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2

DESCRIPCIÓN

Procedimiento para la identificación de una célula con una concentración intracelular, aumentada en comparación

con la de su tipo salvaje, de un determinado metabolito, consiguiéndose por recombinación la modificación de la

célula, así como un procedimiento para la producción de una célula productora modificada genéticamente con 

respecto a su tipo salvaje, con producción optimizada de un determinado metabolito, un procedimiento para la 5

preparación de este metabolito, así como ácidos nucleicos apropiados para ello

El invento se refiere a un procedimiento para la identificación de una célula con una concentración intracelular,
aumentada con respecto a la de su tipo salvaje, de un determinado metabolito, consiguiéndose por recombinación la 
modificación de la célula, así como a un procedimiento para la producción de una célula productora modificada
genéticamente con respecto a su tipo salvaje, con producción optimizada de un determinado metabolito, a un10
procedimiento para la preparación de este metabolito, así como a ácidos nucleicos apropiados para ello.

Se usan microorganismos desde varias décadas a gran escala técnica para la producción de moléculas de bajo 
peso molecular. Son moléculas de bajo peso molecular por ejemplo unos metabolitos bacterianos naturales tales 
como aminoácidos (documentos de patente europea EP 1070132 B1 y de solicitud de patente internacional WO 15
2008/006680 A8), nucleósidos y nucleótidos (documentos EP 2097512 C1 y de patente canadiense CA 2297613 
C1), ácidos grasos (documentos WO 2009/071878 C1 y WO 2011/064393 C1), vitaminas (documento EP 0668359
C1), ácidos orgánicos (documentos EP 0450491 B1 y EP 0366922 B1) o azúcares (documentos EP 0861902 C1 y 
de patente los EE.UU. US 3642575 A). Son moléculas de bajo peso molecular producidas por bacterias también 
aquellas moléculas, que se forman por expresión de genes heterólogos, que proceden por ejemplo de plantas. Son 20
de este tipo ciertas sustancias activas vegetales. A ellas pertenecen por ejemplo taxol (documentos WO 
1996/032490 C1 y WO 1993/021338 C1), artemisinina (documento WO 2009/088404 C1), y otras moléculas, que 
pertenecen a las clases de los isoprenoides, fenilpropanoides o alcaloides (Marienhagen J, Bott M, 2012, J 
Biotechnol., doi.org/10.1016/j.jbiotec.2012.06.001). Generalmente se pueden obtener, junto a moléculas, o
compuestos precursores de moléculas de origen vegetal, también aquellas moléculas con microorganismos que 25
tienen interés económico. A ellas pertenecen por ejemplo el ácido hidroxiisobutírico para la preparación de
metacrilatos (documento de solicitud de patente PCT/EP2007/055394), diaminas para la preparación de materiales 
sintéticos (documento de patente japonesa JP 2009-284905 A), o también alcoholes para la utilización como agente 
de expansión (documentos WO 2011/069105 C2 y   WO 2008/137406 C1).

30
Como microorganismos para la producción de moléculas de bajo peso molecular son apropiadas bacterias gram-
negativas, bacterias gram-positivas y levaduras. Apropiadas bacterias son por ejemplo especies de Escherichia 
pertenecientes al género Enterobacterias tales como Escherichia coli, o especies de Bacillus pertenecientes al 
género Firmicutes tales como Bacillus subtilis, o especies de Lactococcus pertenecientes al género Firmicutes tales 
como Lactococcus lactis o especies de Lactobacillus tales como Lactobacillus casei, o especies de Saccharomyces35
pertenecientes al género Ascomicetos tales como Saccharomyces cerevisiae, o especies de Yarrowia tales como 
Yarrowia lipolytica, o especies de Corynebacterium pertenecientes al género Corynebacterium.

Entre las Corinebacterias se prefieren Corynebacterium efficiens (DSM44549), Corynebacterium thermoaminogenes 
(FERM BP-1539) y Corynebacterium ammoniagenes (ATCC6871), pero especialmente Corynebacterium glutamicum40
(ATCC13032). Algunas especies de Corynebacterium glutamicum son conocidas también por otro nombre 
correspondientemente al estado de la técnica. Así, por ejemplo, Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870, 
Corynebacterium lilium DSM20137, Corynebacterium melassecola ATCC17965, Brevibacterium flavum ATCC14067, 
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, Brevibacterium divaricatum ATCC14020 y Microbacterium 
ammoniaphilum ATCC15354.45

Con el fin de conseguir la formación y la producción de las moléculas de bajo peso molecular, se expresan o 
expresan de un modo intensificado genes propios del microorganismo, o genes homólogos o genes heterólogos de
la ruta de síntesis de las moléculas de bajo peso molecular, o se aumenta la estabilidad de su ARNm. Para esto se 
pueden introducir los genes en plásmidos o vectores existentes en la célula, o ellos se pueden presentar en 50
episomas, o se pueden integrar en el cromosoma. También los genes codificados cromosomalmente propios de la 
célula se pueden aumentar en su expresión. Esto se consigue por ejemplo mediante apropiadas mutaciones en el 
cromosoma en la zona del promotor. Se pueden introducir en el cromosoma también otras mutaciones, que
conducen al aumento del producto, que influyen por ejemplo sobre la estabilidad del ARNm, o la estabilidad
osmótica, sobre la resistencia frente a fluctuaciones del pH, o también genes, cuya función no es conocida, pero que 55
repercuten favorablemente sobre la formación del producto. También se incorporan en el cromosoma genes 
homólogos o genes heterólogos o ellos se incorporan de tal manera que se presentan en el cromosoma en múltiples 
copias.

La deliberada incorporación de las mutaciones o de los genes en el genoma exige la construcción un plásmido, que 60
se produce mediante recombinación in vitro de secuencias de ADN mediando aprovechamiento de endonucleasas 
de restricción y ligasas de ADN. Todo el proceso de introducir deliberadamente mutaciones cromosomales
comprende además las siguientes etapas, de conseguir in vivo el intercambio, llevar el ensayo a un intercambio
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exitoso, y finalmente llevar el ensayo a una aumentada formación del producto. Esto exige una pluralidad de etapas, 
A1 - A8, que se citan esquemáticamente en la Figura 1 (a la izquierda). Esta metodología se aplica a muchas 
bacterias, que se usan para la producción de pequeñas moléculas. Son ejemplos de ellas Corynebacterium
glutamicum (Small mobilizable multi-purpose cloning vectors derived from the Escherichia coli plasmids pK18 and 
pK19: selection of defined deletions in the cromosome of Corynebacterium glutamicum. Schäfer A, Tauch A, Jäger 5
W, Kalinowski J, Thierbach G, Pühler A. Gene. 22 de Julio de 1994;145(1):69-73), o Pseudomonas aeruginosa 
(Allelic exchange in Pseudomonas aeruginosa using novel ColE1-type vectors and a family of cassettes containing a 
portable oriT and the counter-selectable Bacillus subtilis sacB marker. Schweizer HP. Mol Microbiol. May 
1992;6(9):1195-204), o Bacillus subtilis (Construction of a modular plasmid family for cromosomal integration in 
Bacillus subtilis. Gimpel M, Brantl S. J Microbiol. Methods. Nov 2012;91(2):312-7), o Clostridios (Novel system for 10
efficient isolation of clostridium double-crossover allelic exchange mutants enabling markerless cromosomal gene
deletions and DNA integration. Al-Hinai MA, Fast AG, Papoutsakis ET. Appl. Environ Microbiol. Nov. de
2012;78(22):8112-21).

La deliberada introducción de mutaciones y genes en el cromosoma exige la recombinación de secuencias de ADN15
mediando uso de endonucleasas de restricción y ligasas de ADN para la preparación de un plásmido (Figura 1, A1). 
En el caso de los plásmidos necesarios para esto se trata de unos plásmidos que no se replican en la deseada 
productora en apropiadas condiciones. Después de la incorporación del plásmido en el microorganismo mediante
electroporación, transformación química o balística (Figura 1, A2), se efectúa la integración en el cromosoma. Se 
selecciona en cuanto a integración mediante la resistencia mediada por un vector (Figura 1, A3). Apropiados20
plásmidos son por ejemplo pBRH1 (WO2003076452C2) o pWV01(US6025190), que ya no se pueden replicar in 
Azetobacter o respectivamente Bacillus después de una transformación (Figura 1, A2) mediante elevación de la
temperatura en la célula, de tal manera que se efectúa en células resistentes la incorporación del vector en el 
cromosoma. El plásmido pK19mobsacB no puede replicarse de antemano en Corinebacterias, tales como C.
glutamicum, de tal manera que en presencia de kanamicina se seleccionan solamente unos clones, en los que la25
integración del vector en el cromosoma se efectúa mediante recombinación homóloga (Schäfer y colaboradores,
Gene 145, 69-73 (1994) (Figura 1, A3). Estos plásmidos que no se replican sirven como un vector, para mutar genes
de manera dirigida en el cromosoma, mutar secuencias de promotores, suprimir secuencias, o intercambiar
secuencias, o introducir nuevos genes en el cromosoma. Este procedimiento es costoso, puesto que los plásmidos
se deben de construir individualmente in vitro. Él es además costoso, puesto que a través de apropiados30
procedimientos de selección, tales como selección en cuanto a resistencia a antibióticos o la reseñada elevación de 
la temperatura, se da lugar en primer término a la incorporación del plásmido, conjuntamente con las secuencias a 
intercambiar, en el cromosoma, y en una siguiente etapa se consigue de nuevo la pérdida del plásmido desde el
cromosoma (Figura 1, A4). Mediante subsiguientes ensayos, usualmente amplificaciones por PCR, se puede 
comprobar entonces por primera vez si las secuencias a intercambiar han permanecido realmente en el cromosoma35
tal como se desea (Figura 1, A5). De esta manera se construye un clon individual, que seguidamente se cultiva
(Figura 1, A6), cuyo producto se cuantifica (Figura 1, A7), y de esta manera eventualmente se obtiene una mejorada
productora (Figura 1, A8). Esta técnica de la construcción de plásmidos y de la recombinación homóloga para la 
obtención de una productora microbiana se usa muchas veces, tal como por ejemplo para conseguir intercambios de 
alelos o supresiones en C. glutamicum o E. coli (documentos US 8.293.514; US 8.257.943; US8.216.820; WO 40
2008/006680 A8; EP 2386650 C1).

En los últimos tiempos se ha introducido, como otra metodología de mutación deliberada del genoma, la
denominada "recombinación". El proceso de introducir las mutaciones exige muchas menos etapas que la
incorporación de mutaciones con ayuda de plásmidos (Figura 1, a la derecha, B1 - B2). La recombinación usa genes 45
de fagos o profagos que dan lugar a la recombinación homóloga entre el ADN cromosomal y el ADN aportado desde 
fuera. Este ADN se emplea en el caso más sencillo como ADN monocatenario sintetizado comercialmente. También 
se puede utilizar un ADN bicatenario amplificado mediante unas PCR. Cuando se presentan los apropiados genes 
de fagos o profagos, esta metodología exige solamente pocas etapas. La desventaja reside no obstante, en que esta
metodología está restringida esencialmente a la introducción de mutaciones, que permiten el crecimiento en un50
medio selectivo, tal como por ejemplo la introducción de resistencias a antibióticos, puesto que no se pueden
reconocer otras mutaciones. El uso directo para la rápida generación en microorganismos formadores de productos 
está por lo tanto extremadamente restringido, y se ha descrito hasta ahora solamente para E. coli y el producto
licopeno (Programming cells by multiplex genome engineering and accelerated evolution. Wang HH, Isaacs FJ, Carr 
PA, Sun ZZ, Xu G, Forest CR, Church GM. Nature. 2009;460(7257):894-8). En este caso especial se pudo sacar la 55
conclusión en virtud del licopeno coloreado, con ayuda del color de la colonia, de que se ha formado el producto. 
Para otros organismos y otros productos, tales como por ejemplo aminoácidos u otros ácidos orgánicos, hasta ahora
no es posible un reconocimiento directo de una formación aumentada del producto. Otra desventaja reside en que la 
recombinación está restringida a E. coli y a un número muy limitado de otros microorganismos, tales como 
Salmonella enterica, Yersinia pseudotuberculosis, Lactobacillus, Bacillus subtilis y Mycobacterium.60

Otro problema consiste en que hasta ahora no hay ningún sistema general, para identificar microorganismos que 
forman productos inmediatamente después de la recombinación en grandes poblaciones de células y aislarlos a 
partir de tales poblaciones de células. La metodología de la selección en placas de Petri, que se usaba hasta ahora
en el caso de la recombinación, se limita, tal como se ha mencionado, a unos usos muy especiales y está limitada, 65
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además de ello, en el número de los recombinantes, que se obtienen en placas de Petri, lo cual hace inapropiado al
procedimiento para el escrutinio de grandes bibliotecas de recombinantes.

