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2

DESCRIPCIÓN

Sensores para la detección de metabolitos intracelulares

La presente invención se refiere a una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje, 5
a un procedimiento para identificar una célula con concentración intracelular elevada de un metabolito determinado, 
a un procedimiento para la producción de una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo 
salvaje con producción optimizada de un metabolito determinado, a una célula obtenida mediante este 
procedimiento, a un procedimiento para la producción de metabolitos así como a un procedimiento para la 
producción de una mezcla.10

Los metabolitos producidos mediante microbiología son de gran interés económico. Así, aminoácidos tal como L-
lisina, L-treonina, L-metionina y L-triptófano 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 síntesis de productos químicos nobles. Otro ejemplo de 15
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 liberación de hormonas de 
crecimiento e insulina.

Un método preferido para la producción de metabolitos de este tipo es la producción biotecnológica por medio de 20
microorganismos. En particular en la producción de aminoácidos pueden obtenerse de esta manera directamente la 
forma biológicamente activa y ópticamente activa del metabolito respectivo y además también pueden utilizarse 
materias primas sencillas y económicas. 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.25

En la producción de los metabolitos descritos anteriormente de manera microbiológica se modifica habitualmente
mediante mutaciones la regulación de la biosíntesis del metabolito respectivo, de modo que lo producen a través de 
la demanda de energía y lo expulsan al medio. Así, por ejemplo el documento WO-A-2005/059139 divulga la 
producción de L-lisina por medio de una cepa de Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingeniería 30
genética, en la que se consigue una producción elevada de L-lisina mediante una mejora de la metabolización a 
través de la ruta metabólica de pentosafosfato. En el documento WO-A-97/23597 se consigue un aumento de la 
producción de aminoácidos tal como L-lisina en microorganismos por que se aumenta la actividad de portadores de 
exportación que expulsan estos aminoácidos fuera de la célula.

35
Superproductores de este tipo se obtienen habitualmente mediante la búsqueda de mutantes que producen el 
metabolito en cantidad especialmente grande. Esta búsqueda se denomina “screening” (selección). En la selección 
se inducen en una cepa de partida, en la mayoría de los casos por medio de mutágenos químicos o físicos 
habituales (por ejemplo MNNG o UV) mutaciones al azar (mutagénesis no dirigida) y se seleccionan mutantes con 
métodos microbiológicos habituales. Otra posibilidad de la provisión de superproductores de metabolitos consiste en40
reforzar determinadas rutas sintéticas mediante sobreexpresiones dirigidas de genes o deleciones o evitar rutas de 
síntesis concurrentes.

En este sentido es problemático, no obstante, que en particular en la mutagénesis no dirigida en una colección de 
células es difícil detectar en cuáles de las células ha tenido lugar una mutación, que ha llevado a una síntesis 45
intracelular reforzada del metabolito que se encuentra en el foco. Los procedimientos de selección necesarios para 
ello requieren mucho tiempo y son muy caros.

Smolke et al. (Appl Microbiol Biotechnol. (2001), Vol. 57 (5-6), páginas 689-696) describen el efecto de la 
homogeneidad de la inducción de transcripción y la estabilidad del transcrito sobre la expresión de dos genes en un 50
operón construido.

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

55
Chavola et al. (Applied Microbiology and Biotechnology (2007), Vol. 76 (1), páginas 91-99) describen la 
cuantificación de la cantidad de lisina en pienso que contienen proteínas con el uso de un sensor de fluorescencia 
verde de células completas de E.coli.

Li et al. (Biotechnol. Bioeng. (2000), Vol. 70 (2), páginas 187-196) describen el uso de una proteína de fluorescencia 60
verde (GFP) para examinar la regulación 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), páginas 90-96) divulgan la construcción de una 
levadura modificada mediante ingeniería genética con una emisión de fluorescencia verde inducible por glucosa 65
desde la superficie celular.
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Tailor et al. (Anal Biochem. (2004), Vol. 328 (1), páginas 60-66) describen la construcción de un indicador de gen de 
células completas para un bioensayo de fluorescencia de nitrato.

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

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

10
La presente invención se basaba en el objetivo de superar las desventajas que resultan del estado de la técnica en 
relación con la detección de células modificadas mediante ingeniería genética, que superproducen un metabolito 
determinado.

En particular la presente invención se basaba en el objetivo de proporcionar una célula modificada mediante 15
ingeniería genética, en la que después de una mutación pueden identificarse de manera sencilla aquellos mutantes 
que provocan una superproducción de un metabolito determinado, y pueden separarse opcionalmente del resto de 
las células.

Un objetivo adicional en el que se basa la presente invención consistía en indicar un procedimiento para identificar 20
una célula con concentración intracelular elevada de un metabolito determinado, que permite de manera 
especialmente sencilla y económica una identificación y opcionalmente separación dirigida de una célula de este tipo 
en o a partir de una pluralidad de células, por ejemplo en o a partir de una suspensión celular.

También, la presente invención se basaba en el objetivo de proporcionar una célula con producción optimizada de 25
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 selección descrito anteriormente como 
ventajosas para una superproducción de este metabolito.

Una contribución a la solución de los objetivos mencionados al principio produce una célula modificada mediante 30
ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje tal como se define en la reivindicación 1.

Por el término “metabolito”, tal como se usa en el presente documento, se entenderá muy en general un producto 
intermedio de una ruta metabólica bioquímica, siendo de acuerdo con la invención aminoácidos o derivados de 
aminoácido, por ejemplo L-isoleucina, L-leucina, L-valina, L-lisina, L-arginina, L-citrulina, L-histidina, L-metionina, L-35
cisteína, L-triptófano, L-glicina u O-acetil-L-serina, nucleótidos o derivados de nucleótido, por ejemplo xantina, GTP o 
diguanosinmonofosfato cíclico, ácidos grasos o derivados de ácido graso, por ejemplo acil-coenzima A-tioéster, 
azúcares o derivados de azúcar, por ejemplo glucosa, ramnosa, ribulosa-bis-fosfato, beta-D-galactósido o D-
glucosamin-6-fosfato, cetoácidos, por ejemplo oxoglutarato, antibióticos, por ejemplo tienamicina, avilamicina, 
nocardicina o tetraciclinas, vitaminas o derivados de vitamina, por ejemplo biotina o tiaminpirofosfato o alcaloides de 40
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 
aminoácidos, en particular un aminoácido seleccionado del grupo que consiste en L-isoleucina, L-leucina, L-valina, 
L-lisina, L-arginina, L-citrulina, L-histidina, L-metionina, L-cisteína, L-triptófano, O-acetil-L-serina, de manera 
especialmente preferente del grupo que consiste en L-lisina, L-arginina, L-citrulina y L-histidina. El metabolito más 45
preferido de acuerdo con la invención 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 evolución. El término se usa tanto para la célula completa como 
para genes individuales. En la expresión “tipo salvaje” no entran por lo tanto en particular aquellas células o aquellos 50
genes cuyas secuencias génicas se han modificado al menos en parte mediante los seres humanos por medio de 
procedimientos recombinantes.

De acuerdo con la invención, son células especialmente preferidas aquellas de los géneros Corynebacterium, 
Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Candida, Pichia, Kluveromyces, Saccharomyces, Escherichia, 55
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 invención las células más 
preferidas son aquellas del género Corynebacterium y Escherichia, siendo cepas bacterianas muy especialmente 60
preferidas Corynebacterium glutamicum y Escherichia coli.

En particular en el caso en el que el metabolito es L-lisina, las células modificadas mediante ingeniería genética
pueden seleccionarse en particular de células del grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum ATCC13032, 
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806, Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870, Corynebacterium 65
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-aminoácidos 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 5
Escherichia coli AJ11442 (véase el documento JP 56-18596 y el documento US 4.346.170), la cepa de Escherichia 
coli VL611 y la cepa de Escherichia coli WC 196 (véase el documento WO-A-96/17930).

Las células modificadas mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje de acuerdo con la invención se 
caracterizan ahora por que incluyen una secuencia génica que codifica para un productor de autofluorescencia, 10
dependiendo la expresión de esta proteína autofluorescente de la concentración intracelular de un metabolito 
determinado.

Como secuencia génica que codifica para una proteína autofluorescente se tienen en cuenta todas las secuencias 
génicas conocidas por el experto, que codifican para una proteína autofluorescente. Se prefieren especialmente15
secuencias génicas que codifican para proteínas fluorescentes del género Aequora, tal como la Green Fluoroescent 
proteína (proteína fluorescente verde) (GFP), y variantes de la misma, que fluorescen en otro intervalo de longitud 
de onda (por ejemplo Yellow Fluoroescent proteína (proteína fluorescente amarilla), YFP; Blue Fluoroescent proteína
(proteína fluorescente azul), BFP; Cian Fluoroescent proteína (proteína fluorescente cian), CFP) o cuya 
fluorescencia está intensificada (enhanced GFP o EGFP (potenciada), o EYFP, EBFP o ECFP). Así mismo, pueden 20
usarse de acuerdo con la invención también secuencias génicas que codifican para otras proteínas 
autofluorescentes, por ejemplo DsRed, HcRed, AsRed, AmCian, ZsGreen, AcGFP, ZsYellow, tal como se conocen 
de BD Biosciences, Franclin Lakes, EE.UU.

La característica, según la cual la expresión de la proteína autofluorescente depende de la concentración intracelular25
de un metabolito determinado y por lo tanto puede controlarse mediante la célula en función de esta concentración 
de metabolito, puede realizarse ahora de acuerdo con la invención de distinta manera.

De acuerdo con una primera forma de realización particular de la célula de acuerdo con la invención el control de la 
expresión de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente tiene lugar en función de la 30
concentración intracelular del metabolito determinado a nivel de la transcripción. En función de la concentración
intracelular del metabolito respectivo se forma por consiguiente más o menos ARNm que puede traducirse en los 
ribosomas con la formación de la proteína autofluorescente.

En relación con esta primera forma de realización particular de la célula de acuerdo con la invención, el control de la 35
expresión a nivel de la traducción puede tener lugar por que la secuencia génica que codifica para la proteína 
autofluorescente se encuentra bajo el control de un promotor heterólogo, que en el tipo salvaje de la célula controla 
la expresión de un gen, cuya expresión en la célula de tipo salvaje depende de la concentración intracelular de un 
metabolito determinado. También la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente puede 
encontrarse bajo el control de un promotor, que se deriva de un promotor de este tipo.40

La formulación “bajo el control de un promotor heterólogo” indica que el promotor naturalmente, en particular en la 
célula de tipo salvaje, a partir de la que se aisló la secuencia de promotor y opcionalmente se modificó mediante 
ingeniería genética para el aumento adicional de la eficiencia del promotor, no regula la expresión de la secuencia 
génica que codifica para la proteína autofluorescente. En este contexto la formulación “que se deriva de un promotor 45
de este tipo”, significa que el promotor contenido en la célula modificada mediante ingeniería genética, que regula la 
expresión de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente, no debe ser un promotor que de 
deba estar contenido en una célula de tipo salvaje con idéntica secuencia de ácido nucleico. Más bien, esta 
secuencia de promotor puede haberse modificado con el fin de aumentar la efectividad de promotor por ejemplo 
mediante inserción, deleción o intercambio de bases individuales, por ejemplo mediante palindromización de 50
secuencias de ácido nucleico individuales. Tampoco el promotor, que regula la expresión de la secuencia génica que 
codifica para la proteína autofluorescente, no debe ser obligatoriamente un promotor o derivarse de un promotor que 
está contenido en el genoma de la célula modificada mediante ingeniería genética en sí. No obstante, puede resultar 
totalmente ventajoso cuando el promotor es un promotor o se deriva de un promotor que están contenido en el 
genoma de la célula modificada mediante ingeniería genética en sí, pero allí controla la expresión de un gen, cuya 55
expresión depende de la concentración intracelular de un metabolito determinado.

La secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente se encuentra en esta forma de realización de la 
célula de acuerdo con la invención bajo el control de un promotor. La expresión “bajo el control de un promotor” ha 
de entenderse a este respecto preferentemente de modo que la secuencia génica que codifica para la proteína 60
autofluorescente está funcionalmente enlazada con el promotor. Funcionalmente enlazados están el promotor y la 
secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente, cuando estas dos secuencias así como
opcionalmente elementos reguladores adicionales, tal como por ejemplo un terminador, están dispuestos 
secuencialmente de tal manera que cada uno de los elementos reguladores puede cumplir su función en la 
expresión transgénica de la secuencia de ácido nucleico. Para ello no es necesario un enlace directo en el sentido 65
químico. Las secuencias control genéticas, tal como por ejemplo secuencias enhancer, pueden ejercer su función 
también desde posiciones más 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 proteína autofluorescente se posiciona 
por detrás (es decir, en el extremo 3’) de la secuencia de promotor, de modo que ambas secuencias están unidas 
covalentemente entre sí. Preferentemente, a este respecto la distancia entre la secuencia génica que codifica para la
proteína 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.5
También es posible que la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente y el promotor estén 
enlazados entre sí funcionalmente, de tal manera que entre estas dos secuencias génicas se encuentre aún una 
secuencia parcial del gen homólogo (es decir, aquel gen, cuya expresión en la célula de tipo salvaje se regula por el 
promotor). En el caso de la expresión de un constructo de ADN de este tipo se obtiene una proteína de fusión a 
partir de la proteína autofluorescente y la secuencia de aminoácidos que se codifica por la secuencia parcial 10
correspondiente del gen homólogo. La longitud de tales secuencias parciales del gen homólogo no son críticas 
siempre que no se perjudique considerablemente la funcionalidad de la proteína autofluorescente, es decir, su 
propiedad de fluorescer con la excitación con luz de una longitud de onda determinada.

Además del promotor y de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente, la célula de acuerdo 15
con la invención de acuerdo con esta configuración particular, puede comprender también una secuencia génica que 
codifica para el regulador, siendo el regulador preferentemente una proteína que interacciona de algún modo con el 
metabolito y el promotor y de esta manera influye en la afinidad de unión de la secuencia de promotor a la ARN 
polimerasa. La interacción 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 20
esta manera una variación de conformación del regulador, que repercute en la interacción 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 invención en principio todos los promotores que controlan 
normalmente, a través de un enlace funcional, la expresión de un gen, cuya expresión depende de la concentración 25
intracelular de un metabolito determinado. De manera muy especialmente preferente, en el caso del promotor se 
trata de un promotor que controla normalmente la expresión de un gen cuya expresión depende de la concentración 
intracelular de un metabolito determinado y que codifica una proteína que permite la disminución de la concentración
intracelular de un metabolito o bien a través de una reacción química del metabolito o bien a través de la expulsión 
del metabolito de la célula. Por lo tanto, esta proteína es o bien una enzima que cataliza la conversión del metabolito 30
en un producto metabólico distinto del metabolito, o bien, un transportador activo o pasivo, que cataliza el flujo de 
salida del metabolito a partir de la célula.

Además, en el caso de los promotores puede tratarse de aquellos promotores que en presencia del metabolito 
interaccionan con determinados activadores y así provocan la expresión de la secuencia génica que codifica para la 35
proteína autofluorescente, o también promotores, que están inhibidos por un represor, difundiéndose el represor
mediante interacción con un metabolito determinado desde el promotor, mediante lo cual se elimina la inhibición y se 
provoca la expresión de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente.

A continuación se describen en detalle ejemplos adecuados de células de acuerdo con la invención de esta primera 40
forma de realización particular. Sin embargo, cabe destacar en este punto que la presente invención no está limitada 
a los ejemplos siguientes, que entran en la primera forma de realización particular de la célula de acuerdo con la 
invención.

Así, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de realización, 45
puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Pseudomonas putida modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica 
para una proteína 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), páginas 2.889-2.894, J. Bact., 187 (2005), 
página 664). En este caso, una concentración intracelular elevada de L-isoleucina, L-leucina, L-valina o D-leucina 50
lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula de este tipo presenta, además del promotor de bkd
y la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteína 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.º 01 y la secuencia del regulador de BkdR en sí se reproduce en la SEQ. ID. N.º 02.55

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Bacillus subtilis modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica para 
una proteína autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de ackA (con respecto al represor de 60
CodY véase Mol. Mic. 62 (2006), página 811). También en este caso, una concentración intracelular elevada de L-
isoleucina, L-leucina y L-valina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula de este tipo 
presenta además del promotor de ackA y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor
para una proteína 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 está reproducida en la SEQ. 65
ID. N.º 03 y la secuencia del activador de CodY en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 04.
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También en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Pseudomonas putida modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica 
para una proteína autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de mdeA (con respecto al 
regulador de MdeR véase J. Bacteriol., 179 (1997), página 3.956). En este caso, una concentración intracelular 5
elevada de L-metionina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula de este tipo presenta 
además del promotor de mdeA y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una 
proteína 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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º
05 y la secuencia del regulador de MdeR en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 06.10

Además en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 
codifica para una proteína autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de brnF (con respecto al 15
regulador de Lrp en Corynebacterium glutamicum véase J. Bact., 184 (14) (2002), páginas 3.947-3.956). En este 
caso una concentración intracelular elevada de L-isoleucina, L-leucina y L-valina lleva a una expresión de la proteína 
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor de brnF y de la secuencia génica que se 
encuentra bajo el control de este promotor para una proteína autofluorescente preferentemente también una 
secuencia génica que codifica para el regulador de Lrp. La secuencia de ADN del promotor de brnF regulado por el 20
regulador de Lrp está reproducida en la SEQ. ID. N.º 07 y la secuencia del regulador de Lrp en sí está reproducida 
en la SEQ. ID. N.º 08.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 25
Escherichia coli modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica para 
una proteína 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), página 791). En este caso una concentración intracelular 
elevada de O-acetil-L-serina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula de este tipo presenta 
además del promotor de cysP y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una 30
proteína 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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 09 y la 
secuencia del regulador de Lrp en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 10.

También en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 35
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Escherichia coli modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica para 
una proteína 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), páginas 1.401-1.412). En este caso una concentración 
intracelular elevada de diaminas tal como cadaverina o putrescina lleva a una expresión de la proteína 40
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor de cadB y de la secuencia génica que se 
encuentra bajo el control de este promotor para una proteína 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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 11 y la secuencia del regulador de CadC en sí está 
reproducida en la SEQ. ID. N.º 12.45

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 
codifica para una proteína autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de metY, metK, hom, 50
cysK, cysI 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), páginas 871-887). En este caso una 
concentración intracelular elevada de S-adenosilhomocisteína lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. 
Una célula de este tipo presenta además del promotor de metY, metK, hom, cysK, cysI o suuD y de la secuencia 
génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteína autofluorescente preferentemente 55
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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 13 y la secuencia del regulador de MecR en sí 
está reproducida en la SEQ. ID. N.º 14.

También en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 60
realización puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de 
Escherichia coli modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica para 
una proteína autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de argO. En este caso una 
concentración intracelular elevada de L-lisina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula de 
este tipo presenta además del promotor de argO y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este 65
promotor para una proteína 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 está reproducida 
en la SEQ. ID. N.º 15 y la secuencia del regulador de ArgP en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 16.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con una configuración 
especialmente preferida de la primera forma de realización puede tratarse de una célula modificada mediante 5
ingeniería genética, preferentemente de una célula de Corynebacterium glutamicum modificada mediante ingeniería 
genética, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteína 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), página 1.765). En este caso una concentración intracelular elevada de L-lisina, L-arginina, L-histidina y L-
citrulina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor 10
de lysE y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteína 
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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 17 y 
la secuencia del regulador de LysG en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 18.

15
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 están de moléculas orgánicas y cationes. Debido a la función novedosa y la estructura extraordinaria
se identificó LysE como primer miembro de una nueva familia de translocadores. Entretanto, a esta familia se asocia 
en el marco de la secuenciación genómica numerosas proteínas, no obstante, hasta el momento, una función 20
mayormente desconocida aún. 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 están asociados hasta el momento en total 22 miembros. De la familia de 
LysE, el exportador de lisina de Corynebacterium glutamicum puede ser el único miembro funcionalmente 
característico hasta el momento. A nivel genético se regula lysE mediante el regulador LysG (governing L-lysine 
export). LysG presenta altas similitudes con proteínas reguladoras bacterianas de la familia de LTTR (LysR type 25
transcriptional regulador). A este respecto, L-lisina actúa como inductor de la transcripción mediada por LysG de 
lysE. Además de L-lisina, también los dos aminoácidos básicos L-arginina y L-histidina, así como L-citrulina son 
inductores de la expresión de lysE mediada por LysG.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 30
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 
célula de Escherichia coli modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 
codifica para una proteína 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), páginas 937-943). En 
este caso una concentración intracelular elevada de acil-coenzima A lleva a una expresión de la proteína 35
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor de fadE o fadBA y de la secuencia génica 
que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteína 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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 19 y la secuencia del regulador de LysG en sí está 
reproducida en la SEQ. ID. N.º 20.40

También, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 
célula de Bacillus subtilis modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 
codifica para una proteína autofluorescente, que se encuentra bajo el control del promotor de fadM (con respecto al 45
regulador de FabR en Bacillus subtilis véase por ejemplo J. Bacteriol., 191 (2009), páginas 6.320-6.328). También 
en este caso, una concentración intracelular elevada de acil-coenzima A lleva a una expresión de la proteína 
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor de fadM y de la secuencia génica que se 
encuentra bajo el control de este promotor para una proteína autofluorescente preferentemente también una 
secuencia génica que codifica para el regulador de FabR. La secuencia de ADN del promotor de fadM regulado por 50
el regulador de FabR está reproducida en la SEQ. ID. N.º 21 y la secuencia del regulador de FabR en sí está 
reproducida en la SEQ. ID. N.º 22.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 55
célula de Escherichia coli modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 
codifica para una proteína 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 concentración intracelular elevada de ramnosa lleva a una expresión de la proteína 
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor de rhaSR, rhaBAD o rhaT y de la secuencia 60
génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteína 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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 23, la secuencia del promotor de 
rhaBAD en la SEQ. ID. N.º 24, la secuencia del regulador de RhaR en la SEQ. ID. N.º 25 y la secuencia del 
regulador de RhaS en la SEQ. ID. N.º 26.65
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También en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la tercera configuración
puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una célula de Anabaena 
sp. modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteína 
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), páginas 6.126-6.133). En este caso una 5
concentración intracelular elevada de oxoglutarato lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula 
de este tipo presenta además del promotor de hetC, nrrA o devB y de la secuencia génica que se encuentra bajo el 
control de este promotor para una proteína 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
está reproducida en la SEQ. ID. N.º 27, la secuencia del promotor de nrrA en la SEQ. ID. N.º 28, la secuencia del 10
promotor de devB en la SEQ. ID. N.º 29 y la secuencia del regulador de NtcA en la SEQ. ID. N.º 30.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 
célula de Mycobacterium sp. modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 15
codifica para una proteína 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), página 297). En 
este caso una concentración intracelular elevada de ribulosa-bis-fosfato lleva a una expresión de la proteína 
autofluorescente. Una célula de este tipo presenta además del promotor de cbbLS-2 o cbbLS-1 y de la secuencia 
génica que se encuentra bajo el control de este promotor para una proteína autofluorescente preferentemente 20
también una secuencia génica que codifica para el regulador de CbbR. La secuencia de ADN del regulador de CbbR
está reproducida en la SEQ. ID. N.º 31.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 25
célula de Streptomyces cattleya modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 
codifica para una proteína 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), página 633). En este caso una 
concentración intracelular elevada de tienamicina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una célula 
de este tipo presenta además del promotor de pcbAB y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control de 30
este promotor para una proteína 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 está 
reproducida en la SEQ. ID. N.º 32 y la secuencia del regulador de ThnU en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 
33.

35
También en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 
célula de Streptomyces viridochromogenes, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteína 
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), página 461). En este caso 40
una concentración intracelular elevada de avilamicina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una 
célula de este tipo presenta además del promotor de aviRa y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control 
de este promotor para una proteína 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 está reproducida en la SEQ. ID. N.º 34 y la secuencia del regulador de AviCl o AviC2 en sí está 45
reproducida en la SEQ. ID. N.º 35.

Además, en el caso de la célula modificada mediante ingeniería genética de acuerdo con la primera forma de 
realización particular puede tratarse de una célula modificada mediante ingeniería genética, preferentemente de una 
célula de Nocardia uniformis modificada mediante ingeniería genética, que comprende una secuencia génica que 50
codifica para una proteína 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), página 1.066). En este caso 
una concentración intracelular elevada de nocardicina lleva a una expresión de la proteína autofluorescente. Una 
célula de este tipo presenta además del promotor de nocF y de la secuencia génica que se encuentra bajo el control 
de este promotor para una proteína autofluorescente preferentemente también una secuencia génica que codifica 55
para el regulador de NocR. La secuencia de ADN del promotor de nocF regulado por el regulador de NocR está 
reproducida en la SEQ. ID. N.º 36 y la secuencia del regulador de NocR en sí está reproducida en la SEQ. ID. N.º 
37.

En principio, hay ahora distintas posibilidades de producir una célula de acuerdo con la invención de acuerdo con la 60
primera forma de realización particular que incluye un promotor descrito anteriormente y un ácido nucleico que se 
encuentra bajo el control de este promotor, que codifica para una proteína 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 regulador65
correspondiente, y entonces introducir una secuencia génica que codifica para una proteína 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 ácido nucleico del promotor en sí puede modificarse antes o después de la 
integración de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente en el genoma mediante uno o 
varios intercambios de nucleótidos, deleciones de nucleótidos o inserciones de nucleótidos con el fin del aumento de 
la efectividad del promotor.

5
Una segunda posibilidad consiste por ejemplo en introducir en la célula uno o varios constructos de ácido nucleico, 
que contienen la secuencia de promotor y la secuencia génica que se encuentra bajo el control del promotor, que 
codifica para la proteína autofluorescente, pudiendo modificarse también en este caso la secuencia de ácido 
nucleico del promotor en sí mediante uno o varios intercambios de nucleótidos, deleciones de nucleótidos o 
inserciones de nucleótidos con fin del aumento de la efectividad del promotor. La inserción del constructo de ácido 10
nucleico puede tener lugar de manera cromosómica o de manera extracromosómica, por ejemplo en un vector de 
replicación extracromosómica. Como vectores son adecuados aquellos que se replican en las cepas bacterianas 
respectivas. Numerosos vectores de plásmido 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 plásmidos crípticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros 15
vectores de plásmido 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 enumeración no es limitante sin embargo para la presente invención.

Instrucciones para la producción de constructos de gen que comprenden un promotor y una secuencia génica que 20
se encuentra bajo el control de este promotor y la introducción de un constructo de este tipo en el cromosoma de 
una célula o la introducción de un vector de replicación extracromosómica 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 25
Schwarzer y Pühler (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 Biología 
Molecular.30

De acuerdo con una segunda forma de realización particular de la célula de acuerdo con la invención el control de la 
expresión de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente tiene lugar en función de la 
concentración intracelular del metabolito determinado por medio de un denominado ribointerruptor (“riboswich”), 
pudiendo regularse por medio de un “ribointerruptor” de este tipo la expresión tanto a nivel de la transcripción como 35
a nivel de la traducción. Por un “ribointerruptor” se entienden elementos reguladores que se componen 
exclusivamente de ARNm. Actúan al mismo tiempo como sensor y como elemento regulador. Una visión general 
sobre ribointerruptores se encuentra por ejemplo en Vitrechak et al., Trends in Genetics, 20 (1) (2004), páginas 44-
50. Otros detalles con respecto a la regulación de la expresión génica con ribointerruptor pueden extraerse también 
de la disertación de Jonas Noeske (2007) con el título “Strukturelle Untersuchungen an metabolito-bindenden 40
Riboswitch-RNAs mittels NMR”, en la Facultad de Bioquímica, Química y Farmacia de la Universidad Johann 
Wolfgang Goethe en Frankfurt am Main.

Pueden usarse ribointerruptores en las células de acuerdo con la invención de acuerdo con esta segunda forma de 
realización particular por que la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente está unida 45
funcionalmente con una secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en 
función de la unión del metabolito al ARNm o bien en la transcripción adicional a lo largo del ADN o también en la 
traducción en los ribosomas. De esta manera, el ribointerruptor regula a nivel de la transcripción o a nivel de la 
traducción en la expresión de la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente. En las células de 
acuerdo con la invención con elementos de ribointerruptor, el metabolito se une, sin participación de cualquier factor 50
de proteína, directamente a una región estructurada en la 5’-UTR del ARNm e induce una variación de la estructura 
secundaria del ARN. Esta variación de la conformación en la 5’-UTR lleva a la modulación de la expresión del gel 
posterior, que codifica para la proteína autofluorescente. A este respecto, el efecto regulador génico puede 
conseguirse o bien influyendo en la transcripción, la traducción u opcionalmente también el procesamiento de ARN. 
La región de unión a metabolito del ribointerruptor (dominio de aptámero) es un dominio de ARN modular, 55
independiente. La parte restante del ribointerruptor (plataforma de expresión) se encuentra en la mayoría de los 
casos en sentido 5’ a 3’ con respecto al dominio de aptámero. La plataforma de expresión puede aceptar, en función 
de si un metabolito está unido o no al dominio de aptámero, pares de bases con zonas del dominio de aptámero. En
la mayoría de los casos, estos pares de bases tienen lugar entre la plataforma de expresión y el dominio de 
aptámero en el estado no unido a metabolito y llevan a la activación de la expresión de gen. A la inversa, en el 60
estado unido a ligando de estos pares de bases se impide lo que en la mayoría de los casos lleva a una inhibición de 
la expresión de gen. Si el mecanismo de regulación repercute sobre la transcripción o la traducción, depende de la 
estructura secundaria que adopta la plataforma de expresión en el estado unido a metabolito o no unido a 
metabolito. Con frecuencia, la plataforma de expresión presenta secuencias que pueden constituir un terminador de 
la transcripción y un anti-terminador de la transcripción, excluyéndose sin embargo mutuamente las dos estructuras 65
secundarias. Otro motivo que aparece frecuentemente es una estructura secundaria, mediante la que según el 
estado de unión 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 formación de una estructura 
secundaria, no puede reconocerse la secuencia SD por el ribosoma. De esta manera puede regularse mediante 
ribointerruptores la terminación de la transcripción prematura o la iniciación de la traducción prematura.

Como ejemplos de elementos de ribointerruptor adecuados, que a nivel de la transcripción o a nivel de la traducción5
permiten un control de la expresión de la proteína 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), páginas 275-279), el ribointerruptor de adenina de Bacillus subtilis (descrito 
por Mandal y Breaker, Nat. Struct. Mol. Biol. 11 (2004), páginas 29-35) o el ribointerruptor tándem TPP de Bacillus 
anthracis (descrito por Welz y Breaker, RNA 13 (2007), páginas 573-582). Además de estos elementos de 10
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), páginas 1425-1429
o por Desai y Gellivan, J. Am. Chem. Soc. 126 (2004), páginas 1.3247-54), el ribointerruptor de biotina (descrito por 
Wilson et al., Biochemistry 37 (1998), páginas 14.410-14419) o el ribointerruptor de Tet (descrito por Berens et al., 
Bioorg. Med. Chem. 9 (2001), páginas 2.549- 2.556).15

Una contribución a la solución de los objetivos mencionados al principio la proporciona además un procedimiento 
para identificar una célula con concentración intracelular elevada de un metabolito determinado en una suspensión 
celular tal como se define en la reivindicación 8.

20
En la etapa i) del procedimiento de acuerdo con la invención se proporciona en primer lugar una suspensión celular
que comprende un medio nutriente así como una pluralidad de las células modificadas mediante ingeniería genética, 
descritas al principio.

En la etapa ii) del procedimiento de acuerdo con la invención se modifica o se modifican mediante ingeniería 25
genética entonces una o varias de las células en la suspensión celular, para obtener una suspensión celular, en la 
que las células se diferencian con respecto a la concentración intracelular de un metabolito determinado.

