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ES 2 534282713

DESCRIPCION
Un método para lograr la expresion polipeptidica mejorada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para producir un polipéptido en una célula hospedante, en el que las
secuencias nucleotidicas que codifican el polipéptido se han modificado con respecto a su uso de codones, en
particular los pares de codones que se usan, para obtener expresion mejorada de la secuencia nucleotidica que
codifica el polipéptido, y/o la produccion mejorada del polipéptido.

Antecedentes de la técnica

La presente invencion se refiere a métodos mejorados para producir polipéptidos. Se han aplicado numerosos
enfoques para generar cepas para la sobreexpresion y/o produccion de proteinas. Esto incluye, pero no se limita a,
obtencion de cepas con multiples copias del gen que codifica la proteina de interés (POI), y aplicar secuencias
promotoras fuertes.

Cada aminoacido especifico es codificado por un minimo de un codén y un maximo de seis codones. La
investigacion previa ha mostrado que el uso de codones en genes que codifican los polipéptidos de las células esta
predispuesto entre especies (Kanaya, S, Y. Yamada, Y. Kudo y T. lkemura (1999) Studies of codon usage and tRNA
genes at 18 unicellular organisms and quantification of Bacillus subtilis tRNAs: gene expression level and species-
specific diversity of codon usage based on multivariate analysis. Gene 238:143-155). Publicaciones previas
describen la optimizacién del uso de codones en una célula hospedante dada para mejorar la produccion
polipeptidica (como ejemplo, véase el documento WO 97/11086). Mas especificamente, el documento WO 03/70957
describe el uso optimizado de codones en hongos filamentosos para producir polipéptidos de plantas. En todos
estos casos de optimizacion “clasica” de codones, un codén nativo se ha sustituido por el codén mas frecuente a
partir de un conjunto de referencia de genes, mientras que la velocidad de traduccién del codén para cada
aminoacido se disefia para que sea elevada (optimizada).

Mas recientemente, en el documento WO 03/85114, se describié la armonizacién del uso de codones, que tiene en
cuenta la distribucion de todos los codones en genes del organismo hospedante, suponiendo que estos afecten al
plegamiento de la proteina.

La disponibilidad de genomas completamente secuenciados de muchos organismos en afios recientes, por ejemplo
Bacillus subtilis (Kunst et al. 1997), Bacillus amyloliquefaciens, Aspergillus niger (Pel et al., 2007, Nat Biotech. 25:
221-231), Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/), diversos genomas de
plantas, ratén, rata y ser humano, ha ofrecido la posibilidad de analizar diferentes aspectos de las propias
secuencias génicas con relacion a su nivel de expresion natural (ARNm o nivel proteico). Un buen ejemplo es el
analisis del uso (preferencia) de codones, y la optimizacion subsiguiente de codones individuales. Obsérvese que la
optimizacion de codones individuales se entiende aqui que se refiere a técnicas de optimizacion de codones o de
armonizacion de codones que se centran en la optimizacion de codones como entidades individuales
independientes, en contraste con la optimizacion de pares de codones, que es el tépico de la actual descripcion.

Mientras que el uso (preferencia) de codones individuales se ha estudiado ampliamente antes (para un resumen,
véase Gustafsson et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:346-353), solo hay unos pocos informes sobre el uso de pares
de codones y para la optimizacion de pares de codones.

El efecto de unos pocos pares de codones especificos sobre desplazamientos del marco ribosémicos en E. coli se
ha investigado, por ejemplo, para el par de codones AGG-AGG (Spanjaard y van Duin, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:7967-7971; Gurvich et al., 2005, J. Bacteriol. 187:4023-432), y para los sitios UUU-YNN (Schwarz y Curran,
1997, Nucleic Acids Res. 25:2005-2011).

Gutman y Hatfield (1989, Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:3699-3703) analizaron un conjunto mas grande de
secuencias para todos los posibles pares de codones para E. coli, y encontraron que los pares de codones estan
predispuestos direccionalmente. Ademas, observaron que los pares muy poco representados se usan casi el doble
de frecuencia que los sobrerrepresentados en genes altamente expresados, mientras que en genes pobremente
expresados se usan mas frecuentemente los pares sobrerrepresentados. El documento US 5.082.767 (Hatfield y
Gutman, 1992) describe un método para determinar las preferencias de emparejamiento de codones nativas
relativas en un organismo y para alterar el emparejamiento de codones de un gen de interés de acuerdo con dichas
preferencias de emparejamiento de codones para cambiar la cinética traduccional de dicho gen de una manera
predeterminada, con ejemplos para E. coli y S. cerevisiae. Sin embargo, en su método, Hatfield y Gutman solo
optimizan pares individuales de codones adyacentes. Ademas, en su patente (documento US 5.082.767), se
reivindica como incrementar la cinética traduccional de al menos una porcién de un gen mediante una secuencia
modificada en la que se altera el emparejamiento de codones para incrementar el nimero de pares de codones que,
en comparacion con el uso de pares de codones al azar, son los mas abundantes y sin embargo los pares de
codones mas subrepresentados en un organismo. Se describe un método para incrementar la traduccion mediante
una secuencia modificada en la que se altera el emparejamiento de codones para incrementar el nimero de pares
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de codones que, en comparacién con el uso de pares de codones al azar, son los pares de codones mas
sobrerrepresentados en un organismo.

Moura et al. (2005, Genome Biology, 6:R28) analizaron el ORFeoma de S. cerevisae completo, pero no encontraron
una preferencia estadisticamente significativa para alrededor de 47% de los pares de codones. Los valores
respectivos difirieron de una especie a otra, dando como resultado “mapas de contexto de codones” que se pueden
considerar como “huellas dactilares especificas de las especies” del uso de pares de codones.

Boycheva et al. (2003, Bioinformatics 19(8):987-998) identificaron dos conjuntos de pares de codones en E. coli
denominados hipotéticamente atenuantes e hipotéticamente no atenuantes al buscar pares de codones
sobrerrepresentados y subrepresentados entre genes con una expresion alta y baja. Sin embargo, no proponen un
método para aplicar este hallazgo, ni dieron ninguna prueba experimental para su hipétesis. Obsérvese que estos
grupos se definen completamente opuestos a aquellos definidos por Gutman y Hatfield (1989, 1992, mas arriba)
quienes propusieron un efecto no atenuante para pares muy subrepresentados en genes muy expresados.

Buchan, Aucott y Stanfield (2006, Nucleic Acids Research 34(3):1015-1027) analizaron las propiedades del ARNt
con respecto a la preferencia de los pares de codones.

En cuanto a las implicaciones de las preferencias en la utilizacion de pares de codones, Irwin et al. (1995, J. Biol.
Chem. 270:22801-22806) demostraron en E. coli que la velocidad de sintesis disminuyd realmente de forma
sustancial cuando se sustituye un par de codones muy subrepresentado por otro muy sobrerrepresentado, y
aumentd cuando intercambia un par de codones ligeramente subrepresentado por uno mas altamente
subrepresentado. Esto es bastante extraordinario ya que es mas bien lo opuesto de lo que se podria esperar dada la
influencia de la preferencia de codones individuales sobre los niveles proteicos.

Sin embargo, ninguna de las técnicas citadas anteriormente describe cémo optimizar el uso de pares de codones de
una secuencia de codones de longitud completa teniendo en cuenta el hecho de que por definicion los pares de
codones solapan, y de que por lo tanto la optimizacioén de cada par de codones individuales afecta la preferencia de
los pares de codones solapantes en direccion 5’ y en direccion 3'. Ademas, ninguna de las técnicas citadas describe
un método que combine la optimizacién tanto de codones individuales como de pares de codones. La optimizacion
de los pares de codones, teniendo en cuenta dicho solapamiento de pares de codones y la combinacién opcional de
dicha optimizacion de pares de codones con la optimizacion de codones individuales, mejoraria enormemente la
expresion de la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de interés, y/o mejoraria la produccion de dicho
polipéptido.

De este modo, todavia existe la necesidad en la técnica de nuevos métodos para optimizar secuencias codificantes
para mejorar la produccién de un polipéptido en una célula hospedante.

Sumario de la invencién

Un objeto de la descripcion es proporcionar un método para optimizar la secuencia codificante para la transcripcion
génica y traduccion proteicas eficientes. A tal efecto, la invencion proporciona un método de optimizacion de una
secuencia nucleotidica que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada, mediante el cual la secuencia
codificante se optimiza para la expresién en una célula hospedante predeterminada, comprendiendo el método: (a)
generar al menos una secuencia codificante original que codifica la secuencia de aminoacidos predeterminada; (b)
generar al menos una secuencia codificante recientemente generada a partir de esta al menos una secuencia
codificante original sustituyendo en esta al menos una secuencia codificante original uno o mas codones por un
codon sinénimo; (c) determinar un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante original y un
valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante recientemente generada mientras se usa una
funcién de adecuacion que determina al menos una de la adecuacion de un Unico codoén y la adecuacion de un par
de codones para la célula hospedante predeterminada; (d) escoger una o mas secuencias codificantes
seleccionadas entre dicha al menos una secuencia codificante original y dicha al menos una secuencia codificante
recientemente generada de acuerdo con un criterio de seleccion predeterminado de manera que cuanto mayor sea
dicho valor de adecuacion, mayor es la probabilidad de ser escogida; y (e) repetir las acciones b) a d) mientras se
trata dicha una o mas secuencias codificantes seleccionadas como una o mas secuencias codificantes originales en
las acciones b) a d) hasta que se satisface un criterio de parada de iteracion predeterminado, segun la reivindicacion
1 aneja.

En realizaciones, la descripcién aborda aspectos como el uso de codones individuales, la armonizacién de codones,
el uso de dinucledtidos, y se refiere a esa preferencia del par de codones. El método se puede llevar a cabo
mediante un programa de ordenador que se ejecuta en un ordenador que usa un algoritmo matematico para el
analisis de secuencia y optimizacion de la secuencia, que se puede implementar en MATLAB
(http://www.mathworks.com/).

Ademas de la optimizacion positiva de codones (por ejemplo, para la modulacién de la expresidon génica y
produccion proteica de una forma positiva), la descripcion también proporciona un método para adaptar codones a
pares de codones “malos” (es decir, optimizacion negativa de pares de codones). Este ultimo método es util con
fines de control asi como para modular la expresion génica de una manera negativa.
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Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones anejas.
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La Figura 1 muestra un montaje de ordenador en el que se puede llevar a cabo el método de la invencion.
La Figura 2 muestra un diagrama de flujo de una realizacién de la invencion.

La Figura 3 muestra una distribucion de los valores de preferencia del par de codones para 3.721 pares de
codones sentido:sentido en diferentes organismos. Los numeros en la esquina superior derecha de cada
histograma son las desviaciones estandar para la distribucion observada; los valores medios (no mostrados)
estan entre -0,06 y -0,01 para todos los organismos.

La Figura 4 muestra la correlacion en la preferencia de pares de codones de diversos organismos. El
coeficiente de correlacion se muestra en la esquina superior derecha de cada subgrafica.

La Figura 5 muestra un mapa de preferencia de codones para A. niger. Los valores de preferencia oscilan de
-0,67 a 0,54, en el que, en otros organismos, incluso pueden estar ligeramente por encima de +-0,9 (véase
también la Figura 3). Las intensidades mas elevadas de negro en estos diagramas representan valores de 0,9
(Figuras 5A y 5C para los valores positivos, verde en el original) y -0,9 (Figuras 5B y 5D para los valores
negativos, rojo en el original). En las Figuras 5A y B, las filas y columnas estan clasificadas segun los
codones segun su orden alfabético. En las Figuras 5C y 5D, las filas se clasifican segun el orden alfabético
del nucledtido de la tercera posicién como primer criterio de clasificacion y el nucleétido de la posicion central
como segundo criterio de clasificacion, y el nucleétido de la primera posicién como el tercer criterio de
clasificacion.

La Figura 6 muestra un mapa de preferencia de codones para B. subtilus. Los valores de preferencia oscilan
de -0,97 a 0,87, en el que, en otros organismos, incluso pueden estar ligeramente por encima de +-0,9 (véase
también la Figura 3). Las intensidades mas elevadas de negro en estos diagramas representan valores de 0,9
(Figura 6A para los valores positivos, verde en el original) y -0,9 (Figura 6B para los valores negativos, rojo en
el original).

La Figura 7 muestra un mapa de preferencia de codones para E. coli. Los valores de preferencia oscilan de -
0,97 a 0,85, en el que, en otros organismos, incluso pueden estar ligeramente por encima de +-0,9 (véase
también la Figura 3). Las intensidades mas elevadas de negro en estos diagramas representan valores de 0,9
(Figura 7A para los valores positivos, verde en el original) y -0,9 (Figura 7B para los valores negativos, rojo en
el original).

La Figura 8 muestra un mapa de preferencia de codones para 479 genes muy transcritos de A. niger, analogo
a las Figuras 5-7 previas. Las intensidades mas elevadas de negro en estos diagramas representan valores
de 0,9 (Figura 8A para los valores positivos, verde en el original) y -0,9 (Figura 8B para los valores negativos,
rojo en el original). El valor de preferencia maximo en este grupo es 0,91, el minimo es -1, es decir, algunos
pares de codones posibles no se producen en absoluto, aunque sus codones individuales y el par de
aminoacidos codificado si lo hacen. Esto puede ser el resultado de un tamafio mas pequefio de 188.067
pares de codones, en comparacion con 5.885.942 en el genoma completo. Sin embargo, la razén principal
sera la subrepresentacion real de tales pares debido a seleccidon en genes muy expresados.

La Figura 9 muestra una grafica de dispersion de preferencia en un grupo de 479 genes muy expresados (eje
vertical) frente a la preferencia en todos los genes (horizontal) de A. niger. Se muestran los 3.721 pares de
codones que no implican codones de parada. Los colores de gris claro a negro se asignaron segun los
valores absolutos de las puntuaciones z en el genoma global, es decir, los puntos claros en la grafica no
tienen una preferencia significativa en todos los genes, como la tuvieron los tamafios segun las puntuaciones
z absolutas en el grupo muy expresado, es decir, los puntos muy pequefios no tienen una preferencia
significativa alli (aqui | puntuacion z <1,9). La linea negra continua indica dénde ambos valores de preferencia
son iguales. La linea discontinua muestra la mejor aproximacion lineal de la correlacion real (identificada por
analisis del componente principal); su pendiente es alrededor de 2,1.

Figura 10. Valores de adecuacion de los 4.584 genes de A. niger en comparacion con el logaritmo de sus
niveles de transcripcion. El coeficiente de correlacion es -0,62.

La Figura 11 muestra la optimizacién de codones individuales frente a pares de codones. El tipo salvaje
(fitsx(gFUA) = 0,165, fitcp(grua) = 0,033) no se ajusta en esta grafica (estaria lejos a la derecha y por encima).
Esta claro que el parametro cpi determina una solucién intermedia entre la adecuaciéon de codones
individuales y de pares de codones. El gen 6ptimo es siempre aquel con los valores mas bajos de fitsc y fitcp.
Dada la posicién de los puntos, no esta claro por lo tanto para qué valor de cpi se podria obtener el mejor
gen, puesto que todavia no sabemos si el uso de codones individuales o el uso de pares de codones es mas
importante. Sin embargo, los ejemplos proporcionan pruebas fuertes de que la adecuacién de pares de
codones es muy importante ademas de la adecuacion de codones individuales, lo que significa que cpi
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deberia escogerse al menos >0.

La Figura 12 muestra dos diagramas que muestran la calidad de secuencia de los primeros 20 (de 499)
codones de la FUA mencionada anteriormente (véase también el Ejemplo 2). Los puntos negros indican las
relaciones de codones deseadas, mientras que las marcas x muestran las reales (en el gen completo),
conectadas via una linea discontinua. La adecuacion de los codones individuales se puede interpretar
entonces como el promedio de las longitudes de estas lineas discontinuas (obsérvese que para codones en
los que la relacion deseada y real es igual, como por ejemplo TGG (que no tiene codones sinénimos) en la
posicion 4 y 5, esta “longitud” es cero; obsérvese también que la “longitud” nunca puede ser negativa. A su
vez, las barras en negro muestran los pesos del par formado por los dos codones adyacentes. Los puntos
negros (en el centro, por debajo de las barras) indican el peso minimo de cualquier par de codones que
codifica el mismo dipéptido. La adecuacion del par de codones es entonces la altura promedio de estas
barras (obsérvese que la altura, como se usa aqui, puede bien ser negativa).

La Figura 13 representa la convergencia de fit.omsi Usando el enfoque de algoritmo genético descrito de la
invencion para la optimizacion del gen amyB que da como resultado SEC ID NO. 6.

La Figura 14 representa, por razones de explicacion, una parte de un diagrama de distribuciéon de codones
individuales, como el que se muestra para el ejemplo en la Figura 15. Las dos graficas indican el uso de
codones individuales para los dos codones sinénimos que codifican fenilalanina: UUU (superior) y UUC
(inferior). El eje Xy el eje Y de ambas graficas va de 0% a 100%. El histograma en gris es un histograma del
uso de codones, normalizado para cada aminoacido (grupo de codones sindnimos), para un grupo de 250
genes de a. niger muy expresados, en el que los genes se agrupan en grupos que tienen 0%, >0 - <10%, 10 -
<20%, ..., 90 - <100%, 100%. Por ejemplo, 50% de los genes muy expresados caen en el grupo con un uso
de 0% del codon UUU, y consiguientemente el uso de 100% del codon UUC para codificar fenilalanina. La
barra blanca da el uso de codones del gen A (en este caso, WT amyB) en agrupamientos similares a los del
histograma; de este modo, 100% en el agrupamiento 20-30% (20% siendo 3/15 codones UUU) par el gen A,
y consiguientemente 100% en el agrupamiento 80-<90% (80% siendo 12/15 UUC). La barra negra da la
estadistica para el gen B (en este caso, la variante optimizada del codén individual para amyB). De forma
similar, se puede crear una matriz de 16 veces 4 graficas, que muestra la estadistica para los 64 codones;
véase, por ejemplo, la figura 15.

La Figura 15 (partes 1 y 2) representa la frecuencia de codones individuales para el gen amyB optimizado
para el codon individual (negro) frente al gen amyB de tipo salvaje (blanco). El histograma gris representa la
estadistica para 250 genes muy expresados en A. niger. Esta claro que ciertos codones, como aquel para
cisteina (UGU/UGC), histidina (CAU/CAC), tirosina (UAU/UAC) y otros, se sometieron a mejoras reales.

La Figura 16 (partes 1 y 2) representa la frecuencia de codones individuales para un gen amyB que se ha
optimizado con respecto tanto al codon individual como a pares de codones (negro) frente al gen amyB de
tipo salvaje (blanco). El histograma gris representa la estadistica para 250 genes muy expresados en A.
niger. Esta claro que estas graficas se parecen enormemente a la situaciéon para el gen optimizado para el
codon individual representado en la Figura 15.

La Figura 17 representa una parte del diagrama completo (Figura 18) con la estadistica del codon individual y
del par de codones para el gen amyB de tipo salvaje WT de A. niger. En el eje X, se encuentran los codones
subsiguientes en un gen que comienza en una posicion 1 con el codén de partida ATG. El punto negro “.”
indica la relacién de codén individual diana para el codén en esta posicion con respecto a sus codones
sinénimos. Para ATG, ésta es 1,0 (100%). La cruz “x” es la relacion de codones real en el gen mostrado; una
linea discontinua muestra la diferencia entre la relacion diana y la relacion real. El peso del par de codones es
un valor entre -1 y 1. La barra indica el peso del par de codones real de los codones adyacentes, mientras
que el pentagrama indica el peso del par de codones sinénimo lograble 6ptimo (sin tener en cuenta los pares
vecinos). Por ejemplo, la primera barra es -0,23, que es el peso para “ATG-GTC”, la segunda es 0,66, que es

el peso para “GTC-GCG".

La Figura 18 representa la estadistica del codon individual y del par de codones para SEC ID NO. 2 (AmyB
WT).

La Figura 19 representa la estadistica del codon individual y del par de codones para SEC ID NO. 5 (AmyB
optimizado para codén individual).

La Figura 20 representa la estadistica del codon individual y del par de codones para SEC ID NO. 6 (AmyB
WT optimizado para el codoén individual y para el par de codones).

La Figura 21 representa un mapa plasmidico del vector de expresion pGBFINFUA-1. La Figura 21 también
proporciona un mapa representativo para pGBFINFUA-2 y pGBFINFUA-3 plasmidicos. Todos los clones se
originan a partir del vector de expresion pGBFIN-12 (descrito en el documento W099/32617). Se indican las
regiones de flanqueo glaA con respecto a las secuencias variantes del promotor de amyB y la secuencia de
ADNCc de amyB de A. niger que codifica alfa-amilasa. El ADN de E. coli se puede eliminar mediante digestion
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con la enzima de restriccion Notl, antes de la transformacion de las cepas de A. niger.

La Figura 22 representa una representacion esquematica de la integracién a través de recombinacion
homodloga unica. El vector de expresion comprende el marcador amdS seleccionable, y el promotor glaA
conectado al gen amyB. Estas caracteristicas estan flanqueadas por regiones homologas del locus glaA (3’
glaA'y 3” glaA, respectivamente) para dirigir la integracion en el locus glaA genoémico.

La Figura 23 representa la actividad de alfa-amilasa en caldo de cultivo para cepas de A. niger que expresan
tres constructos diferentes. Se representa la actividad de alfa-amilasa en caldo de cultivo de cepas de A.
niger que expresan un constructo amyB nativo, en el que (1) la secuencia de iniciacion de la traduccion y la
secuencia de terminacion de la traduccion se modificaron (P GBFINFUA-1), y (2) la secuencia de iniciacion de
la traduccion, la secuencia de terminacion de la traduccion y el uso de codones individuales se modificaron
(pGBFINFUA-2), y (3) ) la secuencia de iniciacion de la traduccién, la secuencia de terminacion de la
traduccion y el uso de codones individuales y el uso de pares de codones se modificaron (P GBFINFUA-3)
segun un método de la invencion. Las actividades de alfa-amilasa se representaron en unidades relativas
[AU], con el promedio de las 6 cepas de una copia del grupo FUA1 de 10 cepas en el dia 4 ajustado a 100%.
Los diez transformantes por grupo indicados se aislan independientemente y se cultivan los transformantes.

La Figura 24 (A y B) representa la frecuencia del codén individual para la optimizacién del coddn individual
para la especie Bacillus. La Figura 14 da una explicacion de las subgraficas. El histograma gris presenta la
distribucion de codones para los 50 genes mas expresados en B. subtilis; véase el texto. Las barras en negro
indican la frecuencia de codones individuales diana.

La Figura 25 representa la estadistica de codén individual y de par de codones para SEC ID NO. 14 (1/3),
SEC ID NO. 17 (2/3) y SEC ID NO. 14 (3/3), optimizandose la secuencia usando optimizacion de par de
codones + codon individual (1/3), coddn individual (2/3), y optimizaciéon negativa de par de codones + coddn
individual (3/3), respectivamente. Véase la Figura 17 para una explicacion de la grafica.

Figura 26. Vector lanzadera pBHA-12 de E. coli/Bacillus. Se representan los sitios de clonacién multiple
(MCS) 1y 2.

Figura 27. Un ejemplo de clonacién de un gen en el vector lanzadera pBHA-12 de E. coli/Bacillus. La Figura
muestra la parte A y B (flechas grises) clonada de la SEC ID NO. 9. Se representan los sitios de clonacién de
la parte 1A: Ndel y BamHI, para la parte 1B Smal y Kpnl. La parte de E. coli se corté usando Pvull.

Descripcion detallada de la invencion

Ademas de la preferencia de coddn unico, es probable que otras estructuras en la secuencia nucleotidica influyan
igualmente en la expresion proteica, por ejemplo dinucledtidos o repeticiones de ciertas secuencias nucleotidicas
cortas (después de todo, el uso de codones se puede interpretar como un patrén en secuencias trinucleotidicas en
linea con el marco de lectura). Este trabajo presenta un método para identificar una preferencia por ciertos pares de
codones, es decir, si los codones aparecen en el gen como si se seleccionasen segun las relaciones de uso de
codones identificadas, pero distribuidos entonces aleatoriamente en el gen (con respecto a la secuencia de
aminoacidos), o si algunos codones aparecen mas a menudo proximos a ciertos codones y menos a menudo

| par 1 par 3 par 5
ATG'GTT'GCATGG'TGGTCT ...
L L
par par 4 par ...

Un analisis del par de codones también cubre otros aspectos, a saber, el uso de dinucledtidos alrededor de las
fronteras del marco de lectura y una posible preferencia por ciertos nucleétidos individuales proximos a un codon. La
presente invencion describe métodos para generar una tabla de preferencia de pares de codones para un organismo
hospedante dado, mediante la cual todos los ORFs identificados de genomas completos secuenciados se usan
como grupos de entrada o seleccionados de genes, por ejemplo genes muy expresados. La presente invencion
describe un método en el que una tabla de preferencia de pares de codones asi identificada se aplica
subsiguientemente para la optimizacion de la distribucion de pares de codones en un gen de interés (GOI) para
mejorar la expresion de la proteina de interés (POI) correspondiente.

La optimizacién de codones individuales ofrece un buen punto de partida para mejorar los niveles de expresion de
proteinas de interés. Mientras que otros trataron de superar los inconvenientes que resultan de la presencia de
codones rechazados en el gen de interés mediante adaptacion del organismo hospedante, inserciones de copias
adicionales de genes de ARNt para los ARNt con baja abundancia (por ejemplo células competentes Stratagene BL-
21 CodonPlus™, cepas hospedantes Novagen Rosetta™, ambas de E. coli), la presente invencion se enfoca en la
adaptacion de los propios genes de interés. Los codones indeseados en una secuencia genética se han sustituido
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por los sinénimos, de manera que la distribuciéon de codones individuales de la secuencia resultante fue tan préxima
como fue posible a las relaciones de codones deseadas previamente identificadas.

Sin embargo, esta armonizacion de codones todavia tiene un nimero muy grande de genes posibles que son
igualmente “6ptimos”, puesto que la distribucién de codones global en un gen optimizado es el criterio de seleccion,
de manera que se pueden tener en cuenta facilmente otras propiedades deseadas de la secuencia de codones, por
ejemplo la ausencia de ciertos sitios de enzimas de restriccion, o pares de codones que se sabe que provocan
desplazamientos del marco. En una etapa posterior, se podria optimizar el uso de pares de codones hasta un grado
limitado. Pero cuando se optimizan pares de codones de un gen, por ejemplo con respecto al uso de los mas
abundantes, el uso de codones individuales de la secuencia resultante puede no ser tan préximo al 6ptimo, puesto
que puede haber pares de codones preferidos que consisten en codones individuales subrepresentados, de manera
que se debe de encontrar un equilibrio entre la optimizacién de codones individuales y de pares de codones. La
presente invencion describe métodos que permiten equilibrar la optimizacion tanto de codones individuales como de
pares de codones. La optimizacion de pares de codones que tiene en cuenta el solapamiento de pares de codones y
la combinacién opcional de dicha optimizacion del par de codones con la optimizaciéon de codones individuales
mejora enormemente la expresion de la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido de interés, y/o mejora la
produccion de dicho polipéptido.

En el contexto de esta invencién, una secuencia codificante nucleotidica o secuencia codificante se define como una
secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido. Los limites de la secuencia codificante estan determinados
generalmente por el codon de parada (habitualmente ATG en eucariotas, mientras que puede ser uno de ATG, CTG,
GTG, TTG en procariotas) situado al comienzo del marco de lectura abierto en el extremo 5 del ARNm, y por un
codon de parada (generalmente uno de TAA, TGA, TAG, aunque existen excepciones a esta codificacion
“universal’) situado justo en direccion 3’ del marco de lectura abierto en el extremo 3’ del ARNm. Una secuencia
codificante puede incluir, pero no se limita a, ADN, ADNc, ARN, y secuencias de acido nucleico recombinante (ADN,
ADNc, ARN) (obsérvese que esto es bien conocido en la técnica, que uracilo, U, sustituye el desoxinucleétido
timidina, T, en ARN). Si la secuencia codificante esta destinada a la expresion en una célula eucariota, se localizara
en 3’ con respecto a la secuencia codificante una sefial de poliadenilacién y una secuencia de terminacion de la
transcripcion. Una secuencia codificante comprende una secuencia codificante iniciadora de la transcripcion, y
opcionalmente una secuencia sefial, y opcionalmente una o mas secuencias intronicas. Incluso aunque las
expresiones “secuencia codificante” y “gen” no se refieren estrictamente a la misma entidad, ambas expresiones se
usan frecuentemente de forma intercambiable aqui, y la persona experta entendera a partir del contexto si la
expresion se refiere a un gen completo o solamente a su secuencia codificante.

Método y montaje de ordenador para la adaptacion de codén individual y/o de par de codones

En cuanto a las propiedades de uso de codén individual para genes muy expresados, una comparacion “manual”’ de
las relaciones de codones individuales en todos los genes y un grupo de los muy expresados ha conducido a
algunas “relaciones de codones deseadas” para la mejora de genes con respecto a su nivel de expresion.

La adaptacion del codén individual de un gen se puede realizar entonces: (1) calculando las relaciones reales en el
gen, escogiendo repetidamente un coddn (por ejemplo al azar) cuya relacién deseada es menor que la real, y
sustituyéndolo por uno sindénimo con una relaciéon demasiado baja; o (2) calculando el nimero deseado de cada
codon usando las “relaciones de codones deseadas”, obteniendo grupos de codones sindnimos, y escogiendo
repetidamente un codoén (por ejemplo al azar) de un grupo sinénimo que codifica el aminoacido preespecificado,
para cada posicion en el gen; obteniendo multiples variantes usando el método (1) y/o (2) y basandose en criterios
de seleccioén adicionales escogiendo el gen mas relevante (por ejemplo sitios de restriccion deseados e indeseados
y/o energia de plegamiento).

Sin embargo este enfoque no es adecuado para la adaptacion de pares de codones, en primer lugar debido a que la
inspeccion visual de los datos de preferencia para todos los pares de codones esta fuera de cuestion a la vista de la
complejidad, y en segundo lugar debido a que la alteracién de un par de codones, que significa sustituir al menos
uno de los dos codones participantes, también afectara a al menos uno de los pares de codones adyacentes, de
manera que no serian alcanzables las “relaciones de pares de codones deseadas”. Debido a las restricciones
implicadas por esto, un enfoque determinista se consideré demasiado complejo y no suficientemente prometedor, y
entonces se escogio un enfoque de “algoritmo genético”.

Se observa que la expresion “algoritmo genético” puede ser confusa en el sentido de que parece relacionarse con
ingenieria genética. Sin embargo, un “algoritmo genético” es un enfoque de ciencia de ordenadores que se usa para
aproximar soluciones a problemas de optimizacion multidimensionales (Michalewicz, Z., Genetic Algorithms + Data
Structure = Evolution Programs, Springer Verlag 1994; David E. Goldberg. Genetic Algorithms in Search,
Optimization and Machine Learning. Addison-Wesley, Reading MA, 1989;
http://en.wikipedia.org/wiki/Genetic_algorithm). En la presente invencién, este enfoque se usa para resolver el
problema de optimizacion de seleccionar el “mejor” gen posible, es decir, la secuencia codificante para una proteina
particular de interés. En este enfoque, cada posicion en el gen, es decir, cada codén, se puede considerar una
dimension, siendo el conjunto de valores discreto y determinado por los codones sindnimos disponibles.
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Generalmente, en un algoritmo genético, inicialmente se genera a menudo aleatoriamente un conjunto de posibles
“soluciones” al problema, o mediante variaciones de soluciones proporcionadas iniciales (aunque existen muchos
otros métodos de enfoque). Este conjunto se denomina “poblacién”; sus elementos son “individuos” o “cromosomas”,
mayoritariamente representados por vectores (en el sentido matematico) que contienen coordenadas para cada
dimension. Puesto que los algoritmos genéticos se modelaron tras procesos implicados en seleccion natural, la
mayoria de la terminologia esta tomada de la genética. Sin embargo, puesto que se aplican mayoritariamente (en
este caso, de forma atipica) en el campo de la ciencia de ordenadores, pero se ha presentado algin ejemplo de
aplicacion de algoritmos genéticos en problemas de ciencia bioldgica, por ejemplo en la prediccion de la estructura
secundaria de proteinas (Armano et al. 2005 BMC Bioinformatics 1(6) Supl. 4:S3); la optimizacion de redes
metabolicas in silico (Patil et al. 2005 BMC Bioinformatics. 23(6):308); datos de expresién de genes que se agrupan
(Di Gesu et al. 2005 BMC Bioinformatics.7(6):289).

En el presente caso, un vector contiene codones. A partir de esa poblacién, se crean nuevos individuos alterando
ciertas posiciones de un individuo existente (“mutacion”) o combinando una parte (es decir, ciertas coordenadas) de
un individuo con otra parte (es decir, las coordenadas para las otras dimensiones) de otro individuo (“cruzamiento”).
Entonces se examina cuan buenos son estos individuos (puesto que los nuevos son también posibles soluciones al
problema de optimizacion inicial), y lo mejor (“los mas adecuados”) de los individuos se toman nuevamente como
poblacion inicial para generar nuevos individuos (“nueva generacion”; por ejemplo, se mantienen los mejores 10, 20,
30, 40, 50, 60%, pero existen muchas otras posibilidades para seleccionar un subconjunto de prole para obtener una
convergencia hacia individuos mas adecuados, por ejemplo seleccion mediante rueda de ruleta; véase Michalewicz,
Z, 1994). Cuando se permite que se tome el mejor individuo a partir de la poblacion inicial a lo largo de la siguiente
generacion, se asegura que con cada poblacion la calidad de las posibles soluciones se hace mejor, o al menos
permanece igual. Entonces se supone que con una ejecucion de este algoritmo durante muchas generaciones (=
iteraciones; algunos centenares hasta varios miles, dependiendo de la complejidad del problema) se obtendra una
solucion proxima a la éptima. Se han investigado a conciencia algoritmos genéticos en la ciencia de ordenadores,
incluyendo propiedades tales como la proporcion 6ptima de tamarfio de poblacion y nimero de generaciones, como
prevenir que el algoritmo se quede atascado en 6ptimos locales, etc., pero esto no deberia importar demasiado aqui
ahora. Para una informacion sobre como ajustar estos parametros para el procedimiento de optimizaciéon actual,
véase la descripcion de algoritmo genético implementado en MATLAB en el Ejemplo 2.

Esto se explicara con detalle con referencia a la Figura 2. La Figura 2 muestra un diagrama de flujo de un algoritmo
genético para la optimizacion génica. Tal algoritmo genético se puede llevar a cabo en un ordenador
adecuadamente programado, un ejemplo del cual se mostrara en y se explicara primeramente con referencia a la
Figura 1. La Figura 1 muestra un resumen de un montaje de ordenador que se puede usar para llevar a cabo el
método segun la invencién. El montaje comprende un procesador 1 para llevar a cabo operaciones aritméticas.

Obsérvese que los algoritmos genéticos son generalmente no deterministas puesto que implican etapas
aleatorizadas (por ejemplo criterios de seleccion al azar y/o eleccion del operador al azar y/o generacion al azar de
soluciones potenciales); sin embargo, existen excepciones que se comportan de manera determinista. “Algoritmos
genéticos” es una herramienta genérica para aquellos algoritmos que trabajan con un grupo (denominado poblacion)
de soluciones potenciales, las cuales son por cribado y/o seleccidon y/o eliminacion, y/o (re)introduccion de
soluciones (nuevamente) generadas dirigida hacia una solucién o6ptima usando uno o mdultiples objetivos.
Considerando esta definicion, también los métodos descritos como programacion evolutiva, algoritmos evolutivos,
algoritmos genéticos clasicos, algoritmos genéticos con codificacion real, hibridacién simultanea, algoritmos de
hormigas, y también métodos de Monte-Carlo y quimiotaxia, pertenecen a una clase similar de algoritmos, opuestos
a los métodos que se basan en la convergencia de una Unica solucién potencial con respecto a una solucién 6ptima
usando un algoritmo determinista, como programacion lineal y algoritmos de gradientes. Ademas, una persona
experta entendera a partir del contexto si otro término original se refiere a la misma clase de algoritmos. Ademas,
aunque el algoritmo genético es el método preferido, no se excluye ningin método distinto de los algoritmos
genéticos para resolver el problema de optimizacion de codones individuales y/o de pares de codones como se
describe en esta invencion.

El procesador 1 esta conectado a una pluralidad de componentes de memoria, incluyendo un disco duro 5, Memoria
de Solo Lectura (ROM) 7, Memoria de Solo Lectura Programable Borrable Eléctricamente (EEPROM) 9, y Memoria
de Acceso Aleatorio (RAM) 11. No todos estos tipos de memoria tienen que estar presentes necesariamente.
Ademas, estos componentes de memoria no necesitan estar situados fisicamente préximos al procesador 1, sino
que pueden estar situados de forma remota con respecto al procesador 1.

El procesador 1 esta conectado también a medios para introducir instrucciones, datos, etc., por un usuario, como un
teclado 13, y un raton 15. También se pueden proporcionar otros medios de entrada, tales como una pantalla tactil,
una bola de guia y/o un conversor de voz, conocidos por las personas expertas en la técnica.

Se proporciona una unidad 17 de lectura conectada al procesador 1. La unidad 17 de lectura esta dispuesta para
leer datos de y posiblemente escribir datos en un soporte de datos como un disquete 19 o un CDROM 21. Otros
soportes de datos pueden ser cintas, DVD, memory sticks, etc., como es conocido por las personas expertas en la
técnica.
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El procesador 1 también esta conectado a una impresora 23 para imprimir los datos de salida en el papel, asi como
a una pantalla 3, por ejemplo un monitor o pantalla de LCD (pantalla de cristal liquido), o cualquier otro tipo de
pantalla conocido por las personas expertas en la técnica.

El procesador 1 se puede conectar a una red 27 de comunicacion, por ejemplo la Public Switched Telephone
Network (PSTN), una red de area local (LAN), una red de area amplia (WAN), etc., por medios de 1/0O 25. El
procesador 1 puede estar dispuesto para comunicarse con otros montajes de comunicacion a través de la red 27.

El soporte 19, 21 de datos puede comprender un producto de programa de ordenador en forma de datos e
instrucciones dispuestas para proporcionar al procesador la capacidad para llevar a cabo un método segun la
invencion. Sin embargo, tal producto de programa de ordenador, como alternativa, se puede descargar via la red 27
de telecomunicacion.

El procesador 1 se puede implementar como un sistema por si mismo, o como una pluralidad de procesadores que
funcionan en paralelo, cada uno dispuesto para llevar a cabo subtareas de un programa de ordenador mas grande, o
como uno o mas procesadores principales con varios subprocesadores. Partes de la funcionalidad de la invencién se
pueden llevar a cabo incluso mediante procesadores remotos que se comunican con el procesador 1 a través de la
red 27.

Ahora se explicara el algoritmo genético de la Figura 2, como se puede llevar a cabo en el procesador 1 cuando
ejecuta un programa de ordenador almacenado en su memoria.

En la accion 32, el ordenador genera uno o mas genes que codifican una proteina predeterminada. Esto se puede
hacer tomando datos para tal fin a partir de una tabla almacenada en la memoria del ordenador. Tales genes pueden
ser, por ejemplo:

> ATG'GTT'GCATGG'TGG'TCT ...
> ATG'GTA'GCATGG'TGG'TCA'...

> ..

Para los fines del algoritmo, estos genes generados se denominan “genes originales”.

Tras la accion 32, el programa de ordenador lleva a cabo uno o mas bucles de iteracion al llevar a cabo las acciones
34-40 una o mas veces.

En la accion 34, el programa de ordenador genera nuevos genes sustituyendo uno o mas de los codones en el gen o
genes originales por codones sinénimos, de manera que el gen o genes nuevamente generados todavia codifican la
proteina predeterminada (proceso de cruzamiento y mutacién). Para ser capaces de realizar esto, la memoria del
ordenador almacena una tabla de uso de codones que muestra qué codones codifican qué aminoacidos. (Obsérvese
que existen desviaciones del “codigo universal’, y se tienen en cuenta si este es el caso para los organismos
hospedantes especificos; véase, por ejemplo, Laplaza et al., 2006, Enzyme and Microbial Technology, 38:741-747).
Conociendo la secuencia de aminoacidos en la proteina, el programa de ordenador puede seleccionar codones
alternativos a partir de la tabla, como son bien conocidos en la técnica. Usando el ejemplo de la accion 32, los genes
nuevamente generados pueden ser (indicados en negrita):

c ATGGTT'GCATGGTGG'TCT ...
c ATG'GTA'GCATGGTGG'TCA'...
> ATG'GTTGCATGGTGG' TCA ...
°c ATGGTA'GCATGGTGGTCA'...
> ATG'GTA'GCCTGG TGG'TCA'...

En la accién 36, un valor de calidad de todos los genes, incluyendo los genes originales y los genes nuevamente
generados, se determina mediante el programa de ordenador usando una funciéon de adecuacion que determina al
menos una de adecuacion del codén y adecuacion del par de codones. Los ejemplos de tales funciones de
adecuacion se explicaran con detalle mas abajo en la seccién “Ejecucion de la optimizacion del par de codones”.

En la accion 38, se selecciona un nimero de genes que muestran una mejor adecuacion basada en la funcion de
adecuacion para tomar parte en el “proceso de reproduccion” (cruzamiento y mutacion), y se selecciona un nimero
de genes que muestran la peor adecuacion basada en la funcién de adecuacion, para la eliminacién de la poblacion.
Estos numeros pueden ser numeros predeterminados o pueden depender de una cantidad predeterminada de
mejora de la adecuacion. La seleccion de esos genes puede ser determinista, pero generalmente se sigue un
proceso estocastico, en el que los “genes mas adecuados” poseen una mayor probabilidad de ser seleccionados
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para la reproduccion, y lo opuesto para la supresion de la poblacion. Este método se denomina seleccion por rueda
de ruleta.

Los genes seleccionados resultantes para la reproduccion pueden ser, por ejemplo (los genes no seleccionados se
muestran con una linea de supresion):

= ATG'GTTGCATGGTGGTCT ...
» ATG'GTT'GCATGGTGG TCA'...

En la accion 40, el programa de ordenador evalla si se cumplen uno o mas criterios de terminacion. A menudo, uno
de los criterios de terminaciéon es un nimero maximo predeterminado de iteraciones. Los criterios alternativos son
comprobar si la adecuacién obtenida por los genes seleccionados mejora con al menos un valor umbral minimo con
respecto a la adecuacion de los genes originales, o comprobar si la adecuacion obtenida por los genes
seleccionados mejora con al menos un valor umbral minimo con respecto a la adecuacién del gen que tuvo la mejor
adecuacion en n iteraciones anteriores (preferiblemente n es un valor escogido en <10, 100>). Si el criterio global de
terminacion no se satisface, el programa de ordenador vuelve nuevamente a la accion 34 mientras trata a los genes
seleccionados como “genes originales”.

Si, en la accién 40, el programa de ordenador establece que la mejora esta por debajo del valor umbral minimo, mas
iteracion de las acciones 34-38 no tienen mucho sentido y el programa contintia con la accion 42.

Se ha de entender que en la accién 40 se puede usar cualquier otro criterio de parada de iteracion adecuado, como
el numero de iteraciones realizadas, para abandonar las acciones 34-40 de iteracion y continuar con la accion 42.

En la accion 42, el gen con la mejor adecuacion entre todos los genes seleccionados se selecciona y se presenta al
usuario, por ejemplo via el monitor o via un impreso por medio de una impresora.

En el caso de adaptacion génica usando un algoritmo genético, se debe de asegurar que el cruzamiento se realice
siempre en una posicion del marco de lectura, debido a que de otro modo la secuencia de aminoacidos resultante
puede cambiar cuando se combina un nucledtido de uno y dos nucledtidos de otro coddn. Para una mejor
convergencia, se propone un operador de mutacion modificado el cual, para este operador de mutacion, solo se han
permitido aquellas sustituciones de codones sindnimos que dan como resultado al menos un mejor uso del coddn
individual o un mejor uso del par de codones.

De manera que una cuestion importante para la optimizacion del par de codones ahora es como medir la calidad de
los individuos. Esta funcion denominada de adecuacién se puede considerar como la parte central del algoritmo
genético, puesto que es la funcién real a optimizar. En la presente invencion, un enfoque preferido es asignar un
numero real (denominado peso) a cada par de codones, y tomar el promedio de los pesos en un gen como su
“adecuacion”, dando asi como resultado una funcién a minimizar.

En la actual descripcion, el procedimiento de optimizacion génica se describe como un problema de minimizacion.
Esto es un enfoque mas bien arbitrario. Obsérvese que si se maximizara una funcion f, se podria igualmente buscar
el minimo de —, de manera que esto no es una restriccion a la generalidad.

Por tanto, se ha de identificar un método para determinar los pesos de los pares de codones, en el que los pares de
codones considerados buenos para el nivel de expresion tienen un peso bajo, y los pares considerados malos tienen
uno elevado.

Identificacion de pesos de los pares de codones para la adaptacion génica

Para la identificacion de pesos de pares de codones que estan relacionados con un nivel mayor de
transcripcion/expresion, y que pueden servir como informacion de entrada para la adaptacion del uso de pares de
codones, se pueden aplicar los siguientes métodos, que se ejemplifican aqui mediante A. niger, para el cual se
conocen los niveles de transcripcion para la mayoria de los genes expresados, y para B. subtilis, para la cual existen
datos sobre los niveles de transcripcion y también un conjunto de 300 genes muy expresados.

En A. niger, en el que existe una clasificacion completa extraida de los datos de GeneChip para el conjunto
mencionado anteriormente de 4.584 genes realmente expresados (véase el Ejemplo 1), se calcularon los pesos
medios de los pares de codones de cada gen (es decir, el equivalente de los valores fit:;p(g)). Después, los genes se
clasificaron segun los valores de adecuacioén (orden ascendente) y nivel de expresion (orden descendente). Puesto
que se supone que los genes muy expresados tienen valores de adecuacion de los pares de codones bajos, estas
dos clasificaciones serian iguales cuando se usan pesos ideales de pares de codones, de manera que una
comparacion de estas dos clasificaciones puede dar informacién sobre la calidad de los pesos usados en la funcién
de adecuacion (en la que se dio ligeramente mas atencion a la clasificacion “correcta” de los genes muy expresados
que a la clasificacion de los mediocres). Adicionalmente, se calcul6 el coeficiente de correlacion (covarianza dividida
entre la desviacion estandar de cada variable) entre la clasificacion y los pesos promedios de los pares de codones
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de los 4.584 genes.

En los métodos de la invencion se pueden usar varios posibles conjuntos de pesos, incluyendo uno o mas
seleccionados del grupo que consiste en: (i) valores de preferencia procedentes de todo el genoma; (ii) valores de
preferencia procedentes de un grupo de genes muy expresados; (iii) preferencia con todos los valores que no tienen
una cierta puntuacion z minima ajustada a cero (por lo cual la puntuaciéon z se determina como se describe en el
Ejemplo 1.1.4); (iv) valores de preferencia elevados a la potencia de 2 6 3, 4, 5 o mayor (para dar a codones muy
preferidos o muy rechazados una mejor/mayor influencia); (v) las propias puntuaciones z; (vi) diferencia de valores
de preferencia/puntuaciones z a partir del grupo muy expresado y el genoma completo; y (vii) combinaciones de uno
o mas de (i)-(vi).

Para el algoritmo genético, se han usado sus negaciones, puesto que los pares de codones preferidos se han
identificado arbitrariamente con valores positivos, mientras que el algoritmo genético lleva a cabo la minimizacion.
Esto se aplica a todos los pesos mencionados anteriormente.

Una matriz de pesos mas preferida se puede obtener — como se describe anteriormente — calculando la “preferencia”
del par de codones en un grupo muy expresado usando valores esperados calculados basandose en las relaciones

ri(c,)

de codones del genoma completo. Sea representar todavia la relacion de codon individual de ck en el

% ((c..¢,))

conjunto de datos del genoma completo, y las incidencias de un par (c,c) en el grupo muy

Ui (GRH Y

expresado, entonces el calculo de los “valores esperados combinados” corresponde a

WG D=1 ) ) T, mee)
<pesynle,}
cenme;)

y de este modo

"::IE {8 c; »n- "ﬁfh((c,- 1€ »

ax 1::.«6' '€ ))1'1:;” ((Ci 16y ny

»((C;.C,))=m

En las que w((c;c;)) se define como un peso de un par de codones (c;cj) en una secuencia g de codones. Obsérvese
que, puesto que la funciéon de optimizacién buscara un peso promedio minimo, los dos términos del numerador se
han invertido en comparacién con la ecuacién para los valores de preferencia, pero esto no afecta a la correlacion
con los niveles de expresion salvo que le cambia el signo.

A diferencia de otros ajustes de peso ensayados, los pares de codones que implican codones que estan mas
subrepresentados en el grupo muy expresado obtienen aqui una ligera desventaja. De este modo, estos pesos son
los Unicos que también reflejan la diferente preferencia de codones individuales del grupo muy expresado y todos los
genes. El uso de estos pesos conlleva el riesgo de rechazar algunos pares de codones que realmente tienen una
preferencia positiva en el grupo muy expresado, pero consisten en (en el grupo muy expresado) codones usados
muy raramente. Sin embargo, puesto que nuestras relaciones de codones individuales deseadas no son
habitualmente idénticas a aquellas en el grupo de genes con expresion elevada, sino mas “extremas” que éstas, la
optimizacion de codones individuales reemplazaria a estos subrepresentados de cualquier manera, de manera que
podemos considerar a los pesos descritos anteriormente muy convenientes para la optimizacion de pares de
codones. De este modo, aunque los pesos del par de codones también refleja preferencia del codén individual en un
grado limitado, para la optimizacion, el uso de codones individuales se considera como un aspecto adicional,
separado.

Optimizacion de codones individuales y pares de codones usando un algoritmo genético

En el método de la invencion, preferiblemente se usa un montaje de ordenador programado para llevar a cabo un
algoritmo genético como se describe aqui anteriormente para llevar a cabo la adaptacién de pares de codones o la
adaptacion combinada de codones individuales y pares de codones. La aplicacion de un algoritmo genético para la
adaptacion de codones individuales es también posible y no se excluye de la invencion, pero aqui los codones
indeseados se pueden sustituir por codones sinénimos sin restricciones con respecto a codones vecinos, y por lo
tanto el uso de un algoritmo genético no es realmente necesario.

En cuanto a los pares de codones, el cambio de un coddn individual alterara habitualmente el peso de dos pares de
codones, y por lo tanto la optimizacion de pares de codones esta enormemente constrefiida debido a que un cambio
de un cododn individual que sustituya a un par de codones no deseado siempre cambiara otro par de codones, y esto
no es necesariamente un cambio a mejor, y la correccion de un cambio para el peor en un par de codones
adyacente alterara entonces de nuevo otro par, y asi sucesivamente.
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Para el operador de mutacién, solo se han permitido aquellas alteraciones de la secuencia de codones que no
cambiaron la secuencia peptidica codificada y que mejoraron al menos una de la adecuacion de codones
individuales y la adecuacion del par de codones, es decir, antes de cambiar un codoén, el operador de mutacion
busca codones sindnimos que estan subrepresentados (segun las relaciones de codones individuales deseadas) o
aquel en el que los dos pares de codones estan implicados en tener mejores pesos. Se selecciona aleatoriamente
cual de los dos tipos de mutacion se lleva a cabo. La ejecucion del operador de “mutacion” previo en cada coddn
individual es suficiente para crear un gen optimizado por codones individuales sin el uso del algoritmo genético.

La calidad de un gen se determina considerando dos aspectos, a saber, la “adecuacion” de codones individuales y la
“adecuacion” de pares de codones. Esta ultima es simplemente el promedio de los pesos w((c(k), c(k+1)) de todos
los pares de codones en una secuencia g de codones (o gen). Es decir, cuando g simboliza de nuevo la secuencia
de codones, | gl su longitud (en codones) y c(k) su codén k-avo:

-1
fit_ (8) =S iRy ek +1)
lgl-1 1= :

La adecuacion de codones individuales se define como la diferencia de las relaciones de codones reales en el gen 'y
las relaciones de codones diana, normalizada para el numero de apariciones de cada codén. Las relaciones de
codones individuales se definen y se pueden determinar como se describe aqui en el Ejemplo 1.1.2. Sea

larges s k

res (c(k g . . re (c(k))
e (k) la relacién deseada (o frecuencia) del codén cky *
entonces la adecuacion de los codones individuales se define como

, como antes, la relacion real en el gen g,

ﬁr.,(g>=§-i'j]r::'"'(c(k»-r.gcc(k»l,

k=)

De este modo, fitsc puede alcanzar valores en [0,1], estando la secuencia 6ptima proxima a 0, mientras que fit;, esta
limitado por los pesos, que aqui estan también en [-1,1].

Para optimizar ambos aspectos, en una realizacién, se ha introducido una funcién de adecuaciéon combinada:

fit,(g)

it . -
Pl 8= 000 Sir (g)
Aqui, cpi, que representa “importancia del par de codones”, es un valor real mayor que cero, y determina cual de las
dos funciones de adecuacion tiene mas influencia sobre la adecuacion combinada. Con cpi proxima a cero, el
denominador se aproxima a cero cuando fits(g) se hace mejor (es decir, también proximo a cero), y de este modo
pequefios cambios en fitsc(g) influyen en fitcombi(g) Mas que pequefios cambios en fitp(g), mientras que con una cpi
elevada, ligeras mejoras en fit;;(g) pueden tener un mayor efecto sobre fitcomsi(g) que mejoras medias en fitse(g).
Obsérvese que los valores de fitcompi que se obtienen usando diferentes valores de cpi no son comparables (cpi
préxima a 0 puede dar como resultado valores fitcompi proximos a -100, mientras que fitcompi €sta habitualmente entre
0y -1 para cpi > 0,2).