Una recombinación se basa en la recombinación homóloga, que es mediada por unas proteínas, que proceden de 
fagos o profagos. Dos sistemas homólogos son conocidos para Escherichia coli. El RecE/RecT del profago Rac y el 5
operón red, que se compone de Red-Gamma, Red-Beta y Red-Alfa del bacteriófago Lambda. Ambos sistemas
permiten el intercambio de segmentos de ADN libremente escogibles entre dos diferentes moléculas de ADN. El 
intercambio de ADN se efectúa a lo largo de dos zonas homólogas (similares o idénticas) que flanquean al 
fragmento diana, con una longitud de 30-100 pares de bases. Para la introducción de mutaciones cromosomales, la
molécula de ADN, que lleva la mutación, se sintetiza comercialmente en forma monocatenaria (Figura 1, B1), y se 10
incorpora en E. coli, que expresa la proteína Red-Beta. En virtud de la homología entre la molécula de ADN
incorporada y el cromosoma se favorecen mediante la proteína Red-Beta la recombinación y el intercambio de las
secuencias. De esta manera se han corregido mutaciones en el gen galK del cromosoma de E. coli. Puesto que 
solamente el gen galK intacto permite el aprovechamiento de galactosa, se seleccionan en cuanto al crecimiento 
clones recombinantes como colonias en placas de Petri (Figura 1, B2) (Rekombineering: in vivo genetic engineering15
in E. coli, S. enterica, and beyond. Sawitzke JA, Thomason LC, Costantino N, Bubunenko M, Datta S, Court DL. 
Methods Enzymol. 2007;421:171-99). Asimismo se pueden introducir genes de resistencia, o se pueden corregir 
correspondientes mutaciones, de tal manera que de nuevo después de una exitosa recombinación se pueden
seleccionar en cuanto al crecimiento. Esto es realizable también con unos genes, que codifican una resistencia
frente a cloramfenicol, higromicina, estreptomicina, ampicilina o espectinomicina (Rekombineering: in vivo genetic 20
engineering in E. coli, S. enterica, and beyond. Sawitzke JA, Thomason LC, Costantino N, Bubunenko M, Datta S, 
Court DL. Methods Enzymol. 2007;421:171-99). También otros genes con un fenotipo fácilmente seleccionable se 
pueden incorporar de esta manera por recombinación en el cromosoma de E. coli o mutar en el cromosoma. Caso 
de que no exista ninguna posibilidad de selección, esto se puede evitar mediante diferentes técnicas, tales como
coselección o hibridación de colonias (Rekombineering: in vivo genetic engineering in E. coli, S. enterica, and 25
beyond. Sawitzke JA, Thomason LC, Costantino N, Bubunenko M, Datta S, Court DL. Methods Enzymol. 
2007;421:171-99), o también mediante análisis por PCR de clones, lo cual no obstante exige adicionales etapas y 
desbarata de nuevo la ventaja de la mutagénesis rápida y deliberada del cromosoma por recombinación. Además de 
ello, esto presupone una frecuencia de recombinación extraordinariamente alta, puesto que en otro caso se deberían 
ensayar cientos de clones individualmente. Por lo tanto, todavía no es generalmente utilizable la recombinación del30
cromosoma sin cultivaciones clonales para el aislamiento de una mejorada productora microbiana de metabolitos. 
Un caso especial es el producto microbiano licopeno, que conduce a colonias llamativamente coloreadas de rojo. De 
esta manera, mediante recombinación iterativa, que se efectúa consecutivamente múltiples veces con E. coli, y 
evaluación visual cualitativa de la intensidad de color de colonias se mutaron en placas de Petri 20 sitios génicos 
cromosomales, con el fin de conseguir una formación aumentada de licopeno (Programming cells by multiplex35
genome engineering and accelerated evolution. Wang HH, Isaacs FJ, Carr PA, Sun ZZ, Xu G, Forest CR, Church 
GM. Nature. 2009;460(7257):894-8). La restricción del uso de la recombinación para el desarrollo de organismos
productores microbianos se debe al hecho de que la mayoría de las moléculas de bajo peso molecular producidas 
microbianamente no poseen ningún fenotipo, en cuanto al que se pueda seleccionar.

40
Pertenecen al estado de la técnica de la detección de productos también unos sensores de metabolitos    - también 
conocidos bajo la denominación de nanosensores - con los cuales se puede detectar una formación aumentada del
producto en bacterias individuales. Tales sensores de metabolitos aprovechan factores de transcripción o aptámeros 
de ARN para la detección de metabolitos de bajo peso molecular en bacterias o levaduras. Unos conocidos
sensores de metabolitos, que se basan en factores de transcripción, son por ejemplo pSenLys, pSenArg, pSenSer, 45
pSenOAS o pJC1-Irp-brnF-eyfp (documentos WO2011138006; DPA 102012 016 716.4). El sensor de metabolitos
comprende en este caso una secuencia génica que codifica una proteína autofluorescente, siendo la expresión de la
proteína autofluorescente dependiente de la concentración intracelular de un determinado metabolito. En este caso
el control de la expresión de la secuencia génica que codifica la proteína autofluorescente en dependencia de la
concentración intracelular del determinado metabolito se efectúa en el plano de la transcripción. En dependencia de 50
la concentración intracelular del respectivo metabolito, se forma por lo tanto más o menos cantidad de ARNm, que 
se puede traducir en los ribosomas mediando formación de la proteína autofluorescente. El microorganismo, que 
contiene el sensor de metabolitos, puede ser cualquier microorganismo arbitrario. A modo de ejemplo se pueden
mencionar bacterias, levaduras o enterobacterias, tales como Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum o 
Saccharomyces cerevisiae.55

El uso de sensores de metabolitos, para emplear células con elevada formación de un producto, se basa en que, en 
el caso de una elevada formación de un metabolito, no solamente se produce de manera aumentada y se acumula 
extracelularmente un metabolito, sino que también se presenta una concentración intracelular del metabolito elevada 
con respecto a la del tipo salvaje (A high-throughput approach to identify genomic variants of bacterial metabolite60
producers at the single-cell level. Binder S, Schendzielorz G, Stäbler N, Krumbach K, Hoffmann K, Bott M, Eggeling 
L.Genome Biol. May. 2012 28;13(5):R40; Engineering microbial biofuel tolerance and export using efflux pumps. 
Dunlop MJ, Dossani ZY, Szmidt HL, Chu HC, Lee TS, Keasling JD, Hadi MZ, Mukhopadhyay A. Mol Syst Biol. May 
2011 10;7:487).

65
Se describen unos sensores de metabolitos, con el fin de reconocer en bibliotecas de mutantes de microorganismos

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



5

a unos mutantes con formación elevada del producto, y de seleccionar estos mutantes mediante una citometría de 
flujo y una disposición clasificadora automática WO2011138006; DPA     102012 016 716.4. La biblioteca de 
mutantes se había producido en este caso con una mutagénesis química omnidireccional del cromosoma, o 
respectivamente mediante introducción de mutaciones en un gen codificado por un plásmido mediante una errónea 
reacción en cadena de la polimerasa. El presente invento no se refiere a una mutagénesis química omnidireccional5
ni a una mutagénesis mediante una errónea reacción en cadena de la polimerasa.

La publicación de Elizabeth E. Regulski y colaboradores "A widespread riboswitch candidate that controls bacterial
genes involved in molybdenum cofactor and tungsten cofactor metabolism" en Molecular Microbiology, tomo 68, Nº
4, 1. Mayo de 2008 (2008-05-01), páginas 918 - 932, divulga una célula modificada genéticamente con respecto a la 10
del tipo salvaje, que contiene una secuencia génica que codifica una recombinasa que no está presente en el tipo 
salvaje.

La publicación de Stefanie Hampel y colaboradores "Drosophila Brainbow: a recombinasebased fluorescence 
labeling technique to subdivide neural expression patterns" en Nature Methods, tomo 8, Nº 3, 1. Marzo de 2011 15
(2011-03-01), páginas 253 - 259) divulga una célula modificada genéticamente con respecto a la del tipo salvaje, que 
contiene una secuencia génica que codifica una recombinasa que no está presente en el tipo salvaje, y 
adicionalmente una secuencia génica que codifica un sensor de metabolitos.

El documento US2012/165387 A1 divulga una bacteria modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje, 20
que comprende una secuencia génica que codifica una recombinasa que no está presente en el tipo salvaje, y 
adicionalmente una secuencia génica que codifica un sensor de metabolitos.

La desventaja de las actuales técnicas para el desarrollo de cepas consiste en que hasta ahora no está a disposición
ninguna técnica para introducir deliberadamente mutaciones en un gen celular o en el cromosoma, y al mismo 25
tiempo, sin cultivaciones clonales (en placas de Petri) después de la introducción de la mutación, identificar a una
mejorada productora de metabolitos directamente como célula individual en suspensiones de células y aislarla a 
partir de las suspensiones de células.

Es por lo tanto una misión del invento poner a disposición un tal procedimiento para el desarrollo acelerado de 30
organismos microbianos productores de pequeñas moléculas y solventar las desventajas del estado de la técnica.

El problema planteado por esta misión se resuelve conforme al invento mediante una célula según la reivindicación 1
y procedimientos según las reivindicaciones 4, 5 relacionadas.

35
Unos perfeccionamientos ventajosos del invento se indican en las reivindicaciones secundarias.

Con la célula y con el procedimiento es posible ahora proporcionar, por una vía especialmente rápida, unas células
para la producción aumentada de metabolitos, con las que sea posible una producción de metabolitos aumentada 
con respecto a la de la célula de partida.40

En lo sucesivo el invento debe de ser descrito en su forma general.

Conforme al invento se pone a disposición una célula modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje
según la reivindicación 1, que contiene una secuencia génica que codifica una recombinasa y adicionalmente una 45
secuencia génica que codifica un sensor de metabolitos.

En el caso de la célula se trata de un microorganismo, preferiblemente una bacteria, particularmente del género
Corynebakterium, Enterobakterium o del género Escherichia, de manera especialmente preferible Corynebacterium
glutamicum o Escherichia coli.50

En el caso de la secuencia génica que codifica una recombinasa puede tratarse de una secuencia, que tiene una
funcionalidad mejorada con respecto a una recombinasa conocida en un deseado microorganismo. Se trata de una
secuencia génica codificadora de una recombinasa, que codifica una proteína, que recombina un ADN añadido 
extracelularmente con un ADN propio de la célula. Para el ensayo en cuanto a funcionalidad se puede llevar a cabo,55
tal como se representa esquemáticamente en la Figura 2. Se ha manifestado como especialmente apropiada una
secuencia génica según la SEQ. ID. Nº 1 o las SEQ. ID Nºs 7 y 9.

La secuencia génica que codifica una recombinasa puede ser transformada y expresada en la célula mediante un
vector, por ejemplo un plásmido, formándose la recombinasa.60

La recombinasa empleada en el procedimiento está caracterizada por que ella recombina un ADN añadido 
extracelularmente con el ADN propio de la célula. La recombinasa puede proceder por ejemplo de una agrupación 
más grande de genes, tal como un metagenoma, donde se identifican posibles recombinasas mediante
comparaciones de secuencias con las de unas conocidas recombinasas. Mediante tales comparaciones de 65
secuencias se pueden identificar además unas posibles recombinasas también en bancos de datos ya existentes. 

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



6

Además de ello, unas proteínas, a las que se les atribuye actividad de recombinasas, o de las que se supone tal 
actividad, pueden ser reconocidas como recombinasas también mediante caracterización funcional. Preferiblemente
se pueden aislar recombinasas a partir de fagos o profagos. De esta manera se pueden aislar y emplear 
recombinasas a partir de profagos de las bacterias relevantes biotecnológicamente Leuconostoc, Clostridios, 
Thiobacillus, Alcanivorax, Azoarcus, Bacillus, Pseudomonas, Pantosa, Acinetobacter, Shewaniella o 5
Corynebacterium y en cada caso la especie emparentada. Se prefieren unas recombinasas, que son homólogas con 
la recombinasa RecT del profago Rac, o la recombinasa Bet del fago Lambda. Se prefieren especialmente la
recombinasa RecT del profago Rac de E. coli, la recombinasa Bet del fago Lambda de E. coli, y la recombinasa rCau 
(cauri_1962) de Corynebacterium aurimucosum.

10
En el caso de la secuencia génica empleada, que codifica el sensor de metabolitos, se trata de la secuencia de unos 
vectores, por ejemplo plásmidos, que codifican unas proteínas, que reconocen y hacen visibles mediante
fluorescencia a metabolitos, tales como aminoácidos, ácidos orgánicos, ácidos grasos, vitaminas o sustancias 
activas vegetales. Cuanto más fuerte es la fluorescencia, tanto más alta es la concentración intracelular del 
metabolito. De esta manera se puede identificar una célula con fluorescencia elevada y por consiguiente con una 15
formación del producto elevada con respecto a las de la forma no modificada genéticamente.

La célula modificada de tal manera es apropiada para incorporar en su ADN propio de la célula las moléculas de 
ADN aportadas desde fuera, que llevan las mutaciones M1 hasta Mm o los genes mutados G1-Gn, y hacer 
reconocible mediante fluorescencia una producción elevada de un determinado metabolito que es debida a la20
incorporación del ADN. El sensor de metabolitos se escoge en este caso de tal manera, que él corresponda a la
detección del metabolito, que se debe formar en cantidad aumentada.

Por lo demás, el invento comprende un procedimiento según la reivindicación 4 para la identificación de una célula 
con una concentración intracelular de un determinado metabolito, elevada con respecto a la de su tipo salvaje, en 25
una suspensión de células, que incluye las etapas de procedimiento de: 

i) poner a disposición una suspensión de células que contiene células del tipo antes descrito
ii) modificar genéticamente las células por recombinación mediando adición de un ADN, que contiene por lo 
menos un gen modificado G1 hasta Gn o por lo menos una mutación M1 hasta Mm mediando obtención una 
suspensión de células, en la que las células se diferencian en lo que se refiere a la concentración intracelular de 30
un determinado metabolito,
iii) identificar células individuales en la suspensión de células con elevada concentración intracelular de un
determinado metabolito por detección de la fluorescencia mediante un sensor de metabolitos.

Como células se emplean unos microorganismos del género Corynebakterium, Enterobacterias, o del género
Escherichia, de manera especialmente preferida Corynebacterium glutamicum, o Escherichia coli.35

En el caso de la recombinación se trata de los métodos conocidos según el estado de la técnica y de los
procedimientos divulgados en la parte descriptiva especial a modo de ejemplo, pero no limitativamente. De manera 
preferida el gen de recombinasa se introduce sobre un plásmido en la célula. De manera especialmente preferida se
introduce en la célula un gen para una recombinasa según SEQ. ID1 Nº1.40

Para esto, las células transforman de manera preferida con vectores, de manera especialmente preferida con 
plásmidos, según las secuencias SEQ.ID. Nº 3 hasta Nº 9.

En el caso de los metabolitos que aparecen en una concentración intracelular elevada con respecto a la del tipo 45
salvaje, puede tratarse por ejemplo de aminoácidos, ácidos orgánicos, ácidos grasos, vitaminas o sustancias activas 
vegetales. Se trata en este caso de los deseados productos, cuya producción se debe de mejorar.