La modificación mediante ingeniería genética de la suspensión celular puede tener lugar de manera dirigida al sitio o 
mediante mutagénesis no dirigida, prefiriéndose especialmente la mutagénesis no dirigida.30

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 función 
de la acción del cambio de aminoácidos sobre la actividad enzimática se habla de mutaciones de sentido erróneo
(“missense mutations”) o mutaciones sin sentido (“nonsense mutations”). Inserciones o deleciones de al menos un 35
par de bases en un gen llevan a mutaciones de desplazamiento del marco (“frame shift mutations”), a consecuencia 
de las cuales se incorporan aminoácidos erróneos o la traducción se interrumpe antes de tiempo. Deleciones de 
varios codones llevan normalmente a una pérdida completa de la actividad enzimática. Instrucciones para la 
generación de mutaciones de este tipo pertenecen al estado de la técnica y puede extraerse de libros de texto 
conocidos de Genética y Biología Molecular, tal como por ejemplo el libro de texto de Knippers (“Molekulare 40
Genetik”, 6ª edición, 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 bibliográficas útiles con respecto a estos métodos de la mutagénesis dirigida, 45
pueden extraerse por ejemplo del documento DE-A-102 24 088.

De acuerdo con la invención se prefiere especialmente sin embargo cuando la modificación mediante ingeniería 
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 químicos tal como por ejemplo N-50
metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina o la irradiación de las células con luz UV. Procedimientos de este tipo para disparar 
la mutación 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).55

Mediante la modificación mediante ingeniería genética de la célula en la etapa de procedimiento ii), según el tipo de 
la mutación realizada en la célula, en una célula determinada, por ejemplo como consecuencia de una actividad 
enzimática aumentada o disminuida, una expresión aumentada o disminuida de una enzima determinada, una 
actividad aumentada o disminuida de una proteína transportadora determinada, una expresión aumentada o 60
disminuida de una proteína transportadora determinada, una mutación en una proteína reguladora, una mutación en 
una proteína estructural o una mutación en un elemento de control de ARN, puede llegarse a un aumento de la 
concentración intracelular de aquel metabolito que mediante interacción con una proteína reguladora
correspondiente a través del promotor o mediante interacción con un elemento de ribointerruptor, ejerza una 
influencia sobre la expresión de la proteína autofluorescente. Una célula, en la que como consecuencia de la 65
mutación está aumentada la concentración de un metabolito determinado, se caracteriza por lo tanto por que en esta 

E11724947
21-01-2016ES 2 560 302 T3

 



11

célula se forma la proteína autofluorescente. El gen para la proteína autofluorescente actúa por lo tanto como gen 
indicador para una concentración de metabolito intracelular elevada.

En la etapa de procedimiento iii) del procedimiento de acuerdo con la invención se identifican por lo tanto células
individuales en la suspensión celular con concentración intracelular elevada de este metabolito determinado 5
mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular. Para ello se expone la suspensión celular a 
radiación electromagnética en aquella frecuencia que excita a las proteínas autofluorescente para la emisión de luz.

De acuerdo con una configuración particular del procedimiento de acuerdo con la invención tiene lugar a 
continuación, preferentemente directamente a continuación de la identificación de las células en la etapa de 10
procedimiento iii) una etapa de procedimiento adicional iv), en la que las células identificadas se separan a partir de 
la suspensión celular, teniendo lugar esta separación preferentemente por medio de citometría de flujo (FACS = 
fluoroescens activated cell sorting), de manera muy especialmente preferente por medio de citometría de flujo de 
alto rendimiento (HAT-FACS = high througput fluoroescens activated cell sorting). Detalles con respecto al análisis 
de suspensiones celulares por medio de citometría de flujo pueden extraerse por ejemplo de Sack U, Tarnok A, 15
Rothe G (Hrsg): Zelluläre Diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der Durchflusszytometrie, 
Basel, Karger, 2007, páginas 27 - 70.

Por medio del procedimiento de acuerdo con la invención es por lo tanto posible, en una suspensión celular, en la 
que se han generado mutaciones dirigidas o no dirigidas en las células, sin influir en la vitalidad de las células, aislar 20
de manera dirigida aquellas células en las que la mutación ha llevado a una concentración intracelular aumentada de 
un metabolito determinado.

Una contribución a la solución de los objetivos mencionados al principio la produce también un procedimiento para la 
producción de una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje con producción 25
optimizada de un metabolito determinado tal como se define en la reivindicación 12.

De acuerdo con las etapas de procedimiento I) a IV) se generan en primer lugar células con concentración 
intracelular elevada de un metabolito determinado mediante mutagénesis y se separan a partir de una suspensión 
celular, pudiendo remitirse en este caso a las etapas de procedimiento i) a iv) descritas anteriormente.30

En la etapa de procedimiento V) se identifican entonces en las células identificadas y separadas por medio del 
procedimiento de ingeniería genética conocido por el experto, aquellos genes modificados mediante ingeniería 
genética Gl a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm, que son responsables de la concentración intracelular elevada del 
metabolito determinado, dependiendo el valor numérico de n o m del número de genes modificados observados o de 35
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 formación 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 mutación en ninguno 
de estos genes, entonces se analiza todo el genoma de la célula identificada y separada, para identificar 40
opcionalmente otros genes modificados Gi u otras mutaciones Mi. De esta manera pueden identificarse secuencias 
génicas modificadas ventajosas Gi o mutaciones ventajosas Mi, que en una célula llevan a un aumento de la 
concentración intracelular de un metabolito determinado.

En una etapa de procedimiento adicional VI) puede producirse entonces una célula modificada mediante ingeniería 45
genética con respecto a su tipo salvaje con producción optimizada del metabolito determinado, cuyo genoma 
comprende al menos uno de los genes Gl a Gn y/o al menos una de las mutaciones Ml a Mm. 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 introducción dirigida de determinadas mutaciones
puede tener lugar por ejemplo por medio de sustitución de genes (“gene replacement”). En el caso de este 50
procedimiento se produce una mutación tal como por ejemplo una deleción, inserción o cambio de bases en el gen 
de interés in vitro. El alelo producido se clona a su vez en un vector no de replicación para el huésped diana y, a 
continuación, este, mediante transformación o conjugación, se convierte en el huésped diana. Después de la 
recombinación homóloga por medio de un primer acontecimiento de “cross-over” que provoca la integración, y de un 
segundo acontecimiento de “cross-over” adecuado, que provoca una escisión en el gen diana o en la secuencia 55
diana, se consigue la incorporación de la mutación o del alelo.

Una contribución a la solución de los objetivos mencionados al principio la produce también una célula con
producción optimizada de un metabolito determinado, que se obtuvo mediante el procedimiento descrito 
anteriormente.60

Una contribución a la solución de los objetivos mencionados al principio la produce también un procedimiento para la 
producción de metabolitos, que incluye las etapas de procedimiento:

(a) producir una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje con producción 65
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 ingeniería genética, de acuerdo con la invención, producidas en la etapa de 
procedimiento (a), con producción optimizada de un metabolito determinado, pueden cultivarse en la etapa de 5
procedimiento (b) de manera continua o discontinua en el procedimiento batch (cultivo por lotes) o en el 
procedimiento fed-batch (procedimiento de alimentación) o procedimiento repeated-fed-batch (procedimiento de 
alimentación repetitivo) con el fin de la producción 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. Einführung in die 10
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 están contenidas en el manual “Manual of Methods 15
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, almidón y celulosa, aceites y grasas tal como por ejemplo aceite de 
soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, ácidos grasos tal como por ejemplo ácido palmítico, 20
ácido esteárico y ácido linoleico, alcoholes tal como, por ejemplo glicerol y metanol, hidrocarburos tal como metano, 
aminoácidos tal como L-glutamato o L-valina u ácidos orgánicos tal como por ejemplo ácido acético. Estas 
sustancias pueden usarse individualmente o como mezcla.

Como fuente de nitrógeno el medio nutriente puede contener compuestos que contienen nitrógeno orgánicos tal 25
como peptonas, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, aguas del remojo del maíz, harina de 
soja y urea o compuestos inorgánicos tal como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato 
de amonio y nitrato de amonio. Las fuente de nitrógeno pueden usarse individualmente o como mezcla.

Como fuente de fósforo, el medio nutriente puede contener ácido fosfórico, dihidrógeno-fosfato de potasio o 30
hidrogenfosfato de dipotasio o las sales que contienen sodio correspondientes. El medio nutriente debe contener 
además sales de metales, tal como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarios para el 
crecimiento. Por último, pueden utilizarse sustancias de crecimiento esenciales tal como aminoácidos y vitaminas
además de las sustancias mencionadas anteriormente. Al medio nutriente pueden añadirse sobre todo etapas 
previas adecuadas. Las sustancias utilizadas mencionadas pueden agregarse al cultivo en forma de una preparación 35
única o alimentarse de manera adecuada durante el cultivo.

Para el control de pH del cultivo se utilizan de manera adecuada compuestos básicos tal como hidróxido de sodio, 
hidróxido de potasio, amoniaco o agua amoniacal o compuestos ácidos tal como ácido fosfórico o ácido sulfúrico. 
Para el control de la formación de espuma pueden utilizarse agentes antiespumantes tal como por ejemplo ésteres 40
de poliglicol de ácido graso. Para mantener la estabilidad de los plásmidos pueden agregarse al medio sustancias de 
acción selectiva adecuadas, tal como por ejemplo antibióticos. Para mantener condiciones aeróbico se introducen en 
el cultivo oxígeno o mezclas de gases que contienen oxígeno, 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.

45
Una contribución a la solución de los objetivos mencionados al principio la produce también un procedimiento para la 
producción de una mezcla, que incluye las etapas de procedimiento:

(A) producir metabolitos mediante el procedimiento descrito anteriormente;
50

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

Siempre que en el caso del metabolito se trate de un aminoácido, en particular de L-lisina, la mezcla es 
preferentemente un alimento, de manera muy especialmente preferente un pienso para animales, o una composición 
farmacéutica.55

La invención 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 proteína autofluorescente (afp) de 
acuerdo con la primera forma de realización de la célula de acuerdo con la invención se encuentra bajo el control de 60
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 
proteína de fusión LysE’eYFP; lysG, secuencia codificante de la proteína reguladora LysG; kanR, secuencia 
codificante de la resistencia mediada por canamicina; repA: origen de replicación; BamHI: secuencia de 65
reconocimiento y puntos de corte de la enzima de restricción BamHI).
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La Figura 3 muestra una microscopía 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 m. En cada caso 3 l de suspensiones celulares se colocaron sobre un portaobjetos y se 
inmovilizaron mediante una capa fina al 1 % de agarosa. Se excitó la suspensión inmovilizada con luz de la longitud 
de onda 514 nm y un tiempo de iluminación de 700 ms. La medición de emisión de fluorescencia de eYFP tuvo lugar 5
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 proteína 
autofluorescente, enlazada funcionalmente con este elemento de ribointerruptor, (negrita: aptámero; cursiva: 10
secuencia de terminador; subrayado: EYFP).

La Figura 5 muestra el vector pJC1lrp-brnF’eYFP.

La Figura 6 muestra la correlación de la concentración de L-metionina interna con señal de salida de fluorescencia15
de los cultivos de ATCC13032pJC1lrp-brnF’-eYFP obtenidos en el Ejemplo 3.