En una realizacion, se afiade una “penalizacion” si g contiene ciertas secuencias indeseadas, por ejemplo sitios de
restriccién o secuencias que dan como resultado estructuras secundarias indeseadas en el ARNm. Esto puede ser
util cuando se construyen genes sintéticos, pero en si mismo no esta relacionado con la optimizacion del uso de
codones individuales y de pares de codones. Una funcion de adecuacion modificada es:

Jit,(8)

it fi(g) |

ﬁtcomb:‘ (g) =
en la que P(g) representa una funcion de penalizacion que crea un peso positivo en el caso de que una estructura de
secuencia indeseada sea parte de un gen g.

Se ha de entender que en las realizaciones de la invencion aqui las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos
pueden ser secuencias tedricas que existen solamente, por ejemplo, en el papel u otro soporte de datos
preferiblemente legible por ordenador, o pueden existir como una realizacién creada tangible y fisicamente.

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones anejas, es decir,

1. Un método de optimizacién de una secuencia codificante nucleotidica que codifica una secuencia de
aminoacidos predeterminada, mediante el cual la secuencia codificante se optimiza para la expresion en una
célula hospedante predeterminada, comprendiendo el método:

a) generar al menos una secuencia codificante original que codifica la secuencia de aminoacidos
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predeterminada;

b) generar al menos una secuencia codificante nuevamente generada a partir de esta al menos una
secuencia codificante original sustituyendo en esta al menos una secuencia codificante original uno o
mas codones mediante un codén sinébnimo;

c) determinar un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante original y un valor
de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada a la vez que se
usa una funcién de adecuacion que determina al menos una de adecuacion de codon individual y
adecuacion del par de codones para la célula hospedante predeterminada;

d) escoger una o mas secuencias codificantes seleccionadas entre dicha al menos una secuencia
codificante original y dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada segun un
criterio de seleccion predeterminado de manera que cuanto mayor es dicho valor de adecuacion,
mayor es la probabilidad de ser escogido;

e) repetir las acciones b a d) a la vez que se trata dicha una o mas secuencias codificantes
seleccionadas como una o mas secuencias codificantes originales en las acciones b) a d) hasta que
se satisface un criterio de parada de iteracion predeterminado

en el que dicha funcién de adecuacion se define por medio de:

fit(g)

Fioma @)= D)

en la que

12l-1
it (@) = S wl(elk)clk + 1)
|g|—1 k=1

|
e =L S5 ey - e )

gl =

cpi es un valor real mayor que cero, fit;p(g) es la funcion de adecuacion del par de codones, fitsc(g) es una
funcién de adecuacion del codén individual, w((c(k), c(k + 1)) es un peso de un par de codones en una
secuencia codificante g, | gl es la longitud de dicha secuencia codificante, c(k) es el codén k-avo en dicha

)

. rmrget (C(k)) . .
secuencia de codones, °st es una relacion deseada de codon c(k
real en la secuencia codificante g.

es una relacién

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que dicho criterio de seleccion predeterminado es tal que dicha
una o mas secuencias codificantes seleccionadas tienen un mejor valor de adecuacion segun un criterio
predeterminado.

3. Un método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho método comprende, tras la accion e):

f) seleccionar una mejor secuencia codificante individual entre dicha una o mas secuencias
codificantes seleccionadas, en el que dicha mejor secuencia codificante individual tiene un mejor valor
de adecuacion que otras secuencias codificantes seleccionadas.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho criterio de parada de
iteraccion predeterminado es al menos uno de:

(a) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene un mejor valor de
adecuacioén por encima de un valor umbral predeterminado;

(b) evaluar si ninguna de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene un mejor valor de
adecuacion por debajo de dicho valor umbral predeterminado;

(c) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene al menos 30% de
los pares de codones con pesos de pares de codones positivos asociados para la célula hospedante
predeterminada en dicha secuencia codificante original que se transforman en pares de codones con
pesos negativos asociados; y,

(d) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene al menos 30% de
los pares de codones con pesos positivos asociados por encima de 0 para la célula hospedante
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predeterminada en dicha secuencia codificante original que se transforman en pares de codones con
pesos asociados por debajo de 0.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que cpi esta entre 10 y 0,5.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dichos pesos w de los pares de
codones se toman a partir de una matriz de 61 x 61 de pares de codones sin codones de parada, o una
matriz de 61 x 64 de pares de codones que incluye codones de parada, y en el que dichos pesos w del par de
codones se calcula en base a un método a base de ordenador, usando como informacién de entrada al
menos uno de:

(a) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 200 secuencias nucleotidicas de
un hospedante predeterminado;

(b) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 200 secuencias nucleotidicas de la
especie a la que pertenece el hospedante predeterminado;

(c) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 5% de las secuencias
nucleotidicas que codifican la proteina en una secuencia genémica del hospedante predeterminado; vy,

(d) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 5% de las secuencias
nucleotidicas que codifican la proteina en una secuencia genémica de un género relacionado con el
hospedante predeterminado.

7. Un método segun la reivindicacion 6, en el que dichos pesos w de los pares de codones se determinan
para al menos 5%, 10%, 20%, 50%, y preferiblemente 100% de los posibles 61 x 64 pares de codones que
incluyen la sefial de terminacién como codoén de parada.

8. Un método segun la reivindicacion 1-7, en el que dichos pesos w de pares de codones se toman de una
matriz de 61 x 61 de pares de codones sin codones de parada, o una matriz de 61 x 64 de pares de codones
que incluyen codones de parada, y en el que dichos pesos w de pares de codones se definen por medio de:

n (e, )= (eine,)

SO (NI Wil (R

w((c; ’cj)) = o

g ((cive; )

en la que los valores esperados combinados se definen por medio de:
combi _ .ail ait ) high
n e N=r2e) rde) 2, m ()
e esple;)
cresyrie;)
all
enlaque * * representa la relacion de codones individuales de ck en el conjunto de datos del genoma

high

R ((€;5C,)) .
completo, y las apariciones de un par (c;¢c)) en el grupo muy expresado, y en el que el grupo
muy expresado son los genes cuyos ARNm se pueden detectar a un nivel de al menos 20 copias por célula.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha secuencia nucleotidica
codificante original que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada se selecciona de:

(a) una secuencia nucleotidica de tipo salvaje que codifica dicha secuencia de aminoacidos
predeterminada;

(b) una traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos predeterminada, por lo que un codoén para
una posicion de aminoacido en la secuencia de aminoacidos predeterminada se escoge al azar de los
codones sinénimos que codifican el aminoacido; y

(c) una traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos predeterminada, por lo que un codén para
una posicion de aminoacido en la secuencia de aminoacidos predeterminada se escoge segun una
preferencia de codones individuales para la célula hospedante predeterminada o una especie
relacionada con la célula hospedante.

10. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha célula hospedante
predeterminada es una célula de un microorganismo, preferiblemente un microorganismo de un género
seleccionado de: Bacillus, Actinomycetis, Escherichia, Streptomyces, Aspergillus, Penicillium, Kluyveromyces,
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Saccharomyces.

11. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha célula hospedante
predeterminada es una célula de un animal o planta, preferiblemente una célula de una estirpe celular
seleccionada de CHO, BHK, NSO, COS, Vero, PER.C6™, HEK-293, Drosophila S2, Spodoptera Sf9 y
Spodoptera Sf21.

12. Un ordenador que comprende un procesador y memoria, estando el procesador dispuesto para leer de
dicha memoria y escribir en dicha memoria, comprendiendo la memoria datos e instrucciones montados para
hacer que dicho procesador lleve a cabo el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

13. Producto de programa de ordenador que comprende datos e instrucciones, y dispuesto para ser cargado
en una memoria de un ordenador que también comprende un procesador, estando el procesador dispuesto
para leer de dicha memoria y escribir en dicha memoria, estando los datos e instrucciones dispuestos para
hacer que dicho procesador lleve a cabo el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

14. Soporte de datos proporcionado con un producto de programa de ordenador segun la reivindicacion 13.

15. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la secuencia codificante que
codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada generada con el método esta comprendida en una
molécula de acido nucleico, en el que la secuencia codificante no es una secuencia codificante de origen
natural, y en el que la secuencia codificante tiene una fit;;(g) de al menos por debajo de -0,1, y
preferiblemente por debajo de -0,2, y mas preferiblemente por debajo de -0,3 para una célula hospedante
predeterminada.

16. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la secuencia codificante que
codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada generada con el método esta comprendida en una
molécula de acido nucleico, en el que la secuencia codificante no es una secuencia codificante de origen
natural, y en el que la secuencia codificante tiene una fit;;(g) de al menos por debajo de -0,1, y
preferiblemente por debajo de -0,2 para una célula hospedante predeterminada, y una fits;(g) de al menos por
debajo de 0,1 para una célula hospedante predeterminada.

En un primer aspecto, la descripcion se refiere por lo tanto a un método de optimizacién de una secuencia
codificante nucleotidica que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada, por lo que la secuencia
codificante se optimiza para la expresion en una célula hospedante predeterminada. EI método comprende
preferiblemente las etapas de: (a) generar al menos una secuencia codificante original que codifica la secuencia de
aminoacidos predeterminada; (b) generar al menos una secuencia codificante nuevamente generada a partir de esta
al menos una secuencia codificante original sustituyendo en esta al menos una secuencia codificante original uno o
mas codones mediante un coddn sindnimo; (c) determinar un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia
codificante original y un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada a
la vez que se usa una funcién de adecuacion que determina al menos una de adecuacion de codoén individual y
adecuacion de par de codones para la célula hospedante predeterminada; (d) escoger una o mas secuencias
codificantes seleccionadas entre dicho al menos un gen original y dicha al menos una secuencia codificante
nuevamente generada segun un criterio de seleccion predeterminado, de manera que cuanto mayor es dicho valor
de adecuacion, mayor es la probabilidad de ser escogido; y, (€) repetir las acciones b) a d) mientras se trata dicha
una o mas secuencias codificantes seleccionadas como una o mas secuencias codificantes originales en las
acciones b) a d) hasta que se satisface un criterio de parada de iteracion predeterminado.

Segun una realizacién de la descripcion, el método comprende preferiblemente las etapas de: (a) generar al menos
una secuencia codificante original que codifica la secuencia de aminoacidos predeterminada; (b) generar al menos
una secuencia codificante nuevamente generada a partir de esta al menos una secuencia codificante original
sustituyendo en esta al menos una secuencia codificante original uno o mas codones mediante un codén sinénimo;
(c) determinar un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante original y un valor de adecuacion
de dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada a la vez que se usa una funcién de adecuacion
que determina la adecuacion de par de codones para la célula hospedante predeterminada; (d) escoger una o mas
secuencias codificantes seleccionadas entre dicho al menos un gen original y dicha al menos una secuencia
codificante nuevamente generada segun un criterio de selecciéon predeterminado, de manera que cuanto mayor es
dicho valor de adecuacion, mayor es la probabilidad de ser escogido; vy, (e) repetir las acciones b) a d) mientras se
trata dicha una o mas secuencias codificantes seleccionadas como una o mas secuencias codificantes originales en
las acciones b) a d) hasta que se satisface un criterio de parada de iteracion predeterminado.

Segun ofra realizacion de la descripcion, el método comprende preferiblemente las etapas de: (a) generar al menos
una secuencia codificante original que codifica la secuencia de aminoacidos predeterminada; (b) generar al menos
una secuencia codificante nuevamente generada a partir de esta al menos una secuencia codificante original
sustituyendo en esta al menos una secuencia codificante original uno o mas codones mediante un codén sindnimo;
(c) determinar un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante original y un valor de adecuacion
de dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada a la vez que se usa una funcion de adecuacion
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que comprende determinar la adecuacion de codon individual y la adecuacion de par de codones para la célula
hospedante predeterminada; (d) escoger una o mas secuencias codificantes seleccionadas entre dicho al menos un
gen original y dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada segun un criterio de seleccion
predeterminado, de manera que cuanto mayor es dicho valor de adecuacion, mayor es la probabilidad de ser
escogido; y, (e) repetir las acciones b) a d) mientras se trata dicha una o mas secuencias codificantes seleccionadas
como una o mas secuencias codificantes originales en las acciones b) a d) hasta que se satisface un criterio de
parada de iteracion predeterminado.

En los métodos, preferiblemente el criterio de seleccion predeterminado es tal que dicha una o mas secuencias
codificantes seleccionadas tienen un mejor valor de adecuacion segun un criterio predeterminado. Los métodos
segun la invenciéon pueden comprender ademas, tras la accion e): seleccionar una mejor secuencia codificante
individual entre dicha una o mas secuencias codificantes seleccionadas, en el que dicha mejor secuencia codificante
individual tiene un valor de adecuacién mejor que otras secuencias codificantes seleccionadas.

En el método de la invencion, el mencionado criterio de parada de iteracion predeterminado es preferiblemente al
menos uno de: (a) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene un mejor valor de
adecuacion por encima de un valor umbral predeterminado; (b) evaluar si ninguna de dichas secuencias codificantes
seleccionadas tiene un mejor valor de adecuacion por debajo de dicho valor umbral predeterminado; (c) evaluar si al
menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene al menos 30% de los pares de codones con
pesos de pares de codones positivos asociados para la célula hospedante predeterminada en dicha secuencia
codificante original que se transforman en pares de codones con pesos negativos asociados; y, (d) evaluar si al
menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, 6 90% de los
pares de codones con pesos positivos asociados por encima de 0 para la célula hospedante predeterminada en
dicha secuencia codificante original que se transforman en pares de codones con pesos asociados por debajo de 0.

En los métodos de la descripcion, la funcidon de adecuacion puede definir la adecuacién de codén individual por
medio de:

1 8
(&) =100~ i T (k) = £ (c(kY)-100

k=1

r2*® (e (k)

en la que g simboliza una secuencia codificante, | g| su longitud, g(k) su codén k-avo, es una relacion

. rf(clk
deseada de codén c(k) (APENDICE 2; vectores CR), y ¢ (k)
nucleotidica g.

es una relacion real en la secuencia codificante

En los métodos de la invencion, la funcién de adecuacion define la adecuacion del par de codones por medio de:

lgk=?
fit (&) =——- S wi(c(k), el +1))
l gl-1 3

en la que w((c(k), c(k + 1)) es un peso de un par de codones en una secuencia codificante g, | gl es la longitud de
dicha secuencia codificante nucleotidica, y c(k) es el codén k-avo en dicha secuencia codificante.

Mas preferiblemente, en los métodos de la invencion, la funcién de adecuacién se define por medio de:

fir(g)

ﬁ’tcﬂlbf(g) = Cpl’ + ﬁln (g)

en la que

Igk-}
fit (&)= G:‘-T S wl(cthy.ctk + 1)

fir(8)= r;[ St etk - i)

cpi es un valor real mayor o igual a cero, fit;p(g) es una funcién de adecuacion del par de codones, fits«(g) es una
funcion de adecuacion del codon individual, w((c(k), c(k + 1)) es un peso de un par de codones en una secuencia
codificante g (APENDICE 3; matriz CPW), | gl es la longitud de dicha secuencia codificante, c(k) es el codén k-avo
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P (e(k)) r(c(k))

en dicha secuencia de codones, es una relacion deseada del codon c(k), y = una relacion real
en la secuencia codificante g. Preferiblemente, cpi esta entre 0 y 10, mas preferiblemente entre 0 y 0,5, y lo mas
preferible, alrededor de 0,2.

En los métodos de la invencion, los pesos w del par de codones (APENDICE 3) se pueden tomar a partir de una
matriz de 64 x 64 pares de codones que incluye codones de parada. Obsérvese que los pesos para los pares
parada:sentido y pares parada:parada son siempre cero. Los pesos w de los pares de codones se calcularon
preferiblemente en base a un método a base de ordenador, usando como informacién de entrada al menos uno de:
(a) una secuencia genomica de la célula hospedante predeterminada para la que se secuencian al menos 5, 10, 20
u 80% de las secuencias nucleotidicas que codifican la proteina; (b) una secuencia genémica de una especie
relacionada con la célula hospedante predeterminada, para la que se secuencian al menos 5, 10, 20 u 80% de las
secuencias nucleotidicas que codifican la proteina; (c) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al
menos 200 secuencias codificantes de la célula hospedante predeterminada; y (d) un grupo de secuencias
nucleotidicas que consiste en al menos 200 secuencias codificantes de una especie relacionada con la célula
hospedante predeterminada. Una especie relacionada se entiende aqui que se refiere a una especie de la cual la
secuencia nucleotidica del ARN ribosémico de la subunidad pequeia tiene al menos 60, 70, 80, 0 90% de identidad
con la secuencia nucleotidica del ARN ribosémico de la subunidad pequefia de la célula hospedante predeterminada
(Wuyts et al., 2004, Nucleic Acids Res. 32: D101-D103).

Los pesos w de los pares de codones no necesitan determinarse para todos los 61 x 64 pares de codones posibles,
incluyendo la sefial de terminacion como codoén de parada, sino que se puede determinar para solamente una
fraccion de los mismos, por ejemplo para al menos 5%, 10%, 20%, 50%, y preferiblemente 100% de los 61 x 64
pares de codones posibles, incluyendo la sefial de terminacion como codén de parada.

Seleccion de genes muy expresados

Para el calculo de las matrices de los pesos de los pares de codones y de los vectores de la relacion diana de
codones individuales, se puede aplicar un conjunto de secuencias nucleotidicas de la propia célula hospedante
especificada, un conjunto de secuencias nucleotidicas de una especie relacionada, o una combinacién de ambos. El
conjunto A de secuencias nucleotidicas se denomina “conjunto de referencia all’. Lo mas preferible, este conjunto
contiene el conjunto completo de marcos de lectura abiertos (ORFs) para un organismo que esta completamente
secuenciado (>95%).

En una realizacion preferida de la invencion, se selecciona un subconjunto B que contiene un subconjunto que esta
sobreexpresado con genes muy expresados o genes que codifican proteinas muy expresadas. Este conjunto se
puede determinar usando medidas, y la subsiguiente clasificacion, como una hibridacion de ARNm usando
tecnologia de matrices, por ejemplo matrices de Affymetrix, Nimblegen, Agilent, o cualquier otra fuente para el
conjunto de referencia A. Otras medidas pueden ser RT-PCR, geles de proteina, analisis mediante MS-MS, u otra
técnica de medida conocida por la persona experta en la técnica. Ademas de realizar una clasificacién en base a las
medidas, también se pueden aplicar herramientas bioinformaticas para predecir directamente un grupo de genes
muy expresados, por ejemplo seleccionando los genes mas preferidos (Carbone et al, 2003), o seleccionando genes
que se sabe que estan muy expresados en un amplio intervalo de organismos. Entre estos estan proteinas
ribosémicas, genes glicoliticos y genes del ciclo del ATC implicados en metabolismo primario, genes implicados en
transcripcion y traduccion.

Preferiblemente, los pesos w de los pares de codones se calculan en base a un método a base de ordenador,
usando como informacién de entrada el grupo de genes muy expresados en la célula hospedante predeterminada.
Genes muy expresados se entiende aqui que significa genes cuyos ARNm se pueden detectar a un nivel de al
menos 10, preferiblemente 20, mas preferiblemente 50, mas preferiblemente 100, mas preferiblemente 500, y lo mas
preferible al menos 1.000 copias por célula. Por ejemplo, Gygi et al. midieron ~15.000 moléculas de ARNm por
célula de levadura. La abundancia de los ARNm especificos se determiné que estaba en el intervalo de 0,1-470 por
célula (Gygi, S.P., Y. Rochon, B.R. Franza y R. Aebersold (1999). Correlation between protein and mRNA
abundance in yeast. Mol. Cel. Biol. 19(3):1720-30), o un factor 10 veces inferior: 0,01-50 por célula (por Akashi, H.
(2003). Translational selection and yeast proteome evolution. Genetics 164(4): 1291-1303.).

Como alternativa, el grupo de genes muy expresados en la célula hospedante predeterminada puede ser el grupo
que comprende los 1000, 500, 400, 300, 6 200 6 100 ARNm o proteinas mas abundantes. La persona experta
reconocera que para el calculo de la relacion de codones individuales, el tamafio del grupo de genes muy
expresados puede ser pequefio, puesto que se especifican como maximo sélo 64 valores diana. Aqui, un conjunto
de referencia con genes muy expresados puede ser tan bajo como 1 gen, pero generalmente se considera 1% del
tamafio del genoma un conjunto representativo de los genes muy expresados; véase, por ejemplo, Carbone, A. et al.
(2003) (Codon adaptation index as a measure of dominating codon bias. Bioinformatics. 19(16):2005-15). Para el
célculo de una matriz de pesos de pares de codones, habitualmente sirve un conjunto de 200-500 genes de
referencia, que corresponde a 2-7% de un genoma bacteriano (3000-15000 genes).

Otra posibilidad es derivar un subconjunto de genes presumiblemente muy expresados a partir de la bibliografia. Por
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ejemplo, para Bacillus subtilis, que es un organismo modelo, existe bastante bibliografia sobre la preferencia de
codones individuales. Un buen resumen sobre el estado de la técnica para B. subtilis se da mediante el trabajo de
Kanaya et al. (1999). En nuestro enfoque, véase el Ejemplo 4, se agrupan los datos en un subconjunto de grupos
muy expresados en base a los niveles de ARNm medidos mediante tecnologia Affymetrix, y se comparan estas
secuencias con el conjunto completo de los ORFs del genoma. Otras opciones que se han usado en la bibliografia
son datos de expresidon de proteinas, y grupos categoricos funcionales de genes (esperados) como proteinas
ribosdmicas, proteinas implicadas en la traduccion y transcripcion, esporulacion, metabolismo energético, y el
sistema flagelar (Kanaya et al., 1999; Karlin y Mrazek, 2000).

De hecho, a menudo se encuentra, por ejemplo, elevada preferencia de codones en las proteinas ribosémicas, asi
como en los otros grupos nombrados. Sin embargo, generalmente no todos los genes en estos ultimos grupos
muestran tal comportamiento. También, no se sabe como reaccionan las proteinas ribosémicas en condiciones de
produccion de bajo crecimiento. Por lo tanto, parece logica una técnica de medida directa para derivar un
subconjunto de genes muy expresados. Después, se pueden escoger datos transcriptomicos (TX) y/o protedmicos
(PX). Para ambos, hay pros y contras. TX da una foto mas bien completa para los niveles de ARNm de genes en el
genoma completo, mientras que los datos de PX pueden estar sesgados por la sobrerrepresentacion de proteinas
solubles en agua. Los datos de TX son una medida directa para el ARNm disponible que se somete a traduccion,
mientras que la proteina es parte de un proceso de acumulacion en el que el recambio también juega un papel
importante. De cualquier forma, se muestra que los datos de TX y PX se correlacionan para los genes muy
expresados (Gygi et al, 1999). Otro trabajo interesante es la prediccion de genes muy expresados (PHX) mediante
desviacion del uso promedio de codones y similitud con proteinas ribosémicas, y aquellos implicados en factores de
procesamiento de traducciéon y transcripcion, y con proteinas de la degradacion de chaperonas (Karlin y Mrazek,
2000). En particular, para organismos que crecen rapidamente, como Bacillus, E. coli, etc., se encuentra que los
genes glicoliticos importantes y los genes del ciclo del acido tricarboxilico pertenecen al grupo anterior. La prediccion
del método se compara bien con genes muy expresados conocidos en datos de ARNm y expresion de proteina.

La persona experta apreciara que tanto los pesos de codones individuales como los pesos w de los pares de
codones se pueden determinar para células hospedantes modificadas que se han modificado con respecto al
contenido y naturaleza de sus genes codificantes de ARNt, es decir, células hospedantes que comprenden copias
adicionales de genes de ARNt existentes, nuevos genes de ARNt (exdgenos), incluyendo genes de ARNt no
naturales, incluyendo genes que codifican ARNt de atun que se han modificado para incluir aminoacidos no
naturales u otros compuestos quimicos, asi como células hospedantes en las que se han inactivado o suprimido uno
o0 mas genes de ARNH.

En el método de la invencién, la secuencia nucleotidica codificante original que codifica una secuencia de
aminoacidos predeterminada se puede seleccionar de: (a) una secuencia nucleotidica de tipo salvaje que codifica la
secuencia de aminoacidos predeterminada; (b) una traduccidon inversa de la secuencia de aminoacidos
predeterminada, por lo que un coddn para una posicion de aminoacido en la secuencia de aminoacidos
predeterminada se escoge al azar de los codones sinénimos que codifican el aminoacido; y (c) una traduccion
inversa de la secuencia de aminoacidos predeterminada, por lo que un coddn para una posicién de aminoacido en la
secuencia de aminoacidos predeterminada se escoge segun una preferencia de codones individuales para la célula
hospedante predeterminada o una especie relacionada con la célula hospedante.

Células hospedantes

En los métodos de la invencion, el hospedante predeterminado puede ser cualquier célula u organismo hospedante
que sea adecuado para la produccion de un polipéptido de interés por medio de la expresiéon de una secuencia
codificante nucleotidica optimizada. La célula hospedante puede ser asi una célula hospedante procariota o
eucariota. La célula hospedante puede ser una célula hospedante que es adecuada para el cultivo en medio liquido
o en un medio solido. Como alternativa, la célula hospedante puede ser una célula que es parte de un tejido
multicelular o y un organismo multicelular tal como una planta (transgénica), animal o ser humano.

Las células hospedantes pueden ser microbianas o no microbianas. Las células hospedantes no microbianas
adecuadas incluyen, por ejemplo, células hospedantes de mamiferos, tales como células de hamster: CHO (ovario
de hamster chino), células BHK (de rifidn de hamster bebé), células de ratdn (por ejemplo NSO0), células de mono
tales como COS o Vero; células humanas tales como PER.C6™ o células HEK-293; o células de insecto tales como
células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9 o Sf21; o células de plantas tales como tabaco, tomate, patata, colza,
repollo, guisante, trigo, maiz, arroz, especie Taxus tal como Taxus brevifolia, especie Arabidopsis tal como
Arabidopsis thaliana, y especie Nicotiana tal como Nicotiana tabacum. Tales células no microbianas son
particularmente adecuadas para la produccion de proteinas de mamiferos o humanas para uso en terapia de
mamiferos o de seres humanos.

La célula hospedante puede ser células hospedantes microbianas tales como células bacterianas o fungicas. Las
células hospedantes bacterianas adecuadas incluyen bacterias tanto grampositivas como gramnegativas. Los
ejemplos de células hospedantes bacterianas adecuadas incluyen bacterias de los géneros Bacillus, Actinomycetis,
Escherichia, Streptomyces, asi como bacterias de acido lactico tales como Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus, Oenococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Carnobacterium, Propionibacterium, Enterococcus y
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Bifidobacterium. Se prefieren particularmente Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis,
Escherichia coli, Streptomyces coelicolor, Streptomyces clavuligerus, y Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis.

Como alternativa, la célula hospedante puede ser un microorganismo eucariota, tal como una levadura o un hongo
filamentoso. Las levaduras preferidas como células hospedantes pertenecen a los géneros Saccharomyces,
Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces, y Yarrowia. Las
células hospedantes de Debaromyces particularmente preferidas incluyen Saccharomyces cerevisiae, y
Kluyveromyces lactis.

Segun una realizacién mas preferida, la célula hospedante de la presente invencidon es una célula de un hongo
filamentoso. “Hongos filamentosos” incluye todas las formas filamentosas de la subdivision Eumycota y Oomycota
(como se define por Hawksworth et al., 1995, mas arriba). Los hongos filamentosos se caracterizan por una pared
de micelios compuesta de quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano, y otros polisacaridos complejos. El
crecimiento vegetativo es mediante alargamiento de las hifas, y el catabolismo del carbono es obligatoriamente
aerobio. Los géneros fungicos filamentosos cuyas cepas se pueden usar como células hospedantes en la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, cepas de los géneros Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium,
Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora,
Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizophyllum, Chrysosporium, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia,
Tolypocladium, y Trichoderma. Preferiblemente, un hongo filamentoso que pertenece a una especie seleccionada
del grupo que consiste en Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae, Trichoderma reesei o Penicillium
chrysogenum. Ejemplos de cepas hospedantes adecuadas incluyen: Aspergillus niger CBS 513.88 (Pel et al., 2007,
Nat Biotech. 25: 221-231), Aspergillus oryzae ATCC 20423, IFO 4177, ATCC 1011, ATCC 9576, ATCC14488-14491,
ATCC 11601, ATCC12892, P. chrysogenum CBS 455.95, Penicillium citrinum ATCC 38065, Penicillium
chrysogenum P2, Acremonium chrysogenum ATCC 36225 o ATCC 48272, Trichoderma reesei ATCC 26921 o
ATCC 56765 o ATCC 26921, Aspergillus sojae ATCC11906, Chrysosporium lucknowense ATCC44006 y sus
derivados.

La célula hospedante puede ser una célula hospedante de hongo filamentoso de tipo salvaje, o una variante, un
mutante o una célula hospedante de hongo filamentoso genéticamente modificada. Tales células hospedantes
fungicas filamentosas modificadas incluyen, por ejemplo, células hospedantes con niveles reducidos de proteasas,
tales como las cepas deficientes en proteasas como Aspergillus oryzae JaL 125 (descrita en los documentos WO
97/35956 o EP 429.490); la cepa de A. niger deficiente en tripeptidil-aminopeptidasas como se describe en el
documento WO 96/14404, o células hospedantes con produccion reducida del activador transcripcional de proteasas
(prtT; como se describe en los documentos WO 01/68864, US2004/0191864A1 y WO 2006/040312); cepas
hospedantes como la Aspergillus oryzae BECh2, en la que tres genes de TAKA amilasa, dos genes de proteasa, asi
como la capacidad para formar los metabolitos acido ciclopiazénico y acido kéjico se han inactivado (BECh2 se
describe en el documento WO 00/39322); células hospedantes fungicas filamentosas que comprenden una
respuesta proteica no plegada (UPR) elevada en comparacion con la célula de tipo salvaje para potenciar las
capacidades de produccion de un polipéptido de interés (descritas en los documentos US2004/0186070A1,
US2001/0034045A1, WOO01/72783A2 y WO2005/123763); células hospedantes con un fenotipo deficiente en oxalato
(descritas en los documentos W02004/070022A2 y WO02000/50576); células hospedantes con una expresion
reducida de un polipéptido endégeno abundante tal como glucoamilasa, alfa-amilasa A neutra, alfa-amilasa B neutra,
alfa-1,6-transglucosidasa, proteasas, celobiohidrolasa y/o acido oxalico hidrolasa (como se pueden obtener
mediante modificacién genética segun las técnicas descritas en el documento US2004/0191864A1); células
hospedantes con una mayor eficiencia de recombinacion homadloga (que tienen el gen hdfA o hdfB deficiente, como
se describe en el documento WO2005/095624); y células hospedantes que tienen cualquier posible combinacion de
estas modificaciones.

En un método de la invencién, la secuencia de aminoacidos predeterminada puede ser una secuencia de
aminoacidos (de un polipéptido de interés) que es heterdloga con dicha célula hospedante predeterminada, o puede
ser una secuencia de aminoacidos (de un polipéptido de interés) que es homadloga con dicha célula hospedante
predeterminada.

El término “heterdlogo” cuando se usa con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina se refiere a un
acido nucleico o proteina que no aparece de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o secuencia
de ADN o ARN en el que esta presente, o que se encuentra en una célula o localizacion o localizaciones en el
genoma o secuencia de ADN o de ARN que difieren de aquella en la que se encuentra en la naturaleza. Los acidos
nucleicos o proteinas heterélogos no son endoégenos a la célula en la que se introducen, sino que se han obtenido
de otra célula o se han producido sintética o recombinantemente. Generalmente, aunque no necesariamente, tales
acidos nucleicos codifican proteinas que no son producidas normalmente por la célula en la que se expresa el acido
nucleico. Cualquier acido nucleico o proteina que un experto en la técnica reconoceria como heterélogo o extrafio a
la célula en la que se expresa esta englobado aqui por la expresién acido nucleico o proteina heteréloga. El término
heterélogo también se aplica a combinaciones no naturales de secuencias de acido nucleico o de aminoacidos, es
decir, combinaciones en las que al menos dos de las secuencias combinadas son extrafas una con respecto a la
otra.

El término “homologo”, cuando se usa para indicar la relacion entre una molécula de acido nucleico o polipeptidica
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dada (recombinante) y un organismo hospedante o célula hospedante dada, se entiende que significa que en la
naturaleza la molécula de acido nucleico o polipeptidica se produce por una célula hospedante u organismos de la
misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa.

La secuencia de aminoacidos predeterminada puede ser la secuencia de cualquier polipéptido de interés que tiene
aplicabilidad o utilidad comercial o industrial. De este modo, el polipéptido de interés puede ser un anticuerpo o una
porcién del mismo, un antigeno, un factor de coagulacion, una enzima, una hormona o una variante de hormona, un
receptor o sus porciones, una proteina reguladora, una proteina estructural, un informador, o una proteina de
transporte, proteina intracelular, proteina implicada en proceso de secrecién, proteina implicada en proceso de
plegamiento, chaperona, transportador de aminoacido peptidico, factor de glicosilacién, factor de transcripcion.
Preferiblemente, el polipéptido de interés se segrega en el entorno extracelular de la célula hospedante mediante la
ruta de secrecion clasica, mediante una ruta de secreciéon no clasica, o mediante una ruta de secrecion alternativa
(descrita en el documento WO 2006/040340). En el caso en el que el péptido de interés sea una enzima, puede ser,
por ejemplo, una oxidorreductasa, transferasa, hidrolasa, liasa, isomerasa, ligasa, catalasa, celulasa, quitinasa,
cutinasa, desoxirribonucleasa, dextranasa, esterasa. Las enzimas mas preferidas incluyen, por ejemplo,
carbohidrasas, por ejemplo celulasas tales como endoglucanasas, p-glucanasas, celobiohidrolasas o -
glucosidasas, hemicelulasas o enzimas pectinoliticas tales como xilanasas, xilosidasas, mananasas, galactanasas,
galactosidasas, pectina metil esterasas, pectina liasas, pectato liasas, endopoligalacturonasas,
exopoligalacturonasas, ramnogalacturonasas, arabanasas, arabinofuranosidasas, arabinoxilan hidrolasas,
galacturonasas, liasas, o enzimas amiloliticas; hidrolasa, isomerasa, o ligasa, fosfatasas tales como fitasas,
esterasas tales como lipasas, enzimas proteoliticas, oxidorreductasas tales como oxidasas, transferasas, o
isomerasas, fitasas, aminopeptidasas, carboxipeptidasas, endo-proteasas, metalo-proteasas, serina-proteasas,
catalasas, quitinasas, cutinasas, ciclodextrina glicosil-transferasas, desoxirribonucleasas, alfa-galactosidasas, beta-
galactosidasas, glucoamilasas, alfa-glucosidasas, beta-glucosidasas, haloperoxidasas, invertasas, lacasas,
manosidasas, mutanasas, peroxidasas, fosfolipasas, polifenoloxidasas, ribonucleasas, transglutaminasas, glucosa
oxidasas, hexosa oxidasas, y monooxigenasas. Varias proteinas terapéuticas de interés incluyen, por ejemplo,
anticuerpos y fragmento de los mismos, insulina humana y sus analogos, lactoferrina humana y sus analogos,
hormona de crecimiento humana, eritropoyetina, activador de plasmindgeno tisular (tPA) o insulinotropina. El
polipéptido puede estar implicado en la sintesis de un metabolito, preferiblemente acido citrico. Tales polipéptidos
incluyen, por ejemplo: aconitato hidratasa, aconitasa hidroxilasa, 6-fosfofructocinasa, citrato sintasa,
carboxifosfonoenolpiruvato fosfonomutasa, glicolato reductasa, precursor de glucosa oxidasa goxC, nucledsido-
difosfato-azlcar epimerasa, glucosa oxidasa, manganeso-superoxido-dismutasa, citrato liasa, ubiquinona reductasa,
proteinas portadoras, proteinas transportadoras de citrato, proteinas respiratorias mitocondriales, y proteinas
transportadoras de metales.

Ordenador, programa y soporte de datos

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un ordenador que comprende un procesador y una memoria,
estando el procesador dispuesto para leer de dicha memoria y escribir en dicha memoria, comprendiendo la
memoria datos e instrucciones dispuestos para proporcionar a dicho procesador la capacidad para llevar a cabo el
método de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un producto de programa de ordenador que comprende datos e
instrucciones y dispuesto para ser cargado en una memoria de un ordenador que también comprende un
procesador, estando el procesador dispuesto para leer de dicha memoria y escribir en dicha memoria, estando los
datos e instrucciones dispuestos para proporcionar a dicho procesador la capacidad para llevar a cabo el método de
la invencion.

En todavia otro aspecto, la invencion se refiere a un soporte de datos proporcionado con un producto de programa
de ordenador como se define anteriormente.

Moléculas de acido nucleico

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
codificante que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada. La secuencia codificante es preferiblemente
una secuencia nucleotidica que no se asemeja a una secuencia codificante de origen natural. Mas bien, la secuencia
codificante en la molécula de acido nucleico es una secuencia nucleotidica que no se encuentra en la naturaleza
sino que es una secuencia nucleotidica artificial, es decir, manipulada mediante ingenieria, hecha por el hombre, que
se generd en base al método para la optimizacion de preferencia de codones individuales y/o de pares de codones
para una célula hospedante predeterminada segun los métodos definidos aqui, y que se sintetizd subsiguientemente
como una molécula de acido nucleico tangible. Preferiblemente, la secuencia codificante tiene una fits.(g) de al
menos por debajo de 0,2, o mas preferiblemente por debajo de 0,1, y lo mas preferible por debajo de 0,02 para una
célula hospedante predeterminada. Mas preferiblemente, la secuencia codificante tiene una fit;,(g) de al menos por
debajo de 0 para una célula hospedante predeterminada. Lo mas preferible, la secuencia codificante tiene una fit:x(g)
de al menos por debajo de -0,1 para una célula hospedante predeterminada, o mas preferiblemente al menos por
debajo de -0,2. Preferiblemente, el nimero de pares de codones en un gen optimizado g contiene al menos 60, 70,
75, 80, 85% pares de codones, y lo mas preferible al menos 90% de pares de codones con pares de codones
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negativos asociados para los organismos hospedantes especificados.

La secuencia de aminoacidos predeterminada codificada por la secuencia codificante puede ser cualquier
polipéptido de interés como se define aqui anteriormente, y también la célula hospedante predeterminada puede ser
cualquier célula hospedante como se define aqui anteriormente.

En la molécula de acido nucleico, la secuencia codificante esta preferiblemente enlazada de forma operable a una
secuencia de control de la expresion que es capaz de dirigir la expresion de la secuencia codificante en la célula
hospedante predeterminada. En el contexto de la descripciéon, una secuencia de control se define como una
secuencia nucleotidica asociada operativamente a una secuencia codificante cuando estan presentes juntas, y que
incluye todos los componentes necesarios o0 ventajosos para la expresion de la secuencia nucleotidica que codifica
el polipéptido a producir. Cada secuencia de control puede ser nativa o extrafia a la secuencia nucleotidica que
codifica el polipéptido a producir. Tales secuencias de control pueden incluir, pero no se limitan a, una secuencia
lider, una secuencia de poliadenilaciéon, una secuencia propeptidica, un promotor, una secuencia iniciadora de la
traduccion, una secuencia codificante iniciadora de la traduccién, una secuencia terminadora de la traduccion y una
secuencia terminadora de la transcripcion. Las secuencias de control se pueden proporcionar con ligadores, por
ejemplo con el fin de introducir sitios de restriccion especificos que facilitan la ligacion de las secuencias de control
con la region codificante de la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido.

Las secuencias de control de la expresién comprenderan habitualmente de forma minima un promotor. Como se usa
aqui, el término “promotor” se refiere a un fragmento de acido nucleico que funciona para controlar la transcripcion
de uno o mas genes, situado en direccion 5’ con respecto a la direccion de transcripcion del sitio de iniciacion de la
transcripcion del gen, y se identifica estructuralmente por la presencia de un sitio de uniéon para ARN polimerasa
dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y cualesquiera otras secuencias de ADN, incluyendo,
pero sin limitarse a, sitios de union a factores de transcripcion, sitios de unién a proteinas represoras y activadoras, y
cualesquiera otras secuencias de nucleétidos conocidos por un experto en la técnica para actuar directa o
indirectamente para regular la cantidad de transcripcion a partir del promotor. Un promotor “constitutivo” es un
promotor que es activo en la mayoria de las condiciones medioambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible”
es un promotor que es activo bajo regulacion medioambiental o de desarrollo.

Un segmento de ADN, tal como una secuencia de control de la expresion, esta “ligado operablemente” cuando se
coloca en una relacién funcional con otro segmento de ADN. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta ligado
operablemente a una secuencia codificante si estimula la transcripcién de la secuencia. EI ADN para una secuencia
sefial esta ligado operablemente a ADN que codifica un polipéptido si es expresado como una pre-proteina que
participa en la secrecion del polipéptido. Generalmente, las secuencias de ADN que estan ligadas operablemente
son contiguas, y, en el caso de una secuencia sefal, tanto contiguas como en fase de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no necesitan estar contiguos con las secuencias codificantes cuya transcripcion controlan. El
ligamiento se logra mediante ligacion en sitios de restriccion convenientes o en adaptadores, ligadores, o fragmentos
de PCR por medios conocidos en la técnica.

La selecciéon de una secuencia promotora apropiada depende generalmente de la célula hospedante seleccionada
para la expresion del segmento de ADN. Los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas incluyen promotores
procariotas y eucariotas bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y Russell, 2001, “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Nueva York). Las secuencias reguladoras transcripcionales incluyen tipicamente un potenciador o promotor
heterdélogo que es reconocido por el hospedante. La seleccién de un promotor apropiado depende del hospedante,
pero se conocen y existen promotores tales como los promotores trp, lac y fagicos, promotores de ARNt y
promotores de enzimas glicoliticas (véase, por ejemplo, Sambrook y Russell, 2001, mas arriba). Los ejemplos de
promotores inducibles preferidos que se pueden usar son promotores inducibles por almidén, por cobre, por acido
oleico. Los promotores preferidos para células hospedantes fungicas filamentosas incluyen, por ejemplo, el promotor
de glucoamilasa de A. niger o el promotor de TAKA amilasa de A. oryzae y los promotores descritos en el
documento W02005/100573.

La secuencia nucleotidica de la descripcion puede comprender ademas una secuencia sefial, 0 mas bien una region
codificante de un péptido sefal. Una secuencia sefial codifica una secuencia de aminoacidos enlazada al término
amino del polipéptido, que puede dirigir al polipéptido expresado a la ruta secretora de la célula. Las secuencias
sefial contienen habitualmente un ndcleo hidréfobo de alrededor de 4-15 aminoacidos, que a menudo esta
inmediatamente precedido por un aminoacido basico. En el extremo carboxi terminal del péptido sefial hay un par de
pequefios aminoacidos no cargados, separados por un unico aminoacido interviniente que define el sitio de escision
del péptido sefial. von Heijne, G. (1990) J. Membrane Biol. 115: 195-201. A pesar de sus similitudes estructurales y
funcionales globales, los péptidos sefial nativos no tienen una secuencia consenso. Las regiones codificantes del
péptido sefal adecuadas pueden obtenerse a partir de un gen de glucoamilasa o amilasa de una especie
Aspergillus, un gen de lipasa o proteinasa de una especie Rhizomucor, €l gen para el factor alfa de Saccharomyces
cerevisiae, un gen de amilasa o proteasa de una especie Bacillus, o el gen de pre-pro-quimiosina de ternera. Sin
embargo, en la presente invencion se puede usar cualquier region codificante del péptido sefal capaz de dirigir a la
proteina expresada a la ruta secretora de una célula hospedante de eleccion. Las regiones codificantes del péptido
sefial preferidas para células hospedantes de hongos filamentosos son la region codificante del péptido sefial
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obtenida del gen de TAKA amilasa de Aspergillus oryzae (documento EP 238.023), el gen de amilasa neutra de
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, el gen de proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, el gen de
celulasa de Humicola lanuginosa, celulasa de Humicola insolens, cutinasa de Humicola insolens, el gen de lipasa B
de Candida antarctica, o el gen de lipasa de Rhizomucor miehei, y su secuencia sefial mutante, truncada, e hibrida
de los mismos. En una realizacién preferida de la invencion, la secuencia nucleotidica que codifica la secuencia
sefial es una parte integrante de la secuencia codificante que esta optimizada con respecto a la preferencia de
codones individuales y/o pares de codones para el hospedante predeterminado.

En la molécula de acido nucleico de la descripcion, la secuencia codificante esta enlazada preferiblemente de forma
operable ademas a una secuencia iniciadora de la traduccion. En eucariotas, la secuencia consenso nucleotidica (6-
12 nucleodtidos) antes del codén ATG iniciador se denomina a menudo secuencia consenso de Kozak debido al
trabajo inicial de este tema (Kozak, M. (1987): an analysis of 5-noncoding sequences from 699 vertebrate
messenger RNAs. Nucl. Acid Res. 15(20): 8125-47). La secuencia consenso de Kozak original
CCCGCCGCCrCC(ATG)G, que incluye un nucleétido +4 derivado por Kozak, esta asociada con el inicio de la
traduccién en eucariotas superiores. Para células hospedantes procariotas, la secuencia de Shine-Delgamo
correspondiente (AGGAGG) esta preferiblemente presente en la regiéon no traducida de 5 de los ARNm de
procariotas para servir como un sitio de comienzo traduccional para ribosomas.

En el contexto de esta invencion, la expresién “secuencia iniciadora de la traduccién” se define como los diez
nucledétidos inmediatamente en direcciéon 5 del codén iniciador o de partida del marco de lectura abierto de una
secuencia de ADN que codifica un polipéptido. El coddn iniciador o de partida codifica el aminoacido metionina. El
codén iniciador es tipicamente ATG, pero también puede ser cualquier codén de partida funcional, tal como GTG,
TTG o CTG.

En particular, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia codificante que codifica una secuencia de
aminoacidos predeterminada que se va a expresar en una célula hospedante fungica, es decir, la célula hospedante
predeterminada es preferiblemente un hongo, de los cuales los mas preferidos son los hongos filamentosos. Las
moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias codificantes que estan optimizadas para la expresion en
hongos segun la invenciéon pueden comprender ademas el uno o mas de los siguientes elementos: 1) una secuencia
consenso fungica iniciadora de la traduccion; 2) una secuencia codificante iniciadora de la traduccion fungica; y 3)
una secuencia fungica de terminacioén de la traduccion.

Una secuencia consenso fungica iniciadora de la traduccion se define preferiblemente mediante las siguientes
secuencias: 5-mwChkyCAmv-3’, usando cddigos de ambigliedad para los nucledtidos: m (A/C); r (A/G); w (A/T); s
(CIG); y (CIT); k (G/T); v (A/ICIG); h (A/C/T); d (A/GIT); b (C/GIT); n (A/C/GIT). Segun una realizacién mas preferida,
las secuencias son: 5-mwChkyCAAA-3’; 5-mwChkyCACA-3’ o 5-mwChkyCAAG-3’. Lo mas preferible, la secuencia
consenso de iniciacion de la traduccién es 5-CACCGTCAAA-3’ 0 5-CGCAGTCAAG-3'.

En el contexto, la expresion “secuencia consenso codificante iniciadora de la traduccion” se define aqui como los
nueve nucleotidos inmediatamente en direccion 3’ del coddn iniciador del marco de lectura abierto de la secuencia
codificante (el coddn iniciador es tipicamente ATG, pero también puede ser cualquier codén de partida funcional, tal
como GTG). Una secuencia consenso fungica codificante iniciadora de la traduccién preferida tiene la siguiente
secuencia nucleotidica: 5-GCTnCCyyC-3’, usando cddigos de ambigliedad para los nucleétidos y (C/T) y n
(A/C/G/T). Esto conduce a 16 variantes para la secuencia codificante iniciadora de la traduccion, de la cual 5- GCT
TCC TTC -3 es la mas preferida. Usando una secuencia consenso codificante iniciadora de la traduccién, se
permiten los siguientes aminoacidos en las posiciones de aminoacidos mencionadas: alanina en +2, alanina, serina,
prolina o treonina en +3, y fenilalanina, serina, leucina o prolina en la posicién +4 en el polipéptido que es codificado.
Preferiblemente, en la presente invencién, la secuencia consenso codificante iniciadora de la traduccién es extrafia a
la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido a producir, pero la secuencia consenso iniciadora de la
traduccion puede ser nativa a la célula hospedante fungica.

En el contexto de esta descripcidn, la expresion “secuencia de terminacion de la traducciéon” se define como los
cuatro nucleétidos que empiezan a partir del codén de parada traduccional en el extremo 3’ del marco de lectura
abierto o secuencia codificante. La secuencia de terminacion de la traduccion fungica preferida incluye: 5'-TAAG-3’,
5-TAGA-3’ y 5-TAAA-3’, de la cual 5-TAAA-3’ es la mas preferida.

Una secuencia codificante que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada que se va a expresar en una
célula hospedante fungica esta preferiblemente ademas optimizada con respecto a una frecuencia de codones
individuales, de manera que al menos uno, dos, tres, cuatro o cinco codones originales, mas preferiblemente al
menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95% de los codones originales
se han intercambiado por un coddén sinénimo, codificando el codén sinénimo el mismo aminoacido que el codén
nativo, y teniendo una mayor frecuencia en el uso de codones como se define en la Tabla A que el codoén original.
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Tabla A: Frecuencia 6ptima de codones fungicos filamentosos para codones sinénimos, en %.

.T. .C. A .G.
Phe Ser Tyr Cys
T. 0 21 0 0 T
Phe Ser Tyr Cys
T. 100 44 100 100 .C
Leu Ser Parada Parada
T. 0 0 100 0 LA
Leu Ser Parada Trp
T. 13 14 0 100 .G
Leu Pro His Arg
C.. 17 36 0 49 T
Leu Pro His Arg
C.. 38 64 100 51 .C
Leu Pro GIn Arg
C.. 0 0 0 0 LA
Leu Pro GIn Arg
C.. 32 0 100 0 .G
lle Thr Asn Ser
A 27 30 0 0 T
lle Thr Asn Ser
A. 73 70 100 21 .C
lle Thr Lys Arg
A 0 0 0 0 A
Met Thr Lys Arg
A. 100 0 100 0 .G
Val Ala Asp Gly
G 27 38 36 49 T
Val Ala Asp Gly
G 54 51 64 35 C
Val Ala Glu Gly
G 0 0 26 16 A
Val Ala Glu Gly
G 19 11 74 0 G

Una secuencia codificante incluso mas preferida que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada que se
va a expresar en una célula hospedante fungica estd ademas optimizada preferiblemente con respecto a la
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frecuencia de codones individuales, de manera que al menos uno, dos, tres, cuatro o cinco codones originales, mas
preferiblemente al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95% de los
codones originales se han intercambiado por un codén sindnimo, cambiando el codon sinénimo la frecuencia de
codones de manera que el valor de la diferencia absoluta entre el porcentaje para dicho coddn en dicha frecuencia y
el porcentaje 6ptimo listado se hace mas pequefio tras la modificacion, aplicando la siguiente lista de porcentajes
optimos: cisteina codificada por TGC (100%); fenilalanina por TTC (100%); histidina por CAC (100%); lisina por AAG
(100%); asparagina por AAC (100%); glutamina por CAG (100%); tirosina por TAC (100%); alanina por GCT
(38,0%), GCC (50,7%), o GCG (11,3%); aspartato por GAC (63,2%); glutamato por GAG (74,2%); glicina por GGT
(49,0%), GGC (35,9%), GGA (15,1%); isoleucina por ATT (26,7%), ATC (73,3%); leucina por TTG (12,7%), CTT
(17,4%), CTC (38,7%), CTG (31,2%); prolina por CCT (35,6%), CCC (64,4%); arginina por CGT (49,1%), CGC
(50,9%); serina por TCT (20,8%), TCC (44,0%), TCG (14,4%), AGC (20,8%); treonina por ACT (29,7%), ACC
(70,3%) y/o valina por GTT (27,4%), GTC (54,5%), GTG (18,1%); todos los otros posibles codones que codifican
aminoacidos (0%).

Las moléculas de acido nucleico definidas anteriormente que comprenden las secuencias codificantes de la
descripcion (para la expresion en una célula hospedante predeterminada) pueden comprender ademas los
elementos que se encuentran habitualmente en vectores de expresion, tales como un marcador seleccionable, un
origen de la replicacion y/o secuencias que facilitan la integracion, preferiblemente a través de recombinacion
homologa, en un sitio predeterminado en el genoma. Tales elementos adicionales son bien conocidos en la técnica y
no necesitan ninguna explicacién adicional aqui.

En un aspecto adicional, la descripcion se refiere a una célula hospedante que comprende una molécula de acido
nucleico como se define aqui anteriormente. La célula hospedante es preferiblemente una célula hospedante como
se define aqui anteriormente.

En todavia un aspecto adicional, la descripcion se refiere a un método para producir un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos predeterminada. El método comprende preferiblemente cultivar una célula hospedante
que comprende una molécula de acido nucleico como se define aqui anteriormente, en condiciones que conduzcan
a la expresion del polipéptido, y, opcionalmente, recuperar el polipéptido.