En el caso de la suspensión de células puede tratarse de unas células, que se presentan por ejemplo en una
solución acuosa que contiene sales y que contiene eventualmente sustancias nutricias.50

En el caso de la modificación genética de la célula por recombinación puede usarse un ADN monocatenario o un 
ADN bicatenario, así como un ADN sintético o también un ADN aislado a partir de células. El ADN puede
comprender desde 50 pb hasta 3 Mb, preferiblemente un ADN con la longitud de 50-150 pb. El ADN puede codificar
proteínas o partes de proteínas de la productora que se ha de modificar por tecnología genética. También puede55
emplearse un ADN, que es homólogo con zonas promotoras o con zonas con función desconocida de la productora 
que se ha de modificar por tecnología genética. Además de ello, el ADN puede codificar también genes o elementos 
reguladores de otros organismos, como productores que se han de modificar por tecnología genética. Junto a 
moléculas definidas de ADN pueden emplearse también mezclas de moléculas de ADN, lo cual es ventajoso por 
ejemplo para la producción de una gran diversidad genética.60

La inserción puede efectuarse en este caso en el cromosoma o en un plásmido.
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Los métodos de detección de fluorescencia mediante un sensor de metabolitos son conocidos por un experto.

El invento se refiere en una forma de realización también a un procedimiento para la producción de una célula 
productora modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje con una optimizada producción de un5
determinado metabolito según la reivindicación 5, que incluye las siguientes etapas: 

i) poner a disposición una suspensión de células que contiene células del tipo antes descrito;
ii) modificar genéticamente de las células por recombinación mediando adición de un ADN, que contiene por lo 
menos un gen modificado G1 hasta Gn o por lo menos una mutación M1 hasta Mm. Se obtiene una suspensión 
de células, en la que las células se diferencian en lo que se refiere a la concentración intracelular de un 10
determinado metabolito;
iii) identificar células individuales en la suspensión de células con una concentración intracelular elevada de un
determinado metabolito por detección de la fluorescencia mediante un sensor de metabolitos;
iv) separar las células identificadas desde la suspensión de células;
v) identificar aquellos genes modificados genéticamente G1 hasta Gn o aquellas mutaciones M1 hasta Mm en 15
las células identificadas y separadas, que son responsables de la elevada concentración intracelular del
determinado metabolito;
vi) producir una célula productora modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje con producción
optimizada del determinado metabolito, cuyo genoma comprende por lo menos uno de los genes G1 hasta Gn 
y/o por lo menos una mutación M1 hasta Mm.20

Para las células, la recombinación, los metabolitos, la suspensión de células y los métodos de detección de 
fluorescencia, los vectores, los ADN que se han de introducir en la célula de las etapas i), ii) y iii) son válidas las 
mismas relaciones que para el procedimiento para la identificación de una célula con una concentración intracelular 
elevada con respecto a su tipo salvaje de un determinado metabolito en una suspensión de células.

25
La separación de las células identificadas puede efectuarse con métodos conocidos.

Para producir una célula productora modificada con respecto al tipo salvaje, se aíslan las células, que se habían 
utilizado para la identificación de la producción aumentada y que indican una producción aumentada de metabolitos
mediante una elevada fluorescencia.30

En estas células se identifican la mutación M1-Mm y/o en el gen G1-Gn, o las mutaciones M1-Mm en los genes G1-
Gn. Esto puede efectuarse mediante una amplificación por PCR de los genes dianas en los genes G1 hasta Gn y/o
los sitios de mutación M1 hasta Mm, con una subsiguiente secuenciación. Asimismo puede efectuarse la
secuenciación del genoma.35

Las identificadas mutaciones M1-Mm que aumentan la cantidad de producto y/o los genes G1-Gn se transfieren a 
continuación a la célula productora. Esto puede efectuarse con métodos conocidos por un experto según el estado
de la técnica.

40
La denominación G1 hasta Gn se orienta a por lo menos uno de los genes G1, G2, G3 hasta Gn, que se habían 
añadido a la célula en el marco de la recombinación y que ahora se hacen responsables de un aumento 
especialmente bueno de la producción del metabolito.

La denominación M1 hasta Mm se orienta a unas mutaciones M1, M2 M3.. Mm, que están contenidas en los genes45
G1 hasta Gn, que se habían añadido a la célula en el marco de la recombinación y que ahora se hacen 
responsables de un aumento especialmente bueno de la producción del metabolito.

Estos genes o estas mutaciones se aislaron a partir de la célula y se incorporan en el genoma de la célula 
productora según conocidos procedimientos. En este caso el gen o la mutación, o respectivamente los genes o 50
mutaciones se puede(n), incorporar en el ADN cromosomal o en un plásmido de la célula productora.

En el caso de estos genes o estas mutaciones se trata de unos segmentos de ADN, que codifican de manera 
preferida proteínas de las etapas de una ruta de biosíntesis del deseado metabolito o eventualmente de un proceso 
de metabolismo que está en conexión con ella. También puede tratarse de un ADN, con el que se influye de un 55
modo suficientemente favorable sobre la actividad promotora de unos genes o sobre la estabilidad del ARNm de
unos genes para la formación del producto.

Particularmente se encontraron los genes según las secuencias SEQ. ID. Nº 33 hasta SEQ. ID. 44, que son 
apropiados para aumentar la producción de L-lisina.60

El invento se refiere por lo demás a un procedimiento para la preparación de metabolitos, que incluye las etapas de 
procedimiento de: 
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a) producir una célula productora modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje con optimizada 
producción de un determinado metabolito mediante un procedimiento del tipo más arriba mencionado
b) cultivar la célula en un medio de cultivo que contiene sustancias nutricias en unas condiciones, en las que la 
célula productora produce el determinado metabolito a partir de las sustancias nutricias.

El metabolito producido de esta manera se secreta en el medio de cultivo y puede aislarse a partir del medio de 5
cultivo.

El medio de cultivo o respectivamente el medio de fermentación que se ha de utilizar debe satisfacer de manera 
apropiada las exigencias de las respectivas cepas. Unos apropiados medios de cultivo son conocidos por un 
experto. Unas descripciones de medios de cultivo de diferentes microorganismos están contenidas en el manual10
&Idquor; Manual of Methods for general Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., 
EE.UU., 1981). Los conceptos de medio de cultivo y de medio de fermentación, o respectivamente de medio, son 
recíprocamente intercambiables.

Como fuente de carbono se pueden utilizar azúcares e hidratos de carbono, tales como p.ej. glucosa, sacarosa,15
lactosa, fructosa, maltosa, melaza, soluciones que contienen sacarosa procedentes del tratamiento de remolacha 
azucarera o de caña de azúcar, un almidón, un material hidrolizado de almidón y una celulosa, aceites y grasas,
tales como por ejemplo aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, ácidos grasos, tales 
como por ejemplo ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico, alcoholes tales como por ejemplo glicerol, 
metanol y etanol y ácidos orgánicos, tales como por ejemplo ácido acético o ácido láctico.20

Como fuente de nitrógeno se pueden utilizar compuestos orgánicos que contienen nitrógeno tales como peptonas,
un extracto de levadura, un extracto de carne, un extracto de malta, un agua de maceración de maíz, harina de haba 
de soja y urea o compuestos inorgánicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio,
carbonato de amonio y nitrato de amonio. La fuente de nitrógeno se puede utilizar individualmente o como una 25
mezcla.

Como fuente de fósforo se pueden utilizar ácido fosfórico, dihidrógenofosfato de potasio, hidrógenofosfato de 
dipotasio o las correspondientes sales que contienen sodio.

30
El medio de cultivo debe contener por lo demás sales, por ejemplo en forma de cloruros o sulfatos de metales, tales 
como por ejemplo sodio, potasio, magnesio, calcio y hierro, tales como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de 
hierro, que son necesarias para el crecimiento. Finalmente pueden emplearse sustancias u hormonas de crecimiento 
esenciales tales como aminoácidos por ejemplo homoserina y vitaminas, por ejemplo tiamina, biotina o ácido
pantoténico, adicionalmente a las sustancias más arriba mencionadas.35

Las mencionadas sustancias empleadas se pueden añadir al cultivo en forma de una única tanda o se pueden 
alimentar de manera apropiada durante la cultivación.

Para el control del pH del cultivo se emplean compuestos orgánicos de carácter básico tales como hidróxido de 40
sodio, hidróxido de potasio, amoníaco, o respectivamente agua amoniacal o compuestos orgánicos de carácter 
ácido tales como ácido fosfórico o ácido sulfúrico de una manera apropiada. El valor del pH se ajusta por lo general
a un valor de 6,0 hasta 8,5, de manera preferida de 6,5 hasta 8. Para el control del desarrollo de espuma pueden se 
pueden emplear agentes antiespumantes, tales como por ejemplo ésteres poliglicólicos de ácidos grasos. Para el 
mantenimiento de la estabilidad de plásmidos se pueden añadir al medio apropiadas sustancias que actúan 45
selectivamente, tales como por ejemplo antibióticos. La fermentación se realiza preferiblemente en condiciones
aerobias. Con el fin de mantener a ésta, se incorporan en el cultivo oxígeno o mezclas gaseosas que contienen
oxígeno, tales como por ejemplo aire. La utilización de unos líquidos, que están enriquecidos con peróxido de 
hidrógeno, es asimismo posible. Eventualmente la fermentación se realiza con sobrepresión, por ejemplo con una 
sobrepresión de 0,03 hasta 0,2 MPa. La temperatura del cultivo se sitúa normalmente en 20°C hasta 45°C y de 50
manera preferida en 25°C hasta 40°C, de manera especialmente preferida en 30° hasta 37°C. En el caso de 
procedimientos discontinuos, la cultivación se prosigue preferiblemente durante tanto tiempo hasta que se haya 
formado, en cantidad suficiente para la medida técnica de la obtención del deseado metabolito, p.ej. un aminoácido, 
un ácido orgánico, una vitamina, o una sustancia activa vegetal. Esta meta se alcanza normalmente en el transcurso
de 10 hasta 160 horas. En el caso de procedimientos continuos son posibles unos períodos de tiempo de cultivación55
más largos. Mediante la actividad de los microorganismos se llega a un enriquecimiento (una acumulación) del
metabolito en el medio de fermentación y/o en las células de los microorganismos.

Ejemplos de apropiados medios de fermentación se encuentran, entre otros en los documentos de patentes
5.770.409, US 5.990.350, US 5.275.940, WO 2007/012078, US 5.827.698, WO 2009/043803, US 5.756.345 o US 60
7.138.266.

Con el procedimiento conforme al invento para la preparación de metabolitos se pueden preparar de una manera 
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especialmente efectiva, por ejemplo, aminoácidos, ácidos orgánicos, vitaminas, hidratos de carbono o sustancias 
activas vegetales.

De manera preferida se preparan con este procedimiento L-aminoácidos, nucleótidos y sustancias activas vegetales, 
de manera especialmente preferida L-lisina. Se describe también un gen de recombinasa según la SEQ. ID. Nº 1 y 5
sus alelos, con una homología de por lo menos 70%, de manera preferida 80%, de manera especialmente preferida
85%, y/o 90%, de manera particularmente preferible, con una homología que es de 91%, 92, %, 93%, 94 %, 95%, 
96%, 97%, 98% o 99%. Se describe también una recombinasa según la SEQ. ID. Nº2 y sus proteínas homólogas,
con una homología de 95%, 96%, 97%, de manera preferida de 98% o 99%. Por lo demás se describen ácidos 
nucleicos según las secuencias de SEQ. ID. Nº 33 - SEQ. ID. Nº 44, que codifican unos genes, con los que se 10
pueden obtener unas cepas productoras especialmente productivas y que originalmente proceden de células para la 
identificación de mutaciones.

En lo sucesivo el invento se expone en la parte descriptiva especial con mayor precisión, pero no limitativamente.
15

Una contribución a la solución del problema planteado la presta un procedimiento en el que se identifica y usa una 
recombinasa. Con el fin de identificar recombinasas para bacterias biotecnológicamente relevantes tales como 
Leuconostoc, Clostridios, Thiobacillus, Alcanivorax, Azoarcus, Bacillus, Pseudomonas, Pantosa, Acinetobacter, 
Shewaniella y especies de Corynebacterium, particularmente Corynebacterium glutamicum, se analizan bancos de 
datos de genomas según unos conocidos procedimientos en cuanto a proteínas que son homólogas a conocidas20
recombinasas, y de las que se espera o confía una función en el deseado organismo, que sea mejor que la de las
conocidas recombinasas. Los bancos de datos de genomas son libremente accesibles. Así, por ejemplo, el banco de 
datos de los European Molecular Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Alemania y Cambridge, Reino Unido), el 
banco de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, Md., EE.UU.), el banco de datos
del Swiss Institute of Bioinformatics (Swissprot, Ginebra, Suiza), o la Protein Information Resource Database (PIR, 25
Washington, D.C., EE.UU.) y el DNA Data Bank of Japan (DDBJ, 1111 Yata, Mishima, 411-8540, Japón).

Los mencionados bancos de datos se usan, con el fin de rastrear unas proteínas, que sean homólogas a
recombinasas ya conocidas (Figura 2, c1), tales como por ejemplo la RecT procedente del profago Rac (Genetic and 
molecular analyses of the C-terminal region of the recE genes from the Rac prophage of Escherichia coli K-12 reveal 30
the recT genes. Clark, A.J., Sharma, V., Brenowitz, S., Chu, C.C., Sandler, S., Satin, L., Templin, A., Berger, I., 
Cohen, A. J. Bacteriol. (1993)), la Beta procedente del fago Lambda (Hendrix, R.W. (1999). All the world's a phage. 
Proc Nat Acad Sc USA 96: 2192-2197), la gp61 procedente del fago de Mycobacteria Che9c o la gp43 procedente 
del fago Halo de Mycobacteria (Rekombineering mycobacteria and their phages. van Kessel JC, Marinelli LJ, Hatfull 
GF. Nat Rev Microbiol. Nov de 2008;6(11):851-857). El rastreo de las proteínas homólogas se efectúa con conocidos35
algoritmos y programas de análisis de secuencias según conocidos procedimientos, que son accesibles 
públicamente, tal como se describe por ejemplo en las referencias de Staden (Nucleic Acids Research 14, 217-232 
(1986)), o de Marck (Nucleic Acids Research 16, 1829-1836 (1988)) o mediando uso del programa GCG de Butler 
(Methods of Biochemical Analysis 39, 74-97 (1998)).