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

20
La Figura 1 muestra constructos posibles, en los que la secuencia génica de una proteína autofluorescente (afp) de 
acuerdo con la primera forma de realización de la célula de acuerdo con la invención se encuentra bajo el control de 
un promotor (promotor de lysE). La variante A indica una situación inicial, en la que el regulador dependiente de 
metabolito se encuentra directamente adyacente a su gen diana (lysE), que lo regula en función de la concentración 
de metabolito. De acuerdo con la variante B, en el caso más sencillo, el gen diana está sustituido por una proteína25
fluorescente (afp). De acuerdo con la variante C, tiene lugar una fusión traduccional de los primeros aminoácidos del 
gen diana con la proteína fluorescente. En la variante D, ha tenido lugar una fusión transcripcional, de manera que 
se forma un transcrito largo a partir de la región de promotor, que comprende los primeros aminoácidos del gen 
diana, terminado mediante un codón de parada, seguido de un sitio de unión a ribosoma (RBS) y el marco de lectura 
abierto para la proteína fluorescente. En la variante E ha tenido lugar una fusión transcripcional, de manera que se 30
forma un transcrito largo a partir de la región de promotor, que comprende los primeros aminoácidos del gen diana, 
terminado mediante un codón de parada, seguido de un sitio de unión a ribosoma y el inicio de una proteína 
conocida y expresada adecuadamente tal como por ejemplo la beta-galactosidasa de E. coli, LacZ, que, a su vez 
está fusionada con la proteína fluorescente.

35
Ejemplos

Ejemplo 1

Producción de una célula de acuerdo con la invención de acuerdo con la primera forma de realización en el ejemplo 40
de una célula, en la que una secuencia génica que codifica para una proteína autofluorescente se encuentra bajo el 
control del promotor de lysE y en la que la expresión de la proteína autofluorescente depende de la concentración 
intracelular de L-lisina.

a) Construcción del vector pJC1lysGE’eYFP45

La construcción de la fusión de lysE ’ con el gen indicador eyfp (SEQ. ID. N.º 49; secuencia de proteína de eYFP: 
SEQ. ID. N.º 72) se consiguió mediante una overlap-extension-PCR. Como molde sirvió 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), así como pEKEx2-yfp-tetR (Frunzke et al., 2008; J Bacteriol. 50
190:5111-9), que permite la amplificación 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 oligonucleótidos plysGE_for 
(SEQ. ID. N.º 38) y plysGE_rev (SEQ. ID. N.º 39). Para la amplificación de la secuencia codificante de eyfp se 
usaron las dos combinaciones de oligonucleótidos peYFP_rev (SEQ. ID. N.º 40) y peYFP_fw2 (SEQ. ID. N.º 41).
plysGE_for 5’-CGCGGATCCCTAAGCCGCAATCCCTGATTG-3’55
plysGE_rev 5’-TCCGATGGACAGTAAAAGACTGGCCCCCAAAGCAG-3’

Después de la purificación de los fragmentos amplificados a partir de un gel de agarosa al 1 % se utilizaron estos en 60
una segunda reacción PCR con los cebadores externos plysGE-for y peYFP_rev como matrices. Mediante 
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hibridación de los fragmentos de molde en una zona complementaria de 17 pb, que se creó por los cebadores 
oligonucleotídicos internos plysGE_rev y peYFP_fw2, pudo crearse el overlap-extension-Fragment. El producto así 
generado lysGE’eyfp se digirió con la enzima de restricción BamHI y tras la purificación de la preparación de 
reacción se utilizó en reacciones de ligamiento con el vector así mismo abierto por BamHI y desfosforilado pJC1. La 
preparación de ligamiento se usó directamente para la transformación de E. coli DH5MCR, y la selección de 5
transformantes tuvo lugar sobre placas de LB con canamicina 50 g/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 oligonucleótidos descritas anteriormente, para comprobar si el 
fragmento lysGE’eyfp se había insertado en el vector pJC1. El análisis de la PCR de colonia en un gel de agarosa
presentaba el producto de PCR esperado con un tamaño de 1010 pb en las muestras analizadas, después de lo cual10
se cultivó una colonia para una preparación de plásmido a mayor escala. A través de la escisión de ensayo con las 
enzimas de restricción BglII, XhoI y PvuI pudo detectarse la presencia del fragmento insertado pJC1lysGE’eYFP.

La secuenciación del inserto mostró una coincidencia del 100 % con la secuencia esperada.
15

b) Transformación 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), páginas 362-7). La cepa ATCC 13032 es un tipo salvaje de la lisina
separada, mientras que la cepa DM1800 se preparó mediante mutaciones dirigidas a gen dando un separador de 20
lisina (Georgi et al. Metab Eng. 7 (2005), páginas 291-301). Estas células se transformaron con pJC1lysGE’eYFP tal 
como se describe en Tauch et al. (Curr Microbiol. 45(5) (2002), páginas 362-7) mediante electroporación. La 
selección de los transformantes tuvo lugar sobre placas de BHIS con canamicina 25 g/ml. Las colonias, que 
crecieron sobre estas placas y por consiguiente eran resistentes a canamicina, se examinaron mediante 
preparaciones de plásmido y escisiones de ensayo con las enzimas BglII, XhoI y PvuI para detectar la presencia de 25
los vectores. Respectivamente, un clon correcto, se designó con ATCC 13032 pJC1lysGE’eYFP y DM1800 
pJC1lysGE’eYFP.

c) Detección de la fluorescencia específica de lisina
30

El examen de la emisión de fluorescencia in vivo tuvo lugar a través de microscopía confocal con Zeiss Axiolmager 
MI. Para este fin se añadieron 3 l de suspensión celular de las cepas ATCC 13032 pJC1lysGE’eYFP y DM1800 
pJC1lysGE’eYFP sobre un portaobjetos, sobre el que se había aplicado previamente para la inmovilización, una 
capa delgada de agarosa al 1 %. Se excitó la suspensión inmovilizada con luz de longitud de onda 514 nm y un 
tiempo de iluminación de 700 ms. La medición de emisión de fluorescencia de eYFP tuvo lugar con el uso de un filtro 35
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 emisión de fluorescencia sólo aparece en la 
cepa que forma lisina DM1800 pJC1lysGE’eYFP, mientras que la cepa que no forma lisina ATCC13032 
pJC1lysGE’eYFP no fluoresce.

40
Ejemplo 2

Producción de una célula de acuerdo con la invención de acuerdo con la segunda forma de realización en el ejemplo 
de una célula, en la que se regula la expresión de una proteína autofluorescente bajo ribointerruptor de adenina
(ARS) y en la que la expresión de la proteína autofluorescente depende de la concentración de adenina intracelular.45

El ribointerruptor de adenina (ARS) de Bacillus subtilis (véase Mandai y Breaker, Nat Struct Mol Biol, 11 (2004), 
páginas 29-35) se amplificó en primer lugar a partir del ADN genómico de Bacillus subtilis con los cebadores 
ARS_for (SEQ. ID. N.º 42) y ARS_rev (SEQ. ID. N.º 43). En una segunda PCR se amplificó, a partir del amplicón 
ARS purificado por medio del kit de extracción de gel Qiagen MinElute con el uso del cebador ARS_for_BamHI y 50
ARS_rev_NdeI un amplicón ARS con sitios de corte de BamHI en el extremo 5’ terminal y NdeI en el extremo 3’ 
terminal y se cortó con estas enzimas de restricción.

El gen indicador eyfp se amplificó a base de pEKEx2-EYFP con los cebadores EYFP_for_NdeI (SEQ. ID. N.º 44) y 
EYFP_rev_EcoRI (SEQ. ID. N.º 45), se restringió con las enzimas NdeI y EcoRI y se purificó así mismo por medio 55
del kit de extracción de gel Qiagen MinElute.

ARS_for: 5’-TCAACTGCTATCCCCCCTGTTA-3’
ARS_rev: 5’-AAACTCCTTTACTTAAATGTTTTGATAAATAAA-3’
EYFP_for_NdeI: 5’-TACATATGGTGAGCAAGGGCGA-3’
EYFP_rev_EcoRI: 5’-TAGAATTCTTATCTAGACTTGTACAGCTCG-3’60

Los dos productos de PCR restringidos se ligaron juntos en el vector pEKEx2 previamente restringido con BamHI y 
EcoRI y por lo tanto se pusieron bajo el control del promotor ptac inducible por IPTG. E. coli XL1 blue se transformó 
a continuación con la preparación de ligamiento.

65
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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.º 46) y EYFP_rev (SEQ. ID. N.º 47)) y se purificó 
el plásmido para el análisis adicional.

Para verificar el constructo preparado pEKEx2-ARS-EYFP se cortó este con la enzima de restricción NadeI y se 5
examinó por medio del patrón de bandas.

Una secuenciación mostrada en la Figura 4 (SEQ. ID. N.º 48) del sensor de adenina confirmó la fusión intacta del 
ribointerruptor dependiente de adenina (ydhL) con la proteína autofluorescente EYFP.

10
pEKEx2_for: 5 ’-CGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGC-3’
EYFP_rev: 5’-TAGAATTCTTATCTAGACTTGTACAGCTCG-3’ 

Ejemplo 3
15

Producción de una célula de acuerdo con la invención de acuerdo con la primera forma de realización en el ejemplo 
de una célula, en la que una secuencia génica que codifica para una proteína autofluorescente se encuentra bajo el 
control del promotor de brnFE y en la que la expresión de la proteína autofluorescente depende de la concentración 
de L-metionina intracelular.