En nuevamente un aspecto adicional, la descripcidon se refiere a un método para producir al menos uno de un
metabolito intracelular y un metabolito extracelular. El método comprende cultivar una célula hospedante como se
define aqui anteriormente en condiciones que conduzcan a la produccién del metabolito. Preferiblemente, en el
hospedante, el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos predeterminada (que es codificada por la molécula
de acido nucleico como se define anteriormente) esta implicado en la produccion del metabolito. El metabolito (sea
un metabolito primario o secundario, o ambos; sea intra-, extracelular, o0 ambos) puede ser cualquier producto de
fermentacion que se pueda producir en un proceso de fermentacion. Tales productos de fermentacion incluyen, por
ejemplo, aminoacidos tales como lisina, acido glutamico, leucina, treonina, triptéfano; antibiéticos, incluyendo, por
ejemplo, ampicilina, bacitracina, cefalosporinas, eritromicina, monensina, penicilinas, estreptomicina, tetraciclinas,
tilosina, macrolidos, y quinolonas; antibioticos preferidos son cefalosporinas y beta-lactamas; lipidos y acidos grasos
que incluyen, por ejemplo, acidos grasos poliinsaturados (PUFAs); alcanol tal como etanol, propanol y butanol;
polioles tales como 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol y xilitol; cetonas tales como acetona, aminas, diaminas,
etileno; isoprenoides tales como carotenoides, caroteno, astaxantina, licopeno, luteina; acido acrilico, esteroles tales
como colesterol y ergosterol; vitaminas, incluyendo, por ejemplo, las vitaminas A, B2 B12, C, D, E y K, y acidos
organicos, incluyendo, por ejemplo, acido glucarico, acido glucénico, acido glutarico, acido adipico, acido succinico,
acido tartarico, acido oxalico, acido acético, acido lactico, acido formico, acido malico, acido maleico, acido maldnico,
acido citrico, acido fumarico, acido itaconico, acido levulinico, acido xilénico, acido aconitico, acido ascorbico, acido
kdjico, y acido comérico; un acido organico preferido es acido citrico.

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo “comprender” y sus conjugaciones se usa en su sentido no
limitante para significar que los aspectos que siguen a la palabra estan incluidos, pero los aspectos no mencionados
especificamente no estan excluidos. Ademas, la referencia a un elemento mediante el articulo indefinido “un” o “una”
no excluye la posibilidad de que esté presente mas de uno del elemento, excepto que el contexto requiera
claramente que haya uno y solamente uno de los elementos. El articulo indefinido “un” o “una” significa
habitualmente asi “al menos uno”.

Ejemplos

1. Ejemplo 1: Analisis de la preferencia del par de codones
1.1. Material y métodos

1.1.1. Datos y software

El analisis de par de codones se puede llevar a cabo en secuencias codificantes (CDS) en datos de secuencias de
genoma completo asi como grupos parciales derivados de esos (0 una secuencia gendémica parcial, como por
ejemplo bibliotecas cDNA/EST, o incluso datos gendmicos parciales de multiples genomas de organismos
relacionados). Las herramientas usadas en la presente invencion leen estos datos usando como informacién de

24



10

15

20

25

30

35

ES 2 534282713

entrada archivos FASTA. La inmensa mayoria de todos los calculos se ha llevado a cabo en MATLAB 7.01 (The
MathWorks, Inc., www.mathworks.com), pero para ciertos analisis detallados de los resultados obtenidos se usé
Spotfire DecisionSite 8.0 (Spotffire, Inc., http://www.spotrire.com/products/decisionsite.cfm).

Para A. niger, se us6 un archivo FASTA con secuencias de ADNc predichas para el genoma completo de
CBS513.88 (Pel et al., 2007, Nat Biotech. 25: 221-231) y un grupo de 479 genes muy expresados. Ademas, puesto
que habitualmente menos de la mitad de los >14.000 genes en A. niger se expresan al mismo tiempo en condiciones
de fermentacion a escala piloto, se usé el dato procedente de 24 GeneChips obtenidos usando tales condiciones
para extraer un segundo conjunto de genes que incluye solamente genes que estan realmente expresados en
diversos experimentos (teniendo en cuenta solamente genes con al menos 18 llamadas de “presente”, usando el
software de analisis de matriz Affymetrix MAS5.0; este conjunto comprendi6 4.584 genes), y para clasificarlos segun
el nivel de ARNm observado (puesto que no existia ningun otro dato en ese momento), de manera que se pueda
identificar facilmente un conjunto de genes (presumiblemente) muy expresados de cualquier tamafio. Este segundo
conjunto se cred para que fuese capaz de clasificar los datos segun su nivel de expresion.

Para este andlisis, se usaron niveles de transcripcion de los genes. Como alternativa, también se pueden aplicar
datos de expresion proteica cuantitativos, por ejemplo mediante electroforesis en gel bidimensional de las proteinas
e identificacion subsiguiente via espectrometria de masas. Sin embargo, la generacion de la expresion proteica en
grandes conjuntos de proteinas todavia consume bastante tiempo en comparacion con la determinacion de los
niveles de ARNm (por ejemplo usando genechips). Por lo tanto, lo que se hizo aqui es estudiar el efecto de la
preferencia de codones sobre la traduccion antes de que la traduccion haya ocurrido realmente. . Gygi et al. (Yeast.
Mol. Cel. Biol. 19(3):1720-30) encontraron realmente una “correlacion de los niveles de expresion de proteina y
ARNmM con la preferencia de codones” en E. coli, incluso aunque la correlacion de los niveles de expresién de ARNm
y de proteina fue mas bien rudimentaria solamente. Por tanto, la frase “nivel de expresion” se usara en este texto
cuando se haya determinado realmente solo el efecto sobre el nivel de transcripcion.

Para Bacillus subtilis, estaba disponible y se analizé un organismo que contiene alrededor de 4.000 genes, un grupo
de 300 genes muy expresados. Véase la Tabla 1.1 para un resumen de las propiedades basicas de los genomas de
todos los organismos que se han tenido en cuenta en este estudio (sin embargo, no todos ellos se describiran con
detalle).

En cada analisis, se han ignorado genes (putativos) que incluyeron uno o mas codones de parada en otra posicion
distinta de la del extremo, y secuencias con una longitud no divisible entre tres (es decir, en la que se puede haber
producido un desplazamiento del marco durante la secuenciacion). También, los primeros cinco y los ultimos cinco
codones de cada gen no se han tenido en cuenta debido a que estos sitios pueden estar implicados en la eficiencia
de unidn y liberacion de proteinas y por lo tanto pueden estar sujetos a diferentes presiones de seleccion distintas de
las otras partes de la secuencia, de manera que la preferencia del codén y del par de codones alli puede no ser
representativa. También se han omitido del analisis los ORFs (ORF = marco de lectura abierto) mas cortos de 20
codones. En la Tabla 1.1, esto ya se ha tenido en cuenta.

Tabla 1.1 Contenido de nucledtidos de varios organismos, incluyendo nimero de ORFs y tamafio del genoma en
megapares de bases (Mpb).

contenido nucleotidico
nombre del organismo n® de ORFs Mbp
A C G T

A. nidulans 7,782 10,61 24% 28% 26% 22%
A. niger 13,962 18,41 24% 27% 26% 22%
A. oryzae 12,074 16,29 25% 26% 26% 23%
B. anayloliquefaciens 4,449 3,54 26% 24% 27% 23%
B. subtilis 4,104 3,66 30% 20% 24% 26%
E. coliK12 4,289 4,09 24% 25% 27% 24%
K. lactis 5,336 7,52 32% 19% 21% 28%
P. chrysogenum 13,164 17,54 24% 27% 25% 23%
S. cerevisiae 6,449 9,01 33% 19% 20% 28%
S. coelicolor 7,894 7,62 14% 37% 35% 13%
T. reesei 8,331 11,45 23% 30% 28% 20%
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1.1.2 Apariciones esperadas de pares de codones

A fin de analizar el uso del par de codones, primero se han contado las apariciones de cada codén individual y de
cada par de codones, representadas mas abajo por noss((Ci,Cj)), en el que obs representa observado. El paréntesis
doble es necesario para indicar que el “niumero observado”, es decir, naps, €s una funcion con solo un argumento,
que en si misma es un par (en ese caso: un par de codones, es decir, (c;c)). Lo mismo se aplica a todas las
funciones en pares de codones definidas mas abajo. Los indices j, j y también k pueden ser 1 a 64, que indican el
ndmero del codon en la representacion interna (segun su orden alfabético). (c;c;) representa un par de codones,
siendo ¢; el codon izquierdo (es decir, el triplete de 5’ de la secuencia de 6 nucledtidos) y el derecho ¢; (es decir,

all

proximo al extremo 3’), asi como el nimero de apariciones o (€4) para cada codon ci (en el que el subindice sc
representa codon individual y el superindice all indica que el numero se refiere al genoma completo, en oposicién a
ni(c,) . . . .

que se usara para representar relaciones de codones en un unico gen g; las funciones de pares de
codones como nans((Ci,Cj)) siempre se refieren al nimero en el genoma completo o un grupo mas grande de genes).
Entonces se calcularon las relaciones de codones individuales (obsérvese que, en algunos documentos, estas
relaciones también se denominan frecuencias). Sin embargo, las frecuencias de codones también pueden hacer
referencia al nimero de apariciones de un codon dividido entre el nimero total de todos los codones

r:"(c,)=ﬂ:‘(fz)/ Z“;"(Cl)

feamdc,}

en la que syn(cx) representa el conjunto de codones que codifican el mismo aminoacido que ci y de este modo son
sinénimos a cx. De este modo, el valor de la suma debajo de la barra de fraccion es igual al nimero de apariciones
del aminoacido codificado por ¢; en el proteoma completo. Véase el Apéndice 1 para una lista concisa de los
simbolos y formulas mas importantes usados aqui.

Para revelar si ciertas preferencias de pares de codones presuntas son solo el resultado de preferencias de los
codones individuales, es necesario calcular valores esperados para cada par de codones basandose en frecuencias
de codones individuales. Estas se han calculado usando la férmula

n > ((c..c; N = r,f'(c,)-r:'(cj)- Z n, ({c..c.))
ey

El superindice own se usa para distinguir los valores de aquellos obtenidos usando otros métodos mencionados mas
tarde. En el ultimo factor de esta ecuacion, los nimeros reales de apariciones de todos los pares de codones
sinénimos se suman. De este modo, la cantidad esperada de cada par de codones es el producto de las relaciones
de uso de codones individuales y el nimero de apariciones del par de aminoacidos respectivo.

Gutman y Hatfield (1989, Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:3699-3703) propusieron otro método para calcular valores
esperados. Su enfoque inicial fue calcular las frecuencias de codones (es decir, la cantidad de codones en un gen g
dividida entre el nimero total de codones en g, representado por | gl) para cada gen individualmente, y después
multiplicar estos valores por parejas y con el nimero de pares de codones en esa secuencia (que es| g -1).

l.“(( . = n (C’ '" (C!)
o= 3 e i) Sgl-.

En esta ecuacion, “ghl’ representa el método 1 de Gutman y Hatfield (1989, mas arriba). Esto da como resultado
valores de pares de codones esperados para cada gen (la parte después del operador suma en la ecuacion
anterior), que entonces se suman, dando como resultado valores esperados finales que se ajustan por definicion
para posibles desviaciones en el uso de codones individuales entre diferentes genes del mismo genoma, pero no
tienen en cuenta una posible preferencia en el uso de pares de aminoacidos. Esto significa que si ciertos
aminoacidos tienden a estar proximos entre si mas a menudo que otros, o, en otras palabras, si los nimeros de
apariciones de los pares de aminoacidos no son similares a los que serian en secuencias aleatorizadas con la
misma composicion de aminoacidos, los valores esperados también serian significativamente diferentes por cuanto
los pares de codones que codifican pares de aminoacidos mas bien usados raramente tendrian valores esperados
demasiado altos y aquellos de los pares de aminoacidos usados mas a menudo los demasiado bajos.

Gutman y Hatfield (1989, mas arriba) también propusieron un método para normalizar sus valores esperados para la
preferencia de pares de aminoacidos. Por lo tanto, simplemente compararon el nimero esperado de pares de
aminoacidos segun sus métodos con los observados y en consecuencia aumentaron la escala de los valores
esperados de todos los pares de codones afectados, para hacer que los primeros coincidan con los Ultimos:
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En esta ecuacion, “gh2” representa el método 2 de Gutman y Hatfield (1989, mas arriba).
1.1.3 Calculo de la preferencia del par de codones

La preferencia del par de codones real bias((cic;) deberia resultar entonces de la diferencia entre los numeros
esperados y reales (observados) de los pares de codones (en el que se puede usar cualquiera de estos métodos
para los valores esperados). El enfoque inicial fue calcularla simplemente mediante

s ((Cilcj N- nup((ci ’cj)) .
., ((Ci,c}))

bias)((c,.c;)) =

De este modo, el valor de la preferencia indicaria cuanto porcentaje mas o menos a menudo del esperado se usa
realmente el par de codones (esto es, si se multiplica por 100%). Para pares de aminoacidos que no aparecen en un
conjunto analizado de genes, el valor de la preferencia segun la formula seria 0/0 para todos los pares de codones
correspondientes. En ese caso, se define como 0. El limite inferior de los valores de la preferencia seria asi -1,
mientras que no hay limite claro superior. Esto se consideroé en cierto modo poco practico, de manera que se us6

noy, (€1 €5 ) —n . ({(e,c,))
max("vb: ((C, ’cj ))r nup ((C‘ 'cj )))

bias((c,,c,)) =

en la que max(a,b) representa el mayor de los dos valores a y b, que siempre da como resultado un valor de la
preferencia en (-1,1). Esto significa que el valor de la preferencia puede ser -1, pero no +1. Lo anterior ocurre cuando
un cierto par de codones no se usa en absoluto para codificar un par de aminoacidos que aparece realmente; el
valor +1 no se puede alcanzar debido a que nex((cic;)) tendria que ser 0 también entonces, pero esto es solo posible
cuando ness((Ci, ;) es 0.

La interpretacion dada anteriormente es todavia valida para valores de la preferencia <0 (lo que significa que
Nobs((Ci, Gj))<nexp((Ci,Gj)), de manera que ambas formulas tienen el mismo resultado). Si nops((Ci,Cj)) > Nexp((Ci,C})), los
valores de la preferencia (que entonces son >0) indican cuanto porcentaje menor que el valor observado es el valor
esperado (es decir, en ese caso, se cambia la linea base).

1.1.4 Significancia estadistica de la preferencia

Gutman y Hatfield (1989, mas arriba) usaron la prueba de y? para determinar la significancia estadistica de sus
resultados. Esta prueba se usa para comprobar cuan probable es que ciertos resultados observados ocurran por
casualidad bajo una hipétesis especifica. Cuando se examinan los pares de codones, esta hipdtesis seria que el uso
de pares de codones es el resultado de una seleccion aleatoria de cada codén independientemente. Para evaluar
esta hipétesis, se calcula un valor XZ

2 (N (RN S (CNT8)) )

B o (€ rCs))

(representando CP el conjunto de todos los pares de codones sin incluir un codén de parada). El nimero de grados
de libertad es entonces 3720 (61*61-1). Si la seleccion de los pares de codones fuera aleatoria, se podria esperar
que el valor de % sea alrededor de 3720 (igual al nimero de grados de libertad), con una desviacion estandar igual
a la raiz cuadrada de 2*grados de libertad.

De este modo, se puede evaluar la significancia estadistica global de la preferencia observada. Sin embargo,
también se podria deducir la significancia estadistica de la preferencia de pares de codones individuales. En cuanto
al método para calcular valores esperados propuestos previamente, el nUmero de apariciones de un par de codones
se considera que es el resultado de una secuencia de experimentos independientes si/no (si: los dos codones se
seleccionan para codificar el par de aminoacidos respectivo; no: se selecciona otro par de codones), de manera que
sigue una distribucién binomial, que se puede aproximar a una distribucion normal si el conjunto de genes
analizados es suficientemente grande. Esto se considera una buena aproximacion si n*p>4, en el que n representa
el numero de experimentos y p la probabilidad de “si”, que es también el valor esperado. Por lo tanto, para cada par
de codones se puede calcular una desviacion estandar segun la férmula
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all alf
0'((6,.(.‘1))= "dm((ci'cj))'(l-ru €)r. (Cj)) .
Entonces, se pueden calcular las puntuaciones estandar, también denominadas puntuaciones z

("ob: ((cl‘ ‘cj )) " "up ((C, ' cf ))
ol{c..c ; )]

(e e D=

El valor absoluto de la puntuacién z informa sobre cuantas desviaciones estandar lejos del valor esperado esta el
valor real (observado). Suponiendo una distribucion normal, aproximadamente 95% de todas las observaciones
estarian dentro de dos desviaciones estandar del valor esperado, y >99% dentro de tres.

1.2 Resultados
1.2.1 Existencia de preferencia de pares de codones

Usando los métodos anteriores, se ha encontrado que existen preferencias de pares de codones significativas. Para
todos los organismos investigados, las pruebas de XZ suministraron valores XZ varias veces tan altos como el numero
de grados de libertad, y de este modo, también muchas desviaciones estandar por encima del valor esperado. En
cuanto a la preferencia de pares de codones individuales, se pudo confirmar el hallazgo de Moura et al. de que, en
levadura, “alrededor de 47% de los contextos de pares de codones caen dentro del intervalo -3 a +3” desviaciones
estandar lejos de los valores esperados (aunque calcularon los valores esperados de forma diferente), que
corresponde a las puntuaciones z en nuestro analisis. En general, hay significativamente mas pares de codones con
puntuaciones z mas bien elevadas que los que habria si el uso de pares de codones fuese aleatorio. Véase la Tabla
1.2: con una seleccion aleatoria, que daria como resultado aproximadamente una distribuciéon normal, por ejemplo
solamente alrededor de 5% de todos los pares de codones deberian tener una puntuaciones z mayor que 2 o menor
que -2, pero en el genoma completo de los cuatro organismos seleccionados, esto se aplica realmente a mas de dos
tercios.

Tabla 1.2. Puntuaciones z en diferentes organismos

|puntuacion z| >1 >2 >3

Distribucion normal 68,3% 5,0% 0,3%
A. nidulans 86,1% 73,7% 60,4%
A. niger 89,2% 79,1% 69,7%
A. oryzae 88,4% 76,7% 65,1%
B. amyloliquefaciens 88,1% 76,4% 64,0%
B. subtilis 86,1% 72,0% 59,3%
E. coliK12 86,1% 74,8% 64,0%
K. lactis 82,6% 67,0% 53,4%
P. chrysogenum 89,3% 79,1% 69,0%
S. cerevisiae 82,7% 67,6% 52,1%
S. coelicolor 82,0% 66,5% 53,5%
T. reesei 89,0% 79,8% 71,0%

Obsérvese que estos valores estan en cierto modo correlacionados con el tamafio del genoma (véase la Tabla 1.1
para una comparacion), es decir, el organismo con genomas mas grandes tiende a tener pares de codones con
puntuaciones z mas extremas. Especialmente cuando se analizan grupos mas pequerfios de genes (por ejemplo, los
479 muy expresados en A. niger), los valores son menores (para este ejemplo: 65,1%, 37,2% y 19,7%,
respectivamente), ya que menores numeros de apariciones conducen a mayores desviaciones estandar (en
comparacion con los valores esperados) y de este modo a una significancia estadistica menor de los resultados.
Esto conduce a la conclusion de que el uso de pares de codones no es el resultado de una seleccion aleatoria de los
codones segun las relaciones de codones individuales.

La distribucién de los propios valores de la preferencia difiere de un organismo a otro. Esto se puede explicar con
referencia a la Figura 3, que muestra la distribucion de valores de preferencia de los pares de codones para los
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3.721 pares de codones sentido:sentido en diferentes organismos. Los nimeros en la esquina superior derecha de
cada histograma en la Figura 3 son las desviaciones estandar para la distribucion observada; los valores medios (no
mostrados) estan entre -0,06 y -0,01 para todos los organismos. En los histogramas mostrados en la Figura 3, se
puede observar que de los diez organismos ensayados, las bacterias E. coli, B. subtilus, B. amiloliquefaciens y S.
coelicolor tienen la preferencia de pares de codones mas extrema, mientras que la preferencia en los hongos A.
niger, A. oryzae, A. terreus, A. nidulans, P. chrysogenum y levaduras S. cerevisiae y K. lactis, es menos extrema.

Se puede hacer otra observacion interesante cuando se compara la preferencia de pares de codones de diferentes
organismos. Los valores de la preferencia de organismos relacionados muestran una mayor correlacion que los de
organismos no relacionados. Esto se explica con referencia a la Figura 4. La Figura 4 muestra correlacion en la
preferencia de pares de codones de diversos organismos. En la esquina superior derecha de cada subgrafica se
muestra un coeficiente de correlaciéon. En este analisis, las correlaciones mas elevadas se podrian observar entre A.
niger frente a P. chrysogenum, y A. niger frente a A. oryzae, la mas baja, es decir, efectivamente ninguna
correlacion, se podria observar entre B. subtilis y S. coelicolor. De forma interesante, no se han observado
correlaciones negativas. Esto significa que aunque los organismos con un contenido elevado de GC (como S.
coelicolor) prefieren mayoritariamente estos codones que son los menos usados en organismos ricos en AT (como
S. cerevisiae 0, aunque no extremadamente rico en AT, B. subtilis), no hay dos organismos en los que los pares
preferidos de un organismo sean probablemente rechazados en el otro, y viceversa. Esto podria significar que
aunque la preferencia de casi cualquier coddn individual depende del organismo, hay varios pares de codones que
son preferidos y/o rechazados en casi cualquier organismo (por ejemplo, debido a su probabilidad para provocar
desplazamientos del marco o ARNLt sin estructura de coincidencia).

1.2.2 Patrones en la preferencia de pares de codones

A fin de visualizar la preferencia del par de codones observada, se pueden dibujar los denominados mapas como se
ha hecho por Moura et al. (2005) (llaman a estos mapas “mapas de contexto de codones”). Esto se puede explicar
muy facilmente con referencia a imagenes coloreadas que consisten en rectangulos coloreados para cada par de
codones, representando las filas el primer y representando las columnas el segundo codoén del par. Los colores rojos
indican una preferencia negativa, y los verdes una preferencia positiva. El blanco representa pares de codones que
realmente tienen una preferencia igual a 0 (que es el caso para ATG-ATG, por ejemplo, puesto que esa es la Unica
manera para codificar el par de aminoacidos Met-Met) y pares que incorporan un codén de parada.

Sin embargo, las imagenes coloreadas no pueden ser parte de la descripcion de una solicitud de patente. Para la
visualizacion en negro y blanco, la imagen se dividira en dos imagenes en este ejemplo. La Figura 5A presenta los
pares de codones positivos para A. niger, mientras que la Figura 5B presenta los pares de codones negativos para
A. niger (véase también el Apéndice 3, Tabla C1). Cuanto mas preferido sea el par de codones, mas negro es el
rectangulo correspondiente. Los valores de la preferencia oscilan aqui desde -0,67 hasta 0,54, en los que en otros
organismos pueden incluso estar ligeramente por encima de +/-0,9 (véase también la Figura 3). Las intensidades
mas elevadas de negro (verde original (parte superior)) y negro (rojo original (parte superior)) en estos diagramas
representan valores de 0,9 y -0,9, respectivamente (no alcanzados aqui; generalmente, los valores absolutos de la
preferencia maxima son ligeramente menores que aquellos de la preferencia minima.

Ademas, se prefieren tablas de matrices CPW en el Apéndice 3, que contienen los valores numéricos de la
preferencia de los pares de codones y se hace referencia a la Figura 5 como un ejemplo de blanco y negro de la
imagen coloreada, por lo que la persona experta puede reconstruir una versioén coloreada usando los valores
numeéricos a partir de las tablas en el Apéndice 3.

El primer enfoque a estos mapas de pares de codones fue clasificar las filas y columnas segun su orden alfabético
(ya que éste es el orden de su representacion interna). Lo que se pudo ver en ese mapa fue que las diagonales
parecian contener manchas ligeramente mas verdes que rojas, lo que indica que muchos codones tienen una
preferencia por el mismo codén como su vecino. Ademas, la mayoria de las columnas vecinas fueron en cierto modo
similares, mientras que las filas vecinas mayoritariamente no lo fueron (datos no mostrados); véanse las Figuras 5A
y 5B y el Apéndice 3, Tabla C1. Sin embargo, la mayoria de las filas fueron similares a una fila separada por otras
tres, es decir, hubo cierta similitud cada cuarta fila.

Puesto que la propiedad comun de cada cuarta fila es el ultimo nucleétido del primer codén de los pares, es mas
preferido clasificar las filas clasificadas segun el orden alfabético de la tercera posicion como primer criterio de
clasificacion, y la posicion central como segundo. Lo que se puede observar entonces en el mapa para A. niger
(Figuras 5C y D, y Apéndice 3, Tabla C1) es que la preferencia parece correlacionarse de hecho principalmente con
el ultimo nucledtido del primer (5’) y el primer nucleétido del segundo (3’) codoén, ya que la mayoria de los valores de
los bloques respectivos de 16*16 pares de codones tienen el mismo color. Por ejemplo, una regla general que se
puede identificar en Aspergillus es que los pares de codones como xxT-Axx (representando x cualquier nucleétido,
que indica que aquel en la posicidn respectiva no es importante para la regla especificada) son rechazados (bloque
rojo en la esquina inferior izquierda, mientras que el patron xxA-Txx caracteriza a codones preferidos (bloque verde
en la esquina superior derecha), indicando nuevamente que la preferencia del par de codones es direccional. Sin
embargo, no toda la preferencia se puede explicar justamente con patrones en los dos nucleétidos vecinos en el
“centro” del par de codones. Los pares de codones xxC-Axx, por ejemplo (véase segundo bloque desde la parte
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superior muy a la izquierda), no son preferidos o rechazados generalmente, sino que hay una clara preferencia por
pares del patrén xxC-AAx (obsérvense las cuatro columnas verdes en la izquierda del bloque que se acaba de
mencionar). La preferencia también puede depender de nucleétidos no vecinos (por ejemplo, el fuerte rechazo de
pares CxA-Gxx en B. subtilis; véanse las Figuras 6A y 6B y el Apéndice 3, Tabla C4). Desafortunadamente, la
preferencia del par de codones no se puede atribuir siempre a tales patrones “simples” (véase por ejemplo el mapa
mas bien cadtico para E. coli en las Figuras 7A y B y Apéndice 3, Tabla C5) — incluso cuando se lleva a cabo un
analisis de agrupamientos usando Spotfire DecisionSite 8.0 (http://www.spotfire.com/products/decisionsite.cfm), no
se pudieron encontrar propiedades generales (datos no mostrados), es decir, los agrupamientos identificados
consistieron mayoritariamente en codones no relacionados (es decir, nucleétidos no comunes en la misma posicion).

1.2.3 Relacioén de preferencia y nivel de expresion

Observando el mapa de preferencia para los genes con nivel de expresion elevada (o mejor: nivel de expresion
presumiblemente elevada, puesto que se identificaron observando solamente los niveles de transcripcion) de A.
niger (véase la Figura 8), la existencia de grupos mas grandes, es decir, bloques en el diagrama, no es tan obvia (o,
en otras palabras, pueden no existir en absoluto reglas simples como se describen anteriormente). Incluso puesto
que dos tercios de todos los pares de codones aparecen 36 o menos veces en este grupo, y debido a las
puntuaciones z de media mucho menores como se menciona anteriormente, se puede atribuir esto a un grado
elevado de fluctuaciones aleatorias.

La Figura 9 muestra una grafica de dispersion de la preferencia en un grupo de 479 genes muy expresados (eje
vertical) frente a la preferencia en todos los genes (horizontal) de A. niger. Se muestran todos los 3.721 pares de
codones que no implican codones de parada.

Se asignaron sombras desde gris claro hasta negro segun los valores absolutos de las puntuaciones z en el genoma
global, es decir, los puntos claros en la grafica no tienen una preferencia significativa en todos los genes), como lo
fueron los tamarfios segun las puntuaciones z absolutas en el grupo muy expresado, es decir, puntos muy pequefios
no tienen una preferencia significativa alli (aqui | puntuacién z|<1,9. La linea negra continua indica el momento en el
que ambos valores de la preferencia son iguales; la linea negra discontinua muestra la mejor aproximacion lineal de
la correlacion real (identificada mediante analisis de componentes principales); su pendiente es alrededor de 2,1.

Cuando se comparan los dos valores de la preferencia de cada par de codones en el grupo muy expresado y en el
genoma completo (véase la grafica de dispersion en la Figura 9), se puede observar que para la mayoria de los
pares la preferencia en el grupo muy transcrito es mas extrema, es decir, menor si esta por debajo de 0 y mayor si
es positiva, pero hay algunos pares en los que los valores de la preferencia son bastante diferentes e incluso tienen
un signo diferente. Sin embargo, éstos son mayoritariamente pares de codones con un numero pequefio de
apariciones en el grupo superior, y la mayoria de los pares en los que la preferencia es muy significativa (circulos
grandes azules) tienen preferencias similares en ambos grupos (es decir, estan proximos a la linea azul que indica
dénde ambos valores de la preferencia son iguales).

No se pudo encontrar ningun patrén especifico con respecto a diferencias de la preferencia similar de codones que
comparten dos de los tres nucleotidos (ni para A. niger ni para B. subtilis), es decir, en las graficas de la diferencia
de preferencias analogas a una de las anteriores no hubo grupos mas grandes con una diferencia de preferencia
similar.

1.3. Detalles de la identificacion de pesos de pares de codones para la adaptacion génica

El peso de los pares de codones para la adaptacion se puede determinar ahora segun los métodos descritos
(Apéndice 1: Pesos de pares de codones — grupo de secuencia del método uno (o genoma)):

1. basandose en el conjunto completo de genes; basandose en un subconjunto de 1.
2. identificandose como la fraccion de genes muy expresados.

Ademas, se comenzoé una busqueda para identificar pesos de pares de codones que se relacionaban claramente
con un nivel mayor de transcripcion, lo que se requiere para un método mejorado para la adaptacion del uso de
pares de codones, y se han aplicado los siguientes métodos: en A. niger, en el que existia una clasificacion completa
extraida de los datos de GeneChip para el conjunto mencionado anteriormente de 4.584 genes realmente
expresados (véase “Datos” en “Materiales y Métodos”), se calcularon los pesos medios de los pares de codones de
cada gen (es decir, el equivalente de los valores fitcp(g)). Después, los genes se clasificaron segun los valores de
adecuacion (orden ascendente) y nivel de expresion (orden descendente). Puesto que se supone que los genes muy
expresados tienen valores de adecuacion bajos de los pares de codones, estas dos clasificaciones serian iguales
cuando se usan pesos ideales de pares de codones, de manera que una comparacion de estas dos clasificaciones
puede dar informacién sobre la calidad de los pesos usados en la funcidon de adecuacion (en la que se dio
ligeramente mas atencion a la clasificacion “correcta” de los genes muy expresados que a la clasificacion de los
mediocres). Adicionalmente, se calcul6 el coeficiente de correlacion (covarianza dividida entre la desviacion estandar
de cada variable) entre los pesos de los pares de codones de la clasificacion y promedio de los 4.584 genes.
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Se han examinado varios posibles conjuntos de pesos, incluyendo
i. valores de preferencia de todo el genoma,
ii. valores de preferencia del grupo muy expresado,
iii. preferencia con todos los valores que no tienen una cierta puntuacién z minima ajustada a cero

iv. valores de preferencia elevados a la potencia de 2 (y algunos otros valores) para dar a los codones muy
preferidos o rechazados una menor/mayor influencia

V. sus combinaciones
vi. las propias puntuaciones z
vii. diferencia de los valores de preferencia/puntuaciones z del grupo muy expresado y el genoma completo.

Para el algoritmo genético (GA), se han usado sus negaciones, puesto que se han identificado pares de codones
preferidos con valores positivos (mas bien arbitrariamente), pero el GA lleva a cabo la minimizacion. Esto se aplica a
todos los pesos mencionados.

De estos, la “mejor” matriz de pesos resultd ser una combinacién de los apartados ii a iv; sin embargo, se pudo
obtener una incluso mejor — como se describe anteriormente — calculando la “preferencia” de los pares de codones
en el grupo muy expresado usando valores esperados calculados basandose en las relaciones de codones de todo
el genoma. La Figura 10 muestra la correlacion que se observa.

A diferencia de todos los otros conjuntos de pesos ensayados, los pares de codones que implican codones que
estan mas subrepresentados en el grupo muy expresado obtienen aqui una ligera desventaja. De este modo, estos
pesos son los Unicos que también reflejan la diferente preferencia de codones individuales del grupo expresado y
todos los genes. El uso de estos pesos conlleva el riesgo de rechazar algunos pares de codones que realmente
tienen una preferencia positiva en el grupo muy expresado, pero que consiste en (en el grupo muy expresado)
codones raramente usados. Sin embargo, puesto que nuestras relaciones de codones individuales deseadas no son
habitualmente idénticas a aquellas en el grupo de genes con expresion elevada, sino mas “extremas” que estas, la
optimizacion de codones individuales reemplazaria de todas formas a estos subrepresentados, de manera que se
pueden considerar a los pesos descritos anteriormente muy convenientes para la optimizacion de pares de codones.

Concluyendo, se ha identificado como se describe anteriormente una matriz de pesos de pares de codones
potencialmente mejorada para la adaptacion de genes. La ecuacion se da en el Apéndice 1: Pesos de pares de
codones — método de grupo muy expresado con grupo de referencia (o genoma).

1.4. Optimizacién de codones individuales y de pares de codones in silico
1.4.1. Material y métodos

La caja de herramientas MATLAB desarrollada para analizar y optimizar genes consiste en varias funciones que se
han organizado en diferentes directorios segin sus capacidades. A fin de usarlas, es necesario por lo tanto hacer
que el entorno de MATLAB las conozca a todas. Para hacer esto, seleccione “Set Path” del menu File y después
haga clic en “Add with subfolders” y seleccione la ruta en la que se instala la caja de herramientas (habitualmente
denominada “Matlab-bio”). También afada la localizacion de FASTA y otros archivos que deberian analizarse.
Todas las funciones de MATLAB individuales se describen brevemente en “contents.m” (teclee “help Matlab-bio”
para presentar este archivo en el entorno de MATLAB, y use “help” seguido de un nombre de funcién para obtener
informacion detallada sobre ella). Para la optimizacion génica enfocada al uso de pares de codones, las dos
funciones importantes son “fullanalysis” y “geneopt”.

Si el genoma completo de un organismo al que se desea adaptar un gen esta situado en el archivo, digamos
“Aniger_ORF.fasta”, y los identificadores de estos genes muy expresados estan en “an-high.ixt’, teclee
“fullanalysis(‘Aniger_ORF .fasta’,’an-high.ixt’, ‘an’);” y obtendra (i) un mapa de preferencias de pares de codones para
todo el genoma, (ii) un mapa de preferencias de pares de codones para el grupo de genes en el segundo archivo, y
(iii) varias variables (es decir, conjuntos de datos almacenados temporalmente) en el espacio de trabajo de MATLAB
para uso posterior. El tercer parametro de “fullanalysis” determina solamente cuantas de estas variables se
nombran, y se puede omitir si se va a analizar al mismo tiempo solamente un genoma. Entre las variables
mencionadas estan: (i) datos del uso y preferencia de pares de codones para el genoma completo (denominado en
este ejemplo “cpan”), (ii) las mismas para el grupo especial de genes especificado por el segundo parametro
(denominado “cpans”), y (iii) estructura con relaciones de codones individuales diana y pesos de pares de codones
que se pueden usar para el algoritmo genético. “fullanalysis (‘Xyz_ORF.fasta’) ;" solo mostrara el mapa de
preferencias de pares de codones y almacenara los datos de las preferencias para el genoma respectivo.

Aunque el segundo parametro puede ser cualquier archivo que incluya identificadores génicos (por ejemplo, un
conjunto de genes con baja expresion, o genes con una cierta funcién comun), siempre se trata como un conjunto de
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genes muy expresados con respecto a este parametro (potencial) (denominado “optparamforan” en este ejemplo,
que significa el parametro de optimizacion para el organismo especificado). Obsérvese que las relaciones de
6 =2-12(e) - r e,

codones individuales se calculan aqui de forma simple que es una aproximacion
aceptable. Las relaciones diana pueden identificarse igualmente mediante otros métodos que incluyen los detalles
de la distribucion de codones individuales (véase texto principal) a fin de mejorar adicionalmente la especificacion de
las relaciones deseadas. Ademas, las relaciones diana se pueden dejar vacias cuando no se encuentra preferencia
especifica, a fin de dar al algoritmo de pares de codones mas libertad a la hora de encontrar soluciones con una
adecuacion mayor de los pares de codones. En el Apéndice 1 se dan, para diversos organismos hospedantes,
varios de tales vectores diana de codones individuales predeterminados.

Para usar las relaciones diana de codones individuales preespecificadas para el algoritmo genético, cambie el
campo “cr’ del parametro tecleando “optparamforan.cr = [, después pegue las relaciones de codones individuales
(por ejemplo, copiadas de una hoja de Excel; obsérvese que deberian estar en orden alfabético de los codones),
teclee “] ;” si las relaciones estan disponibles como una fila de 64 elementos, o “J’ ;" si se copian de una columna, y
presione enter (observe las comillas o apdstrofe individual adicional después de cerrar el corchete en este ultimo
caso). A las relaciones de codones no importantes, es decir, codones en los que no se desea una relacion diana
especifica, se les puede asignar el “valor” NaN (no un numero), y se ignoraran cuando se calcula la adecuacion de
codones individuales.

Para excluir ciertas secuencias cortas del gen optimizado, ajuste el parametro “rs” de la misma manera, en el que
cada secuencia se debe encerrar mediante comillas individuales, y todas las secuencias juntas se deben encerrar
entre llaves, por ejemplo (sin el salto de linea) “optparamforan.rs = {{CTGCAG’ ‘GCGGCGCC'};”. Finalmente, el
campo cpi del parametro se puede cambiar para dar a la optimizacién de codones individuales o a la optimizacion de
pares de codones una mayor importancia en la funcién de adecuacién combinada (véase la subseccion “llevando a
cabo la optimizacion de pares de codones” en “resultados y discusion”). El valor por defecto es 0,2. Ajustese a un
valor inferior si los resultados de los experimentos con genes optimizados por pares de codones revelan poca
mejora de genes optimizados por pares de codones en comparacion con los optimizados por codones individuales;
en el caso opuesto, puede ser mejor un mayor cpi.

La optimizacion real del gen usando el algoritmo genético se puede llevar a cabo entonces usando la funcion
geneopt. Los Unicos parametros necesarios son la secuencia a optimizar y la estructura que contiene pesos de
pares de codones, relaciones diana vy sitios de restriccion como se describe anteriormente, de manera que geneopt (
‘MUVARNEQST*, optparamforan); podria usarse por ejemplo para optimizar la secuencia de proteina (mas bien
corta) dada para la expresion elevada en A. niger; el “*” se usa para significar que la secuencia genética resultante
deberia tener un codén de parada en el extremo (sin embargo, puesto que se cree que la sefial de parada 6ptima en
A. niger es el tetramero TAAA, esto no es necesario). Obsérvese que la secuencia a optimizar se debe encerrar
nuevamente entre comillas individuales; si la secuencia contiene solo las letras A, C, G, T o U y su longitud es un
factor de 3, se considera automaticamente como una secuencia nucleotidica. El algoritmo genético se ejecuta
entonces para 1000 generaciones con un tamario de poblacién de 200, de los cuales cada 80 se mantienen para la
generacion (los 79 mejores y uno elegido aleatoriamente) y se usan para generar nuevos individuos, en el que 40%
de los nuevos individuos se generan usando cruzamiento y 60% usando el operador de mutacion. Estos valores por
defecto resultaron ser muy convenientes para la optimizacion, es decir, los cambios en estos parametros conduciran
solamente, si lo hacen, a genes muy ligeramente “mejores”, pero igualmente se pueden cambiar, por ejemplo si se
deberia gastar en la optimizacion significativamente mas o menos tiempo de calculo (una ejecucion promedio de
geneopt con un gen de alrededor de 500 codones tarda alrededor de 15 minutos en un procesador Pentium M de 1,4
GHz). Por ejemplo, geneopt (seq, optparamforan, [50 750 5 0 0.6]) permite al algoritmo genético calcular 750
generaciones de una poblacion en la que se mantienen 50 individuos para cada nueva generacion, y se generan
nuevamente 250 (5*5; es decir, en cada generacion se examinan 300 individuos), solo se mantienen los mejores
individuos (y no los recogidos al azar), y el 60% de las recombinaciones se llevan a cabo usando el operador de
cruzamiento. Para mas detalles sobre como especificar estos parametros, teclee help geneopt y help
geneticalgorithm.

Obsérvese que aunque el procedimiento de generar pesos de pares de codones analizando los archivos FASTA
correspondientes se muestra y se describe aqui para A. niger y B. subtilis, justamente para estos dos organismos
esto no es necesario debido a que estos calculos ya se han llevado a cabo para optimizaciones génicas previas.
Para uso mas facil, se han almacenado los parametros respectivos para los algoritmos genéticos (teclee “load
gadata_for_an” o “load gadata_for_bs”, respectivamente; obsérvese que los parametros alli ahora se denominan
simplemente an_param y bs_param.

1.4.2 Resultados

La Figura 11 muestra los valores de adecuacion de cinco versiones optimizadas cada una para diferentes valores de
cpi (véase la leyenda del diagrama en la Figura 11). La proteina es una oa-amilasa fungica (FUA; también
denominada como AmyB) que se optimiz6 para el hospedante A. niger (véase el Ejemplo 2). Adicionalmente, se
muestran los resultados de la optimizacion de codones individuales “pura” (puntos negros a la derecha) y la
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optimizacion de pares de codones (grupo en la izquierda superior). Las versiones optimizadas se obtuvieron
ejecutando el algoritmo genético durante alrededor de 1000 generaciones con un tamafio de poblacién de 400, que
tardo alrededor de 17 minutos para cada ejecucion en un Pentium M de 1,4 GHz. Obsérvese que la optimizacion de
codones individuales pura y la optimizacion de pares de codones pura tardé solo alrededor de 60% de ese tiempo.
En la Figura 11, el tipo salvaje (fitsc(gra)=0,165, fitcs(gra)=0,033) no es adecuado en esta grafica (estaria lejos a la
derecha y por encima). El gen 6ptimo es siempre aquel con los valores mas bajos para fitsc y fitcp. Dada la posicion
de los puntos, no esta claro por lo tanto para qué valor de cpi se podria obtener el gen mas mejorado, puesto que
todavia no sabemos si es mas importante el uso de codones individuales o el uso de pares de codones. Sin
embargo, una solucién bastante intermedia aparece en el caso de cpi = 0,2.

La mejora en el uso de codones individuales y de pares de codones se puede visualizar en denominadas graficas de
calidad de secuencia propuestas en este trabajo. La Figura 12 ilustra dos diagramas que muestran la calidad de
secuencia de los primeros 20 (de 499) codones de la FUA mencionada anteriormente (véase también el Ejemplo 2).

Obseérvese que estos diagramas de calidad de secuencia no dependen solamente de la propia secuencia, sino
también del conjunto de pesos y las relaciones de codones individuales deseadas, y de este modo del organismo.
Obsérvese también que es posible definir relaciones diana de codones individuales como “no importa” para aquellos
codones con preferencia de codones baja o ninguna, es decir, el uso de cierto codén no es considerado positivo o
negativo para la expresion en comparacion con sus codones sindnimos. En ese caso, solo se muestra la marca x
azul para la relacion real del coddn respectivo en el gen, y esa posicion particular se ignora cuando se calcula la
adecuacion de codones individuales (véase 1.4. Optimizacion de codones individuales y de pares de codones in
silico).

1.5 Conclusiones

Se ha establecido en un amplio intervalo de organismos una correlacion significativa entre el uso de pares de
codones y los niveles de transcripcion. Se demostré que esta preferencia no solo se puede explicar por preferencia
dinucleotidica alrededor del sitio del marco de lectura. Puesto que las posibles explicaciones para la preferencia o
rechazo de ciertos pares de codones se centran todas ellas en la traduccion, se deberia suponer que ambos estan
provocados por selecciéon natural que actia al mismo tiempo sobre caracteristicas que afectan a la traduccion y
otras caracteristicas que afectan a la transcripcion, a fin de minimizar los esfuerzos de las células para producir
enzimas o al menos las mas importantes de ellas.

La optimizacion del uso de pares de codones en secuencias que codifican polipéptidos se puede considerar asi para
lograr la sobreexpresion mejorada, ademas de la optimizacion de codones individuales o armonizacion de codones
individuales clasica, en la que solo se consideran para la optimizacion las frecuencias de codones individuales. La
adaptacion de pares de codones y la adaptacion de codones individuales del mismo gen interfiere solo ligeramente
para la clase de hospedante fungico investigado y los bacilos en este ejemplo, es decir, ambas se pueden llevar a
cabo al mismo tiempo y el resultado tendra un “mejor” uso de codones individuales y “mejor” uso de pares de
codones que el gen de tipo salvaje, y cualquiera de los dos aspectos solo se puede mejorar ligeramente cuando se
ignora el otro.

Para leer los archivos FASTA y llevar a cabo el andlisis y optimizacion, se han disefiado funciones de MATLAB
faciles de usar. Igualmente se han introducido nuevos métodos para visualizar la preferencia de pares de codones y
el uso de pares de codones de genes individuales; véanse el Ejemplo 2 y el Ejemplo 4. El algoritmo genético
disefiado para la optimizaciéon permite tratar opcionalmente con las restricciones impuestas por interdependencia de
pares de codones adyacentes mientras que los operadores de mutacion especialmente disefiados que siempre
mejoran uno de los dos aspectos de la calidad de secuencia (adecuacion de codones individuales y de pares de
codones) ayudan a sortear la ineficiencia que acompafa habitualmente a los algoritmos genéticos debido a su
caracteristica de generar muchas malas soluciones posibles en la etapa de recombinacion después de las primeras
pocas generaciones.

El uso apropiado de los pares de codones influye en la produccion de enzima, lo que se mostrara
experimentalmente en los siguientes ejemplos. Se han preparado variantes optimizadas por pares de codones de
tres genes a expresar en B. subtilis, de las cuales cada una se comparara con un gen sintético que ha adaptado
solamente el uso de codones individuales, y otra a un gen sintético que ha pasado a través de un proceso de
optimizacion usando la negacion de los pesos presumiblemente positivos, pero que todavia se ha optimizado para el
uso de codones individuales de la misma manera que antes; véanse el Ejemplo 4 y el Ejemplo 5. De este modo, la
nocion de Irwin et al. (1995) de que los codones subrepresentados estimulan la traduccién, que aqui se rechazo,
también se pondra a evaluacion. Para A. niger, la version optimizada para el par de codones de la amyB
mencionada anteriormente se evaluara y se comparara con el gen de tipo salvaje y sintético con armonizacion de
codones individuales; véanse los Ejemplos 2 y 3.

2. Ejemplo 2: Uso de un método de la invencion para construir secuencias de ADN mejoradas para mejorar la
produccion de la enzima amilasa fungica de Aspergillus niger en A. niger.

A continuacion, el método de la invencion se aplica para disefiar nuevas secuencias nucleotidicas para el gen AmyB
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(FUA) de A. niger, que se optimizan en el uso de codones individuales y/o de pares de codones para la expresion
mejorada en A. niger. Este método se puede aplicar de la misma manera para la mejora del uso de codones de
cualquier secuencia nucleotidica.

2.1 Introduccion

Un concepto de optimizacién de codones individuales por medio de armonizacién de codones se desarrolld
previamente por los solicitantes de esta invencion y se dio a conocer en el texto principal (véase también el Ejemplo
3). En este ejemplo, se muestra coémo se aplicé el método de la invencion para disefiar un gen que se optimizo tanto
para el uso de codones individuales como para el uso de pares de codones. En este caso especifico, se aplican
matrices de pesos que se han creado aplicando dos subconjuntos de 2% y 4% de genes muy expresados del
genoma completo de A. niger que contiene 14.000 genes. Para el uso de codones individuales, el algoritmo ha
conducido la soluciéon hacia un gen con frecuencias de codones sindnimos como se definen por la Tabla B.1 (=
columna 3 de la Tabla 2.1), mientras que, para el uso de pares de codones, se optimizara con respecto a un
conjunto 6ptimo de pares de codones con una frecuencia elevada de ellos que tiene pesos negativos asociados (en
la Tabla C.2), siendo genes muy expresados los pares de codones que estan sobrerrepresentados con respecto a
sus valores esperados en el conjunto de 4%. Obsérvese que en el caso de que no se tenga una lista definida de
genes muy expresados para un hospedante especifico, también se puede (i) aplicar las matrices de pesos de un
organismo hospedante similar, por ejemplo las matrices de P. chrysogenum, para A. niger, o (ii) aplicar los datos de
secuencia del genoma completo, o un subconjunto de ellos, para derivar matrices de pesos buenas pero menos
6ptimas.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Secuencia codificante de amyB de tipo salvaje que codifica alfa-amilasa de A. niger AmyB

La secuencia de ADN del gen amyB que codifica la proteina alfa-amilasa se describié en J. Biochem. Mol. Biol.
37(4):429-438(2004) (Matsubara T., Ammar Y.B., Anindyawati T., Yamamoto S., lto K., lizuka M., Minamiura N.
“Molecular cloning and determination of the nucleotide sequence of raw starch digesting alpha-amylase from
Aspergillus awamori KT-11.") y también se puede conseguir a partir de la Base de Datos de Secuencias
Nucleotidicas de EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html) con el numero de acceso AB083159. La secuencia
gendmica del gen amyB de A. niger nativo se muestra como SEC ID NO. 1. La secuencia codificante o de ADNc
correspondiente de amyB se muestra como SEC ID NO. 2. La secuencia traducida de SEC ID NO. 2 se asigna como
la SEC ID NO. 3, que representa la proteina de alfa-amilasa de A. niger AmyB. Esta secuencia tiene también una
similitud del 100% con la proteina de alfa-amilasa de A. oryzae (Wirsel S., Lachmund A., Wildhardt G., Ruttkowski
E., “Three alpha-amylase genes of Aspergillus oryzae exhibit identical intron-exon organization”; Mol. Microbiol. 3:3-
14(1989, numero de acceso UniProt P10529, P11763 o Q00250). La optimizacion segun un método de la invencion
se ha llevado a cabo sobre la secuencia de ADNc de amyB.

2.3 Procedimiento de disefio

La secuencia nucleotidica codificante optimizada SEC ID NO 6 es el resultado de un experimento con el método de
software descrito. Los parametros aplicados fueron: tamafo de la poblacion = 200; nimero de iteraciones = 1000;
cpi = 0,20, matriz CPW = “Tabla C.2. CPW: Aspergillus niger — secuencias muy expresadas”, y la matriz CR = “Tabla
B.1 columna 4: tabla ANS de CR: Aspergillus niger — secuencias muy expresadas”. Ademas, se afiade un valor de
penalizacion de + 1 a fitcompi para cada aparicion de un sitio Pst/ (CTGCAG) y Notl (GCGGCGCC).

En la Figura 13 se muestra la convergencia de la solucion hacia un valor minimo para fit;omsi. LOS valores objetivo
obtenidos para SEC ID NO. 6 se dan en la Tabla 2.2, junto con aquellos para SEC ID NO. 2 y SEC ID NO. 5. La
Figura 14 explica las estadisticas de codones individuales para estos genes como se muestra en la Figura 15y 16, y
la Tabla 2.2 da los valores reales para los codones en las tres secuencias. La Figura 18-20 muestra estadisticas
tanto de codones individuales como de pares de codones para las tres variantes génicas. Este tipo de graficas se
explica con detalle en la Figura 17 y su descripcion. A partir de estas graficas, esta claro que las estadisticas de
codones individuales son muy similares para SEC ID NO. 5y SEC ID NO. 6. Sin embargo, el método de la invencion
conduce a un gen con un numero mejorado de pares de codones con pesos hegativos asociados (wcp(g) < 0), 93%
frente a 74%, y también una reduccion adicional en fit., de -0,18 a -0,34, indicando un uso mas 6ptimo de pares de
codones que tienen pesos mas negativos asociados con ellos.
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Tabla 2.1 Optimizacion de codones para amyB.

Codon Distribucion optima amyBw.t. [n° amyB w.t. [% de amyB amyB
de codones [%] de codones] codones / AA] optimizada en  optimizada en
ci[n°de ciy pc[n®de
codones] codones]

Ala_GCT 38 5 11,9 16 18
Ala_GCC 51 15 35,7 21 23
Ala_GCA 0 12 28,6 0 0

Ala_GCG 11 10 23,8 5 1

Cys_TGT 0 7 77,8 0 0

Cys_TGC 100 2 22,2 9 9

Asp_GAT 36 20 47,6 15 15
Asp_GAC 64 22 52,4 27 27
Glu_GAA 26 5 41,7 3 3

Glu_GAG 74 7 58,3 9 9

Phe TTT 0 3 20,0 0 0

Phe TTC 100 12 80,0 15 15
Gly_GGT 49 10 23,3 21 22
Gly_GGC 35 18 41,9 15 15
Gly_GGA 16 10 23,3 7 6

Gly_GGG 0 5 11,6 0 0
His_CAT 0 3 42,9 0 0
His_CAC 100 4 57,1 7 7
lle ATT 27 7 25,0 7 7
lle_ATC 73 19 67,9 21 21
lle_ATA 0 2 7,1 0 0
Lys_AAA 0 7 35,0 0 0
Lys_ AAG 100 13 65,0 20 20
Leu_TTA 0 1 2,7 0 0
Leu _TTG 13 10 27,0 5 4
Leu CTT 17 4 10,8 6 7
Leu_CTC 38 13 35,1 14 15
Leu_CTA 0 3 8,1 0 0
Leu_CTG 32 6 16,2 12 11
Met ATG 100 10 100,0 10 10
Asn_AAT 0 3 11,5 0 0
Asn_AAC 100 23 88,5 26 26
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P Pro_CCT 36 6 27,3 8 8
Pro_CCC 64 8 36,4 14 14
Pro_CCA 0 3 13,6 0 0
Pro_CCG 0 5 22,7 0 0

Q GIn_CAA 0 5 25,0 0 0
GIn_CAG 100 15 75,0 20 20

R Arg_CGT 49 1 10,0 5 5
Arg_CGC 51 2 20,0 5 5
Arg_CGA 0 2 20,0 0 0
Arg_CGG 0 2 20,0 0 0
Arg_AGA 0 0 0,0 0 0
Arg_AGG 0 3 8,1 0 0

S Ser_TCT 21 4 10,8 8 8
Ser_TCC 44 9 24,3 16 17
Ser_TCA 0 4 10,8 0 0
Ser_TCG 14 10 27,0 5 4
Ser_AGT 0 4 10,8 0 0
Ser_AGC 21 6 16,2 8 8

T Thr_ACT 30 9 22,5 12 12
Thr_ACC 70 13 32,5 28 28
Thr_ACA 0 10 25,0 0 0
Thr_ACG 0 8 20,0 0 0

V Val_GTT 27 5 16,1 8 9
Val_GTC 54 12 38,7 17 17
Val_GTA 0 4 12,9 0 0
Val_GTG 19 10 32,3 6 5

W Trp_TGG 100 12 100,0 12 12

Y Tyr_TAT 0 11 31,4 0 0
Tyr_TAC 100 24 68,6 35 35

Tabla 2.2 Optimizacion de codones para amyB.