40
Las secuencias descritas abarcan también aquellas secuencias, que tienen una homología (en el plano de los 
aminoácidos) o respectivamente identidad (en el plano de los ácidos nucleicos, exclusive la degeneración natural) 
mayor que 70%, de manera preferida 80%, más preferiblemente 85% (en relación con la secuencia de ácido 
nucleico) o respectivamente 90% (también en relación con los polipéptidos), preferiblemente mayor que 91%, 92%, 
93% o 94%, más preferiblemente mayor que 95% o 96% y de manera especialmente preferida mayor que 97%, 98%45
o 99% (en relación con ambos tipos de secuencias) a una de estas secuencias, siempre y cuando que se conserven
el modo de acción o respectivamente la función y la finalidad de una tal secuencia. La expresión "homología" (o 
identidad) tal como se utiliza en el presente caso, puede definirse mediante la ecuación H (%) = [1-V/X]x 100, en 
donde H significa homología, X es el número total de nucleobases/aminoácidos de la secuencia comparativa y   V es 
el número de diferentes nucleobases/aminoácidos de la secuencia que se ha de considerar, referido a la secuencia50
comparativa. En cualquier caso, con el concepto de secuencias de ácidos nucleicos, que codifican polipéptidos, se 
abarcan todas las secuencias, que aparecen como posibles teniendo en cuenta la degeneración del código genético.

La identidad porcentual con las secuencias de aminoácidos, que se indican en el protocolo de secuencias, se puede
determinar sin dificultades con el procedimiento conocido en el estado de la técnica por un experto. Un apropiado 55
programa, que se puede emplear conforme al invento, es el BLASTP (Altschul y colaboradores. 1997. Gapped 
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs. Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-
3402).

Las secuencias indicadas en el protocolo de secuencias abarcan también las secuencias de ácidos nucleicos, que 60
se hibridan con las indicadas. Unas instrucciones acerca de la hibridación las encuentra un experto, entre otras
referencias, en el manual "The diG System Users Guide for Filter Hybridization" de la entidad Boehringer Mannheim 
GmbH (Mannheim, Alemania, 1993) y en la referencia de Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic
Bacteriology 41: 255-260 (1991)). La hibridación tiene lugar en condiciones rigurosas, es decir que se forman
solamente unos híbridos, en los cuales las sondas, por ejemplo la secuencia de nucleótidos complementaria con el65
gen, y la secuencia, es decir los polinucleótidos tratados con la sonda, son idénticas/os por lo menos en un 70%. Es
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conocido que la rigurosidad de la hibridación, inclusive de las etapas de lavado, se influencia o respectivamente 
determina mediante variación de la composición tamponadora, de la temperatura y de la concentración de las sales. 
La reacción de hibridación se lleva a cabo por lo general con una rigurosidad relativamente baja en comparación con
la de las etapas de lavado (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, Reino Unido, 1996). Para la
reacción de hibridación puede emplearse por ejemplo un tampón correspondiente al tampón 5xSSC a una5
temperatura de aprox. 50°C - 68°C. En este caso las sondas pueden hibridarse también con unos polinucleótidos
que tienen una identidad menor que 70% con la secuencia de la sonda. Tales híbridos son menos estables y se
eliminan mediante lavado en condiciones rigurosas. Esto se puede conseguir por ejemplo mediante disminución de
la concentración de sales hasta 2xSSC y eventualmente a continuación hasta 0,5xSSC (The diG sistema User's 
Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania, 1995), ajustándose una temperatura de 10
aprox. 50°C - 68°C, aprox. 52°C - 68°C, aprox. 54°C - 68°C, aprox. 56°C - 68°C, aprox. 58°C - 68°C, aprox. 60°C -
68°C, aprox. 62°C - 68°C, aprox. 64°C - 68°C, aprox. 66°C - 68°C. De manera preferida las etapas de lavado se 
llevan a cabo a unas temperaturas de aprox. 62°C - 68°C, preferiblemente de 64°C - 68°C o aprox. 66°C - 68°C, de 
manera especialmente preferida de aprox. 66°C - 68°C. Es eventualmente posible disminuir la concentración de 
sales hasta una concentración correspondiente a 0,2xSSC o 0,1xSSC. Mediante elevación escalonada de la15
temperatura de hibridación en escalones de aprox. 1 - 2°C desde 50°C hasta 68°C se pueden aislar unos 
fragmentos de polinucleótidos, que codifican secuencias de aminoácidos, que poseen por ejemplo una identidad de 
por lo menos 70% o por lo menos 80% o por lo menos 90% hasta 95% o por lo menos 96% hasta 98% o por lo 
menos 99% con la secuencia de la sonda empleada. Otras instrucciones acerca de la hibridación son obtenibles en 
el mercado en forma de los denominados estuches (p.ej. DiG Easy Hyb de la entidad Roche Diagnostics GmbH, 20
Mannheim, Alemania, Nº de catálogo 1603558).

La nueva secuencia de ADN de Corynebacterium aurimucosum determinada de esta manera, que contiene el gen 
de recombinasa recT (SEQ ID No. 1) y codifica la recombinasa funcional rCau (SEQ ID No. 2), es parte componente
del presente invento.25

Las recombinasas identificadas son clonadas en un vector, por ejemplo un plásmido, que permite la expresión
inducible del gen de recombinasa en el anfitrión, en el que se debe llevar a cabo la recombinación (Figura 2, c2.1). 
Los vectores de expresión son estado de la técnica. Así puede usarse por ejemplo para Leuconostoc o Lactobacillus 
el vector pCB42 (Construction of theta-type shuttle vector for Leuconostoc and other lactic acid bacteria using pCB42 30
isolated from kimchi. Eom HJ, Moon JS, Cho SK, Kim JH, Han NS. Plasmid. Ene de 2012;67(1):35-43), para
Clostridios el ptHyda (Girbal L, von Abendroth G, Winkler M, Benton PM, Meynial-Salles I, Croux C, Peters JW, 
Happe T, Soucaille P (2005) Homologous and heterologous over-expression in Clostridium acetobutylicum and 
characterization of purified clostridial and algal Fe-only hidrogenases with high specific activities. Appl. Environ 
Microbiol. 71:2777-2781) para Thiobacillus el pTF-FC2 (Plasmid evolution and interaction between the plasmid35
addiction stability systems of two related broad-host-range IncQ-like plásmidos. Deane SM, Rawlings DE. J Bacteriol.
Abr. 2004;186(7):2123-33.), para Alcanivorax el pRED (Appl Microbiol Biotechnol. Jul de 2006;71(4):455-62. 
Functional expression system for cytochrome P450 genes using the reductase domain of self-sufficient P450RhF 
from Rhodococcus sp. NCIMB 9784. Nodate M, Kubota M, Misawa N.), para Bacillus el pMG (Construction of a 
modular plasmid family for cromosomal integration in Bacillus subtilis. Gimpel M, Brantl S. J Microbiol Methods. 40
2012;91 (2):312-7), para Pseudomonas el pWW0 (Increasing Signal Specificity of the TOL Network of Pseudomonas 
putida mt-2 by Rewiring the Connectivity of the Master Regulator XylR. De Las Heras A, Fraile S, de Lorenzo V. 
PLoS Genet. Oct de 2012;8(10):e1002963), para Pantosa el pAGA (Characterization of a small cryptic plasmid from 
endophytic Pantosa agglomerans and its use in the construction of an expression vector. De Lima Procöpio RE, 
Araüjo WL, Andreote FD, Azevedo JL. Genet Mol Biol. Ene de 2011; 34(1): 103-9), para Acinetobacter el pRIO-5 45
(Complete sequence of broad-host-range plasmid pRIO-5 harboring the extended-spectrum-β-lactamase gene
blaBES. Bonnin RA, Poirel L, Sampaio JL, Nordmann P. Antimicrob Agents Chemother. 2012 Feb; 56(2):1116-9), 
para Shewaniella el pBBR1-MCS (Shewanella oneidensis: a new and efficient system for expression and maturation 
of heterologous [Fe-Fe] hydrogenase from Chlamydomonas reinhardtii.

50
Sybirna K, Antoine T, Lindberg P, Fourmond V, Rousset M, Mejean V, Bottin H. BMC Biotechnol. 18 de Sep de 
2008;8:73), o para especies de Corynebacterium, particularmente C. glutamicum el pZ1 (Menkel y colaboradores, 
Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554) o el pCLTON (A tetracycline inducible expression
vector for Corynebacterium glutamicum allowing tightly regulable gene expression. Lausberg F, Chattopadhyay AR, 
Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2):142-7). Un artículo recopilativo acerca de plásmidos de 55
expresión en Corynebacterium glutamicum ha sido descrito por Tauch y colaboradores (Journal of Biotechnology 
104, 27-40 (2003)).

Según una forma de realización preferible de los vectores conformes al invento se trata de los vectores pCLTON2-
bet (SEQ ID No. 3), pCLTON2-recT (SEQ ID No. 4), pCLTON2-gp43 (SEQ ID No. 5), pCLTON2-gp61 (SEQ ID No. 60
6), pCLTON2-rCau (SEQ ID No. 7), pEKEx3-recT (SEQ ID No. 8) y pEKEx3-bet (SEQ ID No. 9).

Los vectores producidos de esta manera se ensayan en cuanto a la actividad de la recombinasa en el respectivo
anfitrión (Figura 2, c2). El ensayo de actividad comprende la producción de una cepa de ensayo del anfitrión, en el
que se debe de producir por recombinación un fenotipo sencillo de comprobar (Figura 2, c2.1). Las otras etapas65
contienen la transformación de la cepa de ensayo (Figura 2, c2.2), la inducción de la expresión del gen de 
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recombinasa (Figura 2, c2.3), la producción de células competentes para la recepción de un ADN lineal (Figura 2, 
c2.4), la transformación de las células competentes con un ADN lineal (Figura 2, c2.5), y el ensayo en cuanto a la 
producción del fenotipo (Figura 2, c2.6). Si se puede producir el esperado fenotipo, entonces se efectúa una 
recombinación. Las etapas individuales, c2.1 - c2.6, son conocidas por un experto. Así, se incorpora en la cepa de 
ensayo como fenotipo sencillo de comprobar (Figura 2, c2.1), por ejemplo, un defectuoso gen de resistencia a 5
antibióticos en el cromosoma, cuya función se restablece mediante una exitosa recombinación. Como genes de 
resistencia a antibióticos están a disposición unos genes, que confieren resistencia frente a kanamicina,
cloranfenicol, higromicina, estreptomicina, ampicilina o espectinomicina. También se pueden utilizar unos genes, que
permiten el crecimiento sobre un determinado substrato como marcador de selección, tal como por ejemplo el gen 
galK que codifica galactocinasa. La transformación de la cepa de ensayo con el plásmido de ensayo que expresa 10
una recombinasa (Figura 2, c2.2) se efectúa según procedimientos conocidos, tales como por ejemplo una 
electroporación, una transformación química o transformación balística. Para la inducción del gen de recombinasa
(Figura 2, c2.3) en el vector de expresión se añade al medio un inductor preestablecido por el vector. Este modo de 
proceder es conocido por un experto, y en el caso del inductor se trata por ejemplo de isopropil-β-D-
tiogalactopiranósido, anhidrotetraciclina, sakacina, o acetamida. Las otras etapas, tales como la producción de15
células competentes (Figura 2, c2.4), la transformación de las células (Figura 2, c2.5) así como el ensayo en cuanto
a la producción del fenotipo mediante siembra en placas de Petri (Figura 2, c2.6), son procedimientos
microbiológicos clásicos y asimismo conocidos por un experto. Si el deseado fenotipo se produce según el
procedimiento descrito, se efectúa a continuación de manera preferida la optimización de la recombinación (Figura 2, 
c3). Ésta incluye la variación del tiempo de inducción en el intervalo de treinta minutos hasta seis horas, la variación 20
del ADN empleado para la recombinación, y la variación del tiempo de regeneración y de segregación, así como
eventualmente otros parámetros, que son conocidos por un experto.

En el caso del ADN empleado para la recombinación se trata del DANN monocatenario, que se sintetiza por 
proveedores comerciales, y puede tener una longitud hasta de 300 pares de bases. En este caso se presenta en el 25
centro del ADN la deseada mutación que se ha de introducir en el cromosoma, y flanqueando a ésta contiene las
secuencias de ADN, que son homólogas a la secuencia cromosomal del anfitrión (documento US 7.144.734). La 
optimización incluye el ensayo de ADN de diversa longitud. Como ADN se emplea un ADN con la longitud de 20-300
pares de bases, preferiblemente 100 pares de bases. La optimización incluye el ensayo de ADN en diversa cantidad, 
empleándose 0,2 - 30 microgramos para la transformación, preferiblemente 10 microgramos. La optimización incluye30
además el ensayo de un ADN es homólogo o bien con la cadena del mismo sentido o con la cadena de sentido 
opuesto, empleándose preferiblemente el ADN homólogo con la cadena de sentido opuesto (US 7.674.621). Las
etapas individuales de optimización son conocidas por un experto, y se han descrito por ejemplo para E. coli
(Rekombineering: in vivo genetic engineering in E. coli, S. Enterica, and beyond. Sawitzke JA, Thomason LC, 
Costantino N, Bubunenko M, Datta S, Court DL. Methods Enzymol. 2007; 421:171-99), Bacillus subtilis (Bacillus 35
subtilis genome editing using ssDNA with short homology regions. Wang Y, Weng J, Waseem R, Yin X, Zhang R, 
Shen Q. Nucleic Acids Res. Jul de 2012;40(12):e91), o Lactococcus (High efficiency recombination in lactic acid 
bacteria. van Pijkeren JP, Britton RA. Nucleic Acids Res. 2012, 40(10):e76).