20
a) Construcción del vector pJC1lrp-brnF’eYF

En la construcción de la fusión de brnF con el gen indicador eyfp se procedió tal como sigue. En dos reacciones 
separadas se amplificó en primer lugar el lrp codificante y los primeros 30 nucleótidos de la secuencia de brnF
(brnF’) junto con la región intergénica (560 pb) con el par de oligonucleótidos lrp-fw-A-BamHI (SEQ. ID. N.º 50) /lrp-25
brnF-rv-I-NdeI (SEQ. ID. N.º 51) así como eyfp (751 pb) con el par de oligonucleótidos eyfp-fw-H-NdeI (SEQ. ID. N.º
52) / eyfp-rv-D-SalI (SEQ. ID. N.º 53). Como molde sirvió ADN genómico de C. glutamicum, así como el vector 
pEKEx2-yfptetR (Frunzke et al., 2008, J. Bacteriol. 190: 5111-5119), que permite la amplificación de eyfp. Los 
oligonucleótidos fw-A-BamHI y lrp-brnF-rv-I-NdeI se completaron con sitios de corte de restricción de BamHI y NdeI
5’ terminales, los oligonucleótidos eyfp-fw-H-NdeI y eyfp-rv-D-SalI con sitios de corte de restricción de NdeI y SalI 5’-30
terminales. Después de la restricción de los amplicones de lrp-brnF’ con BamHI y NdeI o del amplicón de eyfp con 
NdeI y SalI, se fusionaron los amplicones de lrpbrnF’ con el amplicón de eyfp a través de los extremos libres del sitio 
de corte de NdeI en una preparación de ligamiento y, al mismo tiempo, se clonan en el vector pJC1 así mismo 
abierto mediante BamHI- SalI (Figura 5). La preparación de ligamiento se usó directamente para la transformación 
de E. coli DH5. La selección de transformantes tuvo lugar sobre placas de LB con canamicina 50 g/ml. Colonias, 35
que crecieron sobre estas placas y por consiguiente eran resistentes a canamicina, se examinaron para una PCR de 
colonia. Para comprobar si el fragmento lrp-brnF’eyfp se había insertado en el vector pJC1, tuvo lugar la PCR de 
colonia con oligonucleótidos que flanquean la zona del “multiple cloning site” en el vector pJC1. El análisis de la PCR 
de colonia en un gel de agarosa presentaba el producto de PCR esperado con un tamaño de 1530 pb en las 
muestras analizadas, después de lo cual se cultivó una colonia para preparaciones de plásmido a mayor escala. A 40
través de la escisión de ensayo con las enzimas de restricción BamHI, NdeI y SalI se detectó la presencia del 
fragmento insertado. La secuenciación del inserto mostró una coincidencia del 100 % con la secuencia esperada. La 
transformación de las células de C. glutamicum competentes con el vector pJC1lrp-brnF’eYFP tuvo lugar según el 
método de Tauch y Kirchner (Curr. Microbiol. (2002) 45:362- 367), y se obtuvo la cepa C. glutamicum ATCC13032 
pJC1lrp-brnF’eYFP.45
lrp-fw-A-BamHI 5’-GCGCGGATCCTCACACCTGGGGGCGAGCTG-3’

eyfp-fw-H-NdeI 5’-GCGCCATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3’50

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

b) Correlación de la concentración de metionina intracelular con la salida de fluorescencia

Para la caracterización más detallada se determinó la sensibilidad y la región dinámica del sensor para L-metionina. 
Para ello se ajustaron en ATCC13032 pJC1lrp-brnF’eYFP distintas concentraciones internas de metionina con 60
péptidos. Este procedimiento se describe por ejemplo en Trötschel 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), así 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 más Ala-Ala 2,7 mM, Ala-Met 0,6 mM más Ala-Ala 2,4 mM, Ala-Met 0,9 mM 
más Ala-Ala 2,1 mM, Ala-Met 1,5 mM más Ala-Ala 1,5 mM, Ala-Met 2,1 mM más Ala-Ala 0,9 mM, Ala-Met 2,7 mM 
más Ala-Ala 0,3 mM, Ala-Met 3 mM, Met-Met 3 mM, que se añadieron al medio CGXII (Keilhauer et al., 1993, J 5
Bacteriol. 175:5595-603). El cultivo tuvo lugar con 0,6 ml de medio a escala de microtitulación (Flowerplate ® MTP-
48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, Forckenbeckstrasse 6, 52074 Aachen, Alemania). Siete minutos 
después de la adición de los péptidos se separaron células a partir de 200 l de la suspensión celular mediante 
centrifugación 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 fracción citoplasmática de las muestras se procesó tal como se describe en 10
Ebbinghausen et al. (Arch. Microbiol. (1989), 151:238-244) y se cuantificó la concentración de aminoácidos 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 pJC1lrp-brnF’eYFP con las diferentes concentraciones de péptido se 
registró con el sistema BioLector (m2plabs GmbH, Forckenbeckstrasse 6, 52074 Aachen, Alemania). La correlación 
de la concentración de L-metionina interna con la señal de salida de fluorescencia se muestra en la Figura 6. Puede 15
apreciarse que el plásmido de sensor pJC1lrpbrnF’eYFP permite la detección intracelular de metionina en una región 
lineal de aproximadamente 0,2-25 mM. Puede detectarse ya una acumulación de metionina por debajo de la región 
mM (< 1 mM).

Ejemplo 420

Utilización de un sensor de metabolitos para el aislamiento de células con formación de lisina aumentada e 
identificación de nuevas mutaciones que llevan a la formación de lisina.

a) Construcción de un tipo salvaje recombinante de Corynebacterium glutamicum con el sensor de lisina 25
pSenLysTK-C

El vector pJC1 se describe en Cremer et al. (Molecular and General Genetics, 1990, 220:478-480). Este vector se 
cortó con BamHI y SalI, y con se ligó con el fragmento de 1.765 kb BamHI-<-EYFP-lysE’-lysG->-SalI (SEQ. ID. N.º 
56) sintetizado mediante GATC (GATC Biotech AG, Jakob-Stadler-Platz 7, 78467 Konstanz).30

El vector resultante pSenLysTK se digirió con la enzima de restricción BamHI, y se ligó con el fragmento de 2.506 kb 
BamHI-T7terminator- <-Crimson----lacIQ->-BamHI (SEQ.-ID:-Nr. 57) sintetizado por GATC (GATC Biotech AG, 
Jakob-Stadler-Platz 7, 78467 Konstanz).

35
El vector resultante se denominó pSenLysTK-C. Este contiene EYFP como fusión transcripcional y como marcador 
vivo la proteína Crimson. El plásmido de sensor pSenLysTK-C se introdujo en células competentes del tipo salvaje
tal como se describe en Tauch et al. (Curr. Microbiol. 45 (2002), páginas 362-7), y se obtuvo la cepa de 
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 pSenLysTK-C.

40
b) Mutagénesis de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 pSenLysTK-C

La cepa producida ATCC13032 pSenLysTK-C se cultivó 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 disolución de 0,5 mg de N-metil-N-nitroso-N’-nitroguanidina, disueltos en 1 ml de dimetilsulfóxido. 45
Este cultivo se agitó a 30 °C durante 15 minutos. A continuación se separaron por centrifugación las células a 4 °C y 
2.500 g, y se resuspendieron en 5 ml de NaCl al 0,9 %. La etapa de centrifugación y la resuspensión se repitieron. A 
la suspensión celular así obtenida se añadieron 7,5 ml de glicerol al 80 %, y se almacenaron alícuotas de esta 
suspensión celular mutada a -20 °C.

50
c) Citometría de flujo de alto rendimiento (HT-FACS = “high throughput fluoroescence activated cell sorting”) y 
clasificación celular

De la suspensión celular obtenida en b) se añadieron 200 l en 20 ml de medio líquido CGXII-Kan25 (Keilhauer et 
al., J. Bacteriol. 1993; 175(17):5595-603) y se incubó el cultivo a 30 °C y 180 rpm. Después de 45 minutos se añadió 55
isopropil--D-tiogalactopiranósido en una concentración final de 0,1 mM. Después de incubación adicional durante 2 
horas tuvo lugar el análisis de las propiedades ópticas y la clasificación de partículas celulares en el clasificador 
celular FACS Aria II de Becton Dickinson (Becton Dikinson BD, 1 Becton Drive, Franklin Lakes, NJ EE.UU.). Los 
ajustes de FACS como límites umbral para “forward scatter” y “side scatter” ascendieron a 500 con una 
intensificación electrónica de 50 mV para “forward scatter” (filtro ND 1.0) y 550 mV para “side scatter”. La excitación 60
de EYFP tuvo lugar a una longitud de onda de 488 nm y la detección por medio de “parameter gain” (PMT) de 530 a 
30 a 625 mV. La excitación de Crimson tuvo lugar a una longitud de onda de 633 nm y la detección 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 cultivó durante 22 horas a 180 rpm y 30 °C. A continuación se añadió de nuevo isopropil--D-
tiogalactopiranósido en una concentración final de 0,1 mM. Después de 2 horas más se analizaron 18.000.000 65
células con una velocidad de análisis de 10.000 partículas por segundo en cuanto a la fluorescencia de Crimson y 
EYFP, y se separaron 580 células que se leyeron automáticamente con ayuda del clasificador celular FACS Aria II
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sobre placas de BHIS-Kan25. Las placas se incubaron durante 16 h a 30 °C. De las 580 células leídas crecieron 
270. Todas estas se transfirieron en 0,8 ml de CGXII-Kan25 a placas de microtitulación, 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 microtitulación 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 caracterización detallada se llevó a cabo de nuevo un análisis de 40 de 5
estos clones para detectar la formación de producto en 50 ml de CGXII-Kan25 en matraces con agitación. 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 región de 2 - 35 mM (Figura 7).

d) Identificación de mutaciones en lysC, hom, thrB y thrC10

Para la caracterización adicional de los 40 mutantes se aisló su ADN cromosómico por medio del kit DNeasy de 
Quiagen (Quiagen, Hilden, Alemania). El gen lysC se amplificó con los cebadores lysC-32F (SEQ. ID. N.º 58) y lysC-
1938R (SEQ. ID. N.º 59), y los amplicones se secuenciaron en Eurofins MWG Operon (Anzingerstr. 7a, 85560 
Ebersberg, Alemania).15

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

Se obtuvieron las mutaciones ya conocidas T311I, T308I, A279T, A279V y A279T. Adicionalmente se obtuvieron las 20
nuevas mutaciones H357Y (cac->tac), T313I (acc->atc), G277D (ggc->gac) y G277S (ggc->agc). Entre paréntesis 
está indicado en cada caso el triplete codificante del tipo salvaje, y a continuación el mutado correspondiente del 
mutante.

El gen hom se amplificó con los cebadores hom-289F (SEQ. ID. N.º 60) y thrB-2069R (SEQ. ID. N.º 61), y los 25
amplicones se secuenciaron en Eurofins MWG Operon (Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania).

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

30
Se obtuvieron las nuevas mutaciones A346V (gct->gtt), V211F (gtc->ttc), G241S (ggt->agt), A328V (gct->gtt), T233I 
(acc->atc), así como la mutación doble R158C (cgc->tgc) T351I (acc->atc).

La secuenciación adicional de thrB en los mutantes con el par de cebadores hom-1684F (SEQ. ID. N.º 62) y thrB-
2951R (SEQ. ID. N.º 63) dio como resultado la nueva mutación S102F (tcc->ttc).35

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

La secuenciación adicional de thrC en los mutantes con el par de cebadores thrC-22F (SEQ. ID. N.º 64) y thrC-40
2046R (SEQ. ID. N.º 65) dio como resultado la nueva mutación A372V (gcc->gtc).

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

45
e) Identificación de una mutación en murE

Para la identificación adicional de mutaciones en mutantes que no presentan mutaciones ni en lysC, ni hom, thrB o 
thrC, se secuenció adicionalmente murE. El gen murE se amplificó con los cebadores murE-34F (SEQ. ID. N.º 66) y 
murE-1944R (SEQ. ID. N.º 67), y los amplicones se secuenciaron en GATC (GATC Biotech AG, Jakob-Stadler-Platz 50
7, 78467 Konstanz).