Secuencia Tipo fitsc fitep Wep(g) <0 fitcombi (cpi=0,2)
SEC ID NO. 2 WT 0,1652 0,0329 37,3% 0,090
SECIDNO. 5 optimizado en ci 0,0046 -0,1765 73,9% -0,862
SEC ID NO. 6 optimizado en ci + pc 0,0109 -0,3420 92,6% -1,621
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Las tres secuencias listadas en la Tabla 2.2 son secuencias codificantes, de las cuales la secuencia traducida se
asigna como SEC ID NO. 3.

3. Ejemplo 3: Evaluacion del método de la invencion para la construccion de secuencias de ADN mejoradas
para proporcionar una produccion mejorada de la enzima amilasa fungica de Aspergillus niger en A. niger.

El método de la invencién se aplica mas abajo a la mejora del uso de codones individuales y de pares de codones
del gen AmyB de A. niger. Este método se puede aplicar de la misma manera para la mejora del uso de codones y la
expresion mejorada de cualquier secuencia nucleotidica.

3.1 Material y métodos
3.1.1 Cepas

WT 1: Esta cepa de A. niger se usa como una cepa de tipo salvaje. Esta cepa esta depositada en el CBS Institute
con el nimero de depésito CBS 513.88.

WT 2: Esta cepa de A. niger es una cepa WT 1 que comprende una supresion del gen que codifica glucoamilasa
(glaA). WT 2 se construyd usando el enfoque “MARKER-GENE FREE” como se describe en el documento EP
0.635.574 B1. En esta patente se describe ampliamente como suprimir secuencias de ADN especificas de glaA en el
genoma de CBS 513.88. El procedimiento dio como resultado una cepa CBS 513.88 de A. niger recombinante
MARKER-GENE FREE AglaA, que no posee finalmente en absoluto ninguna secuencia de ADN extraria.

WT 3: Esta cepa de A. niger es una cepa WT 2 que comprende una mutacién que da como resultado una cepa de A.
niger deficiente en oxalato. WT 3 se construyo el método como se describe en el documento EP1590444. En esta
solicitud de patente, se describe ampliamente cémo identificar una cepa de A. niger deficiente en oxalato. La cepa
WT3 se construyd segun los métodos de los Ejemplos 1y 2 del documento EP1590444, la cepa WT 3 es la cepa
mutante 22 del documento EP1590444 (denominada FINAL en el documento EP1590444).

WT 4: Esta cepa de A. niger es una cepa WT 3 que comprende la supresion de tres genes que codifican alfa-
amilasas (amyB, amyBl y amyBIl) en tres etapas subsiguientes. La construccion de vectores de supresion y la
eliminacion gendmica de estos tres genes se han descrito con detalle en el documento W02005095624. Los
vectores pDEL-AMYA, pDEL-AMYBI y pDEL-AMYBII, descritos en el documento W0O2005095624, se han usado
segun el enfoque “MARKER-GENE FREE” como se describe en el documento EP 0.635.574 B1. El procedimiento
descrito anteriormente dio como resultado una cepa CBS 513.88 de A. niger recombinante negativa en amilasas
AamyA, AamyBl y AamyBIl AglaA MARKER-GENE FREE, deficiente en oxalato, que finalmente no posee en
absoluto ninguna secuencia de ADN extrafia. Como tal, WT 4 estd mas optimizada para la expresion de alfa-amilasa
en comparacion con WT1.

3.1.2 Fermentaciones en matraces de agitacion de A. niger

Cepas de A. niger se precultivaron en 20 ml de medio de precultivo como se describe en los Ejemplos: seccion
“Fermentaciones en matraces de agitacion de A. niger” del documento W099/32617. Después del crecimiento
durante toda la noche, 10 ml de este cultivo se transfirieron al medio 1 de fermentacion (FM1) para fermentaciones
de alfa-amilasa. La fermentacion se llevo a cabo en matraces de 500 ml con deflectores con 100 ml de caldo de
fermentacion a 34°C y 170 rpm durante el nimero de dias indicado, generalmente como se describe en el
documento WO99/32617.

El medio FM1 contiene por litro: 52,570 g de glucosa, 8,5 g de maltosa, 25 g de hidrolizado de caseina, 12,5 g de
extracto de levadura, 1 g de KH2PO4, 2 g de K2S04, 0,5 g de MgS04.7H20, 0,03 g de ZnCl2, 80,02 g de CaCl2,
0,01 g de MnS04.4H20, 0,3 g de FeS04.7H20, 10 ml de Pen-Strep (Invitrogen, n° de catalogo 10378-016), 48 g de
MES, ajustado a pH 5,6 con H2SO4 4 N.

3.1.3 Actividad de alfa-amilasa fungica

Para determinar la actividad de alfa-amilasa en caldo de cultivo de A. niger, se usa el kit de alfa-amilasa de cereal
Megazyme (Megazyme, kit de ensayo de alfa-amilasa CERALPHA, referencia de catalogo K-CERA, afio 2000-
2001), segun el protocolo del proveedor. La actividad medida se basa en la hidrdlisis de p-nitrofenil maltoheptadsido
bloqueado en el extremo no reductor en presencia de exceso de glucoamilasa y a-glucosidasa. La cantidad de p-
nitrofenol formado es una medida de la actividad de alfa-amilasa presente en una muestra.

3.2 Construccion de un constructo de expresion de Aspergillus para la secuencia codificante de amyB de tipo salvaje
que codifica alfa-amilasa de A. niger AmyB

La secuencia de ADN del gen amyB de tipo salvaje se ha descrito en 2.2.1. Para el analisis de expresion en la
especie Aspergillus de constructos de amyB de A. niger, se aplica el promotor de amyB fuerte para la
sobreexpresion de la enzima alfa amilasa en A. niger usando constructos de expresion a base de pGBFIN (como se
describe en el documento W099/32617). La secuencia de iniciacion de la traduccién del promotor amyB que incluye
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el codon de partida ATG de PamyB es 5-GGCATTTATG ATG-3’ o 5-GAAGGCATTT ATG-3’, dependiendo de si se
selecciona ATG como coddn de partida. Esta secuencia de iniciacion de la traduccion de PamyB se ha modificado
en 5-CACCGTCAAA ATG-3' en todos los constructos de expresion de amyB subsiguientes generados mas abajo.

Se introdujeron sitios de restriccion apropiados en ambos extremos para permitir la clonacion en un vector de
expresion. El gen amyB nativo contiene un codon de parada “TGA”. En todos los constructos de amyB obtenidos
mas abajo, la secuencia de terminacion de la traduccion 5-TGA-3’ se sustituyé por 5-TAAA-3’ seguido de la 5'-
TTAATTAA-3’ del sitio de restriccion de Pacl. En el extremo 5’ se introdujo un sitio Xhol, y en el extremo 3’, un sitio
Pacl. Por lo tanto, un fragmento que comprende un promotor de amyB gendmico modificado y la secuencia de ADNc
de amyB se sintetizé6 completamente, se clond, y la secuencia se confirmoé mediante analisis de secuencia.

Este fragmento que comprende el promotor de alfa-amilasa con secuencia de iniciacion de la traduccion modificada
y secuencia de ADNc de amyB con secuencia de terminacién de la traduccion modificada se digirié con Xhol y Pacl
y se introdujo en un vector pGBFIN-12 digerido con Xhol y Pacl (construccion y ordenacion como se describe en el
documento W099/32617), generando pGBFINFUA-1 (Figura 21). La secuencia del fragmento de PCR introducido se
confirmoé mediante analisis de secuencia, y su secuencia se presenta en SEC ID NO. 4.

3.3 Mejora del uso de codones individuales para la secuencia codificante de alfa-amilasa amyB para la expresion en
A. niger

Mas abajo se aplica un método de optimizacién de codones individuales para la mejora del uso de codones del gen
amyB de A. niger. La secuencia codificante nucleotidica del amyB nativo se muestra como SEC ID NO. 2.

El uso de codones del gen amyB nativo de A. niger y la variante optimizada sintética se dan en la Tabla 2.1 mas
abajo. Para el gen amyB sintético nativo y el optimizado en codones individuales se dan los nimeros exactos para
cada coddn asi como la distribucién por aminoacido. Adicionalmente, la tercera columna proporciona la distribucion
6ptima propuesta, que es la diana para la optimizacion.

Para los aminoacidos del grupo 1, solo hay una posibilidad. El grupo 1 consiste en metionina, que siempre es
codificada por ATG, y triptéfano, que siempre es codificado por TGG.

Los aminoacidos del grupo 2 se someten a optimizacion segun la frecuencia extrema de 0% o 100%, la estrategia es
clara. Todos los codones para un AA del grupo 2 estan especificamente cambiados en la variante 6ptima de los dos
posibles codones. Mas especificamente, para cisteina, un codén TGT se sustituye por TGC; para fenilalanina, TTT
por TTC; para histidina, CAT por CAC; para lisina, AAA por AAG, para asparagina, AAT por AAC; para glutamina,
CAA por CAG; para tirosina, TAT por TAC.

Los aminoacidos del grupo 3 pueden ser codificados por varios codones, como se indica en la Tabla 3.1, estando
cada codon presente en una frecuencia de codoén preferida: para alanina, GCT, GCC, GCA, GCG; para aspartato,
GAT, GAC; para glutamato, GAA, GAG; para glicina, GGT, GGC, GGA, GGG; para isoleucina, ATT, ATC, ATA; para
leucina, TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, CTG; para prolina, CCT, CCC, CCA, CCG; para arginina, CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA, AGG; para serina, TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, AGC,; para treonina, ACT, ACC, ACA, ACG,; para valina,
GTT, GTC, GTA, GTG, se optimizan segun la siguiente metodologia:

Para los aminoacidos (AA) del grupo 3 y sus codones codificantes, el calculo de la aparicion éptima de cada codon
posible en una secuencia codificante dada se lleva a cabo segun la siguiente metodologia:

i. sumar para cada uno de los AA del grupo 3 respectivos, el numero total de restos codificados en la
secuencia dada, véase la columna A1 (Tabla 3.1),

ii. para cada AA y coddn que codifica ese AA, multiplicar el nimero total para ese AA por la distribucion de
codones 6ptima en la Tabla 2.1, dando como resultado una distribucién bruta de codones, que generalmente
puede contener nimeros decimales, véase la columna A2 (Tabla 3.2),

iii. redondear los valores de la distribucion de codones bruta (ii), eliminando los digitos, dando como resultado
una distribuciéon redondeada de codones, véase la columna A3 (Tabla 3.2),

iv. sumar para cada uno de los AA, el niumero total de AA representados en la distribucién redondeada de
codones (iii), véase la columna A4 (Tabla 3.1),

v. calcular el numero perdido total de restos para cada uno de los AA respectivos en la distribucion de
codones redondeada, restando el nimero total de restos codificados en la secuencia dada (i) del numero total
de AA representados en la distribucion de codones redondeada (iv), véase la columna A5 (Tabla 3.1),

vi. calcular para cada codoén la diferencia decimal entre la distribucién bruta de codones (ii) y la distribucion de
codones redondeada (iii) mediante resta, véase la columna A6 (Tabla 3.2),

vii. multiplicar para cada codoén la diferencia decimal (vi) y la distribuciéon 6ptima de codones en la tabla 1,
dando un valor de peso para cada codon, véase la columna A7 (Tabla 3.2),
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viii. para cada uno de los AA respectivos, seleccionar la cantidad de restos perdidos (v), la cantidad
respectiva de codones que tienen el valor mas elevado del peso (vii), véase la columna A8 (Tabla 3.2),

ix. el calculo de la distribucion éptima final de codones en una secuencia dada que codifica un polipéptido se
realiza sumando la distribucién de codones redondeada (iii) y la cantidad seleccionada de restos perdidos
(viii) para cada codoén, véase la columna A9 (Tabla 3.2).

Tabla 3.1

AA(i) I A1 A4 A5

Ala 1 42 40 2

Asp 2 42 41 1

Glu 3 12 11 1

Gly 4 43 42 1

lle 5 28 27 1

Leu 6 37 35 2

Pro 7 22 21 1

Arg 8 10 9 1

Ser 9 37 35 2

Thr 10 40 40 0

Val 11 31 29 2

Tabla 3.2

Codon A2 A3 AB A7 A8 A9
Ala_GCT 15,96 15 0,96 0,365 1 16
Ala_GCC 21,42 21 0,42 0,014 1 21
Ala_GCA 0 0 0 0,000 0 0
Ala_GCG 4,62 4 0,62 0,068 0 5
Asp_GAT 15,12 15 0,12 0,043 0 15
Asp_GAC 26,88 26 0,88 0,563 1 27
Glu_GAA 3,12 3 0,12 0,031 0 3
Glu_GAG 8,88 8 0,88 0,651 1 9
Gly_GGT 21,07 21 0,07 0,034 0 21
Gly_GGC 15,05 15 0,05 0,018 0 15
Gly_GGA 6,88 6 0,88 0,141 1 7
Gly_GGG 0 0 0 0,000 0 0
lle ATT 7,56 7 0,56 0,151 0 7
lle_ATC 20,44 20 0,44 0,321 1 21
lle_ATA 0 0 0 0,000 0 0
Leu_TTA 0 0 0 0,000 0 0
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Leu_TTG 4,81 4 0,81 0,105 1 5
Leu CTT 6,29 6 0,29 0,049 0 6
Leu_CTC 14,06 14 0,06 0,023 0 14
Leu_CTA 0 0 0 0,000 0 0
Leu_CTG 11,84 11 0,84 0,269 1 12
Pro_CCT 7,92 7 0,92 0,331 1 8
Pro_CCC 14,08 14 0,08 0,051 0 14
Pro_CCA 0 0 0 0,000 0 0
Pro_CCG 0 0 0 0,000 0 0
Arg_CGT 4,9 4 0,9 0,441 1 5
Arg_CGC 5,1 5 0,1 0,051 0 5
Arg_CGA 0 0 0 0,000 0 0
Arg_CGG 0 0 0 0,000 0 0
Arg_AGA 0 0 0 0,000 0 0
Arg_AGG 0 0 0 0,000 0 0
Ser_TCT 7,77 7 0,77 0,162 1 8
Ser_TCC 16,28 16 0,28 0,123 0 16
Ser_TCA 0 0 0 0,000 0 0
Ser_TCG 5,18 5 0,18 0,025 0 5
Ser_AGT 0 0 0 0,000 0 0
Ser_AGC 7,77 7 0,77 0,162 1 8
Thr_ACT 12 12 0 0,000 0 12
Thr_ACC 28 28 0 0,000 0 28
Thr_ACA 0 0 0 0,000 0 0
Thr_ACG 0 0 0 0,000 0 0
Val_GTT 8,37 8 0,37 0,100 0 8
Val_GTC 16,74 16 0,74 0,400 1 17
Val_GTA 0 0 0 0,000 0 0
Val-GTG 5,89 5 0,89 0,169 1 6

Subsiguientemente, se cred una secuencia codificante nucleotidica completamente nueva mediante distribucion al
azar del niumero propuesto de codones sindnimos (Tabla 2.1) para cada aminoacido en el péptido amyB original. La
secuencia de amyB sintética, que resulta del proceso descrito anteriormente, se indica en SEC ID NO. 5. Las
estructuras secundarias en la secuencia codificante modificada se comprobaron usando el programa Clone Manager
7 (Sci. Ed. Central: Scientific & Educational software, versién 7.02) para la posible aparicion de estructuras
secundarias perjudiciales.

3.4 Optimizacion de la secuencia codificante segin un método combinado de codones individuales y pares de
codones de la invencion para la secuencia codificante de alfa-amilasa amyB para la expresion en A. niger

Se aplica un método de la invencion para la mejora de la secuencia codificante del gen amyB de A. niger. La
secuencia de amyB optimizada, que resulta del proceso descrito en el Ejemplo 2, se indica en SEC ID NO. 6. Las
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estructuras secundarias en la secuencia codificante modificada se comprobaron usando el programa Clone Manager
7 (Sci. Ed. Central: Scientific & Educational software, versién 7.02) para la posible aparicién de estructuras
secundarias perjudiciales.

3.5 Construccion de vectores de expresion de amyB modificados para expresar alfa-amilasa AmyB de A. niger
codificada por secuencias codificantes descritas en los ejemplos 3.2 'y 3.3

La secuencia de ADN del fragmento Xhol - Pacl de pGBFINFUA-1 (Figura 21) se muestra como SEC ID NO. 4, y
comprende el promotor de amyB y la secuencia de ADNc de amyB de tipo salvaje con una secuencia de iniciacion
de la traduccion modificada y una secuencia de parada de la traduccién modificada. La secuencia de ADN que
comprende una variante de la secuencia de iniciacion de la traduccién del promotor de alfa-amilasa combinada con
una secuencia codificante optimizada en codones para el gen amyB que codifica alfa-amilasa, como se describe en
el Ejemplo 1.2, se muestra como SEC ID NO. 7. La secuencia de ADN que comprende una variante de la secuencia
de iniciacion de la traduccion del promotor de alfa-amilasa combinada con una secuencia codificante optimizada
segun el método combinado de codones individuales y de pares de codones de la invencion para el gen amyB que
codifica alfa-amilasa, como se describe en el Ejemplo 3.3, se muestra como SEC ID NO. 8.

Para clonar en un vector de expresion estas variantes de secuencias modificadas, los dos fragmentos génicos
sintéticos se digirieron con Xhol y Pacl y se introdujeron en un fragmento grande de un vector pGBFINFUA-1
digerido con Xhol y Pacl (Figura 21), generando vectores de expresion variantes. Después de comprobar la
integracion del fragmento correcto, los constructos de expresion variantes se denominaron pGBFINFUA-2 vy
pGBFINFUA-3, como se describe mas abajo en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Constructos de expresion modificados para la expresion de alfa-amilasa en A. niger

Nombre del plasmido | SEC ID NO Secuencia de iniciacién de | Secuencia Secuencia de

la traduccion codificante parada de la
traduccion

pGBFINFUA-1 4 Modificada (CACCGTCAAA | w.t. Modificada (TAA
ATG) ATA)

pGBFINFUA-2 7 Modificada (CACCGTCAAA | Optimizada en | Modificada (TAA
ATG) codones individuales | ATA)

pGBFINFUA-3 8 Modificada (CACCGTCAAA | Modificada segun la | Modificada (TAA
ATG) invencion ATA)

Las secuencias traducidas de las secuencias codificantes de amyB de pGBFINFUA-1 a pGBFINFUA-3 plasmidicos
estan de acuerdo con la secuencia de aminoacidos como se representa en SEC ID NO 3, que representa la enzima
alfa-amilasa de A. niger de tipo salvaje.

3.6 Expresion en A. niger de constructos de expresion de pGBFINFUA- modificados de alfa-amilasa de A. niger

Los constructos de expresion pGBFINFUA-1, -2 y -3, preparados como se describe anteriormente, se introdujeron en
A. niger mediante transformacion como se describe mas abajo y segun la estrategia representada en la Figura 22.

A fin de introducir los tres vectores pGBFINFUA-1, -2 y -3 (Tabla 3.3) en WT 4, se llevé a cabo una transformacion y
la seleccion subsiguiente de los transformantes como se describe en los documentos W098/46772 y W099/32617.
De forma breve, se aisl6 ADN lineal de los constructos pGBFINFUA- y se usé para transformar A. niger. Los
transformantes se seleccionaron en medio de acetamida, y la colonia se purificé usando procedimientos estandar.
Las colonias se diagnosticaron en busca de la integracion en el locus glaA y para determinar el nimero de copias
usando PCR. Diez transformantes independientes de cada uno de los constructos pGBFINFUA-1, -2 y -3 con
numeros de copias estimados similares (copia baja: 1-3) se seleccionaron y numeraron usando el nombre del
plasmido transformante, como por ejemplo FUA-1-1 (para el primer transformante pGBFINFUA-1) y FUA-3-1 (para el
primer transformante pGBFINFUA-3), respectivamente.

Las cepas de FUA seleccionadas y WT 4 de A. niger se usaron para llevar a cabo experimentos en matraces
agitados en 100 ml del medio y en condiciones como se describe anteriormente. Después de 3 y 4 dias de
fermentacion, se tomaron muestras.

La produccion de enzima alfa-amilasa se midi6 en los tres transformantes de FUA de A. niger diferentes. Como se
puede aprender a partir de la Figura 23, la optimizacién de la secuencia codificante seguin el método de la invencion
muestra una mayor mejora en la expresion de AmyB en comparacion con el otro método ensayado denominado
optimizacion de codones individuales. Estas figuras se han resumido en la Tabla 3.4 a continuacion.

Tabla 3.4. Actividades promedio relativas de alfa-amilasa de transformantes con constructo de tipo salvaje en

Ly




10

15

20

25

30

35

ES 2 534282713

comparacion con aquellos con secuencias codificantes de amyB modificadas (como se concluye a partir de la Figura

23).
Tipo de cepa SEC ID NO Secuencia codificante Actividad de alfa-amilasa
FUA-1 4 w.t. 100%
FUA-2 7 Optimizada en codones | 200%
individuales
FUA-3 8 Modificada segun la invencion 400%

Estos resultados indican claramente que el método de la invencién se puede aplicar para mejorar la expresion
proteica en un hospedante, aunque el constructo de expresion y el hospedante ya tienen otras diversas
optimizaciones, tales como, por ejemplo, un promotor fuerte, una secuencia de iniciacién de la traduccidon mejorada,
una secuencia de parada de la traduccion mejorada, un uso optimo de codones individuales y/o un hospedante
mejorado para la expresion proteica.

4. Ejemplo 4: Diseiio de secuencias de ADN mejoradas para la expresion de tres enzimas heterélogas en
especie de Bacillus: Bacillus subtilis y Bacillus amiloliquefaciens.

4.1. Introduccion

El Ejemplo 4 describe el disefio del experimento y aplicacion de un método de la invencién descrito en esta patente
para la expresion (mejorada) de proteinas heterélogas en ambas especies de Bacillus, mas especificamente en este
ejemplo Bacillus subtilis y Bacillus amiloliquefaciens. Un hospedante de expresion preferido es Bacillus
amiloliquefaciens.

El genoma de Bacillus subtilis se publicé en 1997, y le siguieron otras especies de Bacillus (Kunst, F. et al. 1997.
The complete genome sequence of the Gram-positive bacterium Bacillus subtilis. Nature 390:249-56; Rey, M.W. et
al. (2004). Complete genome sequence of the industrial bacterium Bacillus licheniformis and comparisons with
closely related Bacillus species. Genome Biology 5:R77; Rasko D.A. et al. (2005). Genomics of the Bacillus cereus
group of organisms. FEMS Microbiology Reviews 29:303-329).

En este ejemplo, la secuencia completa de B. subtilis se escogié como la base para calcular frecuencias de codones
individuales y los pesos de los pares de codones. La comparacién del contenido de GC y los ARNt proporcioné una
foto similar para la especie de Bacillus mencionada (véase mas arriba). Esto es una indicacién de que las mismas
estadisticas son aplicables para otras especies de Bacillus relacionadas. Ademas, a partir del ejemplo 1 (véase
también la Figura 4), ya estaba claro que especies relacionadas muestran frecuencias de pares de codones
similares.

En la Figura 4 (véase también el ejemplo 1), se puede encontrar una grafica de comparacion de pares de codones,
basada en la estadistica del genoma completo para B. subtilis frente a B. amyloliquefaciens. Se observa una buena
correlacion entre ambos conjuntos de datos. Ademas, parece que B. amyloliquefaciens es mas versatil, puesto que
hay un subgrupo de combinaciones de pares de codones que esta bien aceptada en B. amiloliquefaciens, mientras
que tiene valores muy negativos para B. subtilis; no se observa lo contrario.

4.2. Disefio del experimento

Se seleccionaron tres secuencias proteicas para la expresion tanto en Bacillus subtilis como en Bacillus
amiloliquefaciens

Proteina 1: Xilosa (glucosa) isomerasa xylA (EC.5.3.1.5) procedente de Bacillus stearothermophilus;
Proteina 2: Xilosa (glucosa) isomerasa xylA (EC.5.3.1.5) procedente de Strepfomyces olivochromogenes;

Proteina 3: L-arabinosa isomerasa (EC 5.3.1.4) procedente de Thermoanaerobacter mathranii.

42



10

15

20

25

30

35

ES 2 534282713

Tabla 4.1 Resumen de constructos génicos; la Proteina 2 se escogio para explorar ademas el concepto de pares de
codones en un sentido mas amplio.

Optimizacioén en Optimizacioén en
Optimizacioén en codones codones
Gen Proteina codones individuales y individuales y
individuales positiva de pares de | negativa de pares
codones de codones

Proteina 1 SECID NO. 9 SEC ID NO. 16 SEC ID NO. 13
Proteina 2 SEC ID NO. 10 SEC ID NO. 17 SEC ID NO. 14 SEC ID NO. 18
Proteina 3 SEC ID NO. 11 SEC ID NO. 12 SEC ID NO. 15

La Tabla 4.1 proporciona un resumen de los métodos aplicados a los 3 genes descritos anteriormente. Para la
Proteina 1, Proteina 2 y Proteina 3, se aplica la optimizacién de pares de codones del método de la invencion,
ademas de la optimizacion de codones individuales desarrollada antes.

Como control, se evalud experimentalmente el efecto de la optimizacién de codones individuales y de la optimizacion
de pares de codones negativa al incluir 2 constructos adicionales para la proteina 2. Se disefia una variante (SEC.
ID. 18) en la que esta “optimizada” con respecto a pares de codones malos (es decir, optimizacion negativa de los
pares de codones), y una segunda con solamente optimizacién de codones individuales (SEC. ID. 17). Se escogio la
Proteina 2, puesto que la especie de Streptomyces muestra preferencia de pares de codones muy diferente; véase
el ejemplo 1y la Figura 4.

Todos los genes disefiados de B. amyloliquefaciens evitaron la aparicion de sitios de restriccion Ndel (CATATG) y
BamHI (GGATTC). Adicionalmente, contenian un sitio de restriccion Unica para eliminar la parte de E. coli del vector
de clonacién pBHA 12.

4.3. Optimizacion de codones individuales

Se disefiaron variantes optimizadas en codones individuales para la Proteina 1 y Proteina 2 usando el método
descrito en el Ejemplo 3.3 para la optimizacion de codones individuales, dando como resultado SEC ID NO. 16 y
SEC ID NO. 17, respectivamente. La tabla de distribucién de codones individuales aplicada (Tabla 4.2) se determino
usando los 50 genes mas altamente expresados segun se determina mediante 24 Affymetrix GeneChips para B.
subtilis 168 usando 6 series de tiempo de fermentacion independientes. Todos los GeneChips se normalizaron con
respecto a su media aritmética. La lista de expresion excluye aquellos genes que se sobreexpresaron
deliberadamente en la manipulacién genética mediante ingenieria de la cepa, y por tanto su nivel de expresion
medido no se pudo correlacionar con su uso de codones.

La determinacion de la tabla 4.2 de distribucion de codones individuales se realiza mediante inspeccién visual de
histogramas de frecuencia de codones de 50, 100, 200, 400 secuencias muy expresadas y de todas las secuencias
de B. subtilis. En el caso de una clara tendencia hacia 0% o 100% para los genes mayoritariamente muy
expresados, se realizd una asignacion de 0% y 100%, respectivamente. Para los otros codones que no se
asignaron, se calculd el uso promedio y se normalizé al conjunto de codones sinénimos, excluyendo los codones
asignados. Las frecuencias diana resultantes de codones individuales se dan en la Tabla 4.2, columna 3.

Tabla 4.2. Distribucion del uso de codones para el disefio de genes sintéticos en base a los 50 genes
mayoritariamente muy expresados e inspeccion visual de histogramas del uso de codones individuales, por ejemplo
Figura 24; las expresiones “no importa” se pueden aplicar durante la optimizacion de pares de codones para dejar
libre la eleccién de esos codones, no teniendo asi en cuenta la optimizacion de codones individuales para esos

codones.
Dlstrlb'uc[or) de codones No importa = 0
individuales
% importa = 1
A Ala_GCT 50 0
Ala_GCC 0 1
Ala_GCA 50 0
Ala_GCG 0 1
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Cys_TGT 51 0
Cys_TGC 49 0
Asp_ GAT 63 1
Asp_GAC 37 1
Glu_GAA 100 1
Glu_GAG 0 1
Phe TTT 55 0
Phe TTC 45 0
Gly_GGT 31 1
Gly_GGC 34 1
Gly_GGA 35 1
Gly_GGG 0 1
His_CAT 71 0
His_CAC 29 0
lle ATT 60 0
lle_ATC 40 0
lle_ATA 0 1
Lys_AAA 100 1
Lys_ AAG 0 1
Leu_TTA 39 0
Leu _TTG 24 0
Leu CTT 37 0
Leu CTC 0 1
Leu CTA 0 1
Leu CTG 0 1
Met ATG 100 1
Asn_AAT 45 0
Asn_AAC 55 0
Pro CCT 35 0
Pro_CCC 0 1
Pro CCA 22 0
Pro CCG 43 0
GIn_CAA 100 1
GIn_CAG 0 1
Arg_CGT 38 0
Arg_CGC 34 0
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Arg_CGA 0 1
Arg_CGG 0 1
Arg_AGA 28 0
Arg_AGG 0 1
S Ser TCT 34 0
Ser_ TCC 0 1
Ser_ TCA 34 0
Ser_ TCG 0 1
SeT_AGT 0 1
Ser AGC 32 0
T Thr_ACT 33 0
Thr_ACC 0 1
Thr_ACA 46 0
Thr_ACG 22 1
\Y Val_GTT 47 1
Val_GTC 0 1
Val_GTA 23 1
Val_GTG 30 1
w Trp_TGG 100 1
Y Tyr_TAT 62 0
Tyr_TAC 38 0
Stop_ TGA 0 1
Stop_TAG 0 1
Stop_TAA 100 1

4.4. Optimizacion de pares de codones

La optimizacion de pares de codones se llevo a cabo segun el método de la invencion. Las secuencias nucleotidicas
codificantes optimizadas SEC ID NO. 13-15 son el resultado de un experimento con el método de software descrito.
Los parametros aplicados fueron: tamafio de la poblaciéon = 200; nimero de iteraciones = 1000; cpi = 0,20, matriz
CPW = “Tabla C.4. CPW: Bacillus subtilis — secuencias muy expresadas”, y la matriz CR = “Tabla B.1 columna 5:
tabla CR BAS: Bacillus subtilis — secuencias muy expresadas” (también en la Tabla 4.2), y los elementos “no
importa” como en la Tabla 4.2. Ademas, se afiade un valor de penalizacion de + 1 a fitcompi por cada aparicion de un
sitio de restriccion Ndel (CATATG) y BamHI (GGATTC).

Las secuencias nucleotidicas codificantes optimizadas SEC ID NO. 18 son el resultado de un experimento con el
método de software descrito. Los parametros aplicados fueron: tamario de la poblaciéon = 200; nimero de iteraciones
= 1000; cpi = 0,20, matriz CPW = -1 veces “Tabla C.4. CPW: Bacillus subtilis — secuencias muy expresadas” (para
obtener optimizacion de pares de codones con respecto a pares de codones malos) y la matriz CR = “Tabla B.1
columna 5: tabla CR BAS: Bacillus subtilis — secuencias muy expresadas” (también en la Tabla 4.2), y los elementos
“no importa” como en la Tabla 4.2. Ademas, se afade un valor de penalizaciéon de + 1 a fit.omsi por cada aparicion de
un sitio de restriccion Ndel (CATATG) y BamHI (GGATTC).

Los elementos “no importa” en la Tabla 4.2 se escogen para aquellos codones que no muestran preferencia de
codones. Esto se realiz6 mediante inspeccion visual de la grafica de preferencia de codones individuales, véase 4.3.
El uso de tales elementos proporciona libertad adicional a la parte del par de codones de la optimizacion.
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Todas las optimizaciones convergieron hacia un valor minimo para fitcomsi. LOS valores objetivo obtenidos para SEC
ID NO. 13-15y SEC ID NO18 se dan en la Tabla 4.2, junto con aquellos para SEC ID NO. 11, SEC ID NO. 16 y SEC
ID NO. 17. A partir de ese dato, esta claro que las estadisticas de codones individuales son muy similares para SEC
ID NO. 16 y SEC ID NO. 17 en comparaciéon con SEC ID NO. 14 y SEC ID NO. 15. Sin embargo, el método de la
invencion conduce a un gen con un numero mejorado de pares de codones con pesos negativos asociados,
indicando un uso mas o6ptimo de pares de codones que tienen pesos mas negativos asociados con ellos, véase la
Tabla 4.3.

La “optimizacion” usando la maximizacioén de fit;; conduce a un gen con un mayor nimero de pares de codones con
pesos positivos asociados, indicando un mayor uso de pares de codones que tienen pesos mas positivos asociados
con ellos; de este modo, se espera una mala influencia sobre las caracteristicas de traduccién. Para SEC ID NO. 18
(wep(g) < 0) es 24% frente a 85% para SEC ID NO. 14, y también fit;, aumento de 1,20 a -1,43.

Tabla 4.3 Optimizacién de codones; valores de adecuacion objetivos para genes para expresion en B. subtilis y B.

amyloliquefaciens
Secuencia Tipo fitsc fitep wep(9) <0 fitcombi (cpi=0,2)
SECIDNO. 11 | WT 0,078 0,097 41,1% 0,350
SEC ID NO. 13 | optimizada en sc + cp 0,004 -0,293 89,1% -1,439
SEC ID NO. 14 | optimizada en sc + cp 0,004 -0,292 84,8% -1,431
SEC ID NO. 15 | optimizada en sc + cp 0,003 -0,303 89,2% -1,493
SEC ID NO. 16 | optimizada en sc 0,002 -0,023 56,9% -0,114
SEC ID NO. 17 | optimizada en sc 0,003 0,087 44,3% 0,428
SEC ID NO. 18 | optimizada en sc + negativa en cp 0,015 0,257 23,5% 1,196

5. Ejemplo 5: Evaluacion del método de la invencion para expresion de tres enzimas heterélogas en Bacillus
subtilis y Bacillus amyloliquefaciens.

5.1 Introduccién

El Ejemplo 5 describe el experimento y los resultados de la expresion de 3 genes heterdlogos con variantes de
secuencias de éstos en células hospedantes tanto de Bacillus subtilis como de Bacillus amyloliquefaciens. Las
variantes se obtienen segun el método de la invencién, como se describe en el Ejemplo 4.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Medio de crecimiento de Bacillus

2*TY (por I): triptona peptona 16 g, extracto de levadura Difco 10 g, NaCl 5 g.
5.2.2 Transformacioén de B. subtilis

Medios

Medio Spizizen 2x: 28 g de K:HPOy4; 12 g de KH2POy4; 4 g de (NH4)2S04; 2,3 g de citrato de Nas.2H,0; 0,4 g de
MgS0..7 H20; H2O hasta 900 ml, y ajustese hasta pH 7,0-7,4 con NaOH 4N. Afiddase H,O hasta 1 litro.

Sométase a autoclave 20 minutos a 120°C.

Medio Spizizen-plus 1x: afadanse a 50 ml de medio Spizizen 2x 50 ml de milliQ; 1 ml de glucosa al 50% y 100 pl de
casaminoacidos (concentracion final 20 pg/ml).

Se inoculé una unica colonia de Bacillus (o una alicuota de una vasija congelada en profundidad) procedente de una
placa de agar 2xTY no selectivo en 10 ml de caldo 2xTY en un matraz de agitacion de 100 ml. Las células se
hicieron crecer toda la noche en un agitador incubador a 37°C y + 250 rpm. La OD se midié a 600 nm, y el cultivo se
diluyé con medio Spizizen-plus 1x hasta ODego ~ 0,1. Las células se hicieron crecer a 37°C y 250-300 rpm hasta que
la ODgoo del cultivo es 0,4-0,6. El cultivo se diluyé 1:1 con medio Spizizen 1x suplementado con 0,5% de glucosa
(medio de inanicioén), y se incubd durante 90 min. a 37°C y 250-300 rpm. El cultivo se centrifugd a 4500 rpm en una
centrifugadora de mesa durante 10 minutos. Se eliminé el 90% del sobrenadante, y el pelete se suspendié en el
volumen que queda. Se mezcld ADN (1-5 ug en un maximo de 20 pl) con 0,5 ml de células competentes en un
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universal, y se incubd durante 1 hora a 37°C en un bafio de agua de agitacion giratorio con agitacion firme (=5/6).
Las células se cultivaron en placas (20 a 200 pl) sobre placas de agar 2xTY selectivo que contiene 25 pg/ml de
canamicina, y se incubaron toda la noche a 37°C.

5.2.3 Preparacion de extracto libre de células

El pelete obtenido a partir de 1 ml de cultivo se resuspendié en tampén A que contiene 10 mM de Tris-HCI (pH 7,5),
10 mM de EDTA, F50 mM de NaCl, 1 mg/ml de lisozima e inhibidores de proteasas (coctel de inhibidores de
proteasas libre de EDTA completo, Roche). Los peletes resuspendidos se incubaron durante 30 min. a 37°C para la
produccion de protoplastos, y se sometieron subsiguientemente a ultrasonidos segun lo siguiente: 30 s, 10
micréometros de amplitud (3 ciclos), con 15 s de enfriamiento entre ciclos. Tras la sonicacion, el desecho celular se
hizo girar mediante centrifugacién (10 min., 13000 rpm a 4°C), y los lisados transparentes se usaron para analisis
posterior.

5.2.4 Seleccion de genes que codifican glucosa isomerasa y L-arabinosa isomerasa, y disefio de genes sintéticos
para la expresion en Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis

Las tres enzimas seleccionadas son:
1. xilosa isomerasa de Bacillus stearothermophilus (P54272 Swissprot); secuencia proteica SEC ID NO. 9,
2. xilosa isomerasa de Streptomyces olivochromogenes (P 15587 Swissprot); proteina SEC ID NO. 10,

3. L-arabinosa isomerasa de Thermoanaerobacter mathranii (AJ 582623.1 EMBL, y también documento
US2003/012971A1), proteina SEC ID NO. 11, nucleétido SEC ID NO. 12.

Como se observa anteriormente, las enzimas seleccionadas tienen diferente origen microbiano. Con el objeto de
sobreproducir estas enzimas en Bacillus subtilis o Bacillus amyloliquefaciens, se ha optimizado la secuencia
nucleotidica para cada proteina de tal manera que sea adecuada para la expresion en especies de Bacillus; véase el
Ejemplo 4.

Se han optimizado las secuencias nucleotidicas que codifican las enzimas mencionadas anteriormente. Las
secuencias se listan en un listado de secuencias bajo las SEC ID NO. 13. (glucosa (xilosa) isomerasa de Bacillus
stearothermophilus), SEC ID NO. 14. (glucosa (xilosa) isomerasa de Streptomyces olivochromogenes), SEC ID NO.
15. (L-arabinosa isomerasa de Thermoanaerobacter mathranii). Como control, se generd una variante con una
optimizacion de codones individuales sin optimizacion de pares de codones, SEC ID NO. 16-17, y una con
optimizacion de codones individuales con “optimizacion negativa de pares de codones”, SEQ ID NO. 18; véase el
Ejemplo 4 y la Tabla 4.1.

5.3 Clonacion de los genes que codifican glucosa isomerasa y L-arabinosa isomerasa en el vector lanzadera de E.
coli/Bacillus y transformacion en Bacilli

Para la expresion de los genes seleccionados en Bacilli, se ha usado el vector lanzadera de E. coli/Bacillus pBHA12
(Figura 26). Este vector deriva esencialmente del vector de expresion pBHA-1 (documento EP 340878) en el que un
promotor derivado del gen amyQ de Bacillus amyloliquefaciens sustituyd el promotor Hpall. El plasmido pBHA12
contiene dos sitios de clonacion multiple (Figura 26). Todos los genes seleccionaos y optimizados se obtuvieron
sintéticamente (DNA 2.0, Menlo Park, CA, U.S.A.) como dos fragmentos (A y B). El fragmento A que corresponde al
extremo 5’ del gen fue el clon detras del promotor de amyQ. Ambos fragmentos se han alargado con sitios de
endonucleasas de restriccion especificos a fin de permitir la clonacién directa en los sitios 1y 2 de clonacién multiple
(véase la Figura 27). El extremo 3’ del fragmento A y el extremo 5’ del fragmento B solapan mediante un sitio de
endonucleasa de restriccion Unica que permite la escision de la parte de E. coli del vector y la ligacidn nuevamente
antes de la transformacion de Bacillus subtilis (CBS 363.94). Durante el procedimiento de clonacion y transformacion
de B. subtilis, se usé E. coli como hospedante intermedio. Se escogié el enfoque de clonaciéon en dos etapas en
pBHA12 a fin de evitar posibles problemas durante la clonacién y propagacion de los vectores de expresion en E.
coli. En la Tabla 5.1 se listan los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion afiadidos a los fragmentos Ay B,
asi como el sitio de restriccion Unica que permite la ligacion nuevamente y como tal la reconstruccién de un gen
completo y funcional. Todos los extremos 5 de los fragmentos A contienen el sitio Ndel (secuencia de
reconocimiento CATATG) que permite la clonacion de genes como un fragmento partiendo exactamente en su
codon de partida respectivo (ATG).

Tabla 5.1. El sumario de los sitios de clonacion de endonucleasas de restriccion (RE) que se han afadido a los
fragmentos génicos para facilitar la clonacion en pBHA 12.

Gen/RE Fragmento A Fragmento B Sitio de RE unica

extremo 5 extremo 3’ | extremo 5’ extremo 3’ (posicion en el gen)
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B. stearothermophilus Gl Ndel BamHI Smal Kpnl Pvull (496 pb)
S. olivochromogenes Gl Ndel Miul EcoRV Kpnl Clal (372 pb)
T. mathranii ARAA Ndel Miul Sacl Kpnl Clal (708 pb)

Los fragmentos A y B de 5 genes se han clonado en dos etapas en el MCS1 y 2, respectivamente, como se muestra
para la SEC ID NO. 13 en la Figura 27, usando métodos de biologia molecular estandar (Sambrook y Russell,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed., CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; y Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley InterScience, NY, 1995). La transformacion se llevé a cabo en el E.coli
TOP10 (Invitrogen) o INV110 (Invitrogen) en el caso de usar endonucleasas de restriccion sensibles a metilacion en
una etapa posterior. Se aislaron varios transformantes resistentes a ampicilina de E. coli para cada constructo de
expresion usando los kits de aislamiento de plasmidos mino o midi (Macherey-Nagel y Sigma, respectivamente). La
ligacion correcta de los fragmentos A y B correspondientes en el vector pBHA12 se confirmé mediante analisis de
restriccion. En la siguiente etapa, los plasmidos pBHA12 que contenian los fragmentos A y B de los genes se
digirieron con la endonucleasa de restriccion Unica (véase la Tabla 5.1) para cortar la parte de E. coli del vector. La
parte de Bacillus del vector que contenia el gen interrumpido se aislé del gel de agarosa usando el kit de extraccion
en gel (Macherey-Nagel) y se ligé nuevamente. La mezcla de ligacion se transformé en la cepa de B. subtilis CBS
363.94 mediante transformacion de células competentes. Se aislaron varios transformantes resistentes a canamicina
de B. subtilis para cada constructo de expresion usando los kits de aislamiento de plasmido mini o midi (Macherey-
Nagel y Sigma, respectivamente). Los constructos de expresion se comprobaron mediante analisis de restriccion en
busca del patrén correcto tras la escision de la parte de E. coli y la ligacion nuevamente de la parte de Bacillus del
vector pBHA12. Para cada constructo, se seleccionaron tres transformantes de B. subtilis para el analisis del
extracto libre de células.

5.4 Deteccién de enzimas sobreproducidas en Bacilli

Se usaron tres transformantes de B. subtilis y tres transformantes de B. amyloliquefaciens para cada constructo para
analizar el extracto libre de células en busca de la presencia de la proteina correspondiente — glucosa o L-arabinosa
isomerasa. Para hacer crecer las cepas, se usaron medios de fermentacion 2xTY. Las muestras (1 ml) se tomaron a
24 horas de fermentacion (en matraz de agitacion), y se prepar6 el extracto libre de células que incluye inhibidores
de proteasas en el tampdén de extraccion. Se analizaron 13 ul del extracto libre de células en SDS-PAGE
(Invitrogen). Para varios transformantes, se detecté una banda clara que corresponde al Mw esperado de la proteina
sobreexpresada. En la Tabla 5.2 se da una comparacion visual de las bandas. Esta claro que el método de la
invencion mejord la produccioén proteica para xilosa isomerasa de Bacillus stearothermophilus, xilosa isomerasa de
Streptomyces olivochromogenes y L-arabinosa isomerasa de Thermoanaerobacter mathranii, usando el método de
pares de codones, es decir, esto da como resultado la produccién mejorada de proteina en comparacién con el gen
de referencia WT o las variantes optimizadas en codones individuales. Ademas, si se aplico la optimizacion negativa
de pares de codones junto con la optimizacion de codones individuales, no se detect6 ningun producto.

Tabla 5.2 Sobreexpresion de tres genes heterélogos en Bacilli. WT: tipo salvaje; sc: optimizacion en codones
individuales; cp: optimizacion en pares de codones; cp”: optimizacion negativa en pares de codones.