Para la realización de la recombinación con el fin de obtener una productora microbiana (Figura 2, C1-C4), el sitio 40
génico que se ha de mutar se escoge en el cromosoma. Pueden ser de esta índole genes conocidos, genes de 
función desconocida o zonas intergénicas. En el caso del productor se trata por ejemplo de genes o zonas
promotoras de genes, que participan en el anabolismo o catabolismo o en procesos de regulación, o de los/las que
influyen sobre el tiempo de semidesintegración del ARNm o de las proteínas.

45
El ADN usado para la recombinación se sintetiza o produce mediante amplificación por PCR. Él tiene una longitud 
de 30-3.000 pares de bases, y tiene la estructura organizada A-B-C. En este caso, B es la mutación deseada situada 
en el centro. Ésta puede ser, en el caso de una inserción, una secuencia de 1-3.000 pares de bases, preferiblemente
una de 1-1.000, más preferiblemente una de 1-100, de manera especialmente preferida una de 1 par de bases. Las
secuencias A y C son homólogas a secuencias cromosomales. Ellas tienen en el ADN sintetizado en cada caso una 50
longitud de 20-100 pares de bases. En el caso de una supresión deseada en el cromosoma B tiene una longitud de 
cero pares de bases, y A y C son homólogas a unas secuencias en el cromosoma, que están directamente 
contiguas a la zona que se ha de suprimir. Las secuencias A y C tienen en el ADN sintetizado una longitud de 20-
100 pares de bases. La supresión en el cromosoma puede ser de 1 par de bases o hasta de 10 kb. Para el 
intercambio de bases en el cromosoma, B constituye la zona que se ha de intercambiar, que puede abarcar 1-5055
pares de bases. Las secuencias A y C son homólogas a secuencias cromosomales, que se sitúan contiguamente a 
la zona que se ha de intercambiar. Ellas tienen en el ADN sintetizado una longitud de 20-100 pares de bases. Las 
síntesis de ADN las realizan por ejemplo Genescript (GenScript USA Inc., 860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 
08854, EE.UU.), o Eurofins (Eurofins MWG Operon, Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania), o ADN 2.0 
(DNC2.0 Headquarters, 1140 O'Brien Drive, Suite A, Menlo Park, CA 94025, EE.UU.).60

El ADN sintetizado o producido mediante amplificación por PCR se incorpora mediante transformación en el
microorganismo, que expresa la recombinasa y que contiene un sensor de metabolitos (Figura 3, C1). Tales
microorganismos que contienen sensores de metabolitos se han descrito (WO2011138006, DPA 102012 016 716.4, 
DPA 10 2012 017 026.2). El ADN usado para la transformación y recombinación es una secuencia de ADN definida 65
tal como se ha descrito antes.
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Para la transformación y recombinación pueden emplearse sin embargo también unas mezclas definidas de
diferentes secuencias de ADN. Estas mezclas se emplean preferiblemente en el caso del intercambio de bases en el 
cromosoma en la zona "B", donde "B" en el caso de la estructura organizada A-B-C de la secuencia de ADN la zona 
que se ha de intercambiar. Así, pueden intercambiarse por ejemplo en un gen al mismo tiempo en una población de 5
microorganismos diferentes aminoácidos en una posición en el polipéptido. Pueden intercambiarse al mismo tiempo
diferentes aminoácidos en diferentes posiciones en el polipéptido. Pueden intercambiarse también al mismo tiempo
en una zona promotora diferentes nucleótidos. Las correspondientes mezclas de ADN propiamente dichas se
pueden producir mediante mezcladura secuencias de ADN definidas individuales, o sintetizarse como mezclas en 
las instalaciones del fabricante, con lo que se presentan en una tanda hasta varios millares de diferentes moléculas 10
de ADN, que también se usan entonces en una tanda para la transformación y recombinación (Figura 3, C1). Tales
mezclas de ADN con las más diferentes secuencias pueden adquirirse comercialmente. Así, se ofrecen por ejemplo
"Combinatorial Libraries" o "Controlled Randomized Libraries" o "Truncated libraries" [= bibliotecas combinatorias, 
bibliotecas aleatorizadas controladas o bibliotecas truncadas] por Life Technologies GmbH, Frankfurter Straße 129B, 
64293 Darmstadt, que se pueden emplear directamente para la recombinación.15

Para la transformación y recombinación pueden emplearse además también secuencias de ADN indefinidas. Por 
ejemplo ADN genómicos procedentes de organismos productores existentes. De esta manera pueden identificarse 
segmentos de ADN y/o mutaciones y/o genes que son provechosos para la formación del producto.

20
A continuación de la transformación de los microorganismos que contienen recombinasas y nanosensores se 
efectúa una regeneración en un medio complejo, tal como es conocido por un experto y se ha descrito por ejemplo
para E. coli (Hanahan, D. Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J Mol Biol. 1983; 166(4):557-
80), o Corynebacterium (Tauch A, Kirchner O, Löffler B, Götker S, Pühler A, Kalinowski J. Efficient 
electrotransformation of corynebacterium diphtheriae with a mini-replicon derived from the Corynebacterium25
glutamicum plasmid pGC1. Curr Microbiol. 2002; 45(5):362-7). Después de la regeneración las células
eventualmente se transfieren a un medio mínimo para la segregación, tras de lo cual, correspondientemente al
procedimiento conforme al invento, se efectúa directamente el análisis de los productos en células individuales
mediante una citometría de flujo y una selección de la productora (Figura 3, C2). Las células individuales
seleccionadas se depositan sobre el medio en placas de Petri, o también se depositan inmediatamente en placas de 30
microtitulación con un medio líquido para la ulterior cultivación. Detalles acerca del análisis de suspensiones de 
células mediante una citometría de flujo pueden tomarse por ejemplo de la referencia de Sack U, Tarnok A, Rothe G 
(coordinadores de edición): Zelluläre diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der
Durchflusszytometrie, Basel, Karger, 2007, páginas 27 - 70. Apropiados citómetros de flujo, que analizan hasta 
100.000 células por segundo y poseen una posibilidad de clasificación, son por ejemplo el aparato Aria-III (BD 35
Biosciences, 2350 Qume Drive, San Jose, California, EE.UU., 95131, 877.232.8995) o el aparato MoFlo- XDP 
(Beckman Coulter GmbH, Europark Fichtenhain B 13, 47807 Krefeld, Alemania).

A continuación del aislamiento de la productora (Figura 3, C3) se efectúa la verificación de las propiedades de 
formación del producto en matraces con sacudimiento o placas de microtitulación. Se escoge la productora40
especialmente apropiada. Ella produce más cantidad del producto producido microbianamente que la cepa de 
partida que se había empleado en la etapa C1 (Figura 3) para la transferencia de ADN. Mediante secuenciación del
genoma en unas zonas, que son definidas mediante el ADN añadido en la etapa, o también de todo el cromosoma, o
también de un ADN codificado por un plásmido, puede identificarse la mutación aumentadora del producto que se ha 
efectuado (Figura 3, C3.A). Las/los correspondientes mutaciones M1 hasta Mm y/o genes G1 hasta Gn se45
transfieren eventualmente según conocidos procedimientos a otras cepas productoras (Figura 3, C3.B), para mejorar 
aún más a la productora de metabolitos ya existente (Figura 3, C3.C).

El invento se explicará seguidamente con más detalle con ayuda de figuras y ejemplos no limitativos. 

Figura 1: (a la izquierda) La figura muestra, para la comprensión del invento, una representación del 50
transcurso del procedimiento según el estado de la técnica, a saber el principio de la producción de una
mutación cromosomal mediante las etapas A1 - A8, partiendo de la construcción de un plásmido específico 
(A1) pasando por dos etapas de selección en placas de Petri (A3 - A4), y cultivación clonal (A6) hasta 
realizar el ensayo en cuanto a una producción mejorada (A7 - A8), así como (a la derecha) el principio de la 
producción de una mutación cromosomal por recombinación, partiendo de un ADN sintético (B1) y una 55
selección de clones resistentes en placas de Petri o de clones coloreados en placas de Petri (B2).

Figura 2: La figura muestra el desarrollo conforme al invento de la recombinación para un microorganismo 
relevante para la producción biotecnológica de moléculas de bajo peso molecular. Mediante unos análisis 
de secuencias se identifican recombinasas (c1), que se incorporan en apropiados vectores de expresión 
(c2.1). Después de unas etapas que dan lugar en el anfitrión a una alta expresión de recombinasas y 60
capacitan al anfitrión para la recepción del ADN (c2.2 - c2.4), se añade el ADN monocatenario o ADN 
bicatenario (c2.5) y se selecciona en cuanto a un apropiado fenotipo de la cepa de ensayo (c2.6). 
Finalmente, en todo el ensayo en cuanto a recombinación (c2) se efectúa todavía su optimización (c3).
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Figura 3: La recombinación conforme al invento acoplada con un análisis citométrico de los productos
mediante sensores de metabolitos para el aislamiento de organismos productores de metabolitos
microbianos y el ulterior uso de las mutaciones así identificadas para el mejoramiento de organismos
productores de metabolitos ya existentes. El ADN se añadirá a las células (C1), expresará la recombinasa y 
contendrá el plásmido sensor con el sensor de metabolitos. En las células se efectúa mediante una 5
recombinasa una incorporación del ADN añadido junto con los genes mutados G1 - Gn con las mutaciones
M1-Mm. Unas células con una elevada formación del producto y una fluorescencia elevada con ello se
aíslan (C2) mediante una citometría de flujo de alto caudal de paso y selección (FACS), y se proporciona de 
esta manera una célula para la identificación de las mutaciones, que conduce a una mejorada formación de
metabolitos (C3). Eventualmente esta célula constituye también ya una mejorada productora de 10
metabolitos. Con conocidos procedimientos se somete a secuenciación el genoma o plásmido de la célula 
resultante a partir de la etapa C3 para la identificación de las mutaciones M1-Mm en los genes G1-Gn
(C3.A), con el fin de introducir éstas según conocidos procedimientos (C3.B) en organismos productores de 
metabolitos ya existentes para su mejoramiento ulterior (C3.C).

Ejemplo 1: Identificación de una recombinasa15

Con la secuencia de RecT procedente del profago Rac de Escherichia coli, depositada bajo el número de acceso
CAD61789.1 en el Banco de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, Md., EE.UU.)
se llevó a cabo un rastreo de homología con el programa Blast, BLAST 2.2.27+ (Wheeler, David; Bhagwat, Medha 
(2007). "Chapter 9 , BLAST QuickStart". In Bergman, Nicholas H. Comparative genomics Volumes 1 and 2. Methods
in Molecular Biology. 395-396. Totowa, NJ: Humana Press). El rastreo de homología se efectuó frente a todas las20
proteínas, que se codifican en los genomas de las siguientes especies de Corynebacterias: C. accolens, C. 
ammoniagenes, C. amycolatum,              C. aurimucosum, C. bovis, C. Diphtheriae, C. Efficiens, C. Genitalium, C. 
Glucuronolyticum,                     C. glutamicum, C. jeikeium, C. kroppenstedtii, C. lipophiloflavum, C. Matruchotii, C. 
nuruki,                      C. pseudogenitalium, C. pseudotuberculosis, C. resistens, C. striatum, C. Tuberculostearicum,                
C. ulcerans, C. urealyticum y C. variabile.25

Como resultado se obtuvo la secuencia cauri_1962, que codifica una proteína con una longitud de 272 aminoácidos, 
de la que un 41% era idéntica y un 61% era similar a la secuencia de RecT. La secuencia de ADN procedente de C. 
aurimucosum, determinada de esta manera, que contiene el gen de recombinasa recT, es como se indica en SEQ ID 
No. 1 y la secuencia de proteínas es como se indica en     SEQ ID No. 2.30

Ejemplo 2: Clonación de recombinasas

La clonación de recombinasas se efectuó en el vector de expresión pCLTON2 (A tetracycline inducible expression
vector for Corynebacterium glutamicum allowing tightly regulable gene expression. Lausberg F, Chattopadhyay AR, 
Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2):142-7), así como en el vector pEKEx3 (The E2 domain of OdhA 
of Corynebacterium glutamicum has succinyltransferase activity dependent on lipoyl residues of the acetyltransferase 35
AceF. Hoffelder M, Rasch K, van Ooyen J, Eggeling L. J Bacteriol. 2010; 192(19):5203-11).

Ejemplo 2a: Producción de pCLTON2-bet

Para la clonación de Bet se aisló el vector pSIM8 (Rekombineering: in vivo genetic engineering in E. coli, S. Enterica, 
and beyond. Sawitzke JA, Thomason LC, Costantino N, Bubunenko M, Datta S, Court DL. Methods Enzymol. 
2007;421:171-99) con el plásmido de QIAGEN Plus Maxi Kit (Nº de encargo 12963) procedente de E. coli. Este40
plásmido sirvió como molde para la amplificación por PCR con los pares de cebadores bet-F y bet-R.

bet-F aaggagatatagatATGAGTACTGCACTCGCAAC

bet-R TCATGCTGCCACCTTCTGCTC

El resultante fragmento de 0,8 kb se aisló mediante aislamiento en gel con el Minielute Extraktions Kit (Nº de 
encargo 28704) de Quiagen, se completó con el fragmento de Klenow, y a continuación se fosforiló con la T445
polinucleótidocinasa de Fermentas (Nº de encargo EK0031. El vector pCLTON2 (A tetracycline inducible expression
vector for Corynebacterium glutamicum allowing tightly regulable gene expression. Lausberg F, Chattopadhyay AR, 
Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2):142-7) se cortó con Smal y se desfosforiló con la fosfatasa 
alcalina de camarón de Fermentas (Nº de encargo EF0511). El fragmento y el vector se ligaron con el estuche Rapid 
DNA Ligation Kit de Roche (Nº de encargo 11 635 379 001), y con ellos se transformaron las E. coli DH5. Las células50
transformadas se sembraron en placas sobre 100 ng/ml de un medio complejo que contenía espectinomicina.

Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo una PCR de colonias con los pares de 
cebadores Pcl_fw y Pcl_rv-pEKEx2_fw.

55
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Pcl_fw GTAACTATTGCCGATGATAAGC

Pcl_rv-pEKEx2_fw CGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGC

A partir de un clon, que proporcionó un producto de PCR con el tamaño de 1,17 kb, se preparó a gran escala un 
plásmido con el estuche QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (Nº de encargo 12963). El plásmido se designó como 
pCLTON2-bet, cuya secuencia se designó como SEQ ID No. 3.

