, en la que las células se
diferencia con respecto a la concentracion intracelular de un metabolito determinado;

iii) identificar células individuales en la suspensién celular con concentracion intracelular elevada de este metabolito
determinado mediante deteccion de la actividad de fluorescencia intracelular.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la modificacion mediante ingenieria genética en la
etapa de procedimiento ii) tiene lugar mediante mutagénesis no dirigida.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, que incluye ademas la etapa de procedimiento:
iv) la separacion de las células identificadas a partir de la suspension celular.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la separacion tiene lugar por medio de citometria
de flujo.

12. Un procedimiento para la produccion de una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su
tipo salvaje con produccién optimizada de un metabolito determinado, que incluye las etapas de procedimiento:

I) proporcionar una suspension celular que incluye células modificadas mediante ingenieria genética con respecto a
su tipo salvaje, que comprenden una secuencia génica que codifica para una proteina autofluorescente,
dependiendo la expresion de la proteina autofluorescente de la concentraciéon intracelular de un metabolito
determinado,
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- encontrandose la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente bajo el control de un promotor
heterdlogo, que en el tipo salvaje de la célula controla la expresion de un gen, cuya expresion en la célula de tipo
salvaje depende de la concentracion intracelular del metabolito, o

- estando la secuencia génica que codifica para la proteina autofluorescente relacionada funcionalmente con una
secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en funcién de la unién del
metabolito al ARNm en la transcripcion a lo largo del ADN o en la traduccion en los ribosomas;

Il) modificar mediante ingenieria genética las células obteniendo una suspension celular, en la que las células se
diferencian con respecto a su concentracion intracelular de un metabolito determinado;

IIl) identificar células individuales en la suspensién celular con concentracion intracelular elevada del metabolito
determinado mediante deteccion de la actividad de fluorescencia intracelular;

IV) separar las células identificadas a partir de la suspension celular;

V) identificar aquellos genes modificados mediante ingenieria genética G1 a G, o aquellas mutaciones M1 a M, en
las células identificadas y separadas, que son responsables de la concentracion intracelular elevada del metabolito
determinado;

VI) producir una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje con produccion
optimizada del metabolito determinado, cuyo genoma comprende al menos uno de los genes G1 a G, y/o al menos
una de las mutaciones M1 a Mp,.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que la modificacion mediante ingenieria genética en
la etapa de procedimiento Il) tiene lugar mediante mutagénesis no dirigida.

14. Célula, obtenida mediante un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13.

15. Un procedimiento para la produccion de metabolitos, que incluye las etapas de procedimiento:

(a) producir una célula modificada mediante ingenieria genética con respecto a su tipo salvaje con produccion
optimizada de un metabolito determinado mediante un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12 o 13; (b)
cultivar la célula en un medio de cultivo que incluye nutrientes en condiciones en las que la célula produce el

metabolito determinado a partir de los nutrientes.

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que el metabolito se selecciona del grupo que consiste
en aminoacidos, nucleétidos, acidos grasos e hidratos de carbono.

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que el metabolito es un aminoacido.
18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que el aminoacido es L-lisina.
19. Procedimiento para la produccion de una mezcla, que incluye las etapas de procedimiento:

(A) producir metabolitos mediante el procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 15 a 18;
(B) mezclar el metabolito con un componente de mezcla distinto del metabolito.

20. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el metabolito es L-lisina y la mezcla es un alimento
0 una composicion farmacéutica.
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Fig. 4

TCARCTGCTATCCCCCCTGTTATTRARRARCGCTTACATTGATTAT TATAGTCATTTAATTT
TARRTGTCTATACTTTTATARAATAAARTATAATCATATTTTTTTCCGGTTCACCGTTTTA
TARATTTTTCTATGGRAAGATTCATTCATRAATCTGGTACACTCATCARCGGARRCGARATCA
ATTERHTAGCTRTEHTCRCTTGTATAACCTCAATAATATGGTTTGAGGGTGTCTACCAGG
AACCGTAAAATCCTGATTACAAAATTTGTTTATGACATTTTTTGTAAICAGGATTTTTTT
TATTTATCRARARCATTTAAGTARACGGAGTTTGTTATGGTGAGCARGGGLUGAGGAGCTGTT

CACCGGGETEETGUCCATCCTGETCGAGLTGCACGECGACGTARACGGLCACRAGTTCAG
CGTGTCCGGCGAGCCUGAGEGUGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTG

CACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGICCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCT

GCAGTGCTTCGCCCGUTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCAT

GCCCGABGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGAC

CCGUGECCGAGETGAAGTTCGAGGGCGACACCITGETGAACCGCATCGAGCTGAAGGGUAT

CHACTTCRAGGAGGACGGCAACATCCTEGEGCACARGUTGGAGTACAACTACRACAGCCA
CAACGTCTATATCATGGCCGACARGCAGAAGRACGGCATCARGGTGARCTTCAAGATCCG
CCRACRRACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGARCACCCCCAT
CGGCGACEGCCCCETECTGCTGCCOCGRCAACCACTRCCTGRAGCTACCAGTCCGCCCTGAG
CRABRGACCCCAACGAGRAGCGCGATCACATGGTCCTGUTGGAGTTCGTGACCGCCGLCGG
GATCACTCTCGGCATGGACGAGUTGTACAAGTCTAGATAA
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Fig. 6
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Fig. 7
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