B. subtilis B. amyloliquefaciens

WT sc scycp | scycp WT sc scycp | scycp
Xilosa isomerasa de Bacillus + +++ + +++
stearothermophilus (SEC ID NO.
16, 13)
Xilosa isomerasa de Streptomyces + ++ 0 + ++ 0
olivochromogenes (SEC ID NO.
17,14, 18)
L-arabinosa isomerasa de 0/+ ++ 0 ++
Thermoanaerobacter mathranii
(SEC ID 12, 15)
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APENDICE 1: Lista de simbolos y ecuaciones
Codoén individual:

Ci

Codones que codifican el mismo aminoacido:
syn(c))

Numero de apariciones del codén ¢; :

Nsc (Ci)

Relacion del codén ¢ (comparado con sus sindnimos):

I (cl ) =R, (Ck ) z . (C‘ )

enme,)

Par de codones:
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(cic))
Apariciones (numero observado) de par de codones:
Nobs((Ci, Gj))

Numero esperado de este par de codones:

"::;((Cncj))=r:'(ci)'rn:"(cj)' gﬂ( )"m((cr. 'C,))
f:eml(:,')

Desviacién estandar correspondiente:

(6, ) = P (Cre -0 = 726, ) 1 e, )
Puntuacion estandar correspondiente (puntuacion z):

(ndu ((C."Cj )) = "gp ((C.' ,CJ- ))

a((cflcj))

z(c,,c, )=

Coeficiente de preferencia para un par de codones:

1. ((c; "€ ) - N ((c; Ly ))
max(n,, ({¢;,¢, )., ((¢;.¢;)))

bias((c,.c,)) =

Valores “esperados” combinados (para pesos):

nEH((e;06; ) = 126 12 (c,)- ; 1:::,5“((6,,(:, )
‘l")"'“ll'

Pesos de pares de codones — grupo de secuencias del método uno (o genoma):

":((ct W& ))—"::. ((e; »C )]
max@, ((c;, ¢; iy (€. ;)

w({c:.c; )=

Pesos de pares de codones — grupo muy expresado del método con grupo de referencia (o genoma):

"::A i((ca 'C; N- ".:fh (eisc D)

ax@us (c,, ¢, nie((c:c;)))

W((C,- ’CJ)) =
m

APENDICE 2: vectores CR

Tabla B.1: valores de la matriz CR para los siguientes organismos en columnas: (1) AN: genoma complete de A.
niger - método: distribucion estadistica; (2) ANS: 250 genes muy expresados de A. niger - método: inspeccion visual,
(3) AN_d: vector importa-no importa (0-1) de A. niger; (4) BS: genoma complete de B. subtilis - método: distribucion
estadistica; (5) BSS: 50 genes muy expresados de B. subtilis - método: inspeccion visual, (6) BS_d: vector importa-
no importa (0-1) de B. subtilis; (7) EC: genoma completo de E. coli 4298 sec; - método: distribucion estadistica; (8)
ECS grupo muy expresado de E. coli 100 sec procedente de Carbone et al. (2003) - método: inspeccion visual; (9)
EC_d: vector importa-no importa (0-1) de E. coli; (10) BA: genoma completo de B. amyloliquefaciens - método:
distribucion estadistica; (11) BAS: 50 genes muy expresados de B. amyolliquefaciens - método: inspeccion visual,
(12) BS_d: vector importa-no importa (0-1) de B. amyolliquefaciens; (13) SC: genoma completo de S. cerevisiae -
método: distribucion estadistica; (14) SCS: 200 genes muy expresados de S. cerevisiae - método: inspeccion visual,
(15) SC_d: vector importa-no importa (0-1) de S. cerevisiae; (16) SCO: genoma completo de S. coelicolorA3(2) -
método: distribucién estadistica

Nota: Para microorganismos fungicos, y mas especificamente P. chrysogenum, A. Oryzae, A. terreus, A. nidulans, A.
fiimigatus, T. reesei, N. fischerii, se aplica el vector CR derivado usando secuencias de A. niger. Para levadura en
general, y mas especificamente K. lactis y S. pombe, se aplica el vector CR derivado usando las secuencias de S.
cerevisiae. Para la especia Streptomyces, se aplica el vector CR derivado usando S. coelicolor A3(2).
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1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 1l 12
AN ANS ANd BS BSS BSd EC ECS ECAd BA BAS BAd
T AAA | 33 0 1100 75 81 0 69 100 1
2 AAC 58 100 1 43 s 0 T o 6 66 50 0
3 AAG | 67 100 1w 0 125 19 o 31 0 I
4 AAT a2 0 1 57 45 C 6 0 0o 76 %0 0
5 ACA 21 0 1 4 46 ¢ 4 0 o 29 30 0
6 ACC s 70 116 0 1 a2 57 12 o [
7 ACG 22 0 1 26 22 1 2% 0 o 318 40 0
8 ACT 23 30 t 17 33 0 18 43 1 13 30 0
9 AGA 13 0 t 27 28 o s 0 6 14 20 0
10 AGC 18 21 T 2 32 0o 22 28 t 2 » o
Il AGG 12 0 110 0 1 3 ) 0 7 0 1
12 AGT 1 0 Y 0 16 0 0 9 0 1
13 ATA 14 0 4 0 1 9 0 0 15 0 1
14 ATC 2 7 13 40 o 4 72 1 42 4o o
15 ATG | 160 100 ! 100 100 1 100 100 o 100 100 1
16 ATT 38 27 1 51 60 o s1 28 1 44 60 0
7 caa | 40 0 1 s3 100 1 3% 0w 0 42 6 )
18 CAC s1 100 1 32 29 o 4 8t 6 41 4@ 0
19 caG | 60 100 ) 0 i 6 8 0 58 40 0
0 CAT 49 0 I 68 - 71 0o 58 19 0 s3. 60 0
2t CCA 22 0 1T w2 o 20 14 o It 0 ]
2 cec 29 64 110 0 L 0 o 17 0 v
2 CCcG 24 0 it a3 o 49 86 0 52 & 0
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24 CCT 25 36 - 29 s 0 20 10 0
25 CGA 15 0 10 0 | 0 12 0 1
26 CGC 25 51 19 34 0 0 R 40 0
21 CGG 18 0 t 1s 0 i 0 20 0 |
2 CGT 16 49 t 18 8 LV 0 15 40 0
29 CTA 10 0 1 5 0 0 4 0 |
CIC 24 s ' 1] 0 1 10 0 17 0 [
CTG 25 32 1 23 0 | 47 100 1) 28 20 0
CIT 17 17 1 23 37 0 1 0 0 21 30 0
GAA 42 26 1 69 100 1 6 80 0 66 40 0
GAC 49 64 ! 36 37 1 3 64 t 44 40 0
GAG 58 74 1 31 0 1 3l 20 o 34 60 0
GAT 51 36 ] 64 63 | 63 36 1 56 60 0
GCA 21 0 ) 29 50 0 yr) 30 ‘0 18 30 0
GCC 32 51 1 20 1 27 0 0 26 0 1
GCG 21 1t | 25 1 34 23 0 a8 30 0
GCT 26 38 1 26 50 0 17 47 0 18 40 0
GGA 24 16 1 32 35 1 2 0 0 26 30 0
GGC 32 k13 1 33 34 1 39 12 1 41 40 0
GGG 19 0 1 16 ()} 1 15 0 0 17 0 1
GGT 25 - 49 1 19 31 1 34 s8 1 16 30 0
GTA 11 0 | 21 23 | 16 29 o 16 25 0
GTC 35 54 1 24 () 1 21 0 0 32 25 0
GTG 30 19 1 26 30 i % 19 0 28 25 0
GTT 24 27 1 29 47 1 26 53 0 23 25 0
TAA 27 100 H 62 100 t 59 100 0 41 100 1
TAC S8 100 1 34 38 0 42 76 1 59 50 0
TAG 3 0 | 2 (] | kY] 0 0 21 0 1
TAT 42 1 66 62 0 58 24 1 16 50 0
TCA 13 1 24 34 0 13 0 0 16 30 0
TCC |+ 23 44 1 12 0 1 14 31 1 16 0 1
TCG 17 14 1 10 0 1 14 0 0 61 40 0
TCT 17 21 1 21 34 0 15 41 1 100 30 a
TGA a2 0 | 16 ()} 1 9 0 o a9 20 a
TGC 59 100 ! 54 49 0 s$5 100 0 17 30 0
TGG 100 100 1 100 100 1 100 100 0 41 o 1
TGT 41 0 | 46 3] ] 45 0 0 14 0 1
TTA 6 0 ] 21 39 0 14 0 0 59 0 L
TTC 65 100 1 30 45 0 41 77 1 69 40 0
TTG 18 13 1 16 24 0 13 0 (v 6 100 1
T Is -0 ; 70 T 0 59 23 1 k¥ 60 0
AN ANS ANd BA BAS BAd EC ECS ECd BS BSS d

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 1 2
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13 14 15 16 1”7 18 19 20 2t 23 24

SC SCS SCd SCO
1 AAA 59 21 0 5
2 AAC 40 75 | 96
3 AAG a 79 t 95
4 AAT 60 25 |
5 ACA 3 6 1
6§ ACC 21 40 1 65
7 ACG T 2 1 31
8 ACT 34 52 1 2
9 AGA 47 76 | 1
10 AGC 1 3 [ 25
Il AGG 21 1
12 AGT 16 |
13 ATA 28 0 |
14 ATC 26 a8 1 96
15 ATG t00 100 I 100
16 ATT 46 58 1 2
17 CAA 69 90 i 5
18 CAC 36 59 1 93
19 CAG 31 10 ! 95
20 CAT 64 41 | 7
21 CCA 41 74 1 2
22 ccC 16 5 | 41
23 CCG 13 0 1 54
24 ccT 31 23 |
25 CGA 7 0 1
26 CGC 6 1 1 47
27 CGG 4 0 | 39
28 CGT. 14 25 | 6
29 CTA 14 9 1 0
30 CTC 6 ) 1 36
31 CTG 1 1 60
32 CIT 13 3 t 2
33 GAA 70 85 t 1S
34 GAC 35 51 | 95
35 GAG 10 15 | 85
36 GAT 65 49 1
37 GCA 30 2 1 4
38 GCC 22 1 1 58
39 GCG 11 0 [ 36
40 GCT 37 64 1
9 GGA 23 0 t
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54

42 GGC 20 8 1 64
43 GGG 12 | 1 19
.48 GGT 45 95 1 10
45 GTA 2 0 ( 3
46 GTC 20 39 1 55
47 GT1G 19 8 [ 40
48 GIT 39 54 1 2
49 TAA - 100 1 .
50 TAC 43 74 1 95
51 TAG . 0 1 ]
52 TAT 57 26 1 5
53 TCA 21 8 1 2
54 TCC 16 32 i 41
55 TCG 10 5 1 28
56 TCT 26 48 1 |
57 TGA - 0 1 .
58 TGC 38 13 1 9
59 TGG 100 100 1 100
60 TGT 62 87 I 9
61 TTA 28 21 [ 0
62 TIC 41 71 t 98
63 TIG 28 62 1 '
64 TIT 59 29 l 2
SC__ sCs 1 sCO
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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APENDICE 3: matrices CPW

Tabla C.1: matriz CPW genoma completo de Aspergillus niger (codén izquierdo indicado en la columna 2, codon
derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: A. niger, Dato de secuencia: genoma completo de A. niger.
1 2 3 4 5 6 7 . 9 10 i1 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
AAA 0.62 0.37 0.38 034 -0.16 007 0.18 02 019 003 -0.14 0.11
AAC | 017 028 0323 005 008 025 H01 003 002 030 0.17 -0.04
AAG | 002 020 024 -005 -002 004 012 003 014 005 -0.18 -0.03
AAT 024 045 044 022 016 016 015 o006 019 017 023 008
000 009 025 004 025 004 014 020 -025 001 -022 0.10
ACC | -0.17 035 028 007 o1 030 017 001 £08 -H22 007 -002
ACG -0.18 001 006 -0.05 ¢.00 021 -L£.14 010 0325 015 -0.36 0.00
ACT 0.36 0.57 0.53 0.40 0.13 017 017 022 0.03 0.27 G.15 0.20
AGA | 001 005 006 -008 -0.18 ©O.19 010 ©O41 <037 -047 030 -0.15

W 0 W Y VA W N s
§

10 AGC | 028 026 026 -0.25 000 005 004 003 020 031 004 021
11 AGG | -03! 008 022 032 -017 03l 025 001 0239 .10 052 -0.18
12 AGT 0.21 035 047 047 0.24 037 028 013 02 0.28 027 0.05
13 ATA 0.06 025 038 016 -0.21 003 008 004 010 007 007 017
14 ATC -0.27 035 031 015 003 -030 003 -004 014 D10 020 0.02
15 ATG 002 006 -001 0.09 0.05 001 £Li10 004 013 0014 008 000

16 ATT | 050 055 056 045 034 026 026 016 041 044 046 038
17 CAA | 027 021 025 0.0 -015 001 014 020 007 009 005 003
18 CAC | -029 025 026 -0.18 -005 -022 001 -003 041 2025 032 -0.09
19 CAG | 017 008 013 011 .008 009 009 006 008 00! 002 -00!
20 CAT | 023 044 046 003 008 0.18 0I5 ©04 042 029 050 022
21 CCA | 010 o016 024 001 -024 001 042 002 012 013 0.1 017
22 CCC | 028 036 037 -0.15 009 015 003 -004 012 017 005 -0.06
23 CCG | 014 007 005 009 .0.J2 008 014 000 004 032 006 0.4
24 CCT | 038 046 048 026 009 O©I8 046 -002 031 038 033 023
25 CGA | 017 ©I% 028 ©12 -.0.19 0086 OI16 017 003 014 001 003
26 CGC | -024 025 026 -022 .007 0.6 016 003 001 032 018 -0.27
27 €GG | 022 013 001 015 026 0I5 031 -0.01 024 007 019 -0.18
28 CGT | 051 045 067 048 029 024 ©32 047 063 044 0S8 040
29 CTA | 024 026 043 025 003 ©003 033 027 ©24 012 018 025
I CTC | 023 030 020 011 003 -024 009 002 029 017 033 -0.06
31 ¢IG | 0106 012 013 004 012 007 002 009 042 001 004 009
32 CIT | 054 052 064 048 019 023 026 0.1 0S6 044 0S5 038
33 GAA | 046 027. 024 009 -009 006 009 017 023 -0t6 -014 -012
34 Gac | 08 021 028 0.9 001 -0.13 003 000 00t 031 005 -023
35 GAG | 007 007 023 019 005 0I0 02 £H03 -019 009 031 -020
3 GAT | 02¢ 034 036 009 006 012 002 -001 020 019 027 00!
37 GCA'| 008 009 0I5 000 -016 007 005 004 009 007 H2V 006
38 gec | 028 036 028 023 010 011 004 .005 005 025 001 -026

55



ES 2 534282713

3 GCG | -007 0N D006 DO8 -016 015 026 000 018 028 031 005
40 GCT | 038 060 048 038 €16 021 0I0 -002 018 031 02 013
41 GGA | 003 009 011 019 -021 007 009 005 037 020 -030 -0.28
42 GGC | 012 013 019 004 010 -012 011 -004 010 .025 0.5 -0.27
43 GGG | 033 021 017 029 015 034 026 002 031 020 -052 -025
44 GGT | 03¢ 031 065 032 024 047 038 003 031 021 045 -0.02
4s GTA | 022 030 038 009 -013 009 008 0.2 012 038 007 039
46 GTC | 020 034 033 024 014 018 000 .018 018 019 015 -0.11
47 GTG | 001 003 006 0.06 -001 009 -022 -0.12 003 016 027 024
48 GTT | 053 055 050 038 035 031 043 -003 043 037 024 028
49 TAA | 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.0
50 TAC | 018 029 024 006 O0I3 023 000 001 015 -020 034 -006
$1 TAG | 000 000 000 000 000 000 000 ©000 040 000 000 000
52 TAT | 033 044 041 024 018 014 005 005 032 033 031 02§
53 TCA | 001 022 029 003 -033 002 0605 -009 -018 011 -027 014
$4 TCC { 021 -030 -030 007 007 021 010 000 001 019 008 O0.13
ss TCG | 014 006 002 011 009 000 -020 -009 007 021 021 0.0
s6 TCT | 044 055 0S5 037 003 015 0.7 .03 022 035 030 037
57 TGA | 000 o000 OO0 000 O©OD0O ©000 000 O000 000 000 000 000
S8 TGC | 026 019 025 023 010 -010 .15 -007 009 010 004 -0.26
9 TGG | 009 002 005 003 003 015 -015 -004 -028 00l -029 -022
60 TGT | 027 043 061 031 016 025 014 008 039 047 037 032
61 TTA | ©31 039 041 020 005 @13 o0l 009 004 024 001 0.3
62 TIC | -018 -030 -027 008 0.4 024 €05 -006 019 009 020 002
63 TIG | -017 012 026 024 -017 -008 034 029 008 008 -035 -0.12
64 TIT | 054 058 061 046 025 019 009 008 040 041 029 029
AAA  AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
1 y) 3 4 s 6 7 8 9 10 u 12
Tabla C.1 continuacién

13 14 15 16 17 18 19 20 2 22 23 24

ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG cCT

1 AAA | .01a 021 0.9 031 -0.14 -007 0.16 008 011 2004 005 0.19

2 AAC 024 017 009 008 002 -0.18 .11 010 005 019 005 0.08

3 AAG| -004 013 .08 -001 006 000 006 008 003 009 000 005

4 AAT | 006 008 0.14 004 006 016 0I5 002 007 005 0.0 005

5 ACA| 010 020 004 020 -007 001 005 000 -022 002 000 005

6 ACC| 011 029 .004 007 009 -012 008 020 019. 002 0.t 0.21

7 ACG | 006 012 005 009 006 -002 019 007 -003 0.0 -015 004

8 ACT| 012 o0t8 026 009 000 -001 004 002 002 016 -007 -0.19

9 AGA | -031 019 006 009 -0.14 005 005 015 010 0I5 O0.I0 0.14

10 AGC | 008 009 020 -009 000 005 €09 012 013 022 013 0.16

11 AGG | 044 o019 009 -010 005 020 010 002 0I5 027 005 001

12 AGT | -020 003 001 002 004 OIFf 007 042 004 007 005 002
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ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
ccc
CCG
CCT
CGA

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT

-0.34
0.21
-0.09
0.24
-0.21
021
-0.09
-0.04
-0.02
-0.06
-0.14
0.07
©.07
-0.01
-0.33
0.11
0.03
0.06
005
0.2}
-0.07
0.10
0.05
-0.01
0.09
0.13
0.01
0.12
Q.11
.12
-0.30
0.15
-0.04
0.13
0.02
0.14
0.00
.18
0.00
0.08
024
-0.01
-0.14
008

0.17
0.25
001
0.19
0.14
0.16
0.07
0.16
0.24
-0.29
0.09
0.20
0.28
£.23
0.18
0.01
025
-0.22
0060
0.25
Q.11
0.00
-0.01
0.06
030
(.27
0.23
0.I8
021
-0.04
0.26
0.13
0.30
.22
0.19
022
0.00
0.17
0.00
0.13
0.20
-0.25
0.12
021

0.10
-0.19
0.00
0.32
0.15
0.13
-0.09
0.15
0.09
-0.20
0.04
0.26
0.18
-0.20
-0.06
031
0.24
£0.08
0.02
0.29
0.13
0.10
-0.09
0.11
0.18
-0.24
0.02
0.24
0.02
-0.14
-0.08
026
0.22
-0.18
-0.01
0.25
0.00
0.1t
0.00
0.18
0.04
.11
0.00
033
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0.21
0.00
0.03
0.6
025
0.02
0.07
0.01
0.08
0.12
0.05
0.08
0.25
£0.14
0.03
0.19
0.32
-0.02
0.06
0.20
0.14
-0.03
<0.14
-0.08
0.17
-0.28
0.08
0.07
0.07
£.10
-0.15
0.03
0.20
0.23
.06
0.00
0.00
0.04
0.00
005
0.07
0.03
0.15
021

-0.14
0.04
0.04

-0.03

-0.16

-0.14
0.01

-0.06

-0.05
0.06

-0.08

-0.12

-0.15
0.07
0.07

-0.08

-0.19
0.06
0.02

0,12

-0.05

-0.04
0.01
0.10
0.04
0.21

-0.10
0.04
0.00

-0.05
0.16
0.04

-0.17
023
0.01
001
0.00
0.02
0.00

001
0.00
0.13

.12

0.08

o.n
-0.18
-0.04

0.07

0.02
0.18

0.04

0.14

011

0.16

0.02
-0.17
-0.11

007

0.30
-0.10
<0.15
-0.03
-0.06
-0.13

0.07
0.15

0.03

0.22

0.10

0.00

0.02

0.04

0.12
0.15

0.33

0.06
-0.02
-0.02

0.03

.00

0.00
-0.18

0.00

0.1

0.i8
<0.02

0.05
-0.01
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0.07
0.02
0.03

0.03

0.22

0.00
0.06

0.15

0.2)

a.02
0407

0.01
-0.08
0.04

0.17

0.02
-0.04

0.17
0.12

0.04

0.17
0.12
.09

0.09

0.07

0.04
-0.24
-0.02
<0.01
0.14

0.06

0.11
<0.04

0.10
-0.21

0

0.00
-0.05

0.00

006

0.t4

0.08
Q.11

0.02

-0.07
0.17
0.04

-0.01

-0.03
0.14

-0.04

-0.05
0.08
0.15

0.10

-0.19

-0.04

-0.07
0.05

-0.09

-0.10
0.23
0.05

-0.18
0.00

-0.03

-0.07

-0.02

0.02
0.14

0.23

-0.06

0.0t

-0.12

6.04

-0.02

-0.16
0.t9

-0.08

<0.08
0.00
0.13
0.00

-0.04
0.12
0.1é6

0.12

-0.09

€0.20
0.16
-0.01
0.03
0.15
0.07
.11
-0.07
-0.30
0.19
-0.08
-0.23
0.27
0.23
0.23
-0.13
-0.26
0.14
0.15
-0.23
0.00
0.16
-0.09
0.10
-0.18
0.28
0.09
0.04
-0.08
0.16
.15
0.11
.29
033
0.14
<0.05
0.00
017
0.00
-0.06
028
0.12
0.04
£0.15

£0.08
-0.09
0.01
-0.19
0.02
-0.01
0.04

0.04

0.08
0.56
0.18
0.17
0.05
0.20
0.12
-0.22
-0.08
0.12
0.09
.34
0.09
.12
0.02
-0.02
0.10
0.20
0.06
0.13
0.I6
0.07
a.01
0.02
0.04
on
0.10
0.21
0.0
-0.02
0.c0
.t5
0.00
.12
0.0
021

-0.02
0.21
0.02
0.03
0.10
0.06
000
0.03
-0.03
0.06
0.19
0.20
0.23
0.23
.14
-0.20
.05
0.31
0.15
0.04
0.10
-0.02
-0.09
0.04
£.10
0.15
-0.28
.01
£.05
009
-0.20
0.06
0.11
0.27
0.15
£0.02
0.00
0.17
0.00
£0.15
.00
0.0%
-0.14
£0.13

-0.09
0.19
0.02

-0.16
0.14
0.15

-0.01

4.
Q.10
0.29
0.01

-0.25

-0.03
0.31

-0.08

-0.20

-0.06
0.13
0.09

-0.33
0.16

-0.01

-0.09

10.02

-0.02
0.20
-0.07
-0.26
0.04
0.00
-0.18
-0.15
-0.21
0.15
-0.07
-0.32
0.00
0.15
0.00
-0.15
-0.02
0.18
-0.09
-0.27
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57 TGA 000 000 000 000 00O 000 000 000 060 000 000 000
s8 TGC | 005 001 014 017 004 .004 006 -005 026 01?7 006 015
59 TGG | 009 009 000 -009 005 000 -003 000 002 005 007 002
60 TGT | 002 o046 023 012 0686 0315 009 001 013 011 027 -0.21
61 TIA | 025 027 009 018 018 001 000 -020 -032 001 012 -0.15
62 TIC 03 921 013 002 004 .020 014 012 020 0N 01 -002
63 TIG | -023 -0l12 028 026 015 027 002 005 021 027 009 008
64 TIT 028 021 029 013 010 017 019 007 000 D09 -0.01 -007
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG cCCT

13 14 15 16 1?7 18 19 20 el 22 23 24

Tabla 1 continuacion

25 26 27 28 29 3a 3l 32 33 M 35 36
€CGA CGC CGG CGT CTA CIC CTG CIT GAA GAC GAG GAT

1 AAA | 014 013 000 025 012 005 0I5 018 015 -0.18 007 -0.04
2 AAC | 002 18 -006 011 011 -020 008 005 0.1 002 009 029
3 AAG | 013 001 008 007 004 D06 010 004 010 009 -004 004
4 AAT | 002 009 006 0.7 000 003 00i 066 -0.12 017 -013 -020
5 ACA | 001 023 014 D044 -012 027 014 O0OI16 010 009 005 003
6 ACC | 025 006 020 D08 013 023 008 0.8 009 011 011 017
7 ACG | 001 005 004 028 007 015 <011 007 0@ -005 .0.19 -013
8 ACT | -0.15 916 007 022 007 010 007 -011 000 015 004 004
9 AGA | 000 02 016 024 -0I8 025 01l 006 -014 001 004 -0.04
10 AGC 006 020 002 002 023 030 019 009 002 005 003 0.4
It AGG | 01% 037 o021 037 022 036 005 009 014 018 -022 021
12 AGT | -021 008 026 005 -027 008 -020 016 -016 D14 011 -022
t3 ATA | 012 032 008 017 -024 Q.43 015 006 003 017 0.25 022
14 ATC 007 048 D01 009 012 018 008 0.7 014 D04 013 025
15 ATG 007 001 006 006 000 000 009 007 003 000 -0.02 0.00
16 ATT | 006 -001 013 0101 009 -0.15 009 012 019 02t -024 -0.19
17 CAA | 003 013 003 015 -007 008 020 016 -0.183 006 012 -0.08
I8 CaC 002 014 006 023 019 007 012 01l 003 005 009 0.17
19 CAG | 004 006 000 002 -004 000 0I5 010 001 032 002 -002
200 CAT | -012 009 010 -0.14 -0.19 -008 007 .0.13 014 2002 000 -0.17
2l CCA [ -009 026 006 033 -008 028 013 014 011 H04 006 0.00
22 ccC 000 003 007 -0.12 022 -005 033 oOoAU 004 009 002 007
23 CCG 002 001 000 021 -009 019 011 004 003 001 011 -0.09
24 ccr | 020 -0.}5 007 034 011 012 007 024 006 015 018 002
25 CGa | 029 009 015 Q18 031 0064 Q057 003 004 030 0.17 013
26 CGC 024 004 013 002 025 018 018 027 002 008 009 0.10
27 CGG | 008 024 005 02 -001 033 005 009 002 014 000 -008
22 CGr | 018 031 2017 03 -029 -033 026 024 006 012 004 -012
29 CTA | 032 003 018 005 032 0086 016 007 003 001 015 0O.11
3 CT1C 003 025 017 040 009 <031 019 009 006 009 014 020
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31 CIG | 0602 0.5 005 -004 016 010 004 009 -010 <010 0.1 -002
32 CIT | 0109 012 003 025 028 -030 011 -032 000 005 009 -0.02
33 GAA | 007 027 006 026 -004 016 048 012 044 -0.04 001 -0.10
39 GAC | 003 o011 009 017 017 004 001 -002 013 006 008 0.19
3§ GAG | 006 007 001 002 003 008 017 012 €12 022 -002 00?2
% GAT | 00t 008 008 007 -003 005 006 -003 005 2004 012 -017
17 GCA | 004 031 004 034 011 039 017 021 007 012 008 -0.12
38 GCC | 026 002 017 006 023 000 008 0I5 010 006 012 0.09
39 GCG | 601 005 0.5 008 007 020 026 00l 000 002 021 -0.12
40 GCT | 004 003 002 030 001 004 008 -014 005 030 004 -0.01
41 GGA | -008 030 008 016 002 039 007 018 -004 011 005 00]
92 ¢6C| 012 001 010 020 019 04 014 014 012 004 0060 011
43 GGG | 009 035 015 026 <012 032 010 012 002 028 019 017
4 GGT | 007 010 004 022 -008 -020 016 -027 005 010 015 -019
45 GTA | 014 021 912 026 -013 02t 06 -005 008 020 020 0.4
46 GTC | 013 012 007 005 023 008 011 006 022 005 008 0.7
47 GIG | 002 043 014 016 009 G616 015 -003 005 007 013 -0.17
48 GTT | 006 -006 -002 014 -008 -0.10 010 -020 -007 001 0I5 -0.13
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
sa TAC | 005 017 003 016 018 -0.15 002 012 010 003 006 0.18
51 TAG | oc0 000 000 000 000 000 000 ©O000 000 000 000 €00
2 TAT | 010 -011 007 -002 -032 -016 010 -013 005 -005 0.2 -0.14
s3 TCA | 007 032 001 036 0J1 028 026 010 006 -003 013 0.2
54 TCC | 044 002 017 007 014 019 016 0.3 003 043 009 017
55 TCG | -007 000 009 015 007 015 011 -003 065 001 0.2 -008
6 TCT | -004 012 005 025 -0.16 012 002 -005 002 015 014 005
57 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 C.00
58 TGC | 020 043 012 005 029 027 047 0.17 009 004 003 0.2
$9 TGG | 015 008 017 617 014 009 005 -007 00t 0.2 001 -0.10
60 TGT | 023 016 029 009 021 .016 -019 -023 041 001 004 -019
61 TTA | 023 025 -0J4 019 033 -001 -006 -020 004 043 0.6 011
62 Trc | 001 022 008 020 018 021 001 001 014 004 011 024
6 TIG | 012 020 009 027 016 025 005 004 003 004 014 -0.14
6 TIT | 007 oIt 009 018 001 000 OM11 00i <013 020 02 -02
CGA CGC CGG CGT CIA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

Tabla C.1 continuacién
37 38 k1 40 41 a2 43 44 as 46 a7 a8
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GTC GTG GTT
I AAA | -027 2015 004 006 -0.15 0.5 -0t3 021 026 <012 004 0.I3
2  AAC| 031 004 041 039 026 001 031 027 042 009 030 032
3 AAG )| 016 005 000 o004 009 OO oOt8 £03 02 003 002 -0.02
4  AAT | 023 026 035 023 -02) -026 029 -002 013 030 023 -025
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ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG

CCA
ccC
CCG
CcCT
CGA

GTG
GTT

-0.29
028
+0.08
-0.19
-0.16
0.18
0.00
-0.09
-0.16
G.28
0.02
023
-0.23
0.30
0.07
-0.22
-0.25
0.25
0.03
0.16
-0.23
.14
0.02
-0.05
0.26
0
-0.06
-0.14
-0.21
0.32
0.14
0.16
-0.30
0.30
0.13
-0.12
-0.06
0.12
0.02
-0.14
-0.25
0.25
0.03
-0.15

0.07
0.6
0.01

047
.15
O.1§
032

0.05
0.4
0.04
002

-0.30

<0.10
0.03
0.14

0.11
0.01
003
013
0.0l
Q.08

0.06
0.17

-0.23

-0.08

-0.02

-0.06

-0.10

0.14
0.17
0.19

0.17
0.05
0.10
0.23

013
023
0.09
033

0.27

-0.04

0.10

0.12
-0.10

0.01
0.3s
-0.30
£.15
0.01
0.3
-0.08
023
014
033
0.04
030
0.04
033
0.00
0.25
0.11
028
013
£.08
0.07
0.24
0.24
0.15
0.1l
0.40
<0.13
0.13
0.08
018
0.04
.34
0.02
034
-0.23
0.18
0.10
024
0.12
.09
£.01
0.31
0.08
£0.25
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0.06
0.18
-0.01
0.27
0.04
0.27
-0.03
£.17
0.13
0.35
0.0t
0.28
0.02
0.27
0.02
-0.16
-0.07
0.20
-0.03
0.28
0.08
0.31
-0.06
0.26
0.00
0.29
-0.09
£.22
-0.06
0.39
0.06
0.23
-0.02
0.28
0.14
0.40
0.08
0.18
0.01

' <0.40

0.00
0.22
0.09
£0.32

-0.02
0.25
0.02

-0.23

-0.22
0.16

-0.29
C.16
.17
0.01

-0.28

-0.18
02])
0.08

-0.12

-0.11
0.16
0.00

-0.17

-0.12
0.16
0.06

-0.22

-0.19
0.24

+0.15

0.23

-0.17
0.29
0.16

-0.18

-0.11
0.27
0.15

-0.18

-0.12
0.25
0.28

-0.22

-0.09
0.17
Q.04

Bl 2.

006
0.00
0.01
0.20
0.09
0.08
0.28
-0.17
0.28
0.06
-0.05
-0.23
-0.20

. 0.03

0.08
0.16
0.02
0.04
o.16
0.07
Q.05
-0.01
0.25
0.19
.13
0.10
-0.05
0.01
0.13
0.13
0.17
0.15
0.01
0.17

0.14

-0.11
0.1l
0.0
042

018

" Q.16
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0.00
.15
-0.15

-0.01
031
0.21
-0.19
0.19
0.21
-0.25
-0.32
Q.12
0.25
.05

Q.28

016
032
0.25

0.16

0.03
0.20

0.12

.11

.01
021
0.18

0.0t
0.06
035

002

018

0.22
0.21

0.0

031
0.00
0.27

0.08

022

0.09
027
028

.07

008
0.18
003

031

0.34
0.11
0.07
028
0.08
0.16
0.08
.0.30
037
0.15
0.02
020
0.11
0.15
0.00
-0.04
0.20
0.02
0.10
0.22
023
0.13
0.14
-0.44
0.19
0.16
0.12
023
0.06
0.26
0.04
£0.97
0.17
0.00
0.07
037
0.09
0.14
0.21
0.54
0.37
0.04
0.16
.30

. <D.24

0.35
-0.09
£0.12
-0.35

0.27
0.21
-0.31
-0.28

0.43
-0.04
-0.16
-0.28

0.44

0.06
-0.20
-0.27

0.25
-0.07
0.09
0.25

0.23
.23
0.15
025

0.3}
-0.04
-0.01
026

0.36

0.04
<0.19
-0.21

023
-0.04
Q.11
£.11

0.25
023
«0.20
-0.31

039
-0.09
-0.01

0.10
007
0.06
014
0.19
0.13
0.25
0.16
022
0.04
0.01
0.32
Q011
0.02
0.03
023
005
009
0.17
0.06
0.03
0.11
0.19
028
0.0S
008
0.03
0.18
0.09
0.28
0.18
0.13
0.19
0.01
0.26
£0.15
0.26
0.20
0.37
032
0.13
0.09
0.15
017

0.06
0.21
0.25
0.02
0.08
0.17
-0.13
-0.31
0.19
024
0.60
0.26
0.06
0.48
0.03
<0.10
0.04
0.8
Q.13
0.02
0.01
0.11
0.15
.13
0.18
0.32
-0.09
0.03
001
0.25
0.03
0.25
0.02
0.08
0.14
0.15
0.07
0.15
-0.20
0.18
0.14
025
.28
£.14

0.18
0.18
0.03
-0.27
0.14
0.20
-0.13
-0.30
0.22
0.35
0.00
-0.30
0.08
0.21
0.03
-0.28
0.12
0.16
-0.05
-0.25
0.16
0.3
-0.02
-0.27
0.14
024
-0.01
-0.27
0.01
0.30
0.02
-0.29
0.13
0.17
0.09
-0.30
0.57
0.26
-0.03
-0.39
0.23
0.27
-0.09
-0.34
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49 TAA| 000 000 0060 o000 000 000 000 0060 000 000 000 000
50 TAC| 035 003 034 033 017 -007 028 020 042 0.13 049 030
st TAG| 000 000 000 000 000 000 .000 000 000 000 000 0.00
s2 TAT | 017 -024 038 019 -0)7 .017 <018 -003 011 .023 026 -0.25
53 TCA | 024 002 014 003 000 0.7 007 031 027 009 012 018
s4 TCC | 017 008 032 023 020 000 022 0.0 028 -007 O0.19 0.1
s TCG | 007 009 2008 003 007 042 006 023 012 009 -0 006
6 TCT | 026 -0.18 019 035 024 .014 018 .020 040 -008 005 -0.20
57 TGA | 000 000 0CO 000 O©0C0 000 000 000 000 060 060 0.00
s8 TGC | 018 004 024 020 025 O0I8 Ot4 003 049 021 017 029
9 TGG| 002 011 -012 .004 007 007 018 .034 020 024 0.2 -0.05
& TGT | 006 -0.15 020 022 -017 003 021 -026 022 021 021 -031
66 TTA | -011 045 033 003 000 017 015 019 028 020 0N 007
6€ TIC| 040 012 038 035 030 021 032 016 045 005 030 029
63 TIG | 009 017 015 005 001 021 <016 008 001 013 014 -0.12
64 TIT | 029 -033 042 036 -029 -028 -040 -027 045 -030 -033 -0.31
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GIA GIC GIG GIT

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 948

Tabla C. 1 continuacién

49 s0 sl 52 53 54 55 56 57 58 59 &0

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

I  AAA | 000 025 000 -0.18 -032 022 -004 -004 000 -037 034 -0.29
2 AAC | 000 025 000 006 015 009 011 012 000 -0.49 012 0.16
3 AAG| 000 014 000 014 011 013 004 0A3 000 027 024 022
4 AAT | 000 030 000 O0l4 004 O0J6 014 010 000 009 019 011
§ ACA | 000 014 000 021 -025 -0.2 006 -0.18 000 -0.14 522 -0.14
6 ACC | 000 027 000 047 017 022 001 012 000 .023 0U1 012
7 ACG | 000 ©023 000 006 019 036 009 €19 000 033 031 034
8 ACT | 000 031 000 021 -007 002 004 -007 000 003 017 -001
9 AGA | 000 005 o000 025 -005 025 O0(5 009 000 018 -0.18 -0.17
10 AGC | 000 023 000 013 010 008 010 009 000 021 -0.21 -014
1l AGG | 000 044 000 -002 -005 043 €12 019 000 039 021 005
12 AGT | oo0 030 o000 002 021 044 038 034 000 0.15 021 016
13 ATA | 000 ©020 o000 031 -051 -032 027 -037 000 021 026 -029
4 ATC | 000 027 o000 o022 017 023 003 Ol0 000 010 00 0.10
15 ATG | 000 001 000 002 008 007 002 000 000 001 000 002
16 ATT | 000 041 000 038 013 007 020 013 000 020 03 0.3
17 CAA | 000 007 000 0.3 019 010 o007 006 000 022 020 -024
18 CAC | 000 ©21 000 002 0.1 -0.15 006 005 000 021 015 008
19 CAG | 000 013 000 000 -008 014 002 O006 000 022 016 016
20 CAT | 000 029 000 000 -007 009 002 004 000 0.7 019 006
21 CCA 000 -007 000 00 -038 045 013 017 000 011 018 0.7
2 cocc | ooo 017 000 O 015 016 013 004 000 HD08 002 010
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23 CCG 000 04 000 016 -006 019 008 00 000 026 006 021
24 CCT 000 0.1 000 009 -0.11 002 005 -0t2 000 006 0.16 -009
25 CGA 000 006 000 D0I6 03} 007 017 0603 000 016 -0.16 -0.1)
26 CGC 000 016 000 000 004 -0.1) 005 006 000 -0.14 009 007
21 CGG 000 012 000 020 -018 0.8 024 .00§ 0060 020 009 008
28 CGT 000 032 000 019 019 016 025 009 000 009 026 004
9 CTA 000 0.8 000 0.5 -034 021 008 -017 000 -0.14 023 020
o cCrc 000 -032 0060 008 Q0% -034 013 -001 000 023 £0.48 -0.09
31 CTG 000 013 000 003 007 014 005 012 000 021 015 019
32 CIT 000 019 000 016 -003 -006 006 -0484 000 010 007 -006
33 GAA 900 012 000 012 -012 003 009 001 000 -017 022 .22
34 GAC 000 025 000 0.l 013 -007 023 -003 000 022 023 -0.15
15  GAG 000 020 000 -003 015 025 001 012 000 023 021 008
36 GAT 900 032 000 012 014 028 012 020 000 029 030 016
37 GCA 0C0 015 000 024 030 007 018 024 000 D10 009 -006
8 GCC ooc 022 000 0.1 024 -008 003 007 000 D06 -011 -009
¥ GCG 000 026 000 D)4 012 03r 003 014 000 032 007 0.16
40 GCT co0 038 000 013 003 009 006 -007 000 006 048 -0.14
4] GGA 000 034 00C0 -023 -0J2 017 €02 002 000 -002 -0.17 -0.22
2 GGC 000 0.1 060 904 001 -008 000 -004 000 017 046 -0.12
43  GGO 000 026 000 027 00L 038 000 000 000 032 009 -0.14
4 GGT 000 036 000 027 028 027 029 OIS 0060 032 03?7 on
45 GTA 000 024 000 -033 -043 030 -030 -043 000 029 D26 -0.18
46 GTC 000 021 000 002 014 017 001 -001 000 -020 032 002
47 GTG 000 028 000 005 o011 029 009 002 000 026 018 0.12
48 GTT 000 033 o000 015 003 007 004 -010 Q00 047 014 000
49  TAA 000 000 000 O0D0O OO 000 000 O000 000 00O 000 000
50 TAC 000 027 000 003 022 044 047 -00] 000 0.7 DI 001
31 TAG 000 000 000 o000 000 000 OO0 000 000 000 000 0.00
52 TAT 000 037 0060 023 009 0.14 002 003 000 024 ' 027 005
53 TCA 000 -013 o000 011 043 021 015 024 000 OLt5 023 -0.18
54 TCC ook -021 occ o016 016 02} 010 000 000 0.12 001 0.18
35 TCG 000 020 000 001 003 014 015 000 000 030 - on 0.23
56 TCT 000 628 o000 0.8 042 043 002 025 000 005 026 -0.02
57 TGA 000 000 000 o000 OO0 0CG0 000 000 000 OO0 000 Q.00
58 TGC 000 015 o000 4921 007 -019 0.6 -009 000 D13 046 -0.16
59  TGG 000 008 o000 0J0 002 012 004 000 000 0.08 0.00 -0.10
60 TGT 00 04 ©O0 012 OD4 020 015 012 000 032 027 0.10
61 TTA 000 002 000 023 -044 .01} 026 -029 000 005 026 030
62 TTIC 000 -02¢ 000 o004 012 -023 004 0060 000 010 012 -0.05
6 TIG 000 029 o000 004 01% 028 003 008 000 038 028 0.13
64 TIT 000 035 000 025 045 008 003 -003 000 0.17 0.24 0.16
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

19 50 51 52 53 54 55 56 57 B 59 60
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Tabla C.1 continuacién

6l 62 6 &
TTA TIC TTG TIT

! AAA | 029 015 009 -0.02
AAC 033 019 014 D0
AAG | 024 o002 o012 o014
AAT | 004 021 014 0.3

.04l 004 013 001
ACC |. 023 017 o008 004
ACG | 032 02 006 0.00

8 ACT | 014 009 010 021
8 AGA | 035 027 o001 o0l
10 AGC | -006 007 -0.14 016
1l AGG [ 025 028 019 -0.06
12 AGT | 011 020 007 024
13 ATA | 042 023 018 033
14 ATC | 017 -021 0.8 0.4
15 ATG | 022 002 015 003
16 ATT | 023 027 019 046
17 CAA | 036 011 003 007
18 CAC{ 026 011 011 010
19 CAG | 042 o046 014 009
20 CAT | -004 009 004 018
21 CCA | 032 o001 020 -017
22 €CC | 004 012 004 009
23 CCG | 017 042 022 009
24 CCT | 017 €06 011 013
25 CGA | 024 006 002 .007
26 ¢GC | 003 019 006 003
27 CGG | 027 0.3 0.1% 020
28 CGT | 005 014 024 040
29 CTA | 028 -004 0.13 -0.14
30 CTC 020 -029 029 -001
31 CTG | 034 o015 023 017
32 CIT | 000 -001 007 0.2
.33 GAA | <019 o000 008 -0.08
4 GAC | 029 010 008 03
3 GAG | 013 008 -0.03 -009
36 GAT | 010 024 003 025
37 GCa | 026 o002 021 020
33 GCC | 013 004 008 -0.16
3 GCG | 012 o02¢ 023 0.0}
40 GCT | 047 o008 .15 010

L - T R N Y
>
2]
>
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41 GGA | 026 003 013 -0.15
42 GGC | 000 010 009 004
43 GGG | 033 000 037 036
44 G6T | 012 023 o028 o043
45 GTA | 038 013 013 025
46 GTC | 023 019 o004 oM
47 GIG | 026 028 010 .0.17
48 GIT | 022 020 o006 034
49 TAA | 000 000 000 000
S0 TAC { 025 -0.15 021 -0.11
s1 TAG | 000 0060 000 000
52 TAT | 048 021 015 025
s3 TCA | -039 008 013 -0.14
s4 TcC | 005 012 o008 006
55 TCG | 001 014 002 003
6 TCT | -0.13 002 005 0.10
$7 TGA | 000 000 o000 000
s8 TGC | -0.10 007 013 017
59 TGG | 004 o008 010 -006
60 TGT | -009 019 001 0.15
61 TTA | 039 -003 014 021
62 TIC | 019 -024 000 -0.01
63 TIG | 017 023 005 0.03
64 TIT | 028 0290 015 0.56
TTA TIC T11G TIT

61 62 63 64
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Tabla C.2: matriz CPW Secuencias muy expresadas de A. niger (codén izquierdo indicado en la columna 2, codén
derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: A. niger, Dato de secuencia: genoma complete de A. niger; Grupo
muy expresado: 400 secs.

| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
AAA 093 064 065 052 0.61 065 067 057 007 061 -009 0.75
AAC 044 048 <042 049 057 050 016 -033 033 025 060 0.13
AAG 051 042 036 048 027 04 043 DOI8 023 0.4 0.13 0.23
AAT 060 068 075 065 035 06} 044 080 075 036 080 0.31
ACA 029 045 056 0.7 02 04} 015 066 033 058 014 0.28
034 058 05 045 033 03 04 046 O0N 041 020 0.15
ACG 025 002 039 016 056 008 0.52 047 Q01 059 030 057
ACT 050 081 048 048 066 010 060 020 <036 026 0.64 0.62
AGA 064 007 00 027 056 027 063 029 032 0.34 009 027
AGC 03 L£3%9 D44 008 040 034 033 -038 042 039 030 0.20
11 AGG § 020 029 029 017 044 033 04 017 D04 058 0N Q.33
12 AGT 078 056 079 051 028 058 054 045 049 071 089 0.75
13 ATA 002 08 062 038 044 0.6t 053 074 041 0.68 069 0.50
14 ATC 012 05 044 029 052 -058 0.2 -003 038 014 0.04 0.2t
15 ATG 041 02t 013 044 05 025 028 -016 LHOB 036 031 0.26
16 ATT 063 077 082 082 066 038 0.6l 047 076 0.61 0.75 0.58
17 CAA 070 052 058 001 -025 044 003 057 045 019 006 0.53
18 CAC | 013 047 0497 004 041 055 -029 -005 002 <028 -031 0.16
19 CAG 029 029 037 0.18 045 -039 049 027 015 024 0.22 0.33
20 CAT 074 074 084 055 049 048 06l 070 077 0T 084 0.57
21 CCa 0.61 076 031 048 -033 031 004 041 032 029 0.28 0.66
22 CCC 057 056 062 0.2 038 -044 025 -031 006 0351 040 0.28
23 CCG 0.3 008 059 027 033 03 046 019 019 059 084 0.61
24 CCT 053 024 055 04 013 022 051 016 0B8C 024 0.57 -0.18
235 CGA 073 ¢37 077 077 007 038 06] 062 072 035 0.80 0.52
26 CGC 034 049 056 -0.03 051 .040 026 -029 036 047 -0.10 -0.08
27 CGG 020 032 058 048 014 048 0.1 034 058 051 0.25 0.40
28 CGT 077 H21 021 059 oLl D48 009 008 066 048 0.78 .53
29 CTA 080 047 O7T1 091 D07 019 083 051 026 0.12 0.45 0.38
30 CTC 020 -046 049 014 040 044 039 -007 028 032 049 -0.25
1 CIG 042 034 022 038 061 -042 038 008 03 D24 042 0.24
32 CIT 032 040 073 0.8} 042 004 043 002 070 048 0.84 0.51
33 GAA o7 033 058 058 010 033 047 064 048 034 0.01 0.49
34 GAC 037 042 050 013 . 0349 -047 046 -0.18 023 -0.39 050 -0.26
35 GAG 052 037 043 028 054 043 033 040 006 -0.38 022 0.09
36 GAT 066 @42 066 042 016 019 057 031 0.59 0.52 0.23 0.44

GCaA 024 021 048 0492 046 032 010 043 020 0.7 -0.35 0.58

GCC 038 061 054 025 o119 047 011 -037 008 0.4 052 -0.14
39 GCG 066 026 042 0.30 050 042 054 024 006 053 0.63 0.73

GCT

© VWD W —
»
[n]
(91

03 066 032 078 049 020 050 027 -021 0.9 o5 0.43
41 GGA 067 D01 001 040 033 005 00 002 011 036 0.53 0.02
42 GGC a1l 038 051 033 052 -030 026 005 <013 -048 023 -013
43 GGG 072 053 061 064 064 044 070 057 0.8 066 091 0.57
4 GGT 048 029 042 048 062 053 057 -035 058 001 0.78 0.15
45 GTA 079 065 064 058 056 050 075 035 070 059 068 0.34
46 GTC 025 060 05 039 066 055 032 022 033 -033 026 -0.02
47 GTG 053 021 037 o7 032 022 019 020 022 0.2 023 0.67
428 GTT 060 053 054 064 02 001 05 o005 08 0.41 0.69 0.75
49 TAA 000 000 000 000 000 000 O©O0 000 000 0.00 000 0.00
¢ TAC 034 049 045 039 049 052 059 031 042 D5 068 0.08
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59 TAG | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
52 TAT | 08¢ 072 081 074 052 048 073 022 00 062 .017 080
$3 TCA | 040 060 066 006 -064 033 043 057 036 033 063 036
sa TCC | 042 055 057 035 069 -047 048 -028 005 -030 -028 0.1)
5 TCG | 018 -002 013 2009 013 002 029 024 039 030 007 043
s6 TCT | 070 075 064 074 050 002 021 005 0322 029 070 082
57 TGA | 600 000 000 000 000 000 000 QOO0 000 000 000 0.00
58 TGC | 057 033 033 047 020 -046 041 031 005 039 .052 04l
$9 TGG | 019 020 -006 043 063 -028 065 -034 -050 003 009 -0.12
60 TGT | 020 074 042 0S50 067 041 0Bl 064 042 077 100 038
61 TTA | 085 085 045 051 049 069 036 069 041 0S3 016 056
62 TTC | 018 045 035 042 033 046 036 -018 046 014 0.17 009
63 TTG | 026 -002 0.10 005 025 -021 406 -022° 042 030 059 0.17
64 TIT | 070 082 082 077 053 049 054 062 023 052 027 076
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Tabla C.2 continuacion
13 14 15 13 17 18 19 20 21 2 23 24
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT
I AAA| 011 075 053 032 -036 009 055 056 061 029 053 080
2 AAC| 076 039 010 008 035 -044 046 040 062 056 004 -0.1S
3 AAG| 063 036 016 017 047 037 026 055 053 051 023 -008
4 AAT | 018 o060 019 053 079 061 063 045 079 055 077 016
s ACA| 070 059 037 047 -015 035 017 049 003 005 073 016
6 ACC | 031 053 041 028 037 053 028 068 062 054 001 0.03
7 ACG | 024 058 €S2 047 05 027 034 027 061 053 053 039
8 ACT | 070 014 ©37 055 038 -025 022 017 031 051 057 -031
9 AGA | 012 039 010 062 -014 026 006 025 050 030 031 002
100 AGC | 064 023 026 001 043 -005 028 038 058 -0.16 015 -0.11
M AGG | 060 055 005 075 020 039 047 065 0.5 063 076 -0.21
12 AGT | 055 022 039 045 049 021 023 054 027 029 053 0.15
13 ATA | 005 074 056 062 006 - 074 004 084 038 -007 088 046
14 ATC | 058 043 031 007 033 -052 029 052 004 -039 025 0.09
15 ATG | 007 0.6 000 033 010 -026 006 041 022 041 028 .04
16 ATT | 084 048 057 028 007 024 034 042 063 -0.10 OIS 0.0
17 CAA| 077 o030 025 05 021 -019 044 028 032 005 0.3 0.22
I8 CAC{ 093 049 020 010 -037 -052 018 057 038 055 039 -026
19 CAG | 008 032 042 008 020 -0.17 030 024 049 029 043 -0.07
20 CAT | 044 05) 030 062 009 049 061 025 026 062 062 -008
21 CCA | 062 022 o065 057 039 066 068 066 0.17 026 033 -008
2 CCC | 017 048 -042 034 040 -057 051 054 037 026 003 -005
23 CCG | 020 042 011 023 034 049 035 057 040 052 026 069
24 CCT { 028 034 032 029 025 -046 -022 017 045 -041 014 -039
25 CGA | 066 044 048 057 073 057 049 049 069 064 041 -025
26 CGC | 073 009 034 007 026 -040 045 057 052 057 023 -020
27 CGG | 024 040 036 048 046 051 071 071 014 050 042 076
22 CGT | -0.19 061 000 001 002 -055 048 -0.18 044 062 OIB -0.29
29 CTA | 033 080 047 057 -016 -038 048 037 030 021 048 005
30 CTC | 065 035 0.8 008 050 -038 041 062 058 048 035 -0.01
31 CIG | 071 040 025 005 034 035 020 032 062 £H30 031 020
32 CTr | 061 044 056 056 -02¢4 -016 010 039 041 046 050 -0.37
33 GAA | 020 025 042 039 -006 022 045 055 017 049 073 027
34 GAC | 059 026 031 011 034 043 043 019 053 054 027 -03
35 GAG | 059 033 021 047 032 038 029 057 035 P46 029 -027
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‘36 OAT 0.01 0.1 047 0.36 0.62 0.29 0.20 0.19 0.44 0.23 046 0.27
37 GCA 0.75 0.46 0.56 0.50 043 0.26 049 069 -0.08 0.53 0.38 0.41
38 GCC 052 049 039 037 053 -03% 033 0.47 081 034 0.54 0.01
9 GCG 091 0.69 0.47 Q.55 0.54 0.05 0.01 C.68 0.25 0.55 0.38 0.30
40 GCT 033 010 0.08 0.15 041 -05) D42 Q.35 0.57 060 040 0.6
41 GGA 0.71 045 0.06 0.36 053 003 0.15 44 0.3 013 040 -0.13
42 GGC 063 -001 -0.11 0.04 024 .041 040 0.37 005 -022 050 -D.15
4) GGG | -041 0.59 orn 0.76 0.5} 034 046 065 0.40 0.55 0.49 0.37
4 GGT 078 058 020 0.00 0.41 037 026 042 0.61 0.51 0.61 -0.42
45 GTA 0.18 0.82 0.78 0.69 0.41 0.34 0.56 039 0.4 0.9 0.57 0.61
46 GTC 080 052 040 028 068 -049 032 049 074 04) 0.62 0.13
47 GTG 0.69 0.39 0.30 0.55 018 005 -0.10 0.66 0.72 005 037 -D.0OI
48 GTT Q.58 0.t 0.37 016 -019 .027 004 027 03 056 0.0l -0.47
49 TAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
50 TAC 07F 434 030 003 -0.15 -046 -0.21 028 035 053 030 -0.05
$1 TAG| 000 000 00D ©00C 000 ©000 000 000 OG0 OO0 000 0.00
52 TAT -0.29 0.48 0.69 0.32 0.24 0.55 0.47 Q.53 0.66 02?7 041 0.32
53 TCA 0.52 0.09 0.50 D.54 0.42 0.59 0.19 033 048 0.66 0.61 0.01
54 TCC 044 054 037 D23 0.30 -045 045 0.09 055 D46 016 -001
55 TCG Q40 016 030 027 0.29 0.25 0.25 0.27 0.27 0.10 0.41 0.24
56 TCT 0.61 0.22 029 075 0.32 .045 -0.16 003 002 042 016 -035
51 TGA Q.40 0.00 000 Q.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 D.00 0.00
58 TGC 0.44 ¢l12 025 03 002 -0486 027 0.43 037 056 .73 0.07
59 TGG -0.24 002 0.00 0.08 010 026 <005 042 012 0.8 023 0.15
60 TGT 007 -0.I0 0.56 052 025 0.27 0.79 062 053 045 007 0.10
61 TTA o 090 0.78 0.51 -0.39 0.80 074 -0.08 048 047 0.16 0.37
62 TIC 063 030 024 021 0.41 042 039 0.15 017 048 0.3 -0.14
6} TIG 050 005 0.2 031 0.58 0.01 034 0338 0.59 0.18 0.38 0.12
64 TIT a.7s 049 0.72 068 0.40 (1 ] 0.69 0.32 0.60 0.39 0.73 04]
ATA AIC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG cCCr
13 14 . 15 6 17 I8 19 20 21 22 23 24
Tabla C.2 continuacion
25 26 27 28 29 310 5 32 33 kL) 3 36
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CIG CTT GAA GAC GAG GAT
I AAA 0.29 027 0.75 0.72 0.56 049 0.73 0.55 038 0.35 0.37 0.19
2 AAC | 007 052 042 D45 012 0I5 D3I -0.10 019 033 029 0.30
3} AAG 060 026 035 -047 009 042 0183 009 027 024 028 0.12
4 AAT 0.57 0.30 0.75 0.22 0.72 041 0.48 0.66 0.42 017 0.22 0.22
5 ACA 055 033 0.52 08l -0.25 0.52 0.53 0.27 025 0.37 0.43 0.38
6 ACC 069 038 027 053 -045 052 4030 -0.02 022 0492 030 0.12
T ACG 0.57 0.63 0.68 0.61 0.51 0.5 0335 027 036 0.25 0.13 0.47
8 ACT 048 037 041 051 08} -0 021 001 039 024 038 0.08
9 AGA 0.63 0.2 0.29 0.45 029 0.1 038 030 031 0.42 0.46 0.62
10 AGC 032 008 041 0.34 o 0.18 030 005 0149 0.02 004 0.41
11 AGG 070 -035 0.55 o 0.25 0.47 050 0.7 009 -040 0.23 0.56
12 AGT 0.18 0.36 0.47 0.32 024 007 023 020 0.15 0.09 0.00 0.04
13 ATA 044 0.78 066 020 -033 038 0O.12 0.52 0.26 0.78 0.77 081
14 ATC 044 017 044 -0.6% 067 033 LM 0.02 030 010 -0.06 0.14
15 ATG 040 -0.26 037 0.9 057 -0.18 001 .030 013 008 008 0.09
16 ATT 0.67 0.02 0.31 0.01 036 -0.03 0.14 0.03 018 0324 939 -0.02
[7 CAA 0.59 0.60 0.42 0.06 0.46 0.40 0.37 018 0.2} 0.31 045 0.27
18 CAC 060 036 001 D66 -026 -046 04t 040 0.2 D4 022 0.35
19 CAG 05 013 045 051 066 .044 D28 015 028 021 035 -0.06
20 CAT 0.65 066 0.47 023 030 0.60 0.52 0.76 0.24 0.32 029 0.19
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21 CCA 078 039 033 057 035 065 030 049 019 045 033 050
22 CcC 049 031 055 069 -029 03¢ 004 009 007 032 046 .017
23 CCG 066 042 053 o7l 050 049 ©24 -005 051 009 045 045
24 CCT 022 034 061 064 043 035 041 03 O14 031 Q413 029
25 CGA 064 062 D46 069 0310 073 045 035 03 030 069 071
26 CGC | -0.13 045 037 062 017 030 0.1 035 047 00! 022 0.20
27 CGG 019 06 076 060 05 078 062 058 03 036 046 020
28 CGT 048 045 021 069 016 063 059 .047 009 062 064 .033
29 CTA 045 051 001 D25 0I5 H3I0 052 055 073 029 039 0.7
30 CIC 069 054 007 D65 070 044 048 028 €14 029 033 002
31 CTIG 054 022 052 035 069 018 -00I 004 003 010 018 0.13
32 CIT 058 002 060 033 033 031 024 2005 026 034 030 010
33 GAA 014 049 06} 022 079 025 049 042 024 008 030 022
4 GAC 052 044 0I5 HD5B 009 033 D0 026 02 005 02 0.34
15 GAG 040 032 039 058 057 042 029 034 0.34 -0.11 -0.34 0.0s5
36 GAT -0.09 044 0.66 0.30 061 0.06 002 007 0S50 029 02 003
37 GCa 039 064 060 067 048 073 052 039 04) 0.35 017 047
13 GCC 072 034 049 056 072 03 019 -023 04z -0.38 025 -0.12
39 GCG 0.74 0.65 0.52 031 023 Q.26 0.35 044 037 -0.08 0.36 0.34
40  GCT 0.59 053 048 -0.65 062 047 036 -037 0.20 0.13 0.44 009
41 | GGA 071 014 062 010 064 056 058 048 048 0.51 030 0.25
2 GGC 03}y 035 060 060 008 017 008 029 033 017 018 037
43 GGG | -0.13 081 081 015 045 035 072 062 059 041 0.64 0.65
4 GGT 0.65 0.27 059 064 -0.1) .64 -0.54 -047 -0.12 0.58 047 026
45 GTA 077 016 091 066 078 056 062 046 075 0N 070 048
46 GTC 0.57 052 025 062 028 040 -0D.23 -031 04) -0238 -023 0.15
47 GTG 066 003 052 045 OQO7 006 015 007 036 019 015 050
48 GTIT 078 020 0353 025 007 -03 014 010 001 048 047 007
49 TAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 Q.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0 TAC 0.57 042 023 054 0.38 036 -024 -021 018 028 033 0.25
51 TAG 000 o000 000 o000 OGO 000 000 000 000 000 O0O0 000
52 TAT 0.57 0.63 0.39 0.56 -0.11 0.22 007 048 0.50 0.16 0.26 0.09
53 TCA -0.18 0.68 063 034 055 0.24 0.46 0.46 0.54 0.27 0.11 -0.03
54 TCC 077 4048 014 D52 021 040 030 -001 034 G54 038 009
55 TCG 0.49 0.20 0.53 055 054 034 0.10 0.32 042 0.20 0.18 0.9
56 TCT 002 047 043 055 042 015 030 -032 0.14 0.16 <0.240 0.26
57 TGA 000 000 000 000 QOO 000 000 000 000 000 000 000
58 TGC 082 005 073 05 022 2002 D04 034 009 002 D20 013
59 TGG 074 028 061 H02 043 012 005 0.17 021 0.11 012 010
6 TGT 0.41 o 019 046 00% 005 011 009 024 0.32 0.16 -0.37
6l TTA 010 093 043 078 005 048 040 .00 043 023 0385 0.8t
62 TTC 067 037 043 061 004 026 035 015 031 017 02 0.25
63 TIG 056 06 059 030 -0013 -001 029 o001 037 024 008 022
64 TIT 0.82 0.64 0.77 0.68 -0.50 0.64 0.68 0.45 0.0} ' 0.35 0.10 0.45
CGA CGC CGG CGT CIA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 23 29 30 31 k¥ 33 34 35 36
Tabla C.2 continuacién

37 38 319 40 41 42 43 44 45 46 47 48

GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GTG  GTT

I AAA 0.41 043 0.35 0.59 -0.15 0.24 0.21 0.76 0.%0 0.31 0.57 Q.60

2 AAC 0.66 030 033} 0.4 012 -0.32 053 .0.22 092 040 038 -0.03

} AAG 049 043 052 027 038 014 085 047 073 042 029 020

4 AAT | 006 011 024 013 03 011 0 027 057 007 014 015

5 ACA 053 045 057 054 0.64 046 045 0353 006 055 037 0569
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ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
CCC
CCG

CGA

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCTY
TGA
TGC
TGG
TOT

0.30
024
-0.18
Q.16
0.59
-0.34
0.46
0.60
0.61
0.30
0.29
-0.02
0.20
0.33
-0.42
0.45
0.57
0.14
053
0.68
022
0.52
0.09
0.53
048
0.24
0.34
Q.16
0.60
0.51
0.53
0.29
0.61
0.46
031
0.14
0.51
061
0139
-0.11
0.43
0.59
-0.13
0.00
0.66
0.00
0.45
0.55
0.10
0.21
0.20
0.00
0.6
0.5
0.50
0.68

£0.14
£0.12
047
027
0.14
0.09
0.26
0.70
0.06
0.24
-0.55
0.24
.34
.29
03¢
0.57
043
022
-0.26
0.66
£0.15
043
0.69
-0.13
-0.22
028
-045%
003
.12
£0.29
0.42
0.66
0.28
0.28
0.5
038
0.36
0.78
0.66
-0.05
0.16
0.14
-0.47
Q.00
0.32
0.00
0.26
0.54
-0.39
020
0.44
0.00
0.14
0.00
023
0.70

033

050 .