Ejemplo 2b: Producción de pCLTON2-recT5

Para la clonación de recT se aisló el vector pRAC3 (Roles of RecJ, RecO, and RecR in RecET-mediated illegitimate 
recombination in Escherichia coli. Shiraishi K, Hanada K, Iwakura Y, Ikeda H, J Bacteriol. 2002 Sep;184(17):4715-
21) con el estuche QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (Nº de encargo 12963) a partir de E. coli. Este plásmido sirvió
como molde para la amplificación por PCR con los pares de cebadores recT-F y recT-R.

10

recT-F aaggagatatagatATGACTAAGCAACCACCAATC

recT-R CGGTTATTCCTCTGAATTATCG

El resultante fragmento de 0,8 kb se aisló como se describe en el Ejemplo 2a, se ligó con pCLTON2, y con él se 
transformaron E. coli DH5. Las células transformadas se sembraron en placas sobre 100 ng/ml de un medio 
complejo que contenía espectinomicina.

15
Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo una PCR de colonias tal como se 
describe en el Ejemplo 2a. A partir de un clon que proporcionó un producto de PCR con el tamaño de 1,194 kb, se 
preparó a gran escala un plásmido. El plásmido se designó como pCLTON2-recT, cuya secuencia se designó como 
SEQ ID No. 4.

Ejemplo 2c: Producción de pCLTON2-gp4320

Para la clonación de gp43 se sintetizó el gen con el operón MWG de Eurofin (Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, 
Alemania). La secuencia del fragmento sintetizado es como se indica en SEQ ID No. 10. El fragmento se preparó
como un fragmento de 1.407 pb con las enzimas de restricción BglII y EcoRI, se trató con el fragmento de Klenow, y 
a continuación se fosforiló con la T4 polinucleótidocinasa de Fermentas  (Nº de encargo EK0031). El fragmento se 
aisló como se describe en el Ejemplo 2a, se ligó con pCLTON2, y se transformaron con ellos E. coli DH5. Las 25
células transformadas se sembraron en placas sobre 100 ng/ml de un medio complejo que contenía 
espectinomicina.

Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo una PCR de colonias tal como se 
describe en el Ejemplo 2a. A partir de un clon que proporcionó un producto de PCR con el tamaño de 1,79 kb, se 30
preparó a gran escala un plásmido. El plásmido se designó como pCLTON2-gp43, cuya secuencia se designó como 
SEQ ID No. 5.

Ejemplo 2d: Producción de pCLTON2-gp61

Para la clonación de gp61 se sintetizó el gen en el operón MWG de Eurofin (Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, 
Alemania). La secuencia del fragmento sintetizado es como se indica en SEQ ID No. 11. El fragmento se preparó35
como de 1.082 pb con las enzimas de restricción BglII y MunI, se trató con el fragmento de Klenow, y a continuación
se fosforiló con la T4 polinucleótidocinasa de Fermentas (Nº de encargo EK0031). Él se aisló como se describe en el 
Ejemplo 2a, se ligó con pCLTON2, y se transformaron con ellos E. coli DH5. Las células transformadas se 
sembraron en placas sobre 100 ng/ml de un medio complejo que contenía espectinomicina.

40
Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo una PCR de colonias tal como se 
describe en el Ejemplo 2a. A partir de un clon que proporcionó un producto de PCR con el tamaño de 1,45 kb, se 
preparó a gran escala un plásmido. El plásmido se designó como pCLTON2-gp61, cuya secuencia se designó como 
SEQ ID No. 6.

Ejemplo 2e: Producción de pCLTON2-rCau45

Para la clonación de rCau (cauri_1962) se sintetizó el gen en el operón MWG de Eurofin (Anzingerstr. 7a, 85560 
Ebersberg, Alemania. La secuencia del fragmento sintetizado es como se indica en SEQ ID No. 1. El fragmento se 
preparó como de 839 pb con las enzimas de restricción BglII y MunI, se trató con el fragmento de Klenow, y a 
continuación se fosforiló con la T4 polinucleótidocinasa de Fermentas (Nº de encargo EK0031). Él se aisló tal como
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se describe en el Ejemplo 2a, se ligó con pCLTON2, y se transformaron con ellos E. coli DH5. Las células 
transformadas se sembraron en placas sobre 100 ng/ml de un medio complejo que contenía espectinomicina.

Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo una PCR de colonias tal como se 
describe en el Ejemplo 2a. A partir de un clon que proporcionó un producto de PCR con el tamaño de 1,22 kb, se 5
preparó a gran escala un plásmido. El plásmido se designó como pCLTON2-rCau, cuya secuencia se designó como 
SEQ ID No. 7.

Ejemplo 2f: Producción de pEKEx3-recT

Para la clonación de recT en pEKEx3 se empleó como molde para la amplificación por PCR el   pCLTON2-recT
procedente del Ejemplo 2b. El gen se amplificó con los pares de cebadores Bglll-RBS-RecT-F y EcoRI-RecT-R.10

BglII-RBS-RecT-F gcagatctaaggagatatacatATGACTAAGCAACCACCAATCG

EcoRI-RecT-R gcgcgaattccaggCTGAATTATTCCTC

El resultante fragmento de 0,84 kb se aisló por medio de un aislamiento en gel con el estuche Minielute Extraktions 
KIT (Nº de encargo 28704) de Quiagen, se trató con el fragmento de Klenow, y a continuación se fosforiló con T4
polinucleótidocinasa de Fermentas (Nº de encargo EK003). El vector pEKEx3 se cortó con EcoRI y BamHI, y el 15
resultante fragmento de 8.298 pb se desfosforiló con la fosfatasa alcalina de camarón de Fermentas (Nº de encargo
EF0511). El fragmento y el vector se ligaron con el estuche Rapid ADN Ligation Kit de Roche (Nº de encargo 11 635 
379 001), y se transformaron con ellos E. coli DH5. Las células transformadas se sembraron en placas sobre 100 
ng/ml de un medio complejo que contenía espectinomicina.

20
Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo una PCR de colonias con los pares de 
cebadores col-pEKEx3-F y col-pEKEx3-R.

col-pEKEx3-F CGCCGACATCATACGGTTCTG

col-pEKEx3-R TTATCAGACCGCTTCTGCGTTC

A partir de un clon, que proporcionó un producto de PCR con el tamaño de 1,71 kb, se preparó a gran escala un 25
plásmido con el estuche QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (Nº de encargo 12963). El plásmido se designó como 
pEKEx3-recT, cuya secuencia se designó como SEQ ID No. 8.

Ejemplo 2g: Producción de pEKEx3-bet

Para la clonación de la recombinasa Bet se empleó como molde para la amplificación por PCR el pCLTON2-rCau
procedente del Ejemplo 2e. El gen se amplificó con los pares de cebadores BglII-RBS-bet-F y EcoRI-bet-R.30

BglII-RBS-bet-F cggcagatctaaggagatatacatATGAGTACTGCACTCGCAAC

EcoRI-bet-R gcgcggaattCATGCTGCCACCTTCTGC

El resultante fragmento de 0,81 kb se aisló por medio de un aislamiento en gel con el estuche Minielute Extraktions 
Kit (Nº de encargo 28704) de Quiagen, se trató con el fragmento de Klenow, y a continuación se fosforiló con la T4
polinucleótidocinasa de Fermentas (Nº de encargo EK0031). El vector pEKEx3 se cortó con EcoRI y BamHI, y el 35
resultante fragmento de 8.298 pb se desfosforiló con la fosfatasa alcalina de camarón de Fermentas (Nº de encargo
EF0511). El fragmento y el vector se ligaron con el estuche Rapid ADN Ligation Kit de Roche (Nº de encargo 11 635 
379 001), y se transformaron con ellos E. coli DH5. Las células transformadas se sembraron en placas sobre 100 
ng/ml de un medio complejo que contenía espectinomicina.

40
Para el ensayo en cuanto a deseados productos de ligación se llevó a cabo, tal como en el Ejemplo 2e, una PCR de 
colonias con los pares de cebadores col-pEKEx3-F y col-pEKEx3-r. A partir de un clon, que proporcionó un producto 
de PCR con el tamaño de 1,08 kb, se preparó a gran escala un plásmido con el estuche QIAGEN Plasmid Plus Maxi 
Kit (Nº de encargo 12963). El plásmido se designó como pEKEx3-bet, cuya secuencia se designó como SEQ ID No. 
9.45
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Ejemplo 3: Producción de una cepa de ensayo

Con el fin de incorporar una copia no funcional de un gen que confiere resistencia a kanamicina en el cromosoma de 
C. glutamicum ATCC13032, se produjeron en primer lugar con los pares de cebadores Scal-KanR-F / Kan(-)-L-R y 
Munl-R-R / Kan(-)-R-F dos fragmentos de PCR que se habían de fusionar con el vector pJC1 (Cremer J, Treptow C, 
Eggeling L, Sahm H. Regulation of enzymes of lisine biosynthesis in Corynebacterium . J Gen Microbiol. 5
1988;134(12):3221-9) como molde.

Scal-KanR-F CGAGTACTACAAACGCGGCCATAAC

Kan(-)-L-R GTCGGAAGAGGCATAGAATTCCGTCAGCCAGTTTAG

Kan(-)-R-F GCTGACGGAATTCTATGCCTCTTCCGACCATC

Munl-R-R ATACAATTGAACAAAGCCGCCGTCC

Ambos fragmentos de PCR resultantes se purificaron con el estuche Minielute Extraktions Kit (Nº de encargo 28704)
de Quiagen y se fusionaron en una PCR de fusión con los pares de cebadores           Scal-KanR-F / Munl-R-R para 10
dar el defectuoso gen de resistencia a kanamicina. Éste contiene en posición 234 como nucleótido adicional una 
citosina, con lo que presenta un desplazamiento de marco y el gen no se lee completamente. El resultante producto
se restringió con ScaI y MunI y a continuación se clonó en el pK18mobsacB-lysOP7 cortado con EcoRI y ScaI 
(Acetohidroxyacid synthase, a novel target for improvement of L-lisine production by Corynebacterium glutamicum. 
Blombach B, Hans S, Bathe B, Eikmanns BJ. Appl Environ Microbiol. Ene 2009;75(2):419-427). En este vector el 15
defectuoso gen de resistencia a kanamicina está flanqueado por dos zonas no codificadas del genoma de C.
glutamicum, a través de las cuales se efectúa la integración homóloga en el genoma. A continuación se integró toda 
la casete en el genoma de C. glutamicum entre las posiciones 1.045.503 hasta 1.045.596 según procedimientos 
conocidos a través de una selección doblemente positiva (SmaII mobilizable multi-purpose cloning vectors derived 
from the Escherichia coli plasmids pK18 and pK19: selection of defined deletions in the cromosome of 20
Corynebacterium glutamicum. Schäfer A, Tauch A, Jäger W, Kalinowski J, Thierbach G, Pühler A Gene. 22 Jul
1994;145(1):69-73). La correcta integración del defectuoso gen de resistencia a kanamicina en el cromosoma se 
comprobó con los pares de cebadores coINCR-L2 y coINCR-R2. El tamaño del fragmento de PCR fue de 3937 pb.

coINCR-L2: CATTGGTCACCTTTGGCGTGTGG

colNCR-R2: AATCAATGAGCGCCGTGAAGAAGG

Ejemplo 4: Ensayo en cuanto a actividad de recombinasa25

La transformación de la cepa de ensayo se efectuó tal como se describe en la referencia de Tauch y colaboradores
para Corynebacterium diphtheriae y C. glutamicum (Efficient electrotransformation of Corynebacterium diphtheriae 
with a mini-replicon derived from the Corynebacterium glutamicum plasmid pGC1. Tauch A, Kirchner O, Löffler B, 
Götker S, Pühler A, Kalinowski J. Curr Microbiol. Nov de 2002;45(5):362-367). La cepa se hizo competente y en 
cada caso se emplearon 0,5 microgramos del vector que codificaba la recombinasa para la electroporación. Unos 30
clones resistentes a espectinomicina se seleccionaron sobre el medio complejo de infusión de corazón - cerebro -
sorbitol, BHIS, (High efficiency electroporation of intact Corynebacterium glutamicum cells. Liebl W, Bayerl A, Schein 
B, Stillner U, Schleifer KH. FEMS Microbiol Lett. Dic 1989;53(3):299-303), que contenía 100 microgramos de 
espectinomicina (BHIS-Spec100).

35
En cada caso un clon de la cepa de ensayo, que contenía el vector pCLTON2-bet, pCLTON2-recT, pCLTON2-gp43, 
pCLTON2-gp61, pCLTON2-rCau, pEKEx3-recT, o respectivamente pEKEx3-bet, se inoculó en 50 ml de BHIS-
Spec100 y se cultivó durante una noche a 130 rpm y 30 °C en el matraz de Erlenmeyer. A la mañana siguiente se 
inocularon 500 ml de BHIS-Spec100 + IPTG (0,5 mM en el caso de utilizarse pEKEx3-recT, pEKEx3-bet) o de 
tetraciclina (250 ng / ml en el caso de utilizarse pCLTON2-bet, pCLTON2-recT, pCLTON2-gp43, pCLTON2-gp61, 40
pCLTON2-rCau) con 10 ml del medio incubado durante una noche y se cultivaron durante 4 hasta 6 h para 
conseguir una OD (densidad óptica) de 1,5 hasta 2. A continuación, el cultivo se enfrió durante 30 min sobre hielo,
se lavó dos veces con 50 ml de glicerol al   10 %, con Tris 1 mM de pH 8 y a continuación dos veces con glicerol al 
10 %. El sedimento celular se llevó a reflujo y se resuspendió en 1 ml adicional de glicerol al 10 %, se repartió en 
partes alícuotas cada una de 150 µl, se congeló bruscamente en nitrógeno líquido y se almacenó a -75 °C hasta el 45
consumo. Para el consumo, las células, en el transcurso de 20 min, se descongelaron moderadamente sobre hielo, y 
se mezclaron con 1 µg de ADN.