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

55
Se determinó la secuencia génica de murE (SEQ. ID. N.º 69), que presenta una transición de C a T en el nucleótido 
361 (ctc- >ttc), lo que en la proteína MurE (SEQ. ID. N.º 68) lleva al cambio de aminoácido L121F en la posición 121 
de la proteína.

f) Repercusión de la mutación de murE sobre la formación de lisina en el tipo salvaje60

Por medio de los cebadores 7-39-L-F (SEQ. ID. N.º 70) y 7-39-R-R (SEQ. ID. N.º 71) se amplificó 1 kb del gen murE
con ADN cromosómico del mutante M39 de C. glutamicum del Ejemplo e) y por lo tanto se obtuvo un fragmento de 
murE, que porta la mutación recién identificada. El amplicón obtenido se clonó a través de BamHI y SalI en el vector 
pK19mobsacB no de replicación en C. glutamicum (Schäfer et al., Gene 1994; 145:69-73) y se introdujo por medio 65
de recombinación homóloga en el genoma de tipo salvaje (Tauch et al., Curr. Microbiol. 45 (2002), páginas 362-7; 
Schäfer et al., Gene 1994; 145:69-73). La cepa resultante C. glutamicum Lys39 se cultivó a continuación en 50 ml de 

E11724947
21-01-2016ES 2 560 302 T3

 



18

BHIS-Kan25 a 30 °C y 130 rpm durante 12 h. A partir de este cultivo se transfirieron 500 l a 50 ml de CGXII-Kan25,
y se cultivó de nuevo a 30 °C y 130 rpm durante 24 h. A partir de esto se inocularon los 50 ml de cultivo principal de 
CGXII con una DO inicial de 0,5 y se cultivó durante 48 h a 130 rpm y 30 °C. El sobrenadante de cultivo se diluyó 
con agua 1 : 100, y se determinó por medio de HPLC la concentración de L-lisina obtenida en la Tabla 1.

5
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 Nº 01

15
SEC ID Nº 02

SEC ID Nº 0320

SEC ID Nº 04

25
SEC ID Nº 05
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SEC ID Nº 06

SEC ID Nº 07

5

SEC ID Nº 08

SEC ID Nº 0910

SEC ID Nº 10

15
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SEC ID Nº 11

SEC ID Nº 12
5

SEC ID Nº 13 
tagaccaaga tgttca 1610

SEC ID Nº 14
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SEC ID Nº 15

SEC ID Nº 16

5

SEC ID Nº 17

10
SEC ID Nº 18

SEC ID Nº 19

15

E11724947
21-01-2016ES 2 560 302 T3

 



22

SEC ID Nº 20

SEC ID Nº 215

SEC ID Nº 22

10
SEC ID Nº 23

SEC ID Nº 24

15

SEC ID Nº 25
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SEC ID Nº 26

5
SEC ID Nº 27

SEC ID Nº 28

10

SEC ID Nº 29

15
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SEC ID Nº 30

SEC ID Nº 31

5

SEC ID Nº 32

SEC ID Nº 3310
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SEC ID Nº 34

5
SEC ID Nº 35

SEC ID Nº 36

10

SEC ID Nº 37
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SEC ID Nº 38 cgcggatccc taagccgcaa tccctgattg 30

SEC ID Nº 39 tccgatggac agtaaaagac tggcccccaa agcag 355

SEC ID Nº 40 tgaggatcct tattacttgt cagctcgtcc atgccgagag tgatcc 46

SEC ID Nº 41 cttttactgt ccatcggaac tagctatggt gagcaagggc gaggagctgt tcacc 55
10

SEC ID Nº 42
tcaactgcta tcccccctgt ta 22

SEC ID Nº 43
aaactccttt acttaaatgt tttgataaat aaa 3315

SEC ID Nº 44
tacatatggt gagcaagggc ga 22

SEC ID Nº 4520
tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

SEC ID Nº 46
cggcgtttca cttctgagtt cggc 24

25
SEC ID Nº 47
tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30
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SEC ID Nº 48

SEC ID Nº 49

5

SEC ID Nº 50
gcgcggatcc tcacacctgg gggcgagctg 30

SEC ID Nº 5110
gcgccatatg atatctcctt cttaaagttc agcttgaatg aatctcttgc g 51

SEC ID Nº 52
gcgccatatg gtgagcaagg gcgaggag 28

15
SEC ID Nº 53
gcgcgtcgac ttatctagac ttgtacagct cgtc 34

SEC ID Nº 54
cgatcctgac gcagattttt 2020

SEC ID Nº 55
ctcaccggct ccagatttat 20
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SEC ID Nº 56

5
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SEC ID Nº 57

SEC ID Nº 58
gaacatcagc gacaggacaa 205

SEC ID Nº 59
gggaagcaaa gaaacgaaca 20

SEC ID Nº 6010
cctccccggg ttgatattag 20

SEC ID Nº 61
ggccagcacg aatagcttta 20

15
SEC ID Nº 62
aggaatctcc ctgcgtacaa 20

SEC ID Nº 63
ccggattcat ccaagaaagc 2020

SEC ID Nº 64
gccttaaaac gccactcaat 20

SEC ID Nº 65 25
ggccgttgat cattgttctt 20
SEC ID Nº 66
aactccacgc tggagctcac 20
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SEC ID Nº 67 
agaacgcgga gtccacg 17

SEC ID Nº 68

5

SEC ID Nº 69

SEC ID Nº 7010
taggatcccg acaacatccc actgtctg 28

SEC ID Nº 71
aagtcgacgt ctgcttcttg cccaagg 27

15
SEC ID Nº 72

LISTADO DE SECUENCIAS20

<110> Forschungszentrum Julich GmbH

<120> Sensores para la detección de metabolitos intracelulares
25

<130> FJ10049PC

<150> DE 10 2010 019 059.4 
<151> 03-05-2010
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<160> 72

<170> Patentln versión 3.3

<210> 1 5
<211> 129 
<212> ADN
<213> Pseudomonas putida

<220>10
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de bkd

<400> 1

15

<210> 2 
<211>486 
<212> ADN
<213> Pseudomonas putida20

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

25
<400> 2

<210> 330
<211> 105
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

<220>35
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de ackA 

<400> 3 
40
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<210> 4
<211> 780
<212> ADN5
<213> Bacillus subtilis

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del activador de CodY 10

<400>4

15
<210> 5 
<211> 106 
<212> ADN
<213> Pseudomonas putida

20
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de mdeA 

<400>525

<210>6 
<211>480 
<212> ADN30
<213> Pseudomonas putida
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<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de MdeR

<400> 65

<210> 7 
<211> 186 
<212> ADN10
<213> Corynebacterium glutamicum 

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de brnF 15

<400>7

<210> 8 20
<211> 456 
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum 

<220>25
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de Lrp

<400> 8
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<210> 9
<211> 89
<212> ADN5
<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de cysP 10

<400>9

<210> 1015
<211> 975
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>20
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de CysB

<400> 10

25
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<210> 11
<211> 270
<212> ADN5
<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de cadB 10

<400> 11

<210> 12 15
<211> 1539 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli

<220>20
<221> misc_feature
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<223> Secuencia génica del regulador de CadC

<400> 12

5
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<210> 13 
<211> 16 
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum 

5
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de metY 

<400> 1310
tagaccaaga tgttca 16

<210> 14 
<211> 642 
<212> ADN15
<213> Corynebacterium glutamicum 

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de McbR20

<400 14

25
<210> 15
<211> 101
<212> ADN
<213> Escherichia coli

30
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de argO 

<400> 1535

<210> 16
<211> 894
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<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature5
<223> Secuencia génica del regulador de ArgP

<400> 16

10
<210> 17 
<211> 110 
<212> ADN
<213> Corynebacterium glutamicum 

15
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de lysE 

<400> 1720

<210> 18 
<211> 873 
<212> ADN25
<213> Corynebacterium glutamicum 

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

<400> 18

5
<210> 19
<211> 198
<212> ADN
<213> Escherichia coli

10
<220
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de fadE 

<400> 1915

<210> 20
<211> 720
<212> ADN20
<213> Escherichia coli

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

<400> 20

5

<210>21
<211> 169
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis10

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

15
<400> 21

<210> 22
<211> 64820
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

<220>
<221> misc_feature25
<223> Secuencia génica del regulador de FabR

<400> 22
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<210> 23
<211> 152
<212> ADN5
<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de rhaSR 10

<400> 23

<210> 2415
<211> 149
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>20
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de rhaBAD 

<400> 24

25

<210> 25
<211> 759
<212> ADN
<213> Escherichia coli30
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<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de RhaR

<400> 255

<210> 26 
<211> 849 
<212> ADN 10
<213> Escherichia coli

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de RhaS15

<400> 26
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<210> 27
<211> 77
<212> ADN5
<213> Anabaena sp.

<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de hetC 10

<400> 27

<210> 2815
<211> 76
<212> ADN
<213> Anabaena sp.

<220>20
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del promotor de nrrA 

<400> 28

25

<210> 29
<211> 77
<212> ADN
<213> Anabaena sp.30

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

<400 29

5

<210> 30 
<211> 672 
<212> ADN 
<213> Anabaena sp.10

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

15
<400> 30

<210> 31 20
<211> 909 
<212> ADN
<213> Mycobacterium sp.

<220>25
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de CbbR

<400> 31
30
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<210> 32 
<211> 120 5
<212> ADN
<213> Streptomyces cattleya 

<220>
<221> misc_feature10
<223> Secuencia génica del promotor de pcbAB 

<400> 32

15
<210> 33 
<211> 807 
<212> ADN
<213> Streptomyces cattleya 

20
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de ThnU

<400> 3325
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<210> 34 
<211> 120 5
<212> ADN
<213> Streptomyces viridochromogenes

<220>
<221> misc_feature10
<223> Secuencia génica del promotor de aviRa 

<400> 34

15
<210> 35 
<211> 621 
<212> ADN
<213> Streptomyces viridochromogenes

20
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de AviCI o AviC2

<400> 3525
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<210> 36 
<211> 130 5
<212> ADN
<213> Nocardia uniformis 

<220>
<221> misc_feature10
<223> Secuencia génica del promotor de nocF 

<400> 36

15
<210> 37 
<211> 1748 
<212> ADN
<213> Nocardia uniformis 

20
<220>
<221> misc_feature
<223> Secuencia génica del regulador de NocR

<400> 3725
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<210> 38 
<211> 30 
<212> ADN 5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

10
<220>
<221> misc_feature 
<223> plysGE_for

<400> 3815
cgcggatccc taagccgcaa tccctgattg 30

<210> 39 
<211> 35 
<212> ADN 20
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia artificial

25
<220>
<221> misc_feature 
<223> plysGE_rev

<400> 3930
tccgatggac agtaaaagac tggcccccaa agcag 35

<210> 40 
<211 >46 
<212> ADN 35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

40
<220>
<221> misc_feature 
<223> peYFP_rev

<400> 4045
tgaggatcct tattacttgt cagctcgtcc atgccgagag tgatcc 46

<210> 41 
<211> 55 
<212> ADN 50
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 
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<220>
<221> misc_feature 
<223> peYFP_fw2