0.05
0.50
0.58
0.82
0.24
0.7%
0.62
0.38
0.02
048
0.32
0.27
0.4)
0.35
0.57
0.09
0.55
0.75
0.65
039
-0.02
0.23
0.52
0.20
0.45
0.21
0.49
0.44
0.09
0.42
0.42
0.44
0.12
0.50
0.75
0.84
0.32
0.34
0.66
0.58
0.22
0.00
0.52
0.00
0.59
0.16
0.53
0.40
0.26
0.00
031
0.00
0.25
0.70
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0.14
0.18
-0.54
0.47
-0.08
0.44
0.05
0.7
-0.04
0.08
-0.44
0.37
-0.27
.33
0.45
0.09
-0.29
0.7
0.44
0.60
0.15
0.30
-0.66
0.32
0.07
£0.26
0.46
0.38
0.26
-0.37
0.29
0.51
0.06
0.48
-0.58
0.42
0.11
0.46
-0.67
0.73
«0.20
0.21
0.53
0.00
0.24
0.00
0.13
0.31
-0.32
0.1}
-0.51
0.00
043
-0.19
023
045

0.19
041
0.0
0.18
0.53
0.57
035
0.16
0.40
0.33
-0.03
0.08
-0.04
0.32
001
035
0.09
0.56
012
0.47
0.44
0.63
-0.35
039
0.13
0.07
0.32
030
0.40
0.34
0.04
0.23
0.54
0.5)
-0.05
0.45
0.49
0.60
-0.15
0.51
0.22
0.50
0.62
0.00
0.41
0.00
0.38
0.43
0.00
0.41
0.08
0.00
0.41
0.42
0.2i
052

-0.17
0.4t
-0.30
0.63
.05
0.49
0.16
0.86
Q.20
0.06
«0.21
0.7
-0.15
-0.12
0.16
-0.07
-0.20
049
0.05
.17
0.10
0.58
043
€022
0.05
0.07
-0.26
0.05
-0.16
-0.15
-0.17
0.30
0.23
0.51
-0.35
0.46
0.28
a.8)
-0.33
0.51
0.14
037
-0.17
0.00
0.22
0.00
-0.14
0.82
037
039
0.42
Q.00
0.26
0.12
0.31
0.95

69

069
0.70
0.55
0.82
0.7}
0.8
0.53
0.83
0.79
0.36
0.39
0.68
0.80
0.75
0.52
029
064
064
0.60
0.53
0.60
0.74
045
0.66
0.78
0.65
0.58
0.49
0.69
0.77
0.06
Q.39
0.75
0.74
0.57
0.80
0.75
0.89
0.63
-0.21

047

0.7
041
0.00
0.06
0.00
0.52
0.62
0.52
0.66
0.06
0.00
0.16
0.68
0.44
0.02

-0.46
029
-0.6¢1
0.2t
-0.35
039
-0.32
083
-0.44
0.33
047
0.03
D44
045
027
038
057
053
-0.48
0.70
-0.06
0.42
-0.82
0.73
<0.35
-0.32
-0.58
0.31
-0.14
0.49
-0.07
0.50
-0.49
032
-0.64
oM
0.08
0.78
-0.78
0.89
-0.53
Q.55
-0.56
0.00
0.22
000
o.11
0.78
0.50
035
-0.37
0.00
-0.43
0.45
-0.40
0.81

0.77

0.04
0.24
0.42
0.
0.18
0.36
0.54
0.72
0.58
0.00
0.50
045
0.57
0.92
025
0.12
0.68
0.59
0.78
0.09
0.25
0.51
0.44
0.67
0.35
0.07
0.70
0.59
0.69
0.36
0.22
0.59
0.16
0.07
0.78
0.64
0.73
0.63
066
067
0.75
0.57
0.00
0.77
0.00
0.36
044
047
0.57
033
0.00
.17
£0.15
0.66
036

0.45
0.57
€0.38
0.54
0.05
0.21
0.16
0.73
0.26
0.23
0.45
0.34

0.43°

0.42
0.§5
0.57
0.48
0.43
0.28
0.13
0.14
0.55
£0.73
.56
0.18
0.35
0.33
0.16
0.06
-0.31
0.36
0.5
0.41
0.45
0.40

0.50 .

0.47
0.73
£0.66
0.39
-0.36
0.22
-0.51
0.00
0.16
0.00
£.04
0.22
-0.59
0.37
0.09
0.00
035
0.49
.58
0.79

0.29
0.18
0.25
035
0.7
0.51
0.17
0.52
0.53
0.30
0.07
0.54
on
0.16
0.48
0.54
.08
0.42
0.11
0.47
0.20
0.11
-0.26
0.75
0.38
0.11
0.18
0.34
0.49
0.37
0.15
0.37
0.34
045
0.19
0.63
0.54
0.74
0.22
0.46

" 041

0.39
0.06
0.060
<0.10
0.00
0.20
049
0.10
0.27
0.3
0.00
0.58
0147
0.35
0.14

-0.31
0.12
-0.30
045
0.12
047
-0.09
0.69
0.15
-0.11
-0.23
055
-0.35
-0.29
0.20
0.55
-0.31
012
-0.17
0.58
0.12
.27
-0.46
-0.22
-0.01
-0.09
-0.28
0.34
0.02
-0.32
-0.27
0.53
-0.28
0.51
0.6
0.23
0.28
0.77
-0.69
0.70
-0.04
038
-0.50
0.00
0.15
0.00
-0.25
0.57
0.6
0.35
-0.16
0.00
0.23
-0.31
-0.96
1.60
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62 TIC 077 026 066 024 046 005 O0BC .043 009 035 045 00]
6} TTG 055 029 045 027 047 047 078 000 023 D3 033 00l
64 TIT 019 027 006 017 006 002 055 -02¢ 074 D14 023 026
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GIG  GIT

37 18 39 40 a1 42 a3 44 45 46 a7 48

Tabla C.2 continuacion

49 50 st 52 $3 54 55 56 57 58 59 60

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

1 AAA| 000 005 000 044 .060 047 0.2i 051 000 0.06 -007 0.16
2 AAC | 000 038 060 01! 051 -047 017 -0.17 000 -039 030 008
3 AAG | 000 027 000 043 032 038 004 004 OO0 -0.17 003 025
4 AAT ( 000 047 ©00 074 047 066 045 043 000 058 072 0.5
5 ACA| o0 o030 000 03 029 026 035 018 000 031 011 026
6 ACC| 000 0S4 ©000 041 029 .08 030 -001 000 -044 022 029
7 ACG| 000 017 ©000 059 018 040 022 046 000 052 003 065
8 ACT | 000 047 000 054 038 .02 033 -022 Q00 -0.i9 053 -002
9 AGA | 000 £27 000 -051 012 031 072 019 000 027 -066 017
10 AGC | 000 045 000 029 012 -D28 022 -022 000 Il 040 -006
11 AGG} 000 071 000 046 0.8 043 056 030 000 087 04% 036
12 AGT | 000 028 000 033 031 055 070 047 000 030 065 06!
13 ATA | 000 030 000 042 -08 070 067 -057 000 040 058 -0.54
4 ATC | 000 041 000 035 064 055 023 -005 000 017 -032 -0.17
I5 ATG | 000 022 000 045 03 .017 039 009 000 011 000 02]
16 ATT | 000 055 000 D47 069 041 O4R 048 000 05! 0.62 025
17 CAA| 000 006 000 -009 05 019 029 040 000 016 -0.04 -042
18 CAC | 000 047 000 035 017 -054 001 -0D33 000 -H50 035 004
19 CAG | 000 016 000 032 043 -042 005 -008 000 010 003 045
20 CAT | 000 051 000 045 054 042 038 023 000 066 064 089
21 CCA | 000 009 000 052 029 025 037 -005 080 026 045 038
2 CCC | 000 050 000 05t 076 -059 033 -0t7 060 042 033 037
23 CCG{ 000 002 000 0623 -033 039 037 019 000 064 038 1.00
24 CCT | 000 030 000 052 067 012 017 -006 000 D45 007 -0.07
25 CGA | 000 022 000 07I .043 047 026 067 000 048 055 008
26 CGC | 000 035 000 043 026 -053 027 -036 000 061 000 040
27 CGG | 000 034 000 055 036 032 055 050 OD0 051 044 0.5
28 CGT | 000 039 000 0S50 026 -028 022 014 000 008 002 043
29 CTA | 000 .05 000 061 059 -025 054 057 000 047 011 100
30 CcTC | om0 041 000 024 011 -046 027 043 000 042 049 -0.11
3t CTG { 000 028 o000 031 010 -021 011 -0.15 000 001 011 023
32 CTT § 000 020 o000 €59 025 -0.18 -003 -030 000 051 032 036
33 GAA | 000 021 000 ¢33 046 007 018 035 000 045 -0.13 €26
34 GAC | 000 -047 0060 042 061 044 012 -032 000 043 033 000
35 GAG| 000 020 000 048 056 -040 020 -009 000 -038 010 036
35 GAT | 000 030 000 056 068 020 044 029 000 062 052 0325
37 GCA | 000 013 000 038 -0t 003 023 021 000 017 O0.10 045
38 GCC | 000 D55 000 038 057 056 017 -0.13 000 025 033 -0.23
319 GCG | 000 054 o000 055 o018 052 052 027 060 069 039 068
40 GCT | 000 044 0C0 027 049 <032 026 .03 000 026 027 -0.15
4 GGA | 000 025 000 003 023 -0.15 019 039 000 002 003 -0.26
42 GGC | 000 026 o000 031 046 <037 038 -028 000 022 040 -007
43 GGG | 080 056 000 012 033 061 040 037 000 068 070 029
4 GGT | 000 036 000 049 075 032 051 006 000 .0I0 042 038
45 GTA | 000 -030 D000 058 Q11 008 005 £52 000 043 045 022
46 GIC | 000 044 000 025 051 <0355 022 030 000 -050 03I 026
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a7 GTG | 000 019 000 048 011 039 046 008 000 003 006 070
48 GTIT | 000 o008 000 057 002 027 043 046 000 024 042 052
49 TAA | 000 o000 000 000 000 D00 Q0O0 000 O0CO OD0O O©Q0 000
S0 TAC | 000 ©43 000 0.8 023 040 004 -050 000 -043 -028 013
sy TAG | o000 o000 000 000 000 060 000 000 ©C0 000 000 ©.00
s$2 TAT 000 061 000 071 0B4 043 060 027 0060 078 065 057
3 TCA | 600 039 000 041 0.1% -007 0S8 -010 €00 034 021 032
s4 TCC { 000 047 000 031 027 -052 047 022 000 -048 025 036
56 TCG | 000 034 000 052 011 022 011 034 000 038 048 074
56 TCT 000 017 000 0.14 022 -048 002 -034 000 -040 012 028
57 TGA | ooo o000 000 000 000 000 000 000 000 €00 000 000
58 TGC | 000 032 000 035 030 -047 045 -047 000 030 -025 -008
59 TGG | 000 019 000 038 -024 -0.13 028 017 000 OIl 000 -0.16
6 TGT 000 034 000 014 061 051 075 049 000 0S50 056 050
61 TTA 000 054 000 036 .020 056 041 0490 000 083 055 072
62 TIC 0.00 -042 0.00 0.33 0.51 -0.49 038 0.19 0.00 0.08 0.2i -0.35
63 TIG | o000 o020 000 009 €43 031 043 025 000 079 054 025
64 TIT 000 068 000 077 065 027 043 009 O©000 074 059 030
TAA TAC TAG - TAT TCA TCC TCG TCT 1GA TGC TGG TGT
19 50 51 52 53 54 55 56 s7 58 59 60
Tabla C.2 continuacion
61 62 63 64
TTA TIC TIG TIT
1 AAA | 072 034 010 050
2 AAC | 079 039 000 031
3 AAG | 015 027 034 039
4 AAT | 046 065 037 045
S ACA | 000 014 o008 037
6 ACC | 08 037 019 0.54
7 ACG| 081 046 068 -0.10
8 ACT | 08 009 021 0.5
9 AGA | 010 021 018 066
I0 AGC | 055 -042 001 021
Il AGG | 005 052 018 0N
12 AGT | 042 037 020 066
13 ATA § 029 042 071 042
14 ATC | 030 .04]1 024 0329
15 ATG | 052 -006 035 045
16 ATT 0.85 0.54 020 0.5
17 CAA Q.05 0.1} 032 0.34
18 CAC | 073 037 o005 007
19 CAG | 070 026 0St 046
20 CAT | 079 034 033 071
21 CCA | 007 031 036 O
22 ¢cCC | 055 -051 032 032
23 ¢ccG | o 039 025 040
24 CCT | 057 o001 037 066
25 CGA 1.00 0.42 0.54 0.493
26 CGC | 029 044 of1 020
27 CGG | 061 030 003 057
28 CGT 1.00 037 002 0.46
29 CTA | 064 019 053 ago
¥ CIC 065 044 0.0 0.8
31 CIG | 068 -006 025 025
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2 CIT 049 000 007 049
33 GAA | 055 043 020 039
34 GAC o 04) 019 -0.13
35 GAG 073 028 022 043
36 GAT 0B7 044 037 0.78
37 GCA 050 046 0.3 026
33 GCC 082 017 003 017
39 GCG 046 020 044 007
40 GCT 049 036 0.1} 0.46
41 GGA 03 0.4 018 036
42 GGC 076 042 012 043
43 GGG 053 063 005 035
44 GGT 09 044 0352 075
45 GTA 057 027 048 063
46 GTC 058 -043 026 029
47 GTG 093 010 030 035
48 GTT 059 022 03% 03
49 TAA 000 000 000 0.00
50 TAC 087 -037 027 0.4
51 TAG 000 000 000 000
52 TAT 079 056 058 0.5
53 TCA 009 029 012 049
54 TCC 065 -032 0.19 039
35 TCG 0.62 -0.tl 044 033
56 TCT 041 032 027 027
57 TGA 000 000 0G0 000
58 TGC 030 -028 018 020
59 TGG 077 -0.14 0.11 0.37
60 TGT -0.14 033 044 038
61 TTA 066 079 067 040
62 TTC 075 037 013 034
63 TTG 059 040 033 019
64 TIT 077 063 050 030
TIA TIC T11G TIT
61 62 63 64
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Tabla C.3: matriz CPW genoma completo de Bacillus subtilis (codén izquierdo indicado en la columna 2, codén
derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: B. subtilis; Dato de secuencia: genoma completo de B. subtilis.

i 2 3 4 5 6 7 ] 9 [14] 1] 12

AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT

1 AAA 00z 028 011 004 028 013 023 044 016 -039 002 0.4
2 AAC | -00¢ D22 0.01 Q.16 0.09 010 006 010 017 -063 0IB -054
} AAG 000 033 0.18 035 043 059 038 950 048 022 028 0.05
4 AAT | 003 0.1 013 024 .008 005 020 029 0.6 057 05 032
5 ACA | 022 031 027 016 -013 -024 013 -033 045 -030 OS5I -0.25
6 ACC 040 019 043 013 0.42 010 061 012 005 037 016 002
7 ACG | 006 022 £20 004 -018 017 o0 -031 037 026 022 -002
8 ACT 057 069 0354 049 045 053 068 018 036 075 032 046
9 AGA | 031 -031 032 -0I18 .009 03 037 022 D44 034 0359 -020
10 AGC | 009 005 0.5 <014 097 -015 010 -020 031 032 059 .038
1t AGG 030 052 023 029 035 051 045 043 007 044 002 026
12 AGT 0.0 054 028 028 003 0352 003 015 07 087 032 030
13 ATA | 040 -045 037 00B 024 -023 012 -0.14 011 028 043 0.06
14 ATC .15 017 0407 029 -005 013 015 021 044 050 047 -048
15 ATG 0.11 008 021 006 002 o.t4 -0900 -001 031 009 032 -019
16 ATT 020 021 0.31 031  .002 003 003 O0I8 069 085 066 0.60
17 CAA | 027 043 038 026 -010 -046 026 002 018 040 018 -0.17
18 CAC a.14 004 004 D22 026 008 010 010 032 D52 040 -044
19 CAG 047 058 040 052 031 0.41 O 033 050 065 029 063
20 CAT | 006 001 002 015 -012° 001 £09 011 0.61 066 062 047
21 CCA | 034 049 045 034 009 033 o011 037 051 048 051 -050
22 CcCC 050 035 059 009 055 025 069 O 014 030 08 011
23 CCG | 002 048 0.3 012 -03M -009 00 051 022 037 039 007
24 CCT 031 049 033 039 049 045 067 028 055 080 054 058
25 CGA | 047 .052 032 -045 -008 -021 016 00{ 032 055 017 -022
26 CGC 0.31 01y 010 w010 045 006 014 027 043 -033 015 -031
21 GGG 0.21 048  0.21 0.04 -0.25 024 043 004 038 045 031 0.46
22 COT 042 061 0.51 050 024 059 017 036 089 09 090 085
29 CTA 03 020 043 027 029 036 028 006 -037 031 047 023
30 C1C 037 034 027 L0 03 009 05 -011 <039 03B 004 -033
M CIG | 010 003 020 013 026 018 023 .04l 009 045 010 039
n Ccor 067 061 068 0355 056 044 061 031 054 074 060 068
33 GAA |'-009 025 006 -003 -020 -0.16 -021 028 008 037 0.15 -0.15
3 GAC | 005 016 005 -02t 0.13 0.01 018 007 035 065 052 058
35 GAG 020 040 017 032 03 057 016 035 034 023 0.50 0.14
36 GAT | -001 00?7 014 018 -00% 009 2015 043 072 077 072 056
37 GCA | -029 029 -024 019 -021 -032 007 -038 046 -0.27 039 -035
38 GCC 013 010 005 035 0.16 012 044 031 047 L2 006 -025
39 GCG | 007 030 015 004 025 021 005 026 025 0.4 0.31 0.26
40 GCT 043 044 047 050 033 053 056 0.3 065 0.87 076 06l
41 GGA | 033 038 0.1V 024 .021 023 D36 014 029 045 020 -026
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42 GGC | 030 027 021 0N 010 007 014 001 027 -030 036 027
43 GGG | 024 001 013 006 010 034 010 022 007 010 021 -002
44 GGT | 032 o052 051 051 023 062 023 008 081 088 085 084
45 GTA | 034 034 .037 022 009 023 021 005 028 -009 040 0.00
46 GTC | 000 001 043 026 001 026 003 019 -055 -0.56 -038 -.047
47 GIG | 021 005 029 0.6 -025 005 0.7 002 022 055 019 042
48 GIT | 056 049 049 053 041 036 041 013 068 08 076 066
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 0060 000 000 000
50 TAC | o0t 032 010 020 -004 .003 003 002 036 -060 049 -058
$1 TAG | 000 o060 000 000 0G0 000 OCD 060 000 060 000 0.00
2 TAT | 006 o01f 009 024 005 020 012 024 065 075 068 054
53 TCA { -019 022 019 022 016 027 004 -044 -032 023 036 -0.16
sa TCcC | 025 006 037 026 028 ©06 045 -015 042 022 029 -030
55 TCG 0.02 032 .0.14 006 -0.05 008 024 028 003 0.58 0.22 0.20
6 TCT | 015 027 024 024 023 031 0S1 -043 070 08 056 058
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.60 0.00 4.00
58 TGC | 006 009 014 015 021 020 005 031 008 -039 03¢ -012
9 TGG | 013 006 023 004 002 029 019 015 -028 020 004 -0.13
60 TGT | 001 033 o0D2 005 000 02 030 020 08 091 083 070
61 TTA | 035 036 037 035 -017 033 032 033 026 -0.16 20.19 -02i
62 TIC | 009 002 002 004 012 0.8 029 029 -0.5¢ 049 058 -0.46
63 TTG | 008 010 022 019 OIS 0064 010 0.8 000 043 011 0.I6
64 TIT -0.02 0.03 014 001 002 .16 0.00 0.05 0.49 0.80 0.50 0.57
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

Tabla C.3 continuacion

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC C€CG CCT

1 AAA 036 029 014 0.22 0.07 0.)4 0.15 0.35 0.07 0.35 0.19 0.45
2 AAC | 017 o001 004 €05 009 002 032 047 020 €17 0.19 0.12
3 AAG 0.01 0.32 0.38 029 -0.12 037 028 041 020 031 0.4 092
4 AAT | 025 006 003 005 -023 004 2002 -0.14 026 027 0.1 006
$§ ACA 016 0.23 004 0.36 0.02 009 -0.05 0.22 0.08 0.27 0.03 0.05
6 ACC | 005 023 019 052 000 005 011 029 029 040 047 036
7 ACG 035 019 035 037 0.05 0.18 0.30 024 032 0.05 0.24 -0.35
B ACT | 051 078 064 066 -034 039 008 033 005 014 029 -0.09
9 AGA | 044 009 011 o011 021 023 -019 028 044 023 026 036
10 AGC 009 0.66 £0.21 002 2020 007 -020 -0.13 035 0.36 0.10 0.34
N AGG | 014 031 021 025 013 026 -040 027 029 002 033 .031
12 AGT | 022 024 006 -008 ©008 043 013 00l -021 031 0060 -007
13 ATA | 002 068 056 072 019 004 009 001 005 -0I13 017 005
14 ATC | 011 024 019 2026 031 038 038 024 020 o011 028 032
IS ATG | 009 002 000 005 027 004 -022 002 02 010 011 -002
16 ATT | 022 003 003 007 -023 -025 -010 013 021 029 012 008
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17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
k1)
32
33
34
35
36
37
13
39
40
41
42
43

4s
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
$6
57
58
59

CAC
CAG
CAT
CCA
ccC
CCG
CCT
CGA

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT
TGA
TGC
GG
TGT

-0.21
0.26
045
0.04

-0.02
0.42
0.12
043

-0.15
0.27

-0.05
0.33

-0.17

-0.04
0.29
0.47

017
0.16
0.16

-0.09
0.14

-0.10

-0.09
038
0.10
0.02

-0.26
0.13
0.40

-0.14
0.08
0.35
0.00

-0.3¢%
0.00

-0.18
0.05

-0.09

-0.24
0.19
0.00
0.09

-0.17

-0.38

-0.33
0.05
0.42

0.03

-0.22
0.15

<0.12
0.57

0.37

-0.05

003
0.22
020

-0.10

-0.25
053

0.20
0.07
022
0.02
0.17

-0.22

-0.12
0.57
0.0)

-0.07
0.17
0.21
051

. +0.39

-0.04
0.27
0.00
.10
0.00

-0.10
0.17

-0.21

.08
0.33
0.00

0.01
0.09

0.24

<0.30
0.05
045
-0.02
-0.32
0.36
-0.18
0.52
0.38
0.18
-0.15
034
0.12
0.11
0.22
0.58
-0.10
£.02
0.24
001
-0.05
-0.06
-0.28
0.53
0.07
-0.07
-0.03
0.30
0.36
037
0.14
043
0.00
0.07
0.00
0.04
008
0.10
0.02
0.29
0.00
-0.02
0.00
002
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014
0.05
0.19

0.06
0.07
0.06

0.36
0.46

0.23
0.08

0.30
0.21
0.38

024

021
048
0.13

20.06
0.02
0.00
0.32

-0.41

0.34
0.41
0.16

0.15

0.22
0.13
0.66

20.43

-0.18
0.32
0.00
0.17
0.00
0.09
0.22

20.36

20.38
0.18
0.00
0.36

0.0l

0.07

0.64
0.15
-0.31
-0.05
0.58
-0.03
-0.24
-0.08
0.68
-0.06
0.00
0.13
0.54
.21
-0.23
£.25
0.12
0.11
-0.06
0.06
0.05
-0.05
-0.08
-0.16
-0.14
019
-0.18
0.38
0.22
0.42
0.17
-0.32
0.00
0.32
0.00
-0.23
0.05
0.22
0.07
-0.28
0.00
-0.20
039
0.5t

75

0.76
0.00
044
0.03
0.54
035
-0.09
0.02
0.60
0.29
-0.14
0.24
0.65
0.3
-0.14
-0.42
0.28
0.16
033
0.11
0.22
.08
0.09
-0.20
0.03
0.10
0.27
0.29
0.20
0.34
0.04
-0.36
0.00
0.29
0.00
-0.20
0.17
0.12
0.17
0.21
0.00
-0.37
-0.06
0.20

0.70
¢.17
0438
£0.0%
0.65
0.34
0.14
0.09
0.59
-0.32
0.2
0.32
0.60
044
0.04
-0.23
0.10
0.16
0.29
£0.09

--0.08

0.12

0.10

016
0.19
007
0.31
038
017
0.53
.16
-0.29
0.00
0.39
0.00
007
0.17
0.36
0.30
0.04
0.00
-0.22
0.29
0.13

0.74
0.00
.0.43
0.01
0.64
.01
0.15
.0.12
0.57
031
025
023
0.48
0.17
0.01
.0.30
037
0.06
046
-0.06
033
.028
0.08
0.12
0.04
0.0
.0.39
039
0.29
0.16
020
03
0.00
021
0.00
0.06
0.26
0.02
-0.02
0.14
0.00
0.0
0.03
031

0.69
0.01
£.40
£0.10

0.40

0.3
.40
0.05

0.64

0238

0.17
-0.24

0.75

0.22
-0.25
-0.20

0.25

032
-0.37
.16

0.09

043
<0.34

0.04

0.29

041
0.37

009

0.4}

0.57
-0.03
023

0.00

0.39

0.00
023
0.13

0.17
037
039

0.00

0.25

0.42
0.04

0.73
0.0?
0.44
-0.26
a7
0.69
-0.24
0.08
0.79

-0.07

0.22
0.43
0.76
0.09
.12
0.29
0.40
021
030
0.18
0.1
0.39
0.7
019
0.46
0.36
0.26
0.3
0.28
0.51
0.09
0.39
0.00
0.41
0.00
012
0.22
0.21
£0.30
0.40
0.00
043
0.41
0.31

087
017
046
0.00
0.87
0.4
022
023
.71
0.12
.0.23
032
0.80
0.15
032
20.18
0.2
0.10
0.42
001
021
0.52
0.33
0.10
0.10
0.10
-0.44
20.10
034
0.48
041
0.12
0.00
0.19
0.00
016
0.28
0.54
018
0.03
0.00
0.08
023
o

0.81
0.13
-0.47
-0.02
0.65
-0.02
-0.35
0.03
0.85
0.01
-0.20
-0.28
0.79
0.10
-0.26
-0.32
0.51
-0.06
-0.44
0.01
0.14
0.37
-0.34
-0.16
0.22
0.11
-0.38
-0.08
0.38
0.49
-0.28
0.3]
0.00
03
0.00
0.00
-0.07
0.32
-0.48
-0.32
0.00
0.31
0.04
-0.10
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61 TTA 024 016 022 002 040 051 031 024 069 061 0.8l 0.64
62 TIC 026 013 025 018 -008 -007 028 001 008 008 .06 -0.3)
63 TIG | -001 -005 005 028 007 010 023 0.4 004 019 -02¢4 -0.14
64 TTT -0.01 017 -0.10 001 -0.10 0.13 002 004 D02 D02 0.16 0.18
ATA ATC ATG AIT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG ccTr
13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 2y 24
Tabla C.3 continuacion
25 26 27 28 29 30 k] 32 33 M 35 36
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CTG CTT GAA GAC GAG GAT
i AAA[-037 005 023 030 000 043 029 057 009 -017 004 022
2 AAC | -036 039 023 043 -029 017 015 D09 033 028 042 026
3 AAG |-017 007 044 -006 -053 053 -069 060 003 002 029 -0.19
4 AAT | 0.01 040 023 025 033 006 008 043 029 020 000 -0.16
5 ACA | 015 029 043 025 027 008 027 021 002 008 .16 005
6 ACC | -0085 03} 0.5 032 020 0.21 033 0.06 0.41 0.39 0.29 004
7 ACG | 045 049 047 055 -027 -03) -041 047 027 043 033 0)2
8 ACT | 0357 0.28 0.47 026 -0.22 O.44l 0.62 ¢l 042 037 036 -0.35
9 AGA | -030 006 020 022 0.58 0.45 013 0.58 £43 021 023 016 |
10 AGC | -036 037 041 D41 011 011 -008 0.14 043 035 0.25 037
It AGG | -027 -0.12 039 004 027 055 -068 0351 004 0145 -0l4 -0.05
12 AGT | 0.40 0.84 070 0.78 027 004 0.17 0.04 052 044 047 -044
13 ATA | 017 Q.15 0.06 0.21 -0.24 007 0.26 0.31 024 -0.22 0.18 -0.13
14 ATC | Q.10 042 0.14 026 0.15 0.29 0.37 0.25 0.28 0.31 0.39 0.39
15 ATG | 045 026 015 021 014 022 -043 0I8 010 -005 -0.18 o003
16 ATT | 0.14 0.08 .38 a4 006 0.12 034 0.15 019 010 0.00 -0.21
17 CAA | 0.49 0.73 0.68 0.78 0.43 0.81 .52 0.85 0.14 002 O 019
18 CAC |-019 053 027 046 010 021 031 0.11 027 036 014 012
19 CAG |-039 043 052 045 -036 050 058 -058 003 004 £.10 -0.19
20 CAT | 0.10 0.25 0.13 0.13 0.03 0.10 D.26 0.26 D06 -0t4 -0.17 -006
2] CCA |00 o067 073 060 053 069 077 072 025 007 002 025
22 CCC | -048 -062 011 057 0.2 0.19 0.6l 040 025 008 0.17 -0.17
23 CCG | 042 022 0I5 022 .02 -055 -033 -052 021 036 028 031
24 CCT | 045 0.38 0.63 0.04 0.15 0.29 0.65 0.24 033 -032 034 -040
25 CGA |053 065 068 070 051 064 059 066 036 028 005 0.30
6 CGC 009 051 023 051 010 009 00 014 0583 029 024 0.35
21 CGG (001 03 016 021 o012 037 051 04 H04 064 014 -008
28 CGT | 0.85 G.76 0.85 0.48 003 -030 005 0.1 027 <034 017 033
23 CTA | 085 08 076 072 o015 072 078 070 019 024 .11 D16
0 CrC |008 -032 007 -030 042 028 049 038 035 Of0 049 -0.06
31 CtGg |00 -012 QI8 013 009 032 HL44 031 030 039 005 027
32 CTT |0.10 03§ 002 0.21 9.06 £.14 034 a1l 035 -009 038 -044
33 GAA [|-023 020 0.11 033 029 048 027 058 D02 007 013 0.16
M4 GAC |-038 054 045 OS5t 027 028 032 028 036 039 025 025
35 GAG |-013 021 049 034 039 -035 060 063 0.10 0.08 0.17 -0.23
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16 GAT | 0.16 0.49 0.3) 0.39 0.04 0.06 0.17 0.10 0.18 018 009 -0.13
37 GCA | 0.17 0. l9_ 0.36 026 0.16 0.15 0.24 024 0.00 005 002 014
38 GCC |-001 D465 Q18 038 040 0.3 0.47 0.27 0.43 0.37 0.18 0.20
3 GCG |©0.10 021 010 001 -011 039 037 048 01} 024 0414 O
40 GCT | 0.68 0.64 0.73 0.22 0.03 0.15 0.5} 0.03 431 036 029 -035
4] GGA | -0l 005 0.06 0.03 0.25 0.30 0.27 0.27 0.14 0282 004 006
2 GGC |000 008 016 031 033 046 032 014 041 030 018 0.27
43 GGG.|-009 013 016 002 D17 -036 053 056 005 021 027 0.2
44 GGT | 0.71 0.79 0.79 0.67 Q.14 0.02 0.34 020 -037 038 D28 -0.28
45 GTA (032 032 030 037 014 022 030 051 006 012 018 0.2
46 GTC | 0.20 032 (018 018 047 045 0.50 0.50 0.49 046 037 0.18
47 GTG |0.18 012 007 o000 -010 037 055 042 018 027 0.4 025
48 GIT | 0.2 0.01 0.16 002 -005 -021 0.18 0.04 035 00 027 -035
49 TAA |000 000 060 000 O©O00 O©0GO o060 000 000 000 000 0.00
50 TAC |-033 042 039 040 005 034 042 036 029 029 019 0.16
51 TAG o000 o000 000 000 000 000 o000 000 000 000 000 0.00
52 TAT |01 032 008 029 042 0.1 039 036 018 016 004 -0.06
53 TCA |024 028 026 039 014 008 034 0.16 003 007 -0.14 007
54 TCC |-007 045 041 041 012 ©027 051 017 055 046 034 030
$5 TCG |03% 037 023 010 -036 038 03 -047 026 033 021 0.8
$6 TCT o040 060 065 035 -019 016 041 012 025 020 045 -0.30
57 TGA {000 00D 000 OO0 000 000 000 000 000 000 000 000
58 TGC |-049 -053 045 047 013 027 002 035 050 043 0149 039
59 TGG {0.22 010 008 036 -004 -028 -041 07 008 016 014 .008
60 TGT | 0.84 083 0.64 0.77 -0.31 -0.21 000 0.03 029 036 037 03
61 TTA | 049 064 043 065 0145 055 058 066 0063 010 -0.10 007
62 TIC |-033 -050 026 053 -001 024 032 028 044 048 053 044
63 TIG |-023 -025 026 -025 022 -032 041 035 027 023 0.11 0.15
64 TIT |043 042 038 043 -008 -006 037 039 - 022 018 007 017
CGA CGC CGG CGT CIA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 3 32 33 34 35 36
Tabla C.3 continuacion
37 38 39 40 41 42 43 44 45 45 47 48
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GTG  GIT
1 AAA | 018 002 030 025 -007 017 030 0.7 0149 017 021 047
2 AAC 015 003 020 026 -030 03I 021 024 009 019 030 033
3 AAG | 026 049 003 024 021 037 025 042 O3 009 -0.27 0.12
4 AAT 006 0.2 017 0.07 0.22 037 03 032 025 021 0323 0.0%
5 ACA 006 006 007 030 002 -011 016 011 022 023 026 028
6 ACC 012 020 037 020 031 030 027 033 Q12 903 019 -0
7 ACG -0.03 0.40 025 0.12 0.17 0.55 0.39 0.30 0.14 0.17 0.2 020
B ACT | -028 023 001 -040 OD4 016 028 019 040 036 .0.15 -0.5]
9 AGA | 007 001 033 028 026 0.15 038 019 021 019 0145 049
10 AGC 0.16 0.20 015 043 038 -029 .033 .0.28 0.30 043 0.30 0.49
1t AGG -0.03 029 022 020 -034 0.06 0.36 Q.54 0.05 034 029 0.07
12 AGT 010 009 021 006 0.59 0.82 0.80 056 037 028 049 028
13 ATA 0.24 020 0.13 0.22 0.28 0.23 0.10 0.13 0.53 0.65 0.68 0.70
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14 ATC | 006 022 024 005 -030 -048 039 047 009 011 016 -0.09
1S ATG | 008 028 018 008 007 044 032 005 013 D012 018 001
16 ATT | 000 030 001 005 O0S1 045 051 041 010 022 Ot -0.01
17 CAA | 011 o001 002 0.6 015 -0.09 034 017 011 004 024 028
18 CAC | 018 029 015 013 -032 049 037 038 013 008 023 006
19 CAG -0.13 024 017 -0.12 a1 0.42 0.00 0.47 0.25 047 018 -0.02
20 CAT | 006 013 004 045 037 031 03z 033 011 011 -020 021
21 CCA | 036 020 047 004 031 012 001 025 035 016 039 017
22 €CC | 023 027 010 058 -056 -063 031 -057 -00i 022 016 -031
23 CCG | 006 036 026 -0l14 -007 021 024 004 035 037 036 -0.11
24 CCT | 008 .0.11 002 028 025 033 043 -020 025 -037 004 -047
35 CGA | 047 057 020 o022 022 012 005 031 047 012 022 042
26 CGC | 026 004 010 017 -041 -045 022 -037 031 003 020 029
27 CGG | 022 048 027 005 003 038 032 060 005 019 029 013
28 CGT | -002 024 021 000 069 077 071 068 039 D41 039 -021
29 CTA 0.42 014 0.36 Q.12 030 009 008 -0.17 Q.11 .09 020 Q.15
30 CIC | 009 .022 024 013 -042 -064 -048 -065 -0.10 049 013 047
31 CTG 0.06 0.20 0.03 0.01 0.52 0.47 0.34 0.54 0.63 0.47 045 0.46
32 CIT 0.j14 040 008 029 D03 .0.25 005 -0.19 026 049 034 -0.35
33 GAA | 010 001 032 015 -009 -021 -022 0I14 008 008 029 032
34 GAC| 018 005 017 013 -043 .048 -040 -042 027 034 032 026
15 GAG a.19 0.52 0 14 0.26 028 03 0.18 044 0.09 026 -005 -0.16
36 OAT | -004 019 008 003 039 050 050 042 .023 007 -023 -0.05
37 GCA{ 000 009 0.9 001 006 -004 -006 -0.16 026 020 026 0.23
38 GCC | 007 047 032 019 -041 033 024 049 006 009 037 -0.10
39 GCG G.19 032 0.t1 011 001 0.30 0.06 Q.13 0.17 0.27 0.21 -0.12
40 GCT 007 017 010 H.23 0.37 0.53 0.52 024 036 LM 003 046
41 GGA | 005 o013 021 019 017 025 024 056 038 045 041 050
42 GGC | 030 003 019 002 -05¢ -040 -038 -046 004 003 008 -0.13
43 GGG | oM 047 003 009 017 052 05 079 023 044 038 006
44 GGT | 022 010 025 099 062 080 070 060 0S5t -048 -045 -0.5)
45 GTA | 007 008 002 007 021 025 012 002 043 048 049 058
46 GTC | 017 007 046 004 -042 -058 -045 -061 001 .16 -005 -0.20
47 GTG -0.12 0.28 -0.10 0.06 0.63 0.68 0.49 0.72 0.56 0.48 0.31 0.42
48 GTT | 001 034 011 020 030 047 040 042 031 -050 -032 .035
49 TAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00
50 TAC| 030 o011 002 000 -045 -045 043 -034 025 039 023 044
51 TAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
52 TAT 003 013 0.11 0.18 0.3} 0.9 0.47 045 £.30 .17 D24 0.13
53 TCa 010 0.14 003 020 -007 0.3 000 -0.21 0.22 0.21 034 0.14
54 TCC | 006 -0.14 044 031 .04 -035 042 -044 026 002 054 -025
55 TCG | -018 02§ 016 0.3 011 038 017 009 019 02t 02t -0.20
56 TCT | 010 0.6 013 031 044 058 056 023 031 040 009 -0.49
57 TGA { 000 000 ©0CO 060 000 080 000 000 000 000 ©00 0.0
8 TGC 023 D01 0.00 03 .049 -038 035 -0.17 033 Q.39 037 0.58
59 TGG | 006 029 039 008 -023 009 000 032 006 033 -030 0.5
60 TGT | 029 005 023 008 069 089 080 063 046 044 036 .0.02
60 TTA | 025 021 ©26 027 @10 0.2 -017 9007 029 034 025 032
62 TIC 0.20 -005 0.45 0.16 -0.33 044 03} -040 033 0.25 0.56 0.08
63 TIG .15 0.3 £03 0.3 0.3¢9 0.48 034 0.57 0.48 0.33 0.05 -0.06
64 TTT | 001 -028 009 004 035 019 037 033 007 031 D06 -007
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT  GIA GIC  GIG  GIT

37 39 0 4 2 43 44 as a6 47 48

33
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Tabla C.3 continuaciéon
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9 S0 sI 52 53 54 55 56 57 S8 9 60

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

1 AAA | 000 008 000 006 -0.19 023 -021 040 000 009 -0.03 008
2 AAC | 000 008 000 009 023 009 031 027 000 029 -025 -025
3 AAG | 000 Ol 000 008 034 030 048 027 000 017 007 -0.10
4 AAT | 000 001 000 011 006 027 009 028 0¢0 030 026 030
S ACA| 000 000 000 012 -012 -003 -00i - 006 00€0 005 000 000
6 AcC| 000 011 000 0317 030 -009 £H20 -0I3 000 2014 042 -00I
7 ACG | 000 003 o000 007 021 024 @39 QI8 080 005 010 053
8 ACT | 000 012 000 007 -032 -0.05 002 -038 000 -004 -037 -048
9 AGA | 000 018 000 038 036 045 003 050 000 014 -016 044
10 AGC ] 000 003 000 048 023 024 002 018 0060 2031 -039 -0.29
I1 AGG| 000 023 000 o026 025 035 017 042 000 019 0.0 030
12 AGT | 000 044 000 016 -022 021 005 014 000 082 048 04!
13 ATA | 000 024 000 003 -012 -.023 038 -006 000 .0.30 -045 -0.2I
14 ATC | 000 038 000 025 035 033 045 040 000 022 028 020
15 ATG | 000 0.9 000 012 014 008 -007 005 000 009 000 012
16 ATT | 000 .015 000 -0.16 -0.6 -025 000 -032 000 003 000 -0.09
17 CAA | 000 027 000 -02i -018 -028 039 -004 000 035 -019 -0.21
18 CAC | 000 028 000 009 024 -007 013 010 000 021 007 007
19 CAG | 000 040 000 027 025 043 031 024 000 039 024 047
20 CAT | 000 008 000 007 -008 -027 002 -006 000 017 004 -0.08
2l CCA | 000 030 000 0.8 -028 017 006 -039 000 036 -038 -0.16
22 CCC | 000 042 000 000 013 -0.016 028 023 000 0.i3 071 022
23 CCG | 000 032 000 033 01 030 044 007 000 037 029 043
24 CCT | 000 -015 000 -030 -021 -040 024 -035 000 -0.19 -020 -0.33
25 CGA | 000 016 000 -020 025 003 -001 025 000 2005 015 -001
26 CGC | 000 025 000 27 -006 028 004 000 000 054 047 -0.56
27 CGG | 000 034 000 024 024 051 006 043 000 056 059 042
28 CGT | 0060 014 000 025 -042 042 050 -045 000 059 063 035
29 CTA | 000 037 000 037 -028 037 047 -020 000 050 4053 -0.5)
30 CTC | 000 026 000 047 02 028 034 02t 000 028 028 -0.16
31 CTG | 000 o011 000 011 006 -005 -001 -002 000 029 018 060
32 CTT { 000 006 000 -013 009 -029 -007 -044 000 015 0.dt 011
33 GAA| 000 016 000 005 -007 008 022 028 000 0.5 000 -003
34 GAC | 000 028 000 O.8 050 034 036 038 000 024 021 -0
35 GAG | 000 013 o000 005 028 050 015 029 000 0.8 000 029
36 GAT | 000 008 o000 042 -002 0.5 011 001 000 020 0.15 005
37 GCA | 000 004 000 015 000 -023 008 001 000 001 -0.11 000
38 GCC | 000 008 000 -008 ©31 016 033 007 000 039 011 -029
39 GCG | 000 o029 000 026 039 041 053 029 000 040 035 034
a0 GCT | 000 025 000 027 -041 045 025 D48 000 0.8 024 -0.10
41 GGA| 000 o010 000 010 -005 079 007 042 000 013 027 031
42 GGC | 000 020 o000 047 022 0.4l 018 017 000 039 046 -047
43 GGG | 000 029 000 029 042 060 039 041 000 028 046 047
44 GGT | 000 025 000 0.0 -051 0.1} 039 041 000 076 070 063
45 GTA | o000 035 o000 008 -029 -032 -039 027 000 001 -036 -033
46 GTC | 000 o048 000 021 D4l 036 044 044 000 004 029 004
47 GTG | 000 040 000 002 023 026 023 021 000 036 011 042
48 GTT | 000 007 o000 0.2 -014 D40 001 037 000 002 003 -021
49 TAA | 000 o000 o000 000 000 0060 000 000 000 000 000 000
SO TAC | 000 o060 000 005 029 008 005 0I8 000 -010 005 -020
51 TAG| 000 o000 000 000 0060 000 000 000 000 000 000 000
S2 TAT 000 -002 000 002 -009 0.4 -00i 009 000 007 003 0.1l
$3 TCA | 000 o018 0c0 030 008 -009 013 -000 000 026 010 032
sa TcC | 000 010 000 0329 001 043 014 007 000 040 020 -0.32
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55 TCG 000 024 000 016 029 030 051 014 000 038 025 055
56 TCT 000 008 o000 Ot 030 027 -0.12 040 000 0.2 010 .0.17
$7 TGA 000 000D 000 000 000 000 OC0 OO0 000 ODD 000 000
58 TGC 000 008 000 005 00 019 028 025 000 031 032 -D4l
59 TGG 000 010 000 O006 015 032 003 D01 000 006 000 -0.07
& TGT 0.00 0.27 000 003 030 017 030 007 0.00 0.86 0.56 0.45
61 TTA 000 0.03 oo 0!5 020 020 021 005 000 -034 029 -0.I0
62 TIC 000 013 000 021 00! 005 004 .007 000 -00% 009 -0.19
6} TIG 000 022 o000 017 047 012 027 001 Q000 007 02 049
64 TIT go0 006 o000 009 011 0.0 005 017 000 014 005 -0.0)
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT
49 50 $1 32 53 54 55 56 57 58 59 60
Tabla C.3 continuacion
61 62 63 64
TTA TIC TI1G TIT
1 AAA 03 027 0.31 0.26
2 AAC 022 027 024 0.06
3 AAG 063 0.0 072 -012
4 AAT | -009 -0.13 007 025
5 ACA 006 000 022 016
6 ACC 012 015 008 030
7 ACG 015 007 058 010
8 ACT | -011 013 003 019
9 AGA 0.48 044 0.29 0.48
10 AGC 026 021 0.10 001
11 AGG 046 029 068 029
12 AGT | 027 038 <026 0.10
13 ATA 045 039 048 D0
14 ATC 035 021 049 0.28
I5 ATG 074 -002 076 041
16 ATT | 047 -032 045 004
17 CAA o1y 012 014 0.7
18 CAC 009 005 01t 0.17
19 CAG 066 027 068 016
20 CAT | 031 002 -04) -0.09
21 CCA | 022 022 018 028
22 CCC 038 042 010 022
23 CCG 040 023 067 -0.04
24 CCT | 027 015 001 0.05
25 CGA 024 034 022 024
26 CGC 033 004 018 0.05
27 CGG 041 041 0.72 0.00
28 CGT | -036 -040 -037 045
29 CTA | -049 -030 057 <028
3} cCrc 035 032 004 023
N C1G 019 010 049 -0.19
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32 CTIT 005 025 033 o041
33 GAA 020 -0.04 0.2 0.03
34 GAC 012 0.20 0.07 0.8
35 GAG 0.52 022 0S8 .01
36 GAT 033 0.0 040 -0.10
37 GC_A -0.05 018 020 002
38 GCC 015 026 0.14 0.05
39 GCG 0.21 0.34 056 -0.09
40 GCT 036 008 032 019
4] GGA | 001 0.10 0.4 0.03
42 GGC{ 027 008 Ol €13
43 GGG 0.19 0.4) 040 -0.02
44 GGT 040 013 046 034
45 GTA 024 D36 DI 025
46 GTC 0.53 0.32 042 0.29
47 GTG | 014 017 045 0I5
48 GTT | 025 000 -024 009
49 TAA 0.00 0.00 0.00 0.00°
50 TAC -007 008 005 0.13
51 TAG 000 0.00 0.00 0.00
52 TAT 043 -021 050 0.03
53 TCA | 013 002 020 001
54 TCC 09 0.1 002 024
55 TCG -0.17 0.10 056 -0.28
56 TCT -0.33 009 009 0.09
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00
58 TGC 0.23 0.13 009 . 010
59 TGG 0.70 0.01 083 -0.01
60 TGT -0.31 017 03} 022
66 TTA | 017 -009 020 -0.15
62 TTC 022 -0.26 015 014
6 TIG 024 005 058 0.24
64 TIT 044 025 036 0.30
TTA TIC T1G TIT
6l 62 63 64
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Tabla C.4: matriz CPW secuencias muy expresadas de Bacillus subtilis (codon izquierdo indicado en la columna 2,
codon derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: B. subtilus; Dato de secuencia: genoma complete de B.
subtilus; Grupo muy expresado: 415 secs.