Como ADN se empleó el oligo Kan100*, con la secuencia
ATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTC 50
AGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGC. Este ADN se sintetizó en el operón MWG de Eurofin
(Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania).

La suspensión de células y 1 microgramo de ADN se transfirieron a cubetas de electroporación y se cubrieron 
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cuidadosamente con 800 µl de glicerol al 10 % enfriado con hielo y a continuación se sometieron a electroporación. 
Para la regeneración, las células se transfirieron inmediatamente a 4 ml de BHIS atemperado previamente a 46 °C y 
se incubaron durante 6 min a 46 °C. A continuación se efectuó una cultivación durante 1 hasta 6 horas a 30 °C y 170 
rpm en 15 ml de Falcon. Después de ello las células se transfirieron a BHIS, que contenía 50 microgramos por 
mililitro de kanamicina. El resultado se representa en la Tabla 1. Se pone de manifiesto que, por cada tanda, como 5
máximo 57 células son resistentes espontáneamente a kanamicina, la más alta frecuencia de recombinación de 
20.054 clones se obtuvo con pEKEx3-recT, y una actividad de recombinasa decreciente se obtuvo con pCLTON2-
recT, pEKEx3-bet, pCLTON2-rCau, y pCLTON2-gp61. La actividad de recombinasa con pCLTON2-gp43 se sitúa 
apenas sobre la de fondo, y el pCLTON2-bet no es activo.

Ejemplo 5: Optimización de la actividad de recombinasa10

La cepa de ensayo con pEKEx3-recT se inoculó en 50 ml de BHIS-Spec100 y se cultivó durante una noche a 130 
rpm y 30 °C en el matraz de Erlenmeyer. A la mañana siguiente se inocularon 500 ml de BHIS-Spec100 + 0,5 mM de 
IPTG con 10 ml del medio incubado durante una noche y se cultivaron durante 0, 1 o 4 horas. La cepa de ensayo
con pCLTON2-recT se inoculó en 50 ml de BHIS-Spec100 y durante una noche a 130 rpm y 30 °C en el matraz de 
Erlenmeyer. A la mañana siguiente se inocularon 500 ml de BHIS-Spec100 + 250 nanogramos de tetraciclina con 10 15
ml del medio incubado durante una noche y se cultivaron durante 0, 1 o 4 horas. A continuación, el cultivo se enfrió 
sobre hielo durante 30 min, se lavó dos veces con 50 ml de glicerol al 10 %, con Tris 1 mM de pH 8 y a continuación 
dos veces con glicerol al 10 %. El sedimento celular se llevó a reflujo y se resuspendió en 1 ml adicional de glicerol 
al 10 %, se repartió en partes alícuotas cada una de 150 µl, se congeló bruscamente en nitrógeno líquido y se 
almacenó a -75 °C hasta el consumo. Para el consumo, las células, en el transcurso de 20 min, se descongelaron 20
moderadamente sobre hielo, y se mezclaron con 1 microgramo de ADN.

La electroporación y la regeneración se efectuaron tal como se describe en el Ejemplo 4. La Tabla 2 pone de 
manifiesto que, después de una inducción durante 4 horas en el caso del uso de la recombinasa recT, en el vector
pEKEx3-recT se presenta una máxima frecuencia de recombinación.25

Para la ulterior optimización se usaron células de la cepa de ensayo con pEKEx3-recT tal como antes, pero se 
añadieron cantidades crecientes de ADN. La Tabla 3 pone de manifiesto que en el caso del uso de la recombinasa
recT, en el vector pEKEx3-recT con una concentración de 10 microgramos de ADN se presenta una máxima
frecuencia de recombinación.30

Ejemplo 6: Obtención de una productora de lisina por recombinación en el gen lysC con una molécula de ADN

Para el aislamiento directo de una cepa productora de lisina de modo aumentado, partiendo de una cepa de partida, 
se transformó C. glutamicum ATCC13032 con el nanosensor pSenLys. El nanosensor pSenLys se describe en el 
documento WO2011138006. Unas células de la resultante cepa se transformaron con pEKEx3-recT y la
recombinasa se indujo tal como se describe en el Ejemplo 4. El ADN lysC-100* se sintetizó en el operón MWG de 35
Eurofin (Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania). Él se ha depositado como SEQ ID No. 32.
IysC-100*:

10 microgramos del ADN lysC-100* se transfirieron mediante electroporación, tal como se describe en el Ejemplo 4, 
a la cepa (Figura 1, C1). A continuación se efectuó una regeneración de la cepa durante 4 horas en BHIS 10040
microgramos por mililitro de espectinomicina. A continuación las células se separaron por centrifugación y se 
resuspendieron en 700 microlitros de CGXII-glucosa. Este medio mínimo se describe en la referencia de Keilhauer y 
colaboradores (Isoleucine synthesis in Corynebacterium glutamicum: molecular analysis of the ilvB-ilvN-ilvC operon. 
Keilhauer C, Eggeling L, Sahm H. J Bacteriol. Sep de 1993;175(17):5595-603). Las células se incubaron hasta 
alcanzar la fase estacionaria durante 40 horas a 30 grados Celsius. Después de ello se sobreinoculó a 1:10 en un 45
nuevo medio de CGXII-glucosa, se incubó durante 4 horas, y la suspensión de células se aportó al análisis 
citométrico de los productos y a la selección de células individuales (Figura 2, C2).

Para el análisis por citometría de flujo y la clasificación de las células con una alta fluorescencia, la suspensión de 
células se ajustó en un medio de CGXII-glucosa a una densidad óptica por debajo de 0,1, e inmediatamente se 50
aportó al clasificador de células ARIA II high-speed cell sorter (Becton Dickinson GmbH, Tullastr. 8-12, 69126 
Heidelberg). El análisis se efectuó con las longitudes de onda de excitación de 488 y 633 nm y la detección se 
efectuó con las longitudes de onda de emisión de 530 ± 15 nm y de 660 ± 10 nm a una presión de las muestras de 
70 psi. Los datos se analizaron con el programa lógico Software-Version BD diVA 6.1.3 perteneciente al aparato. La 
“gating” (puesta a puerta) electrónica se ajustó con ayuda del “forward and backward scatter” (difusor hacia adelante 55
y hacia atrás), con el fin de excluir las partículas no bacterianas. Con el fin de clasificar células positivas para EYFP, 
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el siguiente escalón de la “gating” electrónica se escogió con el fin de excluir células no fluorescentes. De esta 
manera se clasificaron y separaron 51 células fluorescentes en unas placas de Petri que contenían el medio BHIS.

La placa de Petri se incubó durante 30 horas a 30 grados Celsius, y a continuación se incubó en cada caso con un 
clon uno de los 46 recipientes de reacción de la placa de microtitulación Flowerplate (de 48 pocillos) del sistema de 5
cultivación BioLector (m2plabs GmbH, Aachen, Alemania). Cada recipiente de reacción contenía 0,7 microlitros de 
CGXII-glucosa. Uno de los recipientes de reacción se inoculó con un testigo negativo, y otro de ellos se inoculó con 
un testigo positivo. A continuación, la placa de microtitulación se incubó a 30°C, con 1.200 rpm (revoluciones por 
minuto), radio de sacudimiento 3 mm durante 2 días, En el sistema de cultivación BioLector se registró “online” el 
crecimiento como luz dispersada a 620 nm, así como se registró continuamente la fluorescencia del cultivo con una 10
longitud de onda de excitación de 485 nm y con una longitud de onda de emisión de 520 nm.

Después de 2 días se determinó la fluorescencia específica de los cultivos a partir de los datos registrados. Ella se 
había aumentado, en 33 cultivos clonales, hasta por lo menos el cuádruplo con respecto al testigo negativo. De 12 
de estos cultivos se determinó la secuencia de lysC en el genoma. En todos los casos, la citosina en la posición 932 15
del gen se había intercambiado por una timidina. La secuencia correspondía por consiguiente a la región de 
secuencias que se presentaba en el oligo       lysC-100* sintetizado y conduce a la formación de lisina en el caso de
C. glutamicum (Binder y colaboradores Genome Biology 2012, 13:R40).

Ejemplo 7: Obtención de una productora de lisina por recombinación en el gen murE con varias moléculas de ADN al 
mismo tiempo20

Para el aislamiento directo de una cepa que produce lisina de modo aumentado, partiendo de una cepa de partida
mediante mutaciones murE, se usó la cepa de partida C. glutamicum ATCC13032 descrita en el Ejemplo 6 con 
pSenLys y pEKEx3-recT. Los oligos de ADN murE individuales se sintetizaron mediante el operón MWG de Eurofin
(Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania). Se usaron las siguientes secuencias murE: murEG81amb*, SEQ ID 
No. 12; murEG81A*, SEQ ID No. 13; murEG81C*, SEQ ID No. 14; murE G81D*, SEQ ID No. 15; murEG81E*, SEQ 25
ID No. 16; murEG81F*, SEQ ID No. 17; murEG81H*, SEQ ID No. 18; murEG81I*, SEQ ID No. 19; murEG81K*, SEQ 
ID No. 20; murEG81L*, SEQ ID No. 21; murEG81M*, SEQ ID No. 22; murEG81N*, SEQ ID No. 23; murEG81P*, 
SEQ ID No. 24; murEG81Q*, SEQ ID No. 25; murEG81R*, SEQ ID No. 26; murEG81S*, SEQ ID No. 27; 
murEG81T*, SEQ ID No. 28; murEG81V*, SEQ ID No. 29; murEG81W*, SEQ ID No. 30; murEG81Y*, SEQ ID No. 
31.30

En cada caso se sacó 1 microgramo de estos oligos de ADN, y los resultantes 20 microgramos se mezclaron con 
una parte alícuota de células y se transfirieron mediante electroporación a la cepa tal como se describe en el 
Ejemplo 4 (Figura 2, C1). A continuación se efectuó la regeneración de las células con las subsiguientes
cultivaciones y el análisis por citometría de flujo y la clasificación de las células (Figura 2, C2) tal como se describe35
en el Ejemplo 5.

De esta manera se clasificaron y separaron 62 células fluorescentes en placas de Petri, que contenían el medio
BHIS. La placa de Petri se incubó durante 30 horas a 30 grados Celsius, y a continuación se incubó en cada caso 
con un clon uno de los 46 recipientes de reacción de la placa de microtitulación Flowerplate (de 48 pocillos) del40
sistema de cultivación BioLector (m2plabs GmbH, Aachen, Alemania). Cada recipiente de reacción contenía 0,7 
microlitros de CGXII-glucosa. Uno de los recipientes de reacción se inoculó con un testigo negativo, y otro de ellos
se inoculó con un testigo positivo. A continuación la placa de microtitulación se incubó a 30°C, con 1.200 rpm, un 
radio de sacudimiento de 3 mm durante 2 días. En el sistema de cultivación BioLector se registró “online” el 
crecimiento como luz dispersada a    620 nm, así como se registró continuamente la fluorescencia del cultivo con 45
una longitud de onda de excitación de 485 nm y con una longitud de onda de emisión de 520 nm.

Después de 2 días se determinó la fluorescencia específica de los cultivos a partir de los datos registrados. Ella se 
había aumentado en 33 cultivos clonales hasta por lo menos el cuádruplo con respecto al testigo negativo. De 21
cultivos se efectuó para la verificación de la formación del producto (Figura 2, C3) todavía una determinación de L-50
lisina en el medio. La determinación de lisina se efectuó como un derivado de o-ftaldialdehído mediante una 
cromatografía de fase líquida de alto rendimiento con un sistema uHPLC 1290 Infinity (Agilent) en una columna de 
fase inversa Zorbax Eclipse AA C18 3.5 micron 4.6 x 75 mm y un detector de fluorescencia. Como eluyente se usó
un gradiente de borato de Na 0,01 M de pH 8.2 con una concentración creciente de metanol, y la detección de los
derivados de isoindol fluorescentes se efectuó con una longitud de onda de excitación de 230 nm y con una longitud 55
de onda de emisión de 450 nm. Se determinaron los valores de L-lisina mostrados en la Tabla 4, que ponen de 
manifiesto una mejoría de la formación de L-lisina con respecto a los de la cepa de partida.

De estos 21 clones se determinó la secuencia de murE en el genoma. La secuenciación se efectuó después de la
amplificación por PCR en el operón MWG de la empresa Eurofin (Anzingerstr. 7a, 85560 Ebersberg, Alemania). Las60
mutaciones obtenidas se recopilan en la Tabla 4. Se pone de manifiesto que de esta manera se obtuvieron 10 
diferentes mutaciones murE partiendo de la cepa de partida, de las cuales nueve condujeron a una formación de
lisina aumentada con respecto a la de la cepa de partida. Las secuencias de los alelos murE obtenidos son SEQ ID 
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No. 33, murEG81W; SEQ ID No. 34, murEG81Y; SEQ ID No. 35, murEG81N; SEQ ID No. 36, murEG81C; SEQ ID 
No. 37, murEG81S; SEQ ID No. 38, murEG81F; SEQ ID No. 39, murEG81V; SEQ ID No. 40, murEG81L; SEQ ID 
No. 41, murEG81H; SEQ ID No. 42, murEG81I; SEQ ID No. 43, murEG81T; y SEQ ID No. 44, murEG81 R. 

Tabla 1. Comparación de las actividades de recombinasa en Corynebacterium glutamicum5

Vector cfua (rec) cfu (spont)

pCLTON2-bet 8 0

pCLTON2-recT 12513 31

pCLTON2-gp43 97 57

pCLTON2-gp61 306 1

pCLTON2-rCau 2475 7

pEKEx3-recT 20054 44

pEKEx3-bet 6491 12
a cfu (rec) indica el número de clones resistentes a kanamicina que han resultado por recombinación con el oligo 
Kan*; cfu (spont) es el número de clones espontáneamente resistentes a kanamicina que han procedido de una
tanda testigo, que contenía agua en vez del oligo Kan. Se puede reconocer manifiestamente que con la recombinasa
recT se consigue en pEKEx3-recT o también en pCLTON2-recT una alta eficiencia de recombinación. También con 
la recombinasa rCau procedente de Corynebacterium aurimucosum se consigue una muy alta eficiencia de 
recombinación, que está situada manifiestamente por encima de la de los clones espontáneamente resistentes.