<400> 415

cttttactgt ccatcggaac tagctatggt gagcaagggc gaggagctgt tcacc 55

<210> 42 
<211 >22 10
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 15

<220>
<221> misc_feature 
<223> ARS_for

20
<400> 42
tcaactgcta tcccccctgt ta 22

<210> 43 
<211> 33 25
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 30

<220>
<221> misc_feature 
<223> ARS_rev

35
<400> 43
aaactccttt acttaaatgt tttgataaat aaa 33

<210> 44 
<211> 22 40
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 45

<220>
<221> misc_feature 
<223> EYFP_for_Ndel

50
<400> 44

tacatatggt gagcaagggc ga 22

<210> 45 55
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>60
<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 
<223> EYFP_rev_EcoRI65

<400> 45
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tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

<210> 46 
<211 >24 
<212> ADN 5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

10
<220>
<221> misc_feature 
<223> pEKEx2_for

<400> 4615
cggcgtttca cttctgagtt cggc 24

<210> 47 
<211> 30 
<212> ADN 20
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

25
<220>
<221> misc_feature 
<223> EYFP_rev

<400> 4730
tagaattctt atctagactt gtacagctcg 30

<210> 48 
<211> 1060 
<212> ADN 35
<213> Artificial

<220>
<223> Constructo de gen 

40
<400> 48
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<210> 49 
<211> 723 
<212> ADN5
<213> proteína fluorescente amarilla potenciada (eyfp) 

<400> 49
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<210> 50 
<211> 30 
<212> ADN 5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

10
<220>
<221> misc_feature 
<223> Irp-fw-A-BamHI

<400> 5015
gcgcggatcc tcacacctgg gggcgagctg 30

<210> 51 
<211> 51 
<212> ADN 20
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

25
<220>
<221> misc_feature 
<223> Irp-brnF-rv-l-Ndel

<400>5130
gcgccatatg atatctcctt cttaaagttc agcttgaatg aatctcttgc g 51

<210> 52 
<211> 28 
<212> ADN 35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

40
<220>
<221> misc_feature 
<223> eyfp-fw-H-Ndel
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<400> 52
gcgccatatg gtgagcaagg gcgaggag 28

<210> 53 
<211> 34 5
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 10

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

15
<400> 53
gcgcgtcgac ttatctagac ttgtacagct cgtc 34

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

<220>
<223> Cebador 25

<220>
<221> misc_feature 
<223> Seq_pJC1_for1

30
<400> 54
cgatcctgac gcagattttt 20

<210> 55 
<211> 20 35
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 40

<220>
<221> misc_feature 
<223> Seq_pJC1_rev1

45
<400> 55
ctcaccggct ccagatttat 20

<210> 56 
<211> 1765 50
<212> ADN
<213> Fragmento BamHI-<-EYFP-lysE’-lysG->-Sall 

<220
<221> misc_feature55
<223> BamHI-<-EYFP-lysE’-lysG->-Sall 

<400> 56
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<210> 57 
<211> 2506 
<212> ADN
<213> Fragmento BamHI-T7terminator-<-Crimson—laclQ->-BamHI 

5
<220>
<221> misc_feature
<223> BamHI-T7terminator-<-Crimson-laclQ->-BamHI 

<400> 5710
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<210> 58 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial5

<220>
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<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 
<223> lysC-32F5

<400> 58
gaacatcagc gacaggacaa 20

<210> 59 10
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>15
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature 
<223> lysC-1938R20

<400> 59
gggaagcaaa gaaacgaaca 20

<210> 60 25
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>30
<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 
<223> hom-289F35

<400> 60
cctccccggg ttgatattag 20

<210>61 40
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>45
<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 
<223> thrB-2069R50

<400> 61
ggccagcacg aatagcttta 20

<210> 62 55
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial

<220>60
<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 
<223> hom-1684F65

<400> 62
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aggaatctcc ctgcgtacaa 20

<210> 63 
<211> 20 
<212> ADN 5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

10
<220>
<221> misc_feature 
<223> thrB-2951R

<400> 6315
ccggattcatccaagaaagc 20

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

<220>
<223> Cebador 

25
<220>
<221> misc_feature 
<223> thrC-22F

<400> 6430
gccttaaaac gccactcaat 20

<210> 65 
<211> 20 
<212> ADN 35
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 

40
<220>
<221> misc_feature 
<223> thrB-2951 R

<220>45
<221> misc_feature 
<223> thrC-2046R

<400 65
ggccgttgat cattgttctt 2050

<210> 66 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial55

<220>
<223> Cebador 
<220>
<221> misc_feature 60
<223> murE-34F

<400> 66
aactccacgc tggagctcac 20

65
<210> 67 
<211> 17 
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<212> ADN 
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5

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

10
<400> 67
agaacgcgga gtccacg 17

<210> 68 
<211> 521 15
<212> PRT
<213> Secuencia de aminoácidos de murE L121 F 

<220>
<221> MISC_FEATURE 20
<223> Secuencia de proteína MurE

<400> 68
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<210> 69 
<211> 1566 
<212> ADN5
<213> Secuencia de nucleótidos de murE L121F 

<220>
<221> misc_feature 
<223> Secuencia génica de murE10

<400> 69
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<210> 70 
<211> 28 
<212> ADN 5
<213> Artificial
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<220>
<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 5
<223> 7-39-L-F

<400> 70
taggatcccg acaacatccc actgtctg 28

10
<210>71 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial

15
<220>
<223> Cebador 

<220>
<221> misc_feature 20
<223> 7-39-R-R

<400> 71
aagtcgacgt ctgcttcttg cccaagg 27

25
<210> 72 
<211 >240 
<212> PRT
<213> proteína fluorescente amarilla potenciada (eyfp) 

30
<400> 72
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REIVINDICACIONES

1. Una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje, que comprende una secuencia 
génica que codifica para una proteína autofluorescente, dependiendo la expresión de la proteína autofluorescente de 
la concentración intracelular de un metabolito determinado y superproduciendo la célula después de una mutación 5
este metabolito,

- en la que la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente se encuentra bajo el control de un 
promotor heterólogo, que en el tipo salvaje de la célula controla la expresión de un gen, cuya expresión en la célula 
de tipo salvaje depende de la concentración intracelular del metabolito, o10
- en la que la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente está relacionada funcionalmente con 
una secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en función de la unión del 
metabolito al ARNm en la transcripción a lo largo del ADN o en la traducción en los ribosomas.

2. La célula de acuerdo con la reivindicación 1, siendo la célula una célula del género Corynebacterium o15
Escherichia.

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

20
4. La célula de acuerdo con la reivindicación 3, en la que el metabolito es un aminoácido.

5. La célula de acuerdo con la reivindicación 4, en la que el aminoácido 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 25
gen es el gen de lysE.

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

30
8. Un procedimiento para identificar una célula con concentración intracelular elevada de un metabolito determinado
en una suspensión celular, que incluye las etapas de procedimiento:

i) proporcionar una suspensión celular que incluye una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto 
a su tipo salvaje, que comprende una secuencia génica que codifica para una proteína autofluorescente, 35
dependiendo la expresión de la proteína autofluorescente de la concentración intracelular de un metabolito 
determinado,

- encontrándose la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente bajo el control de un promotor 
heterólogo, que en el tipo salvaje de la célula controla la expresión de un gen, cuya expresión en la célula de tipo 40
salvaje depende de la concentración intracelular del metabolito, o
- estando la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente relacionada funcionalmente con una 
secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en función de la unión del 
metabolito al ARNm en la transcripción a lo largo del ADN o en la traducción en los ribosomas;

45
ii) modificar mediante ingeniería genética las células obteniendo una suspensión celular, en la que las células se 
diferencia con respecto a la concentración intracelular de un metabolito determinado;
iii) identificar células individuales en la suspensión celular con concentración intracelular elevada de este metabolito 
determinado mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular.

50
9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 8, en el que la modificación mediante ingeniería genética en la 
etapa de procedimiento ii) tiene lugar mediante mutagénesis no dirigida.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 8 o 9, que incluye además la etapa de procedimiento: 
55

iv) la separación de las células identificadas a partir de la suspensión celular.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 10, en el que la separación tiene lugar por medio de citometría 
de flujo.

60
12. Un procedimiento para la producción de una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su 
tipo salvaje con producción optimizada de un metabolito determinado, que incluye las etapas de procedimiento:

I) proporcionar una suspensión celular que incluye células modificadas mediante ingeniería genética con respecto a 
su tipo salvaje, que comprenden una secuencia génica que codifica para una proteína autofluorescente, 65
dependiendo la expresión de la proteína autofluorescente de la concentración intracelular de un metabolito 
determinado,
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- encontrándose la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente bajo el control de un promotor 
heterólogo, que en el tipo salvaje de la célula controla la expresión de un gen, cuya expresión en la célula de tipo 
salvaje depende de la concentración intracelular del metabolito, o
- estando la secuencia génica que codifica para la proteína autofluorescente relacionada funcionalmente con una 
secuencia de ADN, que a nivel del ARNm puede unirse al metabolito, influyéndose en función de la unión del 5
metabolito al ARNm en la transcripción a lo largo del ADN o en la traducción en los ribosomas;

II) modificar mediante ingeniería genética las células obteniendo una suspensión celular, en la que las células se 
diferencian con respecto a su concentración intracelular de un metabolito determinado;
III) identificar células individuales en la suspensión celular con concentración intracelular elevada del metabolito 10
determinado mediante detección de la actividad de fluorescencia intracelular;
IV) separar las células identificadas a partir de la suspensión celular;
V) identificar aquellos genes modificados mediante ingeniería genética G1 a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm en 
las células identificadas y separadas, que son responsables de la concentración intracelular elevada del metabolito 
determinado;15
VI) producir una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje con producción 
optimizada del metabolito determinado, cuyo genoma comprende al menos uno de los genes G1 a Gn y/o al menos
una de las mutaciones M1 a Mm.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 12, en el que la modificación mediante ingeniería genética en 20
la etapa de procedimiento II) tiene lugar mediante mutagénesis no dirigida.

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

15. Un procedimiento para la producción de metabolitos, que incluye las etapas de procedimiento:25

(a) producir una célula modificada mediante ingeniería genética con respecto a su tipo salvaje con producción 
optimizada de un metabolito determinado mediante un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 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.30

16. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 15, en el que el metabolito se selecciona del grupo que consiste 
en aminoácidos, nucleótidos, ácidos grasos e hidratos de carbono.

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 16, en el que el metabolito es un aminoácido.35

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 17, en el que el aminoácido es L-lisina.

19. Procedimiento para la producción de una mezcla, que incluye las etapas de procedimiento:
40

(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 reivindicación 19, en el que el metabolito es L-lisina y la mezcla es un alimento 
o una composición farmacéutica.45
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