1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 Ll 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
AAA | €003 038 004 019 -034 000 023 022 036 0.7 048 0.25

AAC | 030 053 005 002 -0.18 039 003 .01 00Y 069 026 006
AAG | 003 029 017 043 059 079 050 0S8 08 026 088 011
AAT | 015 027 043 049 010 019 -016 08¢ 087 083 08 027
032 046 018 009 -024 000 024 .059 D24 D49 013 011
ACC | 051 051 075 030 043 084 078 .031 021 079 100 009
ACG | 014 D014 014 032 .012 003 008 016 021 032 025 033
ACT | 044 035 040 068 050 Lo0 089 .-039 008 048 -052 1.00
AGA | -0.18 033 019 035 012 02 028 011 010 00l -025 -050
017 010 012 014 005 03 023 018 039 D13 036 -047
OBE 084 OB6 049 076 100 100 100 633 100 039 045
AGT | 001 072 068 067 -020 047 005 -006 079 08 100 066
13 ATA | 001 026 053 043 073 065 017 083 048 067 100 076
14 ATC | -028 044 007 020 -008 029 020 -048 009 052 -030 056
I5 ATG | 043 027 ©2¢ 029 025 006 011 027 023 017 043 .0.35
16 ATT | 015 ©009 012 042 -030 031 015 001 090 034 09t 076
17 CAA | 032 054 043 008 029 025 042 020 012 046 049 033
18 CAC | 014 044 026 035 011 024 019 -034 037 065 -031 -058
19 CAG | 057 060 061 0356 062 045 002 045 061 084 029 088
20 CAT | 004 019 015 031 009 035 005 016 074 073 100 0.56
2t CCA | 01 064 D46 017 009 000 017 064 060 066 041 -031
22 ¢cC | 069 039 100 084 10D 058 100 058 05 .00 100 038
22 CCG | 007 009 017 D09 043 065 043 061 007 065 075 -0.21
24 CCT | o006 030 039 0351 038 047 077 ©074 073 047 100 03!
25 CGA | 016 047 074 042 020 041 048 071 042 031 100 -0.05
26 CGC | -036 041 022 009 002 004 018 -008 051 041 045 -0.63
27 CGG | 048 061 020 040 -005 046 -028 100 074 026 1.00 0.35
28 CGT | 023 024 030 020 .042 069 040 -051 100 100 100 1.00
29 CTA | -024 -030 025 00l 059 074 100 004 036 052 029 058
3o cTc | 047 00% 029 035 046 030 031 028 008 038 037 -0.10
31 CTG | -0.13 029 003 005 030 -012 031 057 025 064 003 065
32 CIT | 047 054 072 069 049 062 081 008 062 072 056 065
33 GAA | 008 035 005 013 025 009 011 007 026 -037 075 -0.08
M4 GAC | 023 £33 902 014 010 029 032 <037 008 L7 D04 -0.6
35S GAG | 009 023 oM. 042 o021 084 053 032 08 025 055 023
36 GAT | 000 003 o041 03¢ 012 o030 001 010 0B85 078 083 076
37 GCa | 029 044 002 051 .04 -006 €42 D57 043 029 047 -062
3 GCC | 039 03 043 004 058 064 072 004 024 011 028 -008
3 GCG | 023 006 022 001 -029 015 010 4352 031 039 058 014
40 GCT | 019 004 054 047 025 030 040 017 094 095 0385 039

O 00 w2 W b W N e
>
O
>

w =3
2 2
88
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41 GGA | 014 £45 024 016 -038 036 -038 0249 0DI0 051 067 -0.28
42 GGC 012 902 009 031 o 061 025 017 005 D28 040 0.20
43 GGG | 013 040 038 012 052 049 076 059 084 062 079 067
44 GGT | -027 099 037 068 -0O.0 037 009 052 093 160 1.0 0.7
45 GTA 045 051 019 017 -032 014 039 052 D30 011 078 007
46 GTC o.tl 0.12 057 011  -0.08 037 052 024 P40 05| 084 .0.5%
47 GIG -0.20 -026 -0.35 015 -0.19 018 -005 -001 058 035 0.51 0.12
48 GTT 0.52 0.20 0.52 0.69 0.46 on 039 -024 0.62 0.82 0.55 0.76
49 TAA 000 000 000 000 000 GO0 000 000 000 000 000 000
50 TAC -0.21 H66 004 014 043 042 023 -046 -031 -05) 050 -0.68
51 TAG 000 000 000 OO0 GO0 000 000 000 000 000 000 0.00
52 TAT 003 037 028 046 036 054 -030 031 076 1.00 1.00 076
53 TCA -0.24 049 ¢.2% 0.22 612 023 011 066 036 032 0.29 -0.5)
54 TCC 059 003 031 034 041 036 049 -042 054 034 100 -0.28
55 TCG 020 056 030 021 036 073 084 046 -£07 100 015 -005
56 TCT Q.15 023 007 0.16 -0.29 046 052 -0.25 0.79 1.00 1.00 0.31
57 TGA 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0 0.00 0.00
58 TGC 017 -0.18 0.0 029 -005 100 -028 033 044 038 1.00 0.00
59 TGG 018 022 030 0.22 0.13 055 033 -004 -035 047 0.04 -0.31
60 TGT 009 016 043 007 021 08 028 -0.18 100 100 100 1.00
6t TTA 03} 052 032 014 -0.19 040 032 -048 -031 011 0.46 0.04
62 TIC 038 039 006 049 -0.38 0.33 007 -019 055 062 046 -0.54
63 TIG 023 012 018 000 027 023 009 044 033 075 031 046
64 TTT 016 012 0349 0.1l 013 -027 031 0J6 059 088 075 073
AAA  AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AaGG AGT
1 2 3 9 5 1 7 8 g 10 11 12
Tabla C.4 continuacion

13 4 15 16 1?7 I8 t9 20 21 2 23 24

ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC cCCG CCT

1 AAA 042 044 015 014 -004 012 037 057 004 046 0.21 0.20

2 AAC 066 D46 033 009 -030 -0.15 004 D14 024 053 0I5 0.1}

3 AAG 082 046 039 021 019 051 033 039 D04 084 .036 -049

4 AAT 054 011 038 02¢ .001 -0.8 033 030 008 008 008 0.36

5 ACA 070 018 L0312 023 04 028 006 024 034 033 0.1 0.04

6 ACC 0.08 0.08 038 03 0.47 <033 045 0.6 0.51 0.66 093 0.68

7 ACG -042 027 026 -0 0.3 0.22 0.i6 040 0.5 0.59 000 034

8 ACT 054 095 0358 074 -047 062 03 036 061 066 058 004

9 AGA 041 030 039 024 06! 029 020 015 048 100 016 04)

10 AGC 037 -0.19 001 022 016 036 -0.I18 0.36 0.14 0.70 0.07 0.24

1T AGG 035 057 o061 060 070 057 038 016 053 100 018 033

12 AGT 017 054 023 012 073 043 044 030 037 o034 032 0.0

13 ATA 0.81 0.80 0.93 0.71 0.15 0.33 005 0.13 0.16 0.64 -0.08 0.1l

t4 ATC 015 051 036 020 005 026 034 012 020 064 007 044

15 ATG 055 013 000 003 019 021 QI7 013 011 pd 0Ll 0.8
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
3
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
a4
45
46
47
48
49
50
st
52
53
54
55
56
57
s8
59

ATT

CAC
CAG
CAT
CCA
ccc
cCG
CcCT
CGA

CGG
CGT

CTC
CT1G

GAA
GAC
GAG

§885888¢8¢2

GTA
GTC
GTG

TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG

TGA

TGG

0.66
0.21
1.00
0.70
0.56
0.75
1.00
0.57
1.00
-0.20
0.85
0.04
0.67
1.00
0.46
©.24
0.75
0.35
0.53
0.56
030
0.59
045
043
0.4S
0.82
0.35
0.54
0.19
062
0.57
0.57
0.35
0.00
-0.12
.00
0.30
0.76
0.56
1.00
0.17
0.00
0.49
0.23

-0.03
0.49
0.11
0.50
0.03
£.50
1.00
0.38
0.56
.20
0.2
0.10
036
0.18
003
-0.40
037
£.34
-0.08
0.22
0.07
£0.19
£.08
0.35
0.42
0.03
.19
029
043
0.15
-0.37
£0.11
-0.36
0.00
043
0.00
-0.05
0.06
-0.26
Q.19
0.14
0.00
0.16
0.05

0.18
-0.32
.14

0.49

0.08
-0.23

063
-0.28

0.60
0.24
-0.24
<0.09
0.20
0.0
0.13
0.27

0.61
.14

0.08

0.36
004
-0.22

0.23
.25

049

0.24

0.03

0.25
041

03s
0.34
-0.06

0.28

0.00
.26

0.00

0.19
0.21
0.20

0.37

0.14

0.00

0.09

0.00
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021
.14
033

0.31

0.05

0.08

1.00
0.43

0.64
0.07
0.20
0.27
-0.2¢
-0.01
0.20
£.22

0.65

0.10

0.07

0.10
-0.08

0.4
-0.19
0.39

0.46

0.5
0.02
-0.13
0.07

0.74
0.37

0.14

0.2%

0.00

0.32

0.00

0.10

0.25

0.35
<0.38
0.31
0.00
0.63

0.4

-0.22
0.5%
0.04

-0.26
0.13

-0.02
0.35

-0.39

033
0.41

.23
0.37

-0.62
0.42
0.55

.11

-0.47

.27

-0.29

-0.19
o

-0.15
023
0.02

042

«0.20

-0.04
0.10
0.11
0.14
0.52
0.35

044
0.00

012
0.60

-0.04

0.21
0.78
0.02

0.53
0.00

-0.22
0.46

-0.48
0.50
057
-0.42
032
037
-0.21
0.05
021
1.00
-0.26
049
0.36
1.00
0.61
0.54
0.58
0.63
-0.34
058
0.23
0.15
0.11
037
033
0.54
£0.06
033
0.08
0.19
0.61
0.22
-0.51
0.00
-0.06
0.00
0.05
-0.01
038
-0.31
-0.46
0.00
0.50
0.29
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004
0.82
0.09
053
£0.16
0.79
1.00
0.50
0.15
0.70
043
0.26
0.03
1.00
0.60
0.19
022
0.13
038
0.38
.10
025
0.43
0.51
0.22
0.05
0.22
0.01
0.02
0.14
0.65
0.02
037
0.00
0.24
0.00
£.01
0.13
0.43
0.28
0.29
0.00
037
032

0.19
0.61
+0.05
-0.42
0.8
0.90
0.17
-0.12
-0.26
0.80
012
.00
0.29
0.56
032
0.19
-0.46
037
-0.16
043
0.14
035
0.07
-0.03
0.00
0.47
0.3
0.05
061
029
062
0.16
0.40
090
004
0.00
-0.03
032
0.55
028
032
0.00
-0.19
0.20

0.2
0.56
021
0.50
032
0.2
0.07
.42
0.42
0.54
£33
0.16
-0.55
0.67
028
20.30
-0.36
0.35
015
028
0.05
017
0.53
027
0.3
0.08
024
-0.06
0.06
001
0.83
002
024
0.00
025
000
026
020
024
004
061
0.00
023
034

0.47
0.81
1.00
0.04
.51
1.00
1.00
-0.17
1.00
1.00
0.55
1.00
-0.03
1.00
0.69
0.86
0.42
0.9}
0.46
-0.09
049
0.82
0.75
0.42
0.79
0.41
0.64
0.25
0.67
0.52
0.46
0.46
0.18
0.060
0.37
0.00
0.49
0.12
0.46
0.2
1.00
0.00
0.32
1.00

0.19
0.89
0.04

0.46

-0.07
{.00
1.00

0.32
0.50
0.80

<0.10
0.64

-0.53
0.85
Q.25

0.24

0.27
0.38
0.23

0.53

015

-0.07
0.50

0.28
0.15

0.16
0.01

-0.41
0.12
0.08
0.74

0.46
003
0.00
0.29
0.00

-0.17

016

0.56
0.40
0.11
0.00
0.16
0.00

0.06
0.8
-0.04
-0.4%
0.1%8
0.13
0.39
-0.47
-0.13
1.00
0.1
0.26
-0.63
1.00
0.24
0.02
-0.60
0.46
0.00
0.56
-0.06
-0.07
0.69
-0.25
-0.47
0.09
039
047
0.12
-0.04
0.44
-0.32
-0.39
0.00
0.02
0.00
0.21
.27
0.83
D.48
-0.40
0.00
0.06
-0.35
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60 TGT 018 059 010 040 065 039 036 070 061 0617 001 -0135
61 TTA 090 03 020 007 037 055 012 022 05 064 078 034
62 TIC 059 023 w016 002 0S5 -058 -037 041 0S5 022 036 -0.65
63 TIG 060 -028 006 022 000 043 -015 036 025 010 020 023
64 TIT 023 002 009 005 031 049 047 041 027 065 037 D68
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Tabla C.4 continuacion
a5 26 27 28 29 30 3 12 n )M 35 6
CGA CGC CGG CGT CrA CTC CIG CTT GAA GAC GAG GAT
1 AAA | 020 038 004 -020 -017 049 050 026 013 026 006 0.25
2 AAC -0.22 D55 004 070 -061 Q.17 031 -046 013 4.0 0139 0.18
3 AAG 030 -0.03 007 -050 -039 031 066 -068 025 012 0.38 .0.05
4 AAT 033 0.53 073y 020 033 0.29 0.25 003 01% 027 -0.02 0.12
5 ACA 100 004 042 002 036 037 017 008 D20 005 005 020
6 ACC 019 043 075 O3 03 056 045 0.4 057 037 033 @021
7 ACG 0.52 0.44 0.56 023 036 0.7 023 -049 0.27 0.55 0.68 0.25
8 ACT a9 047 100 08 002 057 073 -002 042 067 045 -043
9 AGA | 034 009 060 019 078 070 035 072 007 027 003 044
10 AGC 049 060 008 033 009 03 004 -024 034 031 040 050
I AGG 100 073 031 069 039 008 L4 024 05 032 034 026
12 AGT 045 0.49 0.32 0.7 0.01 0.78 007  0.12 051 0.54 051 -0.44
13 ATA -0.03 036 1.00 0.63 0.61 -0.04 0.59 0.67 0.43 0.56 046 0.15
4 ATC 007 063 036 062 007 036 048 041 -0.10 D01 031 0.17
15 ATG 086 013 04] 0.32 0.67 0.i8 040 -043 002 <0.12 004 0.08
16 ATT 0.15 0.01 074 039 022 -D.14 052 002 014 020 009 -.008
17 CAA 03 054 05 038 059 094 091 08 004 021 030 0.8
18 CAC 007 L£H354 056 0.7 018 082 015 -038 .11 023 026 008
19 CAG 032 052 058 -054 046 -049 D44 068 005 018 025 -029
20 CAT 0.77 0.36 0.44 0.15 040 0.65 0.50 .46 014 021 023 005
21 CCA 045 002 066 032 100 o064 0S8 066 008 005 -026 0.1)
22 CCC .00 0.77 1.00 0.38 100 023 082 064 046 053 032 082
23 CCG | -030 03¢ 027 -051 -043 -039 -020 -062 025 033 0.51 0.28
23 CCr 100 033 033 035 019 029 061 005 040 039 .0313 045
25 CGa 100 073 o0 070 041 074 039 063 054 018 079 044
6 CGC 020 066 012 076 027 -032 038 -008 043 03 010 022
17 CGG 100 051 036 031 027 03 4033 022 050 030 034 037
28 CGT 100 020 044 £64 -055 040 005 060 £52 062 063 -0.19
29 CTA 1.60 100 1.00 100 026 010 08 086 003 033 016 002
30 CIC 670 011 026 H23 0670 074 057 050 053 0.1 067 -0.12
31 CTG 072 .01) 048 027 044 027 022 043 049 045 022 048
2 CIT 022 072 013 L0600 OI1F 030 001 .05 053 040 043 -054
33 GAA | 002 003 02 003 024 033 033 05 -0} -027 020 008
M GAC | -042 074 037 -067 023 026 031 002 005 029 024 017
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35 GAG 022 033 021 061 D43 D46 050 070 030 o.22 043 0.15
36 GAT 0.59 0.43 0.65 0.57 020 010 023 010 011 031 0.06 0.07
37 GCA 087 038 0.61 0.19 0.26 c.19 036 -0.06 012 007 0.20 020
38 GCC 0.83 0.11 047 055 0.67 063 045 0.59 0.39 0.63 043 031
39 GCG 032 017 067 040 -004 025 037 -059 0.14 0.12 019 026
40 GCT 041 0.12 082 -054 -035 0.8 054 -016 043 056 031 027
41 GGA 026 -0.51 042 048 0.61 043 41 - 004 011 .0.27 15 003
42 GGC | 033 030 005 -057 -016 042 034 012 034 0.12 020 035
43 GGG | 039 0145 026 024 050 023 -016 045 040 033 066 036
44 GGT 0.82 0.58 089 025 -035 -032 06} 065 D49 059 D44 005
45 GTA 058 032 Q36 -0.19 -043 .14 02} 017 011 015 034 006
46 GTC 068 046 08F 046 0.56 035 0.66 0.54 0.56 0.51 060 031
47 GTG | 037 004 061 009 041 -043 051 047 047 028 038 035
48 GTT | 028 040 047 054 006 020 058 027 -047 -0.43 030 -035
49 TAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000
50 TAC | 017 063 025 070 -033 020 0.9 023 016 042 029 -023
S1 TAG | 000 000 000 000 000 000 0060 000 000 000 000 0.00
52 TAT 035 0232 0.68 0.10 020 007 0.50 03 015 0.7 004 0.14
53 TCA 1.00 0.20 085 004 0.} 4 -0.14 018 0.00 al2 014 002 021
54 TCC 100 .0.60 018 040 D17 045 0.58 0.09 0.69 0.56 0.34 026
55 TCG 0143 0.74 065 017 -035 011 037 -050 060 0.89 049 0.19
6 TCT | 072 15 100 -0.39 043 045 043 -029 040 049 031 -034
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 000 0.00 000 000
58 TGC 015 063 030 060 0.21 03 032 -0.13 0.61 630 019 0.52
59 TGG 0469 001 024 0.17 062 041 030 016 005 0.14 009 0.09
60 TGT 100 100 100 100 004 015 060 028 020 016 043 042
61 TTA | 065 067 GOC68 034 065 047 064 050 007 035 020 040
62 TIC | 022 060 029 077 030 011 027 044 024 015 064 036
63 TIG 100 -0.04 004 024 024 031 033 -045 0.42 0.30 037 034
64 TIT 064 066 0BS5S 061 046 040 058 041 027 027 023 009
CGA CGC CGG CGT CIA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 31 32 EX) 34 35 36
Tabla C.4 continuacién
37 k11 39 40 7] 42 43 44 45 46 47 48
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GTG  GTT
1 AAA 024 006 0.3) 0.08 609 031 0I5 DI6 D44 020 0.08 0.24
2 AAC «0.05 057 013 025 042 0¥ 010 050 035 0.1 004 -0.11
3 AAG 0.38 0.77 0.32 0.46 0.51 034 0.60 036 0.1 0.45 006 008
4 AAT | 008 020 022 030 047 055 051 047 002 015 -01F 027
5 ACA 0.25 034 0.18 032 0.00 0.00 002 036 0.18 0.10 0.28 0.11
6§ ACC 049 ° 062 034 0.0 009 0.04 004 041 0.24 0.1] 0.55 -0.18
7 ACG 0.15 077 03% 021 038 0.5? 0.89 029 0.}5 0.06 055 023
B ACT 0.56 -0.31 0.10 .059 -026 -0.24 042 -06) 056 -0.21 013 -0.58
9 AGA 0.13 058 043 0.47 0.11 0.14 0.15 0.08 0.54 0.7t 0.30 0.52
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10
]
12
13
14
15
16
17
18
19
20
2
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

33

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
a4
4s
46
a7
48
49
50
51
52
53

AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
ccc
CCG
CCT
CGA

TAC
TAG
TAT
TCA

0.39
0.58
-0.29
0.7}
-0.18
00)
-0.15
0.07
0.07
-0.16
0.13
009
0.03
0.05
0.00
0.86
-0.17
033
-0.31
0.48
0.14
0.28
-0.41
-0.27
0.26
045
0.07
-0.09
031
-0.04
«0.21
0.13
0.10
0.37
-0.32
0.14
0.26
0.35
-0.21
0.00
-0.19
0.00
0.06
0.25

0.47
04
0.13
0.46
0.03
0.65
-0.12
0.23
0.03
0.4
01l
0.38
0.78
029
-0.13
063
040
0.55
021
0.65
0.2)
0.64
0.45
0.18
034
0.78
002
021
0.40
058
0.10
049
0.07
0.70
0.14
0.11
0.44
0.60
034
040
0.05
0.00
0.19
0.12

0.49
0.55
-0.34
0.50
0.21
£0.05
0.16
0.01
0.19
-0.04
.16
043
0.03
0.34
0.20
0.86
0.12
0.20
.68
.19
0.39
0.26
022
0.33
0.16
0.36
0.19
0.15
0.53
0.23
<0.24
-0.21
0.18
0.38
0.56
.38
0.50
-0.03
-0.28
0.00
0.13
0.00
0.03
0.1
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0.51
0.68
0.34
0.92
£0.35
0.34
-0.07
-0.03
0.04
-0.27
0.01
023
-0.22
0.24
£0.53
0.69
0.07
0.12
£0.47
0.2
0.02
0.08
0.50
£0.07
0.2
0.27
.08
0.18
0.13
0.19
<0.53
0.15
£0.07
0.38
-0.51
£.19
0.03
0.03
£0.26
0.00
0.32
0.00
0.10
034

-0.52
-0.17
0.68
0.81
-0.42
023
0.70
0.13
-0.19
0.44
031
0.07
0.15
0.05
<0.15
048
-0.68
0.92
0.30
0.48
-0.38
0.65
0.21
0.07
-0.50
042
0.55
0.18
-0.41
0.09
0.14
0.50
-0.63
037
0.61
0.28
-0.46
0.67
037
0.00
0.3
0.00
0.47
0.48

-0.35
0.6}
0.78
0.72

-0.51

-0.03
0.58

-0.37

-0.53
0.52
0.26
0.21

-0.35
0.21
0.23

-0.07

044
0.56
0.62

-0.36

0.67
0.53

-0.46

0139

057

041
0.64

-0.27
0.47
0.34
035

-0.46
0.66
0.82
0.05

-0.57
0.61
0.42
0.00

-0.55
0.00
0.44

-0.22

87

0.16
0.43
0.85
0.29
0.39
0.10
0.77
0.18
0.05
0.04
0.61
023
0.7
0.50
016
0.75
0.18
0.69
0.46
0.21
0.22
0.74
027
0.18
0.00
0.71

019

0.0
0.35
0.27
0.68
030
0.1
0.86
0.73
0.07

-0.05
0.7
L)
0.00

0.25
0.00
0.59
026

0.0}
0.54
0.60
0.79

0.67

-0.30
033

-0.50

-0.58
0.37
0.31

056

-0.17

015

-0.50
0.78

-0.69
0.86

-0.30

-0.65

-0.68
054

0.50

0.25

061
049
0.39

015

-0.54

-0.17

-0.25
064

0.57
0.68
039

030

-0.64
0.64

-0.18
0.00

0.60
0.00
0.51

038

£.13
0.16
-0.45
1.00

0.94

0.09
024
.42
429
0.25
-0.02
0.18
1.00
0.17
0.47
0.59
0.38
Q.62
0.66
.25
-0.37
0.72
042

-0.24

0.28
0.04
0.40
0.2s
045
0.14
0.54
0.16
8.7
0.19
€0.59
038
0.22
0.79
0.51
0.00
0.12
0.00
415
0.05

0.61
0.52
-0.05
0.86
0.1%9
0.08
£0.07
0.06
£0.06
0.44
0.15
0.38
0.41
0.40
0.41
0.85
-0.01
0.62
051
0.16
0.33
0.76
£0.52
0.16
0.45
0.37
022
0.20
0.55
0.40
.38
0.73
0.22
0.58
-0.53
0.11
0.55
0.65
0.40
0.00
0.20
0.00
0.06
0.16

0.47
0.36
£0.33
0.73
0.12
0.05
0.12
0.14
0.07
-0.06
-0.09
0.31
0.56
0.49
0.09
0.38
-0.18
0.12
0.55
0.15
0.55
0.68
0.34
.25
0.30
0.46
0.12
0.45
0.58
0.19
0.00
0.66
0.19
0.62
0.37
0.66
0.16
0.55
£0.36
0.00
0.00

© 0.00

O.1$
0.35

0.47
0.85
-0.42
0.74
-0.27
-0.15
-0.16
0.16
-0.42
0.04
0.52

~0.07

0.47
-0.19
-0.43

0.44
-0.31

0.40
-0.49
-0.46
-0.55

0.65
-0.52

0.05
Q.16
-0.08
-0.01

Q.16

0.13
-0.19
-0.58

0.62
-0.36
-0.02
-0.57

0.46
-0.34

0.62
-0.53

0.00

0.03

0.00

0.19

0.15



ES 2 534282713

s¢ TCC | 001 038 068 042 -002 -045 051 -042 066 057 09 .014
ss TCG | 042 074 049 023 o013 070 0S3 003 014 078 046 -008
56 TCT -0.05 003 -0.18 0.65 0.40 0.45 054 .045 0.56 0.48 0.14 -0.56.
57 TGA | 000 000 ©000 O0D0 0G0 000 000 00D OO0 000 000 000
s8 TGC | 047 028 035 024 -050 -045 003 -015 -028 047 D47 OS2
$9 TGG | 018 013 010 026 005 -034 050 041 -018 054 -D27 000
60 TGT | 004 .023 016 009 100 D074 064 052 -029 048 -D33 022
6t TTA | 601 o055 ©19 051 030 02 029 -007 008 018 061 010
62 TTIC | <005 001 016 004 -038 -049 039 065 -0.17 004 057 .036
63 TTG | 036 049 029 005 062 053 075 071 027 062 045 025
64 TIT | 013 013 022 001 044 043 065 035 000 012 019 00
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GIA GIC GIG  GIT

a7 38 39 40 41 42 4) 449 45 46 a7 48

Tabla C.4 continuacion

49 50 51 52 53 54  SS 56 57 58 59 60

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

T AAA | 000 021 0060 0.10 -035 0.0 004 0il 000 02 006 -019
2 AAC 000 046 000 -0.15 -028 -0.12 068 -045 0.00 0.52 0133 -04l
3 AAG| 000 012 o000 017 023 050 062 0.8 000 066 0.5 059
4 AAT | 000 038 000 028 04 05! 050 057 000 073 050 067
5 ACA| 000 -.004 000 019 -032 -0.48 018 00f 000 037 005 005
6 ACC | 000 028 000 029 039 063 077 054 000 025 040 100
7 ACG| 000 -033 000 000 034 002 031 039 000 001 028 100
g8 ACT | o000 058 o000 o035 -038 -032 007 054 000 000 -050 -.038
9 AGA | 000 054 000 069 082 0834 -019 070 0600 043 -010 -0.03
0 AGC | 000 -039 o000 017 -005 049 052 003 000 027 -032 -032
1l AGG | 000 037 000 100 100 100 -011 072 000 100 062 100
12 AGT | 000 08 000 039 -0.18 100 -053 -028 000 100 071 035
13 ATA | 000 o080 o000 005 057 003 02 027 000 039 055 100
14 ATC | 000 005 0060 033 028 022 025 002 000 059 040 -011
15 ATG | 000 -021 000 045 003 .035 032 013 000 018 000 026
16 ATT | 000 -047 000 017 -010 -023 027 044 000 034 030 -016
17 cAA | 000 036 000 024 .009 000 046 -041 000 026 029 -039
18 CAC| 000 001 000 020 007 004 100 040 000 045 012 -001
19 CAG | 000 029 000 048 049 053 029 026 000 054 042 044
20 CAT | 000 o000 000 012 -027 0.7 07 010 000 018 007 001
21 CCA | 000 05 000 004 014 053 070 048 000 052 048 -040
22 ¢ccC | 000 066 000 1060 OJB 0350 021 069 000 100 057 100
23 CCG | 000 009 000 048 -001 059 035 048 000 100 029 064
24 CCT | 000 -053 ©00 012 006 053 04 043 000 .045 032 -055
25 CGA | 000 o039 €00 o001 077 0.5 160 073 000 033 027 .063
26 CGC 000 -042 000 027 -030 1.00 100 046 0.00 .68 -0.61 .53
27 CGG | 000 044 000 050 057 048 067 084 000 100 078 044
26 cGT | 000 059 000 053 067 009 051 080 060 100 080 100
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29 CTA ] 000 048 000 0.18 026 066 ©04) -032 000 041 060 -0.5)
10 cIC | 000 014 000 031 002 00 081 044 000 025 018 1.00
31 CIG | 000 033 000 010 038 037 065 0012 000 030 048 0.79
32 CIT | 600 059 000 0.6 -021 -050 019 .066 000 -052 023 036
33 GAA | coo 034 o000 032 006 021 0I4 014 000 040 0.3 025
314 GAC| 000 020 000 018 031 031 027 014 000 OS5I 038 017
35 GAG | 000 000 000 -009 022 047 033 045 000 -041 .022 049
36 GAT | 000 028 000 019 -006 -0.19 0359 023 0060 038 035 016
37 GCA| 000 .009 ©0OC 014 004 -027 008 009 000 041 018 021
38 GCC | 000 0S3 000 028 057 071 025 069 000 005 028 036
39 GCG| 000 003 000 034 028 054 061 018 000 031 028 050
40 GCT | 000 ©50 000 -029 026 -053 036 064 000 041 023 -0.49
41 GGA | 000 010 000 Ot2 004 ©72 038 021 000 048 03 062
42 G6GC | 000 016 000 010 047 017 059 008 000 -042 -047 -0.59
43 GGG | 000 026 000 035 063 087 083 049 000 040 0S8 027
44 GGT | 000 034 000 -02¢ 065 017 047 073 000 100 053 036
45 GTA 000 064 000 -0.17 -038 018 007 055 000 032 0.1 -0.37
a6 GTC | 000 059 o000 053 061 079 028 060 000 019 023 0.10
47 GTG | 000 008 000 041 048 050 046 029 000 051 015 070
48 GIT | 000 033 000 003 012 -023 026 -053 000 02f 021 -0.33
49 TAA | 000 000 00O ©00 €00 000 000 000 000 000 080 000
50 TAC | 000 .13 000 021 041 -007 009 -044 000 0.7 -009 -0.49
S$1 TAG | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
52 TAT | 000 004 000 -008 006 -013 018 016 000 057 005 -0.04
83 TCA | 000 031 000 057 032 026 038 -019 000 029 -003 043
54 TCC | 000 -037 000 029 026 033 012 002 000 014 100 048
55 TCG 0.00 0.50 0.00 0.64 0.69 0.72 0.64 0.29 0.00 045 . 040 1.00
s6 TCT | 000 -042 000 019 -038 -035 047 054 000 038 038 -049
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
58 TGC | 000 013 000 020 011 -0.48 003 001 000 0S5 100 -0.26
$9 TGG { 000 020 000 -009 08 081 026 -03) 000 034 000 063
60 TGT | 000 065 000 012 -038 002 020 008 000 100 -055 1.00
61 TTA | 000 034 000 033 -029 -027 023 -031 000 054 005 1.00
62 TIC | 000 057 000 013 046 007 024 -057 000 018 052 -0.33
63 TIG | 000 0.6 000 060 034 078 058 011 000 027 045 0.33
64 TIT | 000 025 000 027 025 035 059 011 000 023 051 007
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TICT 1TGA TGC 1GG TGT
49 50 st 52 s3 54 [ 56 57 58 59 60
Tabla C.4 continuacion

61 62 63 64

TIA TTC TIG TIT

1 AAA | 032 044 04z 038

2 AACc | 042 058 o011 0.0

3 AAG | 070 002 o066 -0.03
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ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGC

AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
ccc
CCG
CcCcT
CcGA

032
001
007
0.30
-0.34
043
042
0.53
-0.12
-0.10
0.05
0.80
-0.41
0.16
-0.40
0.67
-0.37
-0.04
-0.78
0.32
-0.09
0.55
-0.05
0.63
-0.48
-0.47
0.54
0.39
-0.22
0.37
0.08
0.46
-0.0%
-0.0%
0.53
0.10
-0.40
0.17
0.18
0.87
-0.37
-0.37
0.74
0.36

-0.14
-0.33
0.04
0.34

0.30

0.31
-0.29

0.53

0.36
-0.41
-0.36
-0.41
-0.49
-0.33

0.43

0.06
-0.18
-0.60

1.00
-0.08

0.22
0.37
0.48

0.86
-0.71
-0.69
-0.18
-0.31

0.02
-0.33
-0.38

0.14
-0.26
030

0.15
£0.05
-0.15
023
046

0.53
-0.50
£0.69

0.24

0.30

0.52
0.32
0.36
0.43
0.04
0.27
033
1.00
019
£.35
0.27
0.86
0.30
0.10
0.25
0.63
-0.43
-0.42
0.44
0.71
0.04
1.00
-0.30
0.88
0.51
.49

Q.14

0.50
Q.19
0.26
0.00
0.67
041
0.04
007
0.70
0.12
-0.01
0.1t
0.59
0.52
0.34
043
0.62
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0.66
0.04
0.M
-0.06
0.56
0.68
0.13
0.67
0.39
0.42
0.36
0.33
0.35

.0.05

0.18
0.27
0.19

-0.30.

0.61
4.0
0.35
0.15
0.09
0.15
0.12
0.15
0.53
0.04
0.66
0.16
0.34
0.09
0.14
0.13
0.20
0.16
0.16
.35
0.2s
0.52
0.2}
Q.14
0.29
0.01
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48 GTT | 014 005 -0.5 030
49 TAA | 000 o000 000 000
S0 TAC | 008 028 003 -0.11.
51 TAG [ 000 000 ©D0 000
52 TAT | 022 025 050 032
53 TCA | 043 o007 021 0.2
s4 Tcc | 039 o009 030 051
ss TcG | 03s o017 o050 -020
s6 TCT | 029 049 002 039
57 TGA { 000 000 000 000
s8 TGC | 017 -047 049 0.1
$9 TGG | 051 .08 063 0.1
60 TGT | 051 023 036 028
61 TTA | 034 022 049 0.6
62 TIC | 041 -067 023 -0.18
63 TIG | 033 -049 o071 -0.13
64 TTT | 029 -005 005 058
TIA TIC TIG TIT

61 6 63 64
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Tabla C.5: matriz CPW genoma completo de Escherichia coli K.12 (codon izquierdo indicado en la columna 2, codén

derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: E. coli; Dato de secuencia: genoma completo de E. coli.
I p k] 4 5 [ 7 B 9 10 1 12

AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT

0.19 001 004 0.0 -031 006 024 018 0.0 0.08 0.20 0.07

AAC 0.13 0.09 0.01 0.25 038 -008 034 o8 032 D4 03I 036

AAG | 035 014 017 017 0.1% 0.53 047 058 017 014 D12 .03

AAT | -003 €10 .005 024 004 .023 004 014 027 016 047 OIS

819 032 021 005 052 020 -027 007 037 066 059 0.43

ACC -0.21 029 008 0.19 001 025 017 026 000 047 0056 039

ACG 0.41 0.74 028 055 010 052 023 040 068 091 0.50 0.88

ACT | 001 -036 020 000 03 041 024 028 083 087 09 035

AGA | 041 001 -053 059 -074 D22 050 002 085 041 072 -059

:

LI T Y N .
3
>

10 AGC | 021 005 022 021 024 023 028 033 007 0.0 029 -0.27
11 AGG | ©1) 043 046 005 -049 070 029 0I1 067 051 004 -031
iz AGT | 028 019 042 041 006 016 003 020 041 005 071 002
13 ATA | 039 015 034 2035 -045 016 023 024 074 013 070 002
14 ATC | 003 025 .02 006 050 -034 044 .032 007 036 046 -034
15 ATG | 011 001 -627 00t 022 -004 012 018 062 -003 028 -0.06
16 ATT | 016 0.5 002 OI6 049 002 038 -005 047 043 086 058
17 CAA | -034 034 -031 035 -039 -027 037 D25 008 -0.38 004 -045
18 CAC | 017 -0.10 013 012 036 -0.19 038 002 044 036 G110 -04)
19 CAG | 028 022 022 034 004 035 013 025 060 030 052 034
20 CAT | 042 0103 005 019 020 0.3 010 0.0 016 028 050 047
21 ccA | 019 006 01l 08 056 -028 D44 002 035 025 031 039
2 ccc | 613 021 047 038 023 004 011 HOI 059 051 052 -028
23 ccG [ 011 o010 005 02 016 031 008 010 D072 056 075 0.59
24 CCT { 039 004 040 OI8 019 040 041 029 09 087 088 091

2y CGA | 008 050 012 919 042 010 00} -017 033 025 042 0.15
% CGC ¢18 ou 007 004 -008 -001 0.14 005 L0110 033 028 042
27 CGG a5 079 o018 071 04 060 020 025 005 079 0.02 0.43
28 CGT €07 -020 030 029 025 -051 0334 033 067 006 0.63 0.20
29 CTA 041 001 021 0.8 038 010 01 005 051 827 054 .038
3o CTC 019 .050 011 <055 0285 -033 032 035 029 006 055 024
3L CTG | 009 029 006 0.4 000 00% -010 00% 075 060 059 0.56
32 CTITY 034 026 016 -043 043 022 055 009 039 016 065 043
33 Gaa 000 014 018 003 -021 -021 024 0.1 o0 013 L0105 .0107
34 GAC 001 003 001 ¢2s o020 -0.19 QI2 000 068 058 071 052

GAG | -004 025 -021 020 005 087 003 056 006 007 001 005

(¥
(¥.]
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36 GAT [ -002 .020 005 Ol% 025 .03 016 010 053 029 077 051
37 GCA | 020 018 010 014 044 002 044 001 036 03 05 027
38 GCC | 012 .023 062 026 -001 .01) .08 -0.02 074 065 060 -0.65
39 GCG | 009 044 027 024 -019 034 007 029 040 067 038 065
a0 GCT | 014 -041 037 008 027 030 032 022 035 08 091 091
41 GGA | 015 036 010 031 -062 005 054 D024 072 001 052 -040
42 GGC | 010 .001 002 008 -001 004 004 001 -036 03 .050 -034
43 GGG | 024 072 033 015 024 072 005 005 007 063 046 0.16
48 GGT | 046 045 011 010 019 058 027 025 050 005 076 032
45 GTA | -027 015 021 005 022 022 033 -005 .05 022 029 009
46 GTC | 029 003 067 025 -003 037 -010 047 -059 -0.59 068 -0.58
47 GTG | -016 041 030 005 010 026 016 004 020 043 033 020
48 GIT | 025 031 002 008 044 023 044 011 058 046 084 058
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
50 TAC | <01 -040 002 039 029 -043 041 002 002 048 O.I1 .0.24
51 TAG| ©00 000 000 000 000 0D0 000 060 000 000 000 000
52 TAT | 005 016 012 055 052 020 038 049 065 031 072 067
53 TCA | 008 o036 o011 021 -056 -008 043 -004 023 062 047 044
s¢ TCC | o050 0102 056 025 -017 -038 016 039 033 058 047 -0.53
$§ TCG | 005 053 006 038 -016 028 004 039 067 075 065 0.70
6 TCT | 045 -024 046 031 018 -007 028 -007 08 0957 070 092
$7 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
58 TGC | 005 ©036 049 008 0.1 002 046 027 -0.15 022 2026 032
59 TGG | 006 002 -0.16 -003 -021 027 028 013 057 015 097 -0.09
60 TGT | -014 010 022 033 -016 013 024 029 0S5 030 064 023
61 TTA | -007 042 010 015 -0.11 -033 040 -015 -05I 047 046 -059
62 TTIC | 001 003 012 02 049 015 044 023 -02¢ 025 063 -0.11
63 TIG | 020 055 014 o008 030 ©038 012 031 034 023 023 -020
64 TIT | 004 010 004 005 049 -025 035 -022 044 031 083 038
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12

Tabla C.5 continuacién
13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CcC CCG CCT
AAA | -042 -008 005 0220 0.14 012 020 012 0.16 004 007 O0.t0
2 AAC | 054 D011 ©22 031 048 001 -002 009 010 030 018 029
3 AAG | -033 003 014 002 -042 -026 034 030 D41 D29 016 -0.11
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L- T - T - T

10
1t
12
1}
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
10
31
32
n
34
35
36
v
8
39
40

41

42

ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA

CAG
CAT
CCA
ccC
CCG
cCT
CGA
CGC
CGG
CGT

0.04
-0.45
0.38
-0.01
034
074
041
o.M
0.13
-0.64
0.68
0.06
045
-0.48
055
-0.08
0.26
-0.35
-0.51
0.17
-0.01
057
0.40
0.62
0.46
025
0.48
0.13
027
-0.25
0.63
032
0.33
033
0.29
027
024
0.61
0.34

-0.26
0139
-0.29
061
-0.25
038
0.25
0.24
0.04

032

-0.20
-0.08
-0.14
-0.29
0.15
0.24
041
0.03
-0.35
028
093
0.13
0.14
0.23
.07
0.24
0.17
021
0.21
0.04
0.19
022
0.26
0.24
0.02
0.36
0.27
061
0.27

0.21
0.0%
0.09
004
0.39
0.11
031
.14
0.01
-0.13
-0.04
000
0.05
.06
040
0.03
023
-0.22
0.51
017
0.63
047
031
0.61
0.25
0.05

072

0.09
0.75
.20
029

0.31

0.15

0.13
0.36

.31
0.59

0.37
0.19

0.2
0.31
0.19
0.3
£.13
.01
0.12
0.28
0.13
0.30
0.19
0.07
0.02
£0.21
0.16
0.20
0.17
0.13
-0.28
-0.08
0.25
-0.25
£0.03
-0.10
0.14
0.07
0.30
0.01
0.15
0.18
037
0.06
0.10
0.18
0.19
-0.13
0.00
0.02
0.01
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-0.08
-0.39
046
-0.45
0.03
-0.12
047
-0.47
0.49
023
0.66

0.09 .

0.30
-0.31
0.68
-0.28
-0.04
-0.45
0.75
-0.35
0.67
-0.33
0.68
-0.40
0.65
-0.71
0.81
-0.40
0.70
0.07
0.45

043

-0.03
-0.32
0.66
-0.42
0.57
-0.35
0.82

-0.03
0.21
-0.04
-0.03
-0.42
0.56
-0.20
040
0.19
0.18
-0.08
0.12
£0.10
0.07

0.00

0.15
<0.02
.05

0.44
0.09

0.41

0.15

0.0l

0.9
-0.02
-0.36

0.40

0.08

0.39

025
-0.07
-0.33
Q.19

0.22

0.17
-0.13
-0.22
-0.01

0.54

94

0.19
0.12
0.21
0.04

029
042

-0.40

0.13

420
0.14
0.12

-0.04

-0.35
0.23
Q.4
0.21

-0.25
0.04
0.59

-0.10

0.66
0.29
-0.21
-0.10
-0.24
029
0.46
o7t
0.30
033
-0.08
029
007
0.14
027
017
10.09
0.13

" 053

0.03

_0.06

0.24
0.07
0.03

0.02
-0.21
0.03

004

0.23
D.25
0.10
-0.11
012
0.09
-0.07
-0.05
0.06
021
014
0.05
-0.12
0.10
001
-0.03
039
0.42
-0.09
0.08
0.16
0.04
-0.29
0.19
0.14
0.18
-0.18
0.02
-0.29
0.53

0.01
.49
0.52
-0.67
0.52
0.03
035
-0.51
0.48
0.07
0.30
0.14
0.14
0.02
0.39
0.19
0.07
0.37
0.65
-0.47
0.18
0.37
0.24
0.24
0.13
040
0.86
0.06
0.53
036
033
042
0.10
-0.40
0.54
043
038
033
0.29

0.03

0.25 .

0.64
0.29
0.08
0.33
0.51
0.42
0.45
0.44
0.24
0.06
0.28
.23
0.44
0.35
021
0.18
0.16
0.12
0.20
0.24
0.11
0.40
0.36
.60
0.10
0.17
-0.30
-0.03
0.35
0.65
+0.23
0.07
0.04
0.1

0.05 .

0.13
0.24

0.05
.20
0.68
0.47

035

0.21
0407
0.30
Q.36
0.23
0.01
005
0.12
0.05
0.22
0.10
0.16
0.15
0.74
.02
0.53
-0.06
0.10
0.33
0.2}
0.41

0.7

0.10
0.49
0.09
0.09
0.24
0.07
0.35
0.60
0.13
0.19
0.20
0.01

-0.03
-0.38
0.58
-0.39
0.34
-0.14
0.53
-0.19
0.42
-0.17
-0.06
-0.02
-0.26
-0.26
0.23
0.04
-0.30
-0.t1
0.11
0.0%
0.04
-0.51
0.18
0.06
0.02
-0.52
.42
0.17
-0.20
0.02
0.42
-0.18
-0.11
-0.29
0.33
.03
0.28
0.10
0.44
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4 GGG | -047 -028 043 028 07 0100 045 050 067 072 052 .002
4 GGT 043 -0.01 030 009 040 032 024 0I9 039 064 QIO 033
45 GTA -0.04 052 011 04t 034 007 033 010 015 009 036 -0.12
46 GTC 026 002 030 01} 08 042 045 ON6 076 Q@18 062 03]
a7 GIG | 005 .001 -035 020 013 03§ 020 -018 -019 028 021 .00l
48 GIT 047 022 059 043 059 031 -0.13 007 042 -027 003 -030
49 TAA 000 000 000 000 000 000 00OC 000 O00C0 000 000 000
S0 TAC 044 020 013 017 06 002 017 024 035 010 045 030
51 TAG 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.060
52 TAT 003 -0.19 009 017 -00 037 027 025 ©€)8 035 0419 -0.03
53 TCA | 054 028 033 017 -03% 013 026 019 045 038 033 -028
54 TCC 008 -028 022 0.0 073 022 039 041 035 016 042 -006
55 TCG 038 029 043 007 -049 011 g0t 0OV 062 0D D31 023
56 TCT | 008 -021 041 -032 047 032 033 0142 014 D4 007 -0.14
$7 TGA 000 000 000 OO0 OC0 000 000 000 OOC 000 QGO0 00D
58 TGC 0}y 027 o019 010 048 019 -028 013 002 043 <035 009
59 TGG -0.49 0.cl 0.00 012 -009 0.08 005 006 .10 026 006 -0.09
60 TGT | 022 -010 -019 024 071 032 <016 017 052 062 009 038
61 TTA 027 <006 <025 020 -031 011 -0.24 0.03 009 057 D21 -0.36
62 TrIC 068 030 057 053 084 035 -050 008 026 D27 045 -0.26
63 TIG | -039 -005 -033 D40 045 037 <054 .027 037 D45 027 -040
64 TIT 018 029 " 030 025 Q.52 0.32 0.15 0.13 0.54 0.02 0.45 0.12
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT
13 14 15 I6 17 18 19 ‘ 20 21 22 23 24
Tabla C.5 continuacion
25 26 27 28 29 0 31 32 33 34 35 36
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
1 AAA 0.27 006 0.16 0.21 020 -0.06 0.0s 0.20 014 0100 046 -0.14
2 AAC 010 -017 002 06 066 045 009 000 003 -014 018 002
J AAG | 056 -025 £50 -H27 051 023 038 -0.06 0.61 0.56 041 0.42
4 AAT 0.10 0.12 0.12 0.34 004 -040 007 030 -0.13 4.13 0.02 0.19
5 ACA | 008 021 002 038 -047 -0U5 025 .023 049 026 DI0 020
6§ ACC | 010 012 019 008 053 038 054 046 OO 029 016 -0.U5
7 ACG | -046 003 030 021 -072 -042 053 -047 016 0354 049 045
8 ACT 049 006 0.81 0.17 0.35 0.14 042 031 040 049 007 0.0
9 AGA -0.54 030 031 031 013 0.30 04) .028 005  0.41 007 028
10 AGC 044 009 009 D12 065 036 006 032 025 -016 012 -026
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T
12
13
14
s
16
17
18
19
20
21
22
23
24

26
27
28
29
30
3
32
3
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

AGG
AGT
ATA
ATC
ATG

.63
028
023
0.69
021
0.50
-0.38
0.10
-043
024
-0.52
022
-0.11
0.50
<034
037
0.56
0.30
+0.54
0.68
0.20
0.69
0.30
-0.01
045
0.54
-0.33
0.06
0.44
0.55
-0.63
0.61
0.7
0.45
-0.08
0.67
0.06
0.42
0.00

0.20
0.24
031
-0.21
-0.08
-0.19
0.10
0.00
029
€015
020
025
-0.17
039
-0.05
0.02
02]

-0.52
0.7
-0.06
0.52
0.24
<0.13
-0.19
0.05
027
-0.02
0.15
0.18
0.34
0.56
£0.36
0.01
0.20
0.45
-0.12
013
0.00

-0.30
-0.15
0.10
0.55
0.31
0.54
031
0.02
-0.20
-0.19
-0.38
-0.16
0.55
0.56
038
0.27
0.64
0.10
.54
033
0.28
0.58
on
-0.09
-0.51
023
0.08
0.02
0.37
066
-0.54
0.61
059
0.25
0.04
043
0.27
0.58
000
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0.2l
0.32
0.20
0.06
0.09
-0.08
009
0.04
-0.09
0.13
0.20
0.31
0.20
035
0.04
0.01
0406
0.01
0.37
0.19
.17
0.56
0.19
£.18
0.34
0.25
0.27
0.04
£.20
0.21
-0.35
0.55
-0.46
0.17
£0.34
042
0.25
0.12
0.0

-0.70
0.62
-0.31
0.84
0.05
0.62
-0.16
0.80
-0.31
-0.06
-0.36
0.57
-0.52
.36
-0.53
0.81
<0.56
0.56
+0.46
0.93
0.04
0.50
0.29
0.66
-0.49
0.28
-0.33
0.7}
-0.58
045
-0.29
0.73
-0.69
0.64
0.04
0.39
-0.20
0.56
0.00

028
0.30
021
-0.59
0.17
-044
-0.30
0.29
.16
0.26
0.21
061
-0.06
054
-0.27

0.51,

034
0.25
-0.41
0.66
0.15
0.22
0.30
0.05
067
0.49
031
0.52
0.08
0.51
042
0.54
0718
0.84
0.00
055
-0.03
0.17
0.0D

96

0.18
0.19
041
0.31

-0.02
0.07

021
0.19
0.47

-0.10
0.18
074

-0.30
0.61

-0.39
0.12

0.25

-0.20

-0.16
0.81
0.02
0.69

-0.01
0.14

0.31
0.15
0.01
0.52

0.42
047
0.04
0.25

-0.51

-0.04

-0.32
0.70

0.40
0.40
0.00

0.62
0.18
£0.33
-0.05
0.19
030
0.39
0.14
032
042
0.18
0.492
]
0.30
-0.30
045
-0.25
0.01
-0.41
062
.10
025
029
0.17
0.21
0.5
0.17
0.52
0.1t
0.45
-0.26
042
-0.52
031
-0.25
0.58
0.04
0.28
0.00

0.01
0.9
0.06
0.08
0.03
0.12
044
01
Q.15
0.12
014
0.50
0.13
015
0.26
0.13
0.26
0.13
0.79
0.00
.30
0.17
0.07
0.08
0.59
£0.05
0.26
0.17
0.21
0.39
0.19
0.07
0.36
£.13
£0.03
0.1}
0.25
0.25
0.00

0.44
0.01
0.47
0.42

T 0.02

025
0.59
0.28
©0.17
0.08
0.06
0.05
0.16
0.39
0.61
0.21
0.64
0.10
0.92
0.68
0.2¢
0.01
-0.04
.04
0.61
£.14
0.26
-0.24
0.57
-0.47
0.51
-0.20
0.76
0.10
0.40
0.23
0.55
0.1
0.00

-0.19

-0.20.