Tabla 2. Comparación de actividades de recombinasa después de diferentes tiempos de inducción

Vector Tiempo de inducción (h) cfua (rec) cfu (spont)

pCLTON2-recT 0 101 2

pCLTON2-recT 1 816 1

pCLTON2-recT 4 8831 6

pEKEx3-recT 0 1238 6

pEKEx3-recT 1 53460 7

pEKEx3-recT 4 33165 7
a cfu (rec) y cfu (spont) son como en la Tabla 1. La influencia del tiempo de inducción para la expresión de la
recombinasa sobre la eficiencia de recombinación se puede reconocer manifiestamente.

10
Tabla 3. Comparación de actividades de recombinasa en el caso de emplearse una diversa cantidad de ADN

Vector Cantidad (µg) Cfu (rec)

pEKEx3-recT 0 13

pEKEx3-recT 0,05 1139

pEKEx3-recT 0,1 2673

pEKEx3-recT 0,5 25080

pEKEx3-recT 1 15840

pEKEx3-recT 5 301950

pEKEx3-recT 10 950400

pEKEx3-recT 25 940500

pEKEx3-recT 50 871200

pEKEx3-recT 100 831600
a cfu (rec) y cfu (spont) cfu (rec) y cfu (spont) son como en la Tabla 1. Se puede reconocer manifiestamente cómo la 
cantidad de ADN añadida a la tanda de recombinación aumenta la frecuencia de recombinación. En el caso de 10
microgramos de ADN se consigue la máxima frecuencia de recombinación.
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Tabla 4. Resultado de la secuenciación de alelos de murE en unos clones, que se habían obtenido por 
recombinación y análisis citométrico directo de los productos mediante el nanosensor (Figura 3) y después de la
verificación (Figura 3, C3.B), así como la formación de lisina y la fluorescencia en cultivos de éstos.

Cepa
Codón 241-243
de murE 

Aminoácido 81
de murE 

Fluorescencia (AU) Lisina (mM)

Cepa de
partida

GGA (G) Glicina 0,07 0

I.4 TGG (W) Triptófano 1,80 11

I.6 TAC (Y) Tirosina 1,17 9

I.7 AC (N) Asparagina 0,73 5

I.24 TTC (F) Fenilalanina 1,36 8

I.25 TGC (C) Cisteína 1,08 7

I.34 CTG (L) Leucina 1,83 12

II.1 CAC (H) Histidina 0,46 1

II.4 GTG (V) Valina 1,47 9

II.5 ACC (T) Treonina 0,47 1

II.24 ATC (I) Isoleucina 1,85 10

II.23 CGC (R) Arginina 2,05 10

5
Secuencias según el protocolo de secuencias: 

SEQ ID Nombre

SEQ ID No. 1 Gen de recombinasa

SEQ ID No. 2 Recombinasa

SEQ ID No. 3 pCLTON2-bet

SEQ ID No. 4 pCLTON2-recT

SEQ ID No. 5 pCLTON2-gp43

SEQ ID No. 6 pCLTON2-gp61

SEQ ID No. 7 pCLTON2-rCau

SEQ ID No. 8 pEKEx3-recT

SEQ ID No. 9 pEKEx3-bet

SEQ ID No. 10 gp43 adaptado

SEQ ID No. 11 gp61 adaptado

SEQ ID No. 12 murEG81amb*

SEQ ID No. 13 murEG81A*

SEQ ID No. 14 murEG81C*

SEQ ID No. 15 murEG81D*

SEQ ID No. 16 murEG81E*

SEQ ID No. 17 murEG81F*

SEQ ID No. 18 murEG81H*

SEQ ID No. 19 murEG81I*

SEQ ID No. 20 murEG81K*

SEQ ID No. 21 murEG81L*

SEQ ID No. 22 murEG81M*

SEQ ID No. 23 murEG81N*

SEQ ID No. 24 murEG81P*

SEQ ID No. 25 murEG81Q*

SEQ ID No. 26 murEG81R*
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SEQ ID Nombre

SEQ ID No. 27 murEG81S*

SEQ ID No. 28 murEG81T*

SEQ ID No. 29 murEG81V*

SEQ ID No. 30 murEG81W*

SEQ ID No. 31 murEG81Y*

SEQ ID No. 32 lyse-100*

SEQ ID No. 33 murEG81W

SEQ ID No. 34 murEG81Y

SEQ ID No. 35 murEG81N

SEQ ID No. 36 murEG81C

SEQ ID No. 37 murEG81S

SEQ ID No. 38 murEG81F

SEQ ID No. 39 murEG81V

SEQ ID No. 40 murEG81L

SEQ ID No. 41 murEG81H

SEQ ID No. 42 murEG81I

SEQ ID No. 43 murEG81T

SEQ ID No. 44 murEG81R

LISTA DE SECUENCIAS

110> Forschungszentrum Jülich GmbH

<120> Procedimiento para la identificación de una célula con una concentración intracelular, aumentada en 
comparación con la de su tipo salvaje, de un determinado metabolito, consiguiéndose por recombinación la 5
modificación de la célula, así como un procedimiento para la producción de una célula productora modificada 
genéticamente con respecto a su tipo salvaje, con producción optimizada de un determinado metabolito, un
procedimiento para la preparación de este metabolito, así como ácidos nucleicos apropiados para ello
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<130> PT1.2597

<160> 44

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
< 211> 8195
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium aurimucosum

<400> 1 

<210> 210
< 211> 272
< 212> PRT
< 213> Corynebacterium aurimucosum

<400> 2 

15

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



23

<210> 3
< 211> 4100
< 212> ADN5
< 213> Escherichia coli

<400> 3 
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<210> 4
< 211> 3700
< 212> ADN
< 213> Escherichia coli5
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<400> 4 
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<210> 5
< 211> 3650
< 212> ADN
< 213> Mycobakterium5
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<400> 5 
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<210> 6
< 211> 3706
< 212> ADN
< 213> Mycobakterium5

<400> 6 
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<210> 7
< 211> 3950
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium aurimucosum5

<400> 7 
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<210> 8
< 211> 9137
< 212> ADN
< 213> Escherichia coli5

<400> 8 

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



34

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



35

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



36

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



37

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



38

<210> 9
< 211> 9100
< 212> ADN
< 213> Escherichia coli5

<400> 9 
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<210> 10
< 211> 1429
< 212> ADN
< 213> Mycobakterium5
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<400> 10 

<210> 11
< 211> 1093
< 212> ADN5
< 213> Mycobakterium
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<400> 11 

<210> 12
< 211> 1005
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 12 10

<210> 13
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial15

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 13 

<210> 1420
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial
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<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 14 

<210> 155
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido10

<400> 15 

<210> 16
< 211> 100
< 212> ADN15
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 16 

20

<210> 17
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>25
< 223> oligonucleótido

<400> 17 

<210> 18
< 211> 10030
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 18 35
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<210> 19
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>5
< 223> oligonucleótido

<400> 19 

<210> 20
< 211> 10010
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 20 15

<210> 21
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial20

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 21 

<210> 2225
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido30

<400> 22 

<210> 23
< 211> 100
< 212> ADN35
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

E13821429
06-10-2017ES 2 643 014 T3

 



47

<400> 23 

<210> 24
< 211> 100
< 212> ADN5
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 24 

10

<210> 25
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>15
< 223> oligonucleótido

<400> 25 

<210> 26
< 211> 10020
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 26 25

<210> 27
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial30

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 27 

<210> 2835
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial
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<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 28 

<210> 295
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido10

<400> 29 

<210> 30
< 211> 100
< 212> ADN15
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 30 

20

<210> 31
< 211> 100
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>25
< 223> oligonucleótido

<400> 31 

<210> 32
< 211> 10030
< 212> ADN
< 213> artificial

<220>
< 223> oligonucleótido

<400> 32 35
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<210> 33
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<400> 33 5

<210> 34
< 211> 156610
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 34 

<210> 355
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 35 

<210> 365
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 36 

<210> 375
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> corynebacterium glutamicum
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<400> 37 

<210> 385
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 38 

<210> 395
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 39 

<210> 405
< 211> 1566
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 40 

<210> 41
< 211> 1566
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 41 

<210> 42
< 211> 1566
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 42 

<210> 43
< 211> 15665
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 43 

<210> 44
< 211> 15665
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 44 
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo modificado genéticamente con respecto a su tipo salvaje que comprende una secuencia 
génica que codifica un sensor de metabolitos, que codifica una proteína que reconoce a un aminoácido, un ácido 
orgánico, un ácido graso, una vitamina o una sustancia activa vegetal,
caracterizado porque5
el microorganismo contiene un vector, que contiene un gen que codifica una recombinasa que no está presente en el 
tipo salvaje del microorganismo según de una de las secuencias 8, 4, 9, 7, 6, 5 o 3.

2. Un microorganismo según la reivindicación 1,
caracterizado porque10
la secuencia génica que codifica una recombinasa es una secuencia que codifica una proteína, que recombina a un 
ADN añadido extracelularmente con un ADN propio de la célula.

3. Un microorganismo según una de las reivindicaciones 1 o 2,
caracterizado porque15
el microorganismo es un microorganismo del género Corynebacterium, Enterobacterium o Escherichia.

4. Un procedimiento para identificar a un microorganismo tomado del conjunto que se compone de Corynebacterium, 
Enterobacterium o Escherichia, que contiene un vector según la secuencia 4 u 8 con una concentración intracelular, 
elevada con respecto a su tipo salvaje, de un determinado metabolito tomado del conjunto que se compone de un 20
aminoácido, un ácido orgánico, un ácido graso, vitaminas o una sustancia activa vegetal en una suspensión de 
células, que incluye las etapas de procedimiento de: 

i) poner a disposición una suspensión de células que contiene el microorganismo tomado del conjunto que 
se compone de Corynebacterium, Enterobacterium o Escherichia, que contiene un vector según la 
secuencia 4 u 8 y adicionalmente una secuencia génica que codifica un sensor de metabolitos, que 25
reconoce a metabolitos tomados del conjunto que se compone de un aminoácido, un ácido orgánico, un 
ácido graso, vitaminas o una sustancia activa vegetal;
ii) modificar genéticamente las células según la etapa i) por recombinación mediando adición de un ADN,
que contiene por lo menos un gen G1 hasta Gn modificado o por lo menos una mutación M1 hasta Mm, 
mediando obtención de una suspensión de células, en la que las células se diferencian en lo que se refiere 30
a la concentración intracelular del metabolito;
iii) identificar células individuales en la suspensión de células con una concentración intracelular elevada del
metabolito por detección de fluorescencia mediante un sensor de metabolitos para aminoácidos, ácidos 
orgánicos, ácidos grasos, vitaminas o sustancias activas vegetales.

5. Un procedimiento para producir un microorganismo modificado genéticamente con respecto a su tipo salvaje35
tomado del conjunto que se compone de Corynebacterium, Enterobacterium o Escherichia con producción
optimizada de un metabolito tomado del conjunto que se compone de un aminoácido, un ácido orgánico, un ácido 
graso, vitaminas o una sustancia activa vegetal, que incluye las siguientes etapas: 

i) poner a disposición una suspensión de células que contiene el microorganismo tomado del conjunto que 
se compone de Corynebacterium, Enterobacterium o Escherichia, que contiene un vector según la 40
secuencia 4 u 8 y adicionalmente una secuencia génica que codifica un sensor de metabolitos, que 
reconoce a metabolitos tomados del conjunto que se compone de un aminoácido, un ácido orgánico, un 
ácido graso, vitaminas o una sustancia activa vegetal;
ii) modificar genéticamente las células según la etapa i) por recombinación mediando adición de un ADN,
que contiene por lo menos un gen G1 hasta Gn modificado o por lo menos una mutación M1 hasta Mm, 45
mediando obtención de una suspensión de células, en la que las células se diferencian en lo que se refiere 
a la concentración intracelular del metabolito;
iii) identificar células individuales en la suspensión de células con una concentración intracelular elevada del
metabolito por detección de fluorescencia mediante un sensor de metabolitos para aminoácidos, ácidos 
orgánicos, ácidos grasos, vitaminas o sustancias activas vegetales.50
iv) separar las células identificadas a partir de la suspensión de células;
v) identificar por lo menos a un gen G1 hasta Gn modificado genéticamente o por lo menos a una mutación
M1 hasta Mm en las células identificadas y separadas, que es responsable de la elevada concentración 
intracelular del metabolito;
vi) producir una célula productora modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje con una 55
optimizada producción del metabolito, cuyo genoma comprende por lo menos uno de los genes G1 hasta 
Gm y/o por lo menos una mutación M1 hasta Mm.

6. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 4 hasta 5,
caracterizado porque
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la modificación genética de la célula según la etapa ii) se efectúa mediante una recombinasa, que contiene una o 
varias moléculas de ADN incorporadas en la célula, que contiene el gen modificado o los genes G1 hasta Gn 
modificados y/o la mutación o las mutaciones M1 hasta Mm, incorpora en el ADN propio de la célula, que se 
presenta como cromosoma o plásmido.

5
7. Un procedimiento según una de las reivindicaciones 5 o 6,
caracterizado porque
se emplea un ADN para por lo menos un gen G1 hasta Gn modificado y/o por lo menos una mutación M1 hasta Mm,
que codifican una de las etapas de la ruta de biosíntesis del metabolito.

10
8. Un procedimiento para producir un metabolito, que incluye las etapas de procedimiento de: 

a) producir una célula modificada genéticamente con respecto a su tipo salvaje con una optimizada 
producción de un determinado metabolito mediante un procedimiento según las reivindicaciones 5 hasta 7,
b) cultivar la célula en un medio de cultivo, que contiene sustancias nutricias en unas condiciones en las 
que la célula procedente de las sustancias nutricias produce el determinado metabolito.15

9. Un procedimiento según la reivindicación 8,
caracterizado porque
el metabolito es un componente tomado del conjunto que se compone de aminoácidos, ácidos orgánicos, ácidos 
grasos, vitaminas o sustancias activas vegetales.

20
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