0.1
0.30
0.07
0.1
0.11
0.14
O.15
-0.02
-0.10
0.54
021
.10
0.27
0.01
0.08
0.04
0.77
0.47
0.20
-0.53
0.49
0.15
047
0.07

022

0.14

- 0.40

0.05
0.09
0.13
0.3t
0.05
0.00
000
0.23
037
0.00

012
-0.06
03}
0.15
-0.01
-0.01
0.56
-0.16
-0.26
0.37
0.28
0.3
0.1
-0.18
0.45
-0.22
0.26
0.17
0.84
-0.50
-0.12
-0.49
-0.27
-0.08
0.53
0.16
0.19
-0.30
0.33
-0.27
0.45
-0.18
0.52
0.10
0.30
-0.45
0.23
-0.33
0.00
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50 TAC 031 002 Qe 010 076 007 022 031 006 033 048 002
51 TAG 00 000 000 000 000 000 000 OO0 000 OO0 00O 000
$2 TAT 0.10 -0.26 0.01 0.15 015 .05 -013 .033 .00 031 0.00 0.47
sy TCA | -035 008 029 03 -0.57 025 011 -028 001 041 028 040
s4 TCC | -0.15 -023 004 001 065 b.Js 051 04t 048 012 038 000
§5§ TCG | -028 -0.1% 042 007 069 033 .05 .044 042 067 068 052
§6 TCT 068 010 075 024 026 022 020 -009 017 050 042 0.00
57 TGA 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
58 TGC 002 -013 029 014 073 007 -024 004 006 021 0.24 0.00
59 TGG | ‘050 ©022 -040 000 -047 057 011 022 008 026 019 -0.13
60 TGT -0.10 042 054 0.35 04% 038 007 005 L0138 0.00 0.02 0.20
61 TTA 012 -029 012 020 000 028 004 D21 0.66 0.7 0.62 0.56
62 TTC 064 -042 023 -033 08 066 012 029 026 -007 030 0.15
63 TIG | -028 021 028 <028 -054 044 049 043 08¢ 05 083 069
64 TIT 064 022 054 03 06 029 051 014 019 006 012 -004
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CTG CITT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 It 32 33 34 3s 36
Tabla C.5 continuacion

3 -4 39 40 41 42 13 44 45 46 a7 48

GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTIA GIC GTG GTT

I AAA | 000 -0.15 021 031 on 016 -028 001 029 D08 022 0138

2 AAC 041 036 0.27 0.14 0.19 021 036 020 012 -0.36 007 -0.10

3 AAG 0.28 0.52 0.18 025 005 041 oar 068 -0.04 0.19 0.10 0.11

4 AAT 020 -0.M 0.13 005 035 -004 056 010 035 -0.22 0.29 0.13

S5 ACA | -024 028 015 005 -043 026 013 010 0I5 037 025 033
6 ACC 002 -019 030 -0.11 l 040 004 -032 -020 003 001 019 -022

7 ACG| 032 0 00% 02 020 048 024 043 045 017 027 006

8 ACT 006 025 008 026 003 030 0.67 0.11 004 -0.03 047 0.04

9 AGA | 030 045 002 009 -054 027 -0.14 033 bz t 902 o014 007
10 AGC 017 -03% 03 055 .015 014 00 DI6 0I2 016 0.0 0.0}
11 AGG | 049 0351 004 023 026 051 041 060 017 055 0.10 -006
12 AGT 012 014 003 001 004 020 029 009 045 040 037 037
13 ATA 021 000 040 033 026 039 005 031 040 003 043 019
14 ATC 045 04} 045 019 064 013 044 -DU3 053 038 034 013
I35 ATG | 005 052 029 012 014 010 036 043 029 008 021 0.14
16 ATT 046 -041 030 -026 0.68 -0.22 059 0.4 059 0.39 0.14 -0.2)
17 CAa 061 043 054 034 004 03 027 027 060 0.6 058 055
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CAC
CAG
CAT
CCA
ccC
CCG

CGA
cGC
CGG
CcGT

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT

0.2}
-0.32
035
001
-0.37
025
-0.29
0.09
-0.04
0.52
0.25
Q.76
043
043
029
002
029
032
026
0.13
0.17
033
-0.20
0.11
046
-0.12
-0.05
0.24
027
0.03
0.21
0.00
0.24
0.00
0.24
0.17
0.16
027
0.12

-0.34
0.21
-0.11
0.24
-0.46
0.76
045
036

028

0.23
024
073
034
0.48
033
-0.13
.16
051
025
0.41
015
0.70
-0.3
0.38
096
0.44
004
046
035
0.66
037
000
033
0.00
033
015
007
0.64
039

0.14
0.36

0.0

0.33
0.06
0.09
0.38
o
0.22
-0.49
0.14
0.75
042
0.46
0.33
0.25
0.24
0.12
0.01
0.18
0.28
0.19
<0.13
0.26
.28
0.24
+0.02
0.14
0.13
0.34
0.23
0.00
0.25
0.00
0.18
0.19
038
0.14
0.16
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0.21
0.19
0.0
0.19
0.40
0
0.46
0.11
-0.07
0.21
0.00
0.78
0.11
0.12
£0.21
0.09
-0.02
0.42
0.13
0.10

0.18

0.33
-0.30
0.44
LH.11
0.2}
0.01
041
0.26
0.20
037
0.00
0.08
0.00

" 0.6

0.3s
0.20
0622
£0.33

0.16
-0.31
032
-0.41
-0.47
-0.04
-0.22
-0.11
-0.06
-0.45
-0.03
0.73
-0.20
0.01
0.17
-0.07
0.15
045
034
-0.25
-0.68
-0.06
0.01
-0.01
a2
0.30
0.21
0.26
-0.04
032
0.44
0.00
0.34
0.00
0.37
-0.28
-0.09
0.45
0.41

035
-0.08
0.29
003
041
0133
044
057
0.21
0.52
0.0
0.7
.59
0.23
039
-0.13
023
0.59
0.04
-0.03
0.87
0.26
0.15
0.65
0.38
0.7
0.17
0.42

-0

0.46
-0.26
0.00
031
0.0c0
0.02
041
-0.39
0.74
-0.24

98

0.05
.45
0.52
0.09
0.34
0.0l
0.05
0.17
0.01
0.16
0.17
0.59
-0.34
0.27
0.23
042
0.02
0.21
0.59
0.21
0.56
0.05
0.21
0.54
-0.15
0.67
0.21
-0.07
-0.43
-0.01
0.06
0.00
024
0.00
0.60
021
0.36
047
0.76

0.41
0.36
0.28
0.15

0.35
035

-0.08
0.54

-0.14
0.55

-0.07
074

-0.54
029

-0.08

-0.16

0.28
0.67
0.10

-0.12

-0.09
0.19

.02
o

-0.37
0.84

0.07
0.20

044
0.36

0.17
0.00

-0.29
0.00
0.15
0.30

-0.47
061

031

024
031
0.25
007
0.05
042
0.06
£.19
027
066
0.36
0.83
07
0.29
0.64
0.2}
0.16
044
029
0.16
0.00
0.50
023
041
0.42
0.03
0.13
0.28
0.46
013
045
0.00
0.3
0.00
029
0.21
020
052
020

0.3
0.0}
-0.15
0.55
-020
031
-0.08
0.24
0.12
0.19
0.43
0.72
039
012
0.31
007
0.06
0.44
£0.19
042
0.05
0.28
0.08
0.63
0.14
0.60
024
039
012
£0.06
0.08
0.00
0.12
0.00
0.35
0.20
£0.10

007

0.87
0.27
0.04
0.26
0.30
0.14
0.40
0.07
Q.15
-0.55
0.48
0.81
0.75
0.49
0.73
0.33
0.18
0.25
0.01
0.25
oM
0.32
0.43
0.63
013
0.31
0.20
0.07
0.30
0.48
0.49
0.00
0.34
0.00
o.n
0.27
0.30

042 -

0.44

-0.36
-0.28
-0.10
0.44
-0.29
-0.06
-0.22
0.40
0.13
-0.21
a3
0.72
0.47
-0.15
0.37
0.02
-0.16
0.40

0.38
012
0.01
-0.11
0.62
027
0.32
0.12
0.46
0.04
0.16
-0.04
0.00
0.1}
0.00
0.17
0.35
0.1
0.03
031
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$7 TGA | 000 000 ©00 000 000 000 000 000 000 000 000 000
8 TGC | 005 017 ©23 009 005 -004 008 013 048 002 O 018
59 TGG | 009 046 025 0J0 -0.58 001 008 046 032 033 008 012
6 TGT | -008 006 -004 008 0.16 007 028 .006 0.12 013 005 911
6l TTA | 055 040 045 056 020 019 007 .004 062 020 039 045
62 TIC | 060 -0.18 056 007 067 013 051 .006 050 006 051 009
63 TIG | 044 078 0SS 046 OO 053 .006 047 043 046 038 030
64 TIT 044 -053 031 041 6.65 -0.23 062 .034 032 049 0.11 -0.29
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGI GIA GIC GIG  GIT

37 38 9 40 41 2 4 44 45 46 a7 48

Tabla C.5 continuacién

49 50 51 52 s3 54 55 56 57 58 59 60

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

I AAA | €00 .003 000 003 -011 001 ©£2) 013 000 00l 005 005
2 AAC | 000 -024 000 006 ©O15 017 013 02 000 024 042 -0.17
3 AAG| 000 009 000 012 -008 03¢ .026 003 000 008 -0.14 -0.18
4 AAT | 000 003 000 020 ©I5 044 050 037 000 029 09 0.37
$§ ACA| 000 038 000 o041 -054 001 034 002 000 051 006 015
6 ACC| 000 -017 o000 007 017 002 002 008 000 036 043 .047
7 ACG| 000 075 000 045 004 0S54 005 035 000 088 066 034
8 ACT | 000 -054 000 4] 035 -046 024 041 000 019 09 0.19
9 AGA | 000 047 000 016 ©42 068 024 067 000 044 053 007
10 AGC 000 -0.28 000 -0.19 0.58 0.31 043 0.55 0.00 a.l13 0.30 0.30
It AGG| 000 076 000 040 011 073 039 00§ 000 057 065 020
12 AGT | 000 -030 000 040 -034 -005 023 000 060 022 028 00l
13 ATA | 000 038 000 .009 036 006 -009 -024 000 021 005 -0.30
14 ATC | 000 -018 000 022 050 -036 039 -0.13 000 060 043 015
15 ATG | 000 -002 000 002 013 025 027 016 0060 003 000 -0.03
16 ATT | 000 008 000 012 013 016 020 -012 000 D05 065 -0.04
17 CAA | 000 001 ©00 024 -022 .006 -001 -000 000 005 004 -0.14
18 CAC| 000 -012 000 003 -001 -027 012 -018 000 036 051 -0.11
19 CAG| 000 00) 000 015 -006 038 020 023 000 2001 002 007
20 CAT | 000 -007 000 016 004 022 025 016 000 024 078 0.3
2l CCA| 000 038 000 049 -044 005 031 OIS 000 0.8 051 038
2 ccc | 000 017 000 021 02 -038 004 027 000 056 D42 -0.51
22 CCG | 000 033 000 020 -020 037 000 016 000 026 2021 050
24 CCT | 000 -051 000 057 -065 -065 049 -065 000 .039 087 -039

99



25
26
27
28
29
30
3
32
33
34
35
36
37
38
39
40
al
42
a3

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

61
62
63

CGA
CGC
CGG
cGT

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT

TGC
T1GG
TGT

TTC
TTG

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.48
-0.05
0.81
-0.05
0.34
-0.56
033
-0.43
0.08
-0.09
-0.18
-0.20
0.53
-0.04
0.58
-0.56
0.34
002
0.70
-0.12
0.44
-0.08
0.67
-0.39
0.060
-0.30
0.00
-0.30
0.59
0.1t
0.74
-0.27
0.00
-0.14
Q.10
0.1
0.62
0.13
0.38

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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0.25
0.07
0.54
0.25
0.14
0.53
0.25
0.55
0.05
0.2s
-0.07
0.09
0.48
40.28
0.34
0.56
0.15
0.04
0.31
0.26
0.44
.22
0.40
0.49
0.00
032
0.00
0.33
0.54
0.46
0.58
£.22
0.00
0.09
£.07
0.04
0.31
0.12
0.01

0.42
0.2)
0.3%
<0.22
0.12
-0.30
043
0.57
Q.11
0.16
-0.16
0.25
-0.65
0.14
0.33
-0.36
0.13
0.41
0.52
-0.34
0.06
0.3]
0.59
-0.28
0.00
0.29
0.00
0.10
-0.55
0.04
-0.05
-0.51
0.00
-0.03
-0.38
-0.50
-0.06
0.02
017

0.20
0.2}
0.8S
+0.18
0.31
-0.67
0.82
-0.76
0.03
-0.21
0.07
0.12
0.31
-0.06
0.69
-0.42
072
0.3
0.84
-0.30
0.17
-0.13
0.79
«0.54
0.00
0.27
0.00
-0.28
0.07
-0.15
0.49
-0.54
0.00
0.13
049
-0.31
0.04
-0.40
0.55

100

0.14
0.11
0.56
008
025
-0.19
0.21
0.52
0.32
0.34
-0.24
0.37
.0.21
0.13
0.29
€027
-0.49
0.38
0.42
20.35
0.14
0.23
0.27
0.23
0.00
0.23
0.00
0.34
-0.40
027
0.02
0.26
0.00
0.19
035
030
026
018
0.35

0.36
0.25
0.76
0132
03]
-0.68
053
-0.74
0.20
0.14
-0.06
032
023
020
041
-0.48
047
04s
0.68
-0.42
0.8
0.16
061
-0.58
0.00
0.04
0.00
031
-0.17
-0.10
0.38
.53
0.co
-0.04
0.40
-0.26
0.13
0.24
0.34

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.55
0.29
0.67
0.01
0.
042
0.30
£0.39
0.29
0.36
0.30
0.10
0.72
0.49
0.66
0.08
0.07
0.20
0.79
0.15
0.38
0.35
0.9
0.26
0.00
.33
0.00
0.03
0.03
0.53
0.48
020
0.00
0.15
0.10
0.37
-0.08
0.25
0.03

0.38
.43
0.74
0.46
0.43
0.32
0.17
041
0.21
0.60
-0.32
0.90
0.02
0.48

0.29

0.94
0.21
0.44
0.78
0.52
0.02
£0.61
0.37
0.79
0.00
-0.51
0.00
0.78
0.00
0.45
0.40
0.96
0.00
0.33
0.00
0.61
0.11
0.52
0.21

0.43
-0.14
0.61
0.03
-0.14
-0.36
0.37
-0.45
0.14
-0.09
-0.37
0.34
041
-0.60
0.55
-0.22
-0.12
0.22
0.46
-0.04
-0.04
-0.29
0.47
-0.22
0.00
0.17
0.00
0.31
0.40
-0.50
0.62
0.03
0.00
-0.18
-0.11

. 0.09

-0.13
-0.08
-0.17
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64 TIT I 000 010 o000 007 008 .003 035 Q08 000 OI0 080 025

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

49 50 51 52 s3 54 55 56 57 58 59 60

Tabla C. 5 continuacion

61 62 63 64
TTA TTC TIG TIT
1 AAA | 015 -003 040 023
2 AAC | 046 -030 058 019
3 AAG | 002 -022 002 -0
4 AAT | 023 004 006 020
5 ACA | 050 016 -040 0.3
6 ACC | 043 -019 053 001
7 ACG | 024 041 034 027
8 ACT | 024 034 032 009
9 AGA | 034 066 001 030
10 AGC | 065 004 067 027
11 AGG | 024 o061 -044 037
12 AGT | 006 -013 027 032
13 ATA | 057 025 057 049
14 ATC | 066 -016 069 037
15 ATG | 036 005 021 013
16 ATT | 003 0.6 035 0.2
17 CAA | 011 039 005 005
18 CAC | 053 -016 068 008
19 CAG | 007 -0.16 -025 -0.04
20 CAT | 024 003 021 00
21 CCA | 032 019 026 0.2
22 ccc | 032 002 040 0.04
23 CCG | 003 009 012 0.00
24 CCT | 007 007 031 005
25 CGA | 047 0142 044 009
26 CGC | 038 010 048 -0.08
27 CGG | 036 078 044 038
22 CGT | 002 005 013 -024
29 CTA | 046 018 D47 0.3
30 CTC { 077 026 085 0.5
31 CIG | 022 009 007 -0.08
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32 CTT 012 015 030 00
33 GAA | 024 051 039 016
4 GAC | 039 005 0359 033
35 GAG | -025 038 035 042
36 GAT | 039 018 018 001
37 GCA | 041 006 035 0.9
38 GCC | 047 046 057 0.0
319 GCG | 027 029 029 007
40 GCT | 021 -004 027 -017
41 GGA | 066 018 045 037
42 GGC | 032 o008 041 003
43 GGG | 049 057 040 034
44 GGT | 019 0.2 048 -023
45 GTA | 048 0.9 053 027
46 GTC | 062 -010 071 .15
47 GTG | 012 016 028 0.14
48 GTT | ©I6 008 025 0.1
49 TAA | 000 000 000 000
560 TAC | 066 -028 072 028
st TAG | 000 000 000 0.00
s2 TAT | 010 -0.15 010 0.4
$3 TCA | 053 009 033 0.8
sa - TCC | 048 o000 058 023
S TCG | 023 0.2 039 009
56 TCT | 014 009 001 002
$7 TGA | 000 o000 000 0.0
58 TGC | 041 003 055 0.0
59 TGG | 009 022 o001 -0.14
60 TGT | -015 043 007 -0.16
61 TTA | -042 0.9 043 000
62 TIC | 052 039 050 -0.15
63 TIG | 031 018 054 0.15
64 TIT | 034 014 ©023 039
TTA TIC IIG TIT

61 62 63 &4
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Tabla C.6: matriz CPW secuencias muy expresadas de Escherichi coli K12 (codoén izquierdo indicado en la columna
2, codon derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: E. coli, Dato de secuencia: genoma completo de E. colj

Grupo muy expresado: 100 secs.
) 2 3 4 5 6 7 3 9 10 u 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
035 D047 055 083 088 .033 081 059 100 049 100 088
AAC| -040 -058 048 029 078 061 068 035 100 055 100 080
AAG| -059 002 025 08 061 043 100 040 100 D41 100 100
AAT{ 086 060 100 100 100 052 160 005 100 100 100 100
ACA{ 079 075 100 100 100 100 070 052 100 064 100 100
033 065 057 0S5 064 043 074 D69 031 041 LOD 100
ACG| 0% 038 067 100 100 074 057 031 100 100 100 1CO
ACT| -022 036 006 052 100 -056 031 062 100 100 100 048
AGA| 100 100 100 100 100 100 100 00 100 1.00 .00 1.00
10 AGC| 008 -035 010 074 100 014 082 100 100 022 100 100
11 AGG)| 100 100 100 100 100 1060 160 100 100 100 100 100
12 AGT| 100 ©0S6 100 100 100 080 100 100 100 (00 100 1.00
13 ATA| 100 100 100 100 100 160 100 100 100 100 100 1.00
14 AaTc| 053 072 038 055 100 058 085 077 160 -020 100 0.67
15 ATG| 012 -038 029 074 064 -025 048 029 100 013 100 079
16 ATT| 064 073 093 095 08 046 087 002 100 093 100 100,
17 CAA] 071 047 100 068 100 065 081 007 160 100 100 054
18 CAC{ -051 -065 .60 100 100 -065 100 -072 100 -063 100 -0.10
19 CAG| -033 .046 011 040 079 032 100 075 100 041 100 100
20 CAT| 092 000 073 100 100 057 077 024 100 055 100 100
21 CCA| 043 030 100 07t 160 -007 100 043 100 028 100 1.00
22 cCcC| 100 100 100 100 )00 100 100 100 100 100 100 100
23 CCGJ 043 064 008 079 047 -052 100 -071 100 00l 100 054
24 CCT| 045 100 100 031 100 048 100 031 100 100 100 1.00
25 CGA| 100 100 100 100 100 100 100 049 100 100 1.00 (.00
26 CGC| 043 039 017 091 100 042 100 -0.14 100 052 100 100
27 CGG| 160 100 100 100 00 100 (60 100 100 100 LOD 100
28 CGT| 045 059 059 D041 020 054 062 08 100 023 100 0.3
29 Cra|l 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1.00 1.00
30 Crc| 0% o038 074 100 100 066 100 055 100 046 100 1.00
3l CIG| -053 069 002 073 064 -060 066 -076 100 035 100 090
32 CTT| 084 079 100 100 100 100 400 100 100 073 100 .00
33 GAA| 011 045 076 069 089 -043 063 -064 100 026 100 0.76

;
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104

M4 GAC| 051 063 051 091 076 .058 066 051 100 .06 100 1.00
35 GAG| -0105 021 014 100 100 079 100 024 100 086 100 1.00
16 GAT| 061 020 o064 100 100 -022 100 O0J2 100 092 100 1.60
37 GCA| 037 045 091 100 024 -055 088 080 100 007 100 075
38 GCCJ 071 049 093 094 080 065 09 039 100 0.7 100 0.8l
39 GCG| 018 022 003 05 085 012 08 -043 (00 076 100 085
4 GCT) 064 079 042 068 100 .055 036 061 100 065 100 100
"4l GGA| 084 068 100 100 100 084 100 100 160 076 100 1.00
42 GGC| 029 027 051 064 085 .00 086 021 00 032 100 077
4 GGG| 082 100 100 100 100 100 (00 069 100 100 100 1.00
44 GOT| -057 064 024 044 064 029 032 08 100 004 100 0.86
48 GTA| 015 .064 100 067 031 050 -0.13 085 100 021 100 0.6l
a6 orc| 073 025 075 100 100 029 100 025 100 026 100 1.00
47 GTG| 004 023 063 09 100 004 08 050 100 083 100 0.68
48 GTT| 047 -070 053 050 100 -038 09 047 100 037 100 1.00
49 TAA| 000 000 OO0 OO0 00D 000 000 000 000 000 000 0.00
50 TAC| 047 071 029 084 100 068 100 073 100 064 100 100
si TAG| 000 000 000 000 00D 000 000 000 000 000 000 0.00
52 TAT] 052 050 082 1.00 100 047 100 080 100 072 100 1.00
3 TCA{ 100 046 100 100 1CO 100 100 024 160 100 100  1.00
s4 Tcc| -063 073 057 o7 031 078 100 069 100 077 100 1.00
s TCG| ©0S1 100 068 $00 100 100 100 049 100 100 10O 1.00
6 TCT|-056 076 0631 100 029 077 100 083 160 100 160 1.00
ST TGA| 080 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
$28 TGC| 022 028 100 100 100 -D48 100 027 100 023 Lo 0.0
% TGG| 023 037 100 071 100 020 032 039 100 028 100 1.00
60 TGT| -025 057 100 100 <015 066 100 -078 100 100 100 1.00
6l TTA| 094 100 100 100 100 (00 160 064 100 078 100 100
62 TIC| 049 069 o014 065 051 061 100 077 100 030 - 100 100
63 TIG| 081 083 100 1060 053 100 100 063 100 05 100 100
64 TIT| 054 047 049 o094 082 073 100 000 100 076 1.0 100
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
! 2 3 4 5 6 7 3 ° 10 U 12

Tabla C.6 continuacién
13 14 15 16 7 18 19 20 2 » 23 24

ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT

AAA | 100 036 004 0aa 020 051 0616 100 D017 100 005 038
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT

CAG
CAT
CCA

CCG

CGA

GAC
GAG
GAT

1.00
1.00
1.00
t.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
160
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

"1.00

1.00
1.00
1.00
t.00
1L.00
1.00
1.00
1.00
£.00
1.00
1.00

-0.72
-0.49
0.62
0.8
-0.67
1.00
-0.64
1.00
-0.37
1.00
0.84
1.00
-0.70
-0.48
023
032
-0.73
-0.58
0.53
-0.61
0.70
-0.58
0.53
0.58
0.54
1.00
-0.74
1.00
0.14
0.71
0.78
-0.56
0.66
0.30
-0.30
-0.56
0.50
0.07
-0.78

-0.41
0.15
0.87
1.00
047
0.73
0.35
1.00
038
1.00
1.00
100
-0.53
0.00
0.82
0.66
038
0.26
0.46
0.57
1.00
0.37
049
1.00
0.10
1.00
“0.40
1.00
0.81
043
1.00
0.1
-0.35
0.27
0.33
L9
0.60
0.0

£0.07 -
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0.69
0.32
0.94
1.00
0.30
0.80
0.3s
1.00
0.63
1.00
0.86
1.00
0.04
0.64

0.38.

0.9}
0.27
0.31
0.76
0.84
1.00
0.24
1.00
1.00
0.35
1.00
0.14
1.00
0.64
0.25
1.00
0.66
0.3%
0.78
0.85
0.47
0.70
0.17
0.49

0.54
0.24
1.60
1.00
0.19
0.56
-0.44
1.00
1.00
1.00
0.53
1.00
0.45
0.33
1.00
0.82
1.00
Q.52
1.00
0.37
1.00
033
1.00
1.00
1.00
1.00
0.55
1.00
063
-0.28
1.00
0.49
0.87
048
0.68
0.76
1.00
0.72
0.37

.0.70
0.64
071
1.00
047
0.44
-0.85
1.00
-0.51
1.00
1.00
1.00
-0.68
-0.43
-0.09
0.1
-0.72
-0.58
0.09
0.59
1.00
-0.70
1.00
1.00
0.30
1.00
0.73
1.00
0.47
-0.75
1.00
-0.28
-0.66
0.64
-0.28
-0.47
1.00
-0.52
-0.76
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£.56
-0.50
0.70
0.76
0.0l
088
0.73
1.00
0.17
1.00
1.00
1.00
-0.42
-0.15
0.24
038}
-0.52
048
-0.10
(J‘34I
1.00
-0.53
0.80
1.00
044
1.00
0.69
1.00
0.61
0.54
1.00
0.12
0.57
0.52
0.16
036
041
0.04
0.70

0.47
0.54
1.00
1.00
0.61
1.00
1.00
033
0.78
1.00
1.00
1.00
0350
0.56
0.72
0.58
0.55
0.78
1.00
0.69
1.00
0.56
0.63
1.00
0.87
L.00

0.02 .

1.00
1.00
0.67
1.0
0.67
0.34
0.51
0.94
0.69
0.76
0.6}
0.18

0.2
0.
0.81
1.00
0.37
0.49
0.58
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.18
024
0.86
1.00
-033
0.78
1.00
1.00
1.00
0.42
1.00
1.00
0.78
1.00
0.29
1.00
1.00
0.48
1.00
022
0.5t
1.00
0.42
041
1.00
0.65
022

1.00
1.00
10O
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.73
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.co
1.00
1.00
1.0
1.00
1.00
.00
1.00
0.34
1.60
1.00
1.00
1.00

1.00

0.55
1.00
0.73
1.00

0.62
£0.61
0.46
0.81
0.05
0.36
-0.82
1.00
£.29
1.00
0.48
.00
0.57
€0.17
0.02
-0.04
-0.64
£0.49
040
0.23
1.00
.50
1.00
10D
036
1.00

.0.66
1.00

0.82
.60

0.6
0.06
.40
0.438
038
0.62

0.92
0.27
0.70

0.82
-0.03
1.00
1.00
0.81
0.69
-0.60
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
-0.31
0.30
1.00
0.00
1.00
0.48
0.33
1.06
1.00
-0.36
1.00
1.00
.20
1.00
-0.61
1.00
1.00
-0.02
1.00
-0.02
1.00
0.62
0.65
-0.06
0.45
1.00
1.00
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41 GGA | 100 100 088 100 100 )00 100 100 100 100 023 10D
a2 GGC | 100 025 007 058 o092 039 026 087 043 07 013 077
43 GGG | 1060 071 100 08¢ 100 007 088 100 049 100 027 1.00
44 GGT | 100 075 045 004 080 -067 071 001 032 100 064 046
45 GTA | 100 052 056 051 031 -068 -065 033 047 100 -063 -0.55
46 GTC | 100 044 077 083 100 100 049 076 02t 100 053 037
47 GIG | 100 -010 006 076 O 082 093 100 054 100 056 063
48 GIT | 100 -078 003 061 039 080 -065 020 033 (00 055 -0.53
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 0C0 000 000 000
50 TAC | 100 -074 0SS 033 100 -066 055 -002 023 100 048 1.00
51 TAG | 000 000 000 000 000 000 00G 000 000 000 000 000
$2 TAT | 100 057 091 078 100 018 001 100 071 100 026 030
53 TCA | 100 100 072 100 100 100 069 100 100 100 068 100
54 TCC | 100 -081 061 004 100 069 050 060 100 100 -062 1.00
S5 TCG | 100 088 011 074 100 100 100 100 029 100 0I5 1.00
56 TCT | 100 -078 047 072 100 -086 -0.82 058 100 100 -085 0.09
57 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0060 000 000
$8 TGC | 100 -024 007 100 100 -0.58 045 055 005 100 -058 100
59 TGG | 100 -028 000 018 100 057 -034 100 100 100 047  1.00
60 TGT | 100 073 010 100 0584 025 100 044 -0.16 100 057 1.00
61 TTA | 100 160 100 085 100 100 100 100 160 100 100 1.00
62 TIC | 100 074 030 073 100 -079 071 041 023 1.00 073 -028
63 TIG | 100 ©082 023 (00 100 100 034 067 058 100 070 1.00
64 TIT | 100 019 032 08 100 100 09 100 100 100 100 100
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG cCT

3 4 15 16 17 18 18 220 2 2 3 20

Tabla C.6 continuacién

25 26 27 8 29 30 31 32 3 34 ¥ 36

CGA CGC CG6 C€GT CTA CTC CIG CIT GAA GAC GAG GAT

1 _AAA| 100 043 100 D36 100 076 046 085 017 053 032 026
2  AAC| 100 026 100 070 042 038 -066 080 047 062 015 00l
3 AAG| 033 032 100 061 100 019 041 073 095 082 100 084
4 AAT| 100 100 400 100 100 100 074 160 082 059 079 085
S ACA| 100 100 100 034 100 100 08 00 O04f 041 074 1.0
6 ACC| 100 033 100 056 100 062 -045 061 036 040 022 031
7 ACG| 100 090 100 079 100 100 031 100 089 100 100 . 1.00
8 act| 100 059 100 077 032 100 075 100 061 08 018 -0.27
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
cCC
CCG
CcCT
CGA

GAC
GAG
GAT

§8RERERS

GTA
GTC
GTG

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
027
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
100
1.00
LO0
1.00
1.00
1.00
083
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.33
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
0.07
1.00
1.00
1.00
034
0.35
0.55
0.86
-048
0.01
0.68
0.68
1.00
-0.58
0.23
100
0.28
1.00
034
L.o0
1.00
-0.40
1.00
051
-0.37
-0.25
0.48
0.13
0.63
0.34
-0.50
1.00
0.29
1.00
0.10
0.25
1.00
0.83

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
100
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.60
1.00
1.00
L.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.60
1.00
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1.00
0.69
1.0
1.00
1.00
063
0.49
0.12
0.07
0.66
0.57
0.66
0.32
1.00
0.45
1.00
1.00
0.34
1.00
0.65
1.00
0.79
0.70
1.00
0.38
L.712
0.56
0.50
.62
0.67
0.37
20.69
0.65
0.39
1.00
.74
0.76
0.60
0.12

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
L.00
0.56
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.67
0.27
0.64
0.1
0.62
-0.07
1.00
033
1.00
0.76
1.00
1.00
0.79
1.00
0.33
1.00
0.37
-0.05
1.00
093
0.15
0.85
090
0.40
1.00
0.52
1.00
1.00
0.3
1.00
0.85
0.66
1.00
0.72

1.00
-0.43
1.00
0.90
1.00
-0.59
-0.41
€.13
0.26
0.69
-0.53
0.58
072
1.00
-0.69
0.66
072
-0.02
1.00
0.73
1.00
0.87
-0.69
0.7}
047
-0.65
0.47
-0.07
-0.58
0.41
0.48
-0.69
1.00
-0.29
093
-0.72
0.75
0.75
-0.10

100
045
1.00
1.00
1.00
0.13
085
1.00
0.70
046
022
1.00
1.00
1.00
0.76
0.18
1.00
0.79
1.00
0.09
1.00
0.37
0.47
1.00
0.66
0.32
0.70
090
1.00
1.00
0.52
0.20
1.00
049
1.00
0.24
032
1.00
1.00

1.00
0.20
1.00
0.7%
1.00
057
-0.10
0.53
0.65
0.55
0.36
045
0.35
0.88
038
0.1
1.00
0.08
1.00
049
1.00
0.08
0.52
0.61
025
.54
097
0.44
0.37
0.54
0.52
0.74
1.00
038
0.94
0.44
0561
0.76
0.30

1.00
0.9
1.00
0.7%
t.00
0.72
-0.45
0.57
0.03
0.70
-0.40
0.25
0.53
1.00
051
-0.31
047
0.13
1.00
0.68
047
-0.66
047
041
0.57
0.66
1.00
-0.28
042
0.05
0.62
-0.86

1.00 .

0.62
1.00
0.54
0.52
033
0.73

1.00
0.75
1.00

. 1.00

1.00
-0.08
0.24
0.86
0.14
0.06
0.60
1.00
046
1.00
0.81
0.14
1.00

063 -

.00
<0.19
1.00
0.3]
0.32
-0.28
0.40
-0.20
0.9}
0.71
010
0.95
092
-0.27
1.00
0.45
0.88
0.51
-0.06
0.92
1.00

1.00
0.3
1.00
0.88
1.00
-0.07
0.49
0.50
0.83
033
-0.04
1.00
0.64
0.73
01?7
0.78
1.00
0.22
1.00
0.28
0.68
0.45
-0.07
0.67
0.08
0.30
1.00
0.73
0.70
0.77

077

-0.38
0.90
029
0.86
0.43
0.44
0.92
0.84
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48 GIT| 049 037 100 069 100 000 -066 080 065 077 001 - -04l
4 TAA| 000 000 o000 000 000 000 000 000 0C0 000 000 000
0 TAC| 026 038 100 07 100 031 -065 026 0645 061 DOl 000
s TAG| 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
s2  TAT| 100 091 160 035 100 o017 019 072 041 0.0 045 064
53 TCA| 100 100 180 100 100 100 087 100 061 074 100 100
s Tcc| 180 026 100 076 100 050 -064 100 005 060 -039 050
ss TCG| 160 100 100 100 1200 180 ©€09 (00 OO 00  1.00  1.00
s6 TCT| 100 022 100 072 100 100 -081 047 076 086 048 -.040
57 TGA| 000 000 000 000 000 00D 000 000 000 000 000 060
8 TGC] 100 026 100 075 100 -0.9 -061 100 036 041 042 100
59 TGG 1.00 0.17 .00 043 1.00 040 -043 100 026 0.5 0.77 0.32
@ TGT| 100 100 100 160 100 100 036 036 035 065 027 037
61 TTA| 100 08 100 08 100 180 100 100 100 070 100 082
& Trc| 100 045 100 075 100 062 -073 -035 040 064 009 002
63 TTG 100 084 1.00 100 1LCO 1.00 0.78 048 0.94 0.55 0.86 .91
64 TIT| 100 100 100 080 100 100 093 100 023 005 067 082
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 W 3 32 33 M 35 36

Tabla C.6 continuacién
37 iz 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GIG GTT
1 AAA -0.28 0.55 019 D59 1.00 -D.35 0.79 -0.41 036 0.58 -0.03 -0.51
2 AAC -049 044 Q.30 -0.56 1.00  -043 1.00 -0.61 069 0.33 0.07 .59
3 AAG | 082 100 084 040 100 068 100 062 084 D075 09 079
4 AAT | 061 092 066 011 100 062 100 059 085 100 084 048
5 ACA | 075 061 100 034 100 100 100 047 059 100 100 0.75
6 ACC | 024 066 048 059 075 035 091 065 070 091 050 -073
7 ACG | 07 091 086 O0B4 100 095 100 094 080 100 092 0.8
8 ACT | -080 -045 033 084 100 068 100 072 061 077 060 -067
9 AGA| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1.0
10 AGC | 059 047 051 064 100 045 100 006 079 054 038 -0.22
Il AGG | 100 100 100 100 100 (00 100 100 100 100 100 10D
12 AGT | 075 080 055 100 100 087 100 085 100 100 1.00 1.00
I3 ATA | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1.00 100
14 ATC | 018 001 £20 079 08 028 087 074 034 013 0.9 -078
IS ATG | 008 070 005 059 100 -008 090 038 028 051 052 -048
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CAC
CAG
CAT
CCA
cccC
cCG
CcCcT
CGA
CGC

CGT

GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC

0.40
0.85
0.25
-0.28
0.62
0.29
0.64
-0.58
04)
1.00
-0.20
1.00
<037
1.00
0.64
-0.54
1.00
034
.0.54
093
0.06
031
0.25
0.19
-0.75
1.00
039
0.86
-0.44
041
0.80
0.65
-0.46
0.00
-0.56
0.00
0.19
0.69
0.77

0.50
063
£0.36
0.76
0.'.1 I
0.82
1.00
0.80
078
1.00
0.68
1.00
045
1.00
072
0N
0.57
040
043
1.00
0.75
0.73
056
094
0.15
1.00
0.83
1.00

055

023
0.92
091
0.0%
0.00
0.5}
0.00
o
1.00
0.80

0.34
0.74
0.44
-0.05
0.78
0.44
1.00
045
0.34
1.00
085
1.00
-0.34
1.00
0.57
-0.23
0.78
-0.27
-0.08
1.00
0.63
0.23
0.97
0.73
043
1.00
-0.01
0.91
0.29
£.25
0.76
0.83
0.12
0.00
0.28
0.00
0.38
0.81
0.17
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0.25
0.22
075
0.74
0.26
0.36
0.53
0.68
Q.46
030
0.57
1.00
0.79
1.00
1.00
0.79
0.17
-0.65
-0.73
091
0.35
.68
0.41
0.09
0.87
1.00
-0.58
0.81
0.72
0.46
-0.24
039
.88
0.00
0.67
0.00
-0.40
017
-0.19

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.44
1.00
0.80
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.93
1.00
1.00
0.9
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
Loo
1.00
1.60
0.75
1.o00
1.00
0.00
1.00
0.00

1.00 .

1.00
0.52

044
0.39
-0.41
-0.36
0.65
041
1.00
047
-0.37
1.00
0.10
1.00
0.41
1.00
-0.10
037
0.26
-0.39
-0.52
0.96
054
-0.29
0.96
0.36
-0.73
1.00
-0.32
1.00
0.18
0.53
0.40
0.834
047
0.00
-0.56
0.00
0.74
1.00
0.44

109

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
.00
043
1.00
.00
0.87
1.00
0.86
1.00
1.00
0.87
0.70
0.79
0.79
1.00
1.00
0.74
0.90
092
0.65
1.00
100
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

. 1.00

0.00
1.00
0.00
1.00
0.58
1.00

0.52
0.51
0.72
-0.50
0.49
0.19
1.00
-0.36
0.58
1.00
0.7
1 .00
-0.69
1.00
-0.53
-0.62
0.60
-0.52
-0.66
0.74
0.17
-0.51
-0.05
-0.04
-0.64
1.00
-0.53
091
-0.68
-0.65
-0.34
-0.11
0.70
.00
.64
0.00
o}
0.81
0.719

0.82
073
0.75
.50
1.00
0.44
1.00
0.73
0.57
0.2§
0.66
1.00
0.58
1.00
027
0.70
1.00
0.20
£0.75
1.00
0.51
£0.70
0.36
£0.49
0.65
+.00
40.61
1.00
037
0.594
038
0.19
0.36
0.00
035
0.00
061
1.00
0.8}

0.62
1.c0
-0.11
0.30
1.00
1.00
1.00
0.55
1.00
1.00
0.83
1.00
0.82
1.00
1.00
0.19
1.00
0.37
0.64
0.83
0.78
0.61
0.92
0.
0.49
1.00
0.67
1.00
0.87
1.00
1.00
0.74
0.27
0.00
-0.08
0.60
0.32
1.00
-0.11

1.00 -

0.78
0.83
0.J0
0.88
1.00
1.00
0.58
1.00
1.00
0.42
100
0.54
1.00
1.00
0.02
1.00
0.06
0.02
0.95
0.67
038
0.87
0.70
0.25

100

0.03
1.00
046
0.55
0.74
0.66
0.25
0.00
047
0.00
0.68
0.80
.14

0.09
0.52
-0.80
0.62
0.2
-0.05
0.68
-0.68
0.75
1.60
-0.63
1.00
-0.53
0.37
0.35
-0.68
0.78
-0.63
-0.73
0.93
0.46
032
021
0.17
-0.79
1.00
-0.65
0.87
0.57
0.49
0.27
-0.51
0.76
0.00
053
0.00
0.49
1.00
0.75
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55 TCG 100 100 1.00 035 100 100 100 085 1.0 0.73 1.0 0.77
$6 TCT | -078 -0.19 062 083 .00 052 100 0B84 087 D14 032 074
57 TGA 000 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00 . 0.00 0.00 0.00 0.00
s8 TGC | 067 047 040 055 o0 041 100 060 044 036 025 -0.07
9 TGG | -046 0380 007 0.8 100 02 100 026 028 067 042 -0.48
&0 TGT 057 067 £H21 04 03 007 100 025 .070 100 006 013
6t TTA 071 077 1.00 042 1.00 081 076 0638 04l 1.00 100 082
6 TTC { 037 011 019 063 018 019 o071 072 070 072 043 -0.71
6} TTIG 1.0 038 091 0.80 1.00 1.00 1.00 0.89 0.70 1.00 1.00 0.82
64 TTT 057 054 044 055 100 080 089 023 026 079 069 012
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GTIC GTO GTT
37 8 9 40 4] . 42 43 44 45 16 a7 48
Tabla C.6 continuacion
49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT
1 AAA 000 -0.3! 000 021 1.00 035 066 -0.65 000 -006 0.02 0.20
2 AAC 000 -071 0.00 040 .00 074 08F -0.71 000 -0.62 _ 0.45 0.18
3 AAG 0.00 0.14 000 D35 1.00 0.21 024 -081 000 -0.29 -0.07 0.1}
4 AAT 0.00 1.00 0.00 1.00 100 0.51 1.00 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
5 ACA 060 100 000 1.00 160 100 100 034 Q000 100 040 t.00
6 ACC 000 -0.60 000 0.8 1.00 -0.15 081 -0.69 000 027 053 -061
7 ACG 000 1.00 000 0385 1.00 1.00 1.00 0.67 0.00 1.00 1.00 1.00
8 ACT 000 -0.77 000 0.53 035 088 000 -088 000 045 1.00 1.00
9 AGA 0.00 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
10 AGC 000 -040 0.00 0.49 1.00 -D54 100 -047 0006 028 0.70 0.42
1 AGG 000 100 000 )00 100 100 100 100 000 1.00 1.00 1.00
12 AGT 000 069 000 100 160 032 100 030 000 100 100 100
13 ATA 0.00 1.00 0.00 1.00 1.00 100 100 1.00 000 1.00 1.00 1.00
14 ATC 000 -069 000 028 100 084 034 D64 000 041 058 -053
15 ATG 000 043 000 056 100 D60 080 -042 000 040 000 -033
16 ATT 060 030 000 07 1.00 003 087 -053 000 053 1.006 070
17 CAA 000 040 000 089 )00 054 (.00 160 000 1.00 0.64 .00
18 CAC 000 077 000 06! -027 -040 OO 083 000 060 D57 005
19 CAG 000 .-0.53 000 023 1.00 -0.31 077 -0.80 000 05t 025 0.14
20 CAT 0060 100 000 O 1.00 1.00 1.00 100 000 037 1.00 1.00
21 CCa 0.00 034 0.00 Q.75 1.00 -0.22 1.00 0.)4 000 074 047 1.00
22 CcCcC 600 100 000 1.00 jio0 100 100 100 000 100 100 100
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CCG
cCT
CGA
cGC
CGG
CcGT

TAC

TAG

TAT
TCA
TCC
TCG
TCT
TGA
TGC
TGG
TGT

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

-0.44
-0.77
100
0.01
1.00
-0.64
1.00
-031
-0.67
0.02
-0.54
0.66
-0.07
«0.18
-0.42
0.44
041
-0.83
0.73

036

1.00
-0.68
0.40
-0.02

0.1l
-0.71

0.00
0.78

000

0.8)

024
-0.68

1.00
0382

0.00
-0.76
041

1.00

0.6}

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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0.37
0.70
1.00

050

1.00
0.16
1.00
1.00
0.24
1.00
0.64
0.37
0.65
0.8
0.68
0.08
100
0.00
100
0.57
1.00
0.16
0.64
0.87
0.77
0.16
0.00
0.6l
0.00
1.00
1.00
0.53
100
0.03
0.00
1.00
0.52
1.00
1.00

0.44
0.05
1.00
1.00
1.00
0.13
1.00
1.00
0.74
037
1.00
o
1.00
0.83
0.69
1.00
LCO
160
0.46
1.00
1.00
0.15
1.00
1.00
1.00
1.00
0.00
1.00
0.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.14
0.00
1.00
1.00
1.00
.00

-0.52
-0.68
1.00
Q.11
1.00
0.75
1.00
-0.50
-0.60
035
-0.56
-0.80
-0.53
-041
-0.43
0.42
o.11
-0.81
t.00
033
1.00
0.79
-0.82
072
0.35
-0.81
0.00
.76
0.00
0.22
1.00
-0.6]
t.00
-0.84
0.00
-0.58
-0.50
-0.01
1.00
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1.00
1.00
1.060
t.00
1.00
0.77
1.00
1.00
0.70
1.00
o717
0.54
1.60
1.00
0.76
1.00
0.72
0.37
100
1.00
1.00
0.87
1.00
1.00
1.00
1.00
0.00
0.67
0.00
1.00
1.00
0.35
1.00
-0.6)
000
0.23
1.00
1.00
1.00

0.78
-0.58

1.00
0.14

1.00
-0.87

1.00
-0.36
.80
£.52
-0.57
049
£0.60
0.15
0.70
£.38
0.51
-0.89

1.00

- 040

036
.87
.34

0.71

033
-0.85

0.00
0.717

0.00

1.00

0.14
052
026
-0.88

0.00
0.76
-0.71
-0.04

1.00

&.c0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
¢.00
0.00
0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.¢0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.60
0.00
0.00

000

0.00
0.00
0.00
0.00

0.32
1.00
1.00
0.36
1.00
-0.70
1.00
1.60
+0.48
-0.25
0.40
£.62
0.25
0.43
0.50
0.22
0.41
0.62
1.00
0.32
1.00
0.62
-0.46
1.00
-0.02
-0.61
0.00
0.7

0.00 -

1.00
1.00
0.71
1.00
044
0.00
£.54
1.00
.00
1.00

.41
1.00
1.60

0.52
1.00
0.56
1.0
1.00

-0.44
1.00
0.28

-0.61

-0.38
0.94

0.62

-0.02
0.69
0.65
1.00

-0.50
1.00
0.44

0.
0.65
0.17

0.70
0.00

-0.57
0.00
1.00
0.32

-0.80
1.00
0.43
0.060

0.44
0.00
1.00
1.00

-0.41
1.00
1.00
1.00
1.00
0.15
1.00
1.00

-0.42
1.00

-0.34
0.40
0.44
0.46

-0.47
0.02

-0.10
1.0
1.00

-0.07
1.00

-0.03

-0.68
1.00
1.00
0.54
0.00
1.00
0.00
0.34
1.00

-0.54
.00

-0.55
0.00

-0.26

-0.56
1.0
1.0
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62 TIC 0060 -074 000 0.1 100 07 072 08 000 069 057 .0.15

63 TIG 0.00 160 000 100 )00 100 100 0I5 000 1OO 047 )00

64 TTT 000 O0B2 000 087 60 056 100 100 000 1.00 (00 1.00

TAA TAC TAG TAT TICA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Tabla C.6 continuacion

61 62 63 64
TTA TTC TIG TIT
1 AAA 087 -043 087 069
2 AAC 1.00 -0.72 0.8) 0.57
3 AAG | 078 -053 078 042
4 AAT 0.80 1.00 1.00 093
5 ACA 1.00 1.00 1.00 1.00
6 ACC 084 -059 1.00 0.28
7 ACG 075 04} 074 079
8 ACT 100 -064 058 031
9 AGA 100 - 1.00 1.00 1.00
10 AGC 1.00 -0.48 056 088
11 AGG 1.00 1.00 1.00 1.00
12 AGT 1.00 0.40 0.59 1.00
13 ATA 100 100 100 100
14 ATC 1.00 049 1.00 0.2¢9
15 ATG 076 -0.52 076 081
16 ATT 1.00 0.05 085 0.88
1?7 Caa 1.00 1.00 1.00 (.88
18 CAC 160 077 056 049
19 CAG 1.00 . 066 075 058
20 CAT 1.00 0.74 0.67 1.00
21 CCA 1.00 1.00 1.00 1.00
22 CCC t.00 1.00 1.00 1.00
23 CCG 080 070 041 040
24 CCT 100 066 100 0.50
25 CGA 1.00 1.00 1.00 100
6 CGC 100 048 1.00 036
27 CGG 100 t.00 .60 1.00
28 CGT 100 -0.61 1.00 051
29 CTA 1.00 1.00 1.00 .00
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30 CTC | 100 100 100 073
31 CTG | 057 -072 o046 044
32 CIT | 100 027 100 100
33 GAA | 095 035 095 076
34 GAC | 08 -074 058 040
35 GAG | 088 .063 100 046
36 GAT | 084 022 084 087
37 GCA | 100 -070 083 029
38 GCC | 100 -006 100 084
39 GG | 100 044 200 076
40 GCT | 078 044 100 o073
41 GGA | 100 100 100 1.00
42 GGC | 100 060 090 033
43 GGG | 100 084 100 1.00
44 GGT | 076 -048 088 036
45 GTA { 100 -063 045 000
46 GTC 100 -043 1.00 0.76
47 GTG | 100 -055 077 0.72
48 GTT | 100 006 084 090
49 TAA | 000 000 000 0.0
so TAC| 100 -075 100 o042
51 TAG 0.60 0.00 0.00 0.00
52 TAT | 100 o065 100 091
53 TCA 100 1.00 1.00 1.00
s4 TCC | 059 -079 059 033
5§ TCG | 100 042 100 078
56 TCT | 058 -073 057 030
57 TGA | 000 000 000 0.0
58 TGC | 100 0.16 100 -0.47
59 TGG | 051 -045 100 06l
60 TGT | 100 -005 100 1.00
61 TTA | 100 100 160 1.00
62 TTC | 100 -076 100 016
63 TIG | 100 070 058 1.00
64 TIT | 100 100 100 092
TTA TIC TIG TIT

6 6 & 64
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Tabla C.7: matriz CPW genoma completo de Bacillus amyloliguefaciens (codon izquierdo indicado en la columna 2,
codon derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: B. amyloliqueaciens; Dato de secuencia: genoma completo
de B. amyloliqueaciens.

1 2 k) 4 5 6 7 8 9 10 i1 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
005 025 009 000 034 .002 -0.08 042 03 040 -031 -0.19
AAC 0.05 0.1t 011 007 021 018 008 018 048 061 -054 -058
AAG 012 035 023 038 032 03 020 037 018 020 004 0.2)
AAT | -0.12 o007 010 012 023 005 -0.15 000 053 079 064 032
ACA | 043 044 032 032 020 029 002 -027 063 D38 D68 -044
060 033 056 -0.01 050 032 064 008 005 034 045 0.3}
ACG 005 024 010 031 016 009 -028 016 046 000 037 027

:

ACT 048 067 064 051 0.44 0.50 0.71 0.08 046 050 0.22 0.53
AGA 060 -052 064 D44 042 .032 D41 029 012 048 038 -035

LI R L . T P I X
&
(9

10 AGC | -0.01 019 008 001 001 -014 010 008 032 030 060 .-0325
i1 AGG | 006 017 024 008 009 029 -0.11 0.09 023 0.19 013 -028
12 AGT 008 061 016 012 026 048 032 0.24 060 0389 0.56 0.62
13 ATA 054 026 035 019 027 0.05 0.19 -0.15 045 0.2y 040 -0.16
14 ATC 024 -006 016 015 016 -020 025 <004 060 D45 059 044

15 ATG 004 006 007 005 008 0065 008 004 046 0.9 037 -0.17
16 ATT 0.02 028 018 046 020 001 005 - 001 063 09N 0.74 a.70
17 CAA | 039 046 041 029 015 -028 -0.02 019 022 043 026 -023
18 CAC 034 006 0.7 005 029 -002 027 0.3} 002 046 021 -033
19 CAG 048 039 033 043 0N 0407 -0.08 005 067 0.5 054 0.54
20 CAT | 020 o002 013 001 -2 -006 <015 002 079 082 076 061
21 CCA | 026 .045 025 020 -029 -042 014 -066 -047 044 053 -047
2 CCC 072 058 053 035 065 027 0353 036 0.6} 0.67 075 050
23 CCG | 0.14 -013 029 -0.26 014 -018 013 -043 002 005 037 0.8
24 CCT 030 042 046 056 039 060 074 D04 075 077 07 0.58
25 CGA | 018 022 o011 £15 o004 -014 001 032 048 055 033 -056
26 CGC 056 000 000 026 048 006 -0.I8 045 072 007 043 0.22
27 CGG 008 047 0.9 009 024 038 .19 0.01 070 048 066 060
28 CGT 042 071 048 048 037 053 029 003 097 08 084 0.74
29 CTAa | 019 020 921 Q03 004 007 048 036 <048 014 052 -04]
3o CrC 063 054 039 029 051 013 040 023 037 014 034 030
31 CTG 015 0.8 030 015 029 026 0249 .029 00! 028 002 033
32 Crr 064 059 075 059 049 042 070 045 070 087 056 064
33 Gaa | 016 024 003 000 -027 -0.48 007 034 005 035 017 022
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34 GAC 013 007 017 009 032 000 004 018 .036 -058 049 .051
35 GAG 029 029 021 03 039 044 004 045 039 021 046 0.12
36 GAT | 009 009 016 006 -013 040 -0.17 001 073 08 072 066

37 GCA | 048 050 048 037 -034 .04 006 .05 025 051 D41 -050
38 GCC 025 027 027 015 032 O0t4 0350 006 0.11 038 049 017
39 GCG 014 008 .021 021 -013 002 031 008 030 006 01313 0.45
40 GCT 040 055 06} 0.55 032 045 063 033 089 091 0.28 0.84
41 GGA | 046 041 025 -038 -033 021 037 .015 -035 048 026 -030
42 . GGC 0.43 007 005 015 019 -002 009 009 -013 03 023 -.048
43 GGG | 004 037 020 000 022 065 024 027 023 037 044 0.34
44 GGT 023 064 050 040 022 060 013 019 085 092 075 0.44

45 GTA | 045 039 035 025 -019 018 022 022 034 004 037 -0.18
46 GTC | 021 006 038 016 013 018 011 -007 -044 039 031 -045
47 GTG | 017 000 £28 ©10 -010 -001 -032 019 020 031 022 049
48 GIT | 040 064 052 040 034 040 048 023 067 094 071 065
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 6.00
0 TAC | 012 -016 006 -017 013 005 -0.14 014 059 055 061 -0.57
51 TAG | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
52 TAT | 004 014 023 014 -015 028 003 008 050 08 059 070
53 TCA | 038 -039 019 039 -028 036 006 0S8 -050 030 042 -026
s¢- TCC | 029 035 046 018 025 0Nl 054 033 044 035 037 -0.08
55 TCG | 035 006 014 022 018 026 031 -024 009 000 016 041
$6 TCT | 004 040 033 024 020 049 063 -001 076 09 075 074
57 TGA { 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
$8 TGC | 021 -016 007 009 027 015 040 038 010 027 039 -0.22
59 TGG | 005 018 010 015 016 021 021 015 032 009 001 -027
6@ TGT | 018 046 000 022 -011 046 -023 000 077 051 074 059
61 TTA | 047 045 045 043 -025 032 019 034 052 0.8 030 -033
62 TIC | 019 001 006 004 025 -020 020 025 062 045 063 -0.41
63 TIG | 025 -009 016 028 -022 0.9 -013 035 027 035 020 0.3
64 TTT | 048 006 013 008 -045 -006 005 004 0S8 093 067 066
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT "AGA AGC AGG ~AGT

Tabla C.7 continuacion

13 14 13 16 17 18 19 20 21 22 ) i 24
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC cCCG CCr

| AAA I 041 020 008 026 009 032 026 020 0.8 045 026 0.34
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AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT

CCC
CCG

CGA

0.24
Q.14
<031
-0.12
-0.09
-0.01
003
-0.40
0.12
-0.35
-0.21
-0.24
als
0.13
-0.0%
-0.31
0.20
022
-0.17
0.00
0.30
0.17
0.24
-0.50
031
<033
Q.12
-0.38
0.28
0.27
0.45
-0.12
o7
0.13
-0.10
-0.03
013
0.19
0.40

0.09
0.18
0.08
0.34
0.0
0.13
0.74
021
001
0.37
023
0.59
011
0.07
0.02
010
0.15
0.00
005
027
0.50
0.25
0.65
020
0.01
031
03]
032
0.20
029
0.55
0.8
004
0.05
0.14
0.11
002
026
0.63

0.09
0.20
.08
0.06
0.43
0.30
0.57
0.37
0.12
0.01
-0.14
0.42
003
0.00

<0.08 -

0.21
0.24
0.17

-0.15
0.04
0.53

-0.26
0.60

0.04
0.30

0.30
0.42
0.38
039

-0.30
0.51

0.09
0.04
0.19

Q.03

0.06
o.n

£0.24
0.60
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¢35
0.20
0.08
035
039
021
046
015
0.1
0.11
0.06
0.61
016
0.10
0.01
0.00
0.19
0.10
0.16
0.19
030
.32
043
o
0.47
0.27
0.18
047
o.n
017
0.42

- 0.16

0.08
0.12
0.16
021
0.25
-0.10
0.40

017
0.00
-0.34
-0.15
0.15
0.25
-0.53
-0.10
-0.03
0.00
-0.25
-0.37
0.49

0.43

-0.36
0.55
0.42
0.07

-0.20
0.19
0.47

-0.18

+0.22
0.12
0.56

-0.23

-0.02

-0.29
0.60

-0.25

-0.27

012

0.31
0.10
0.23
0.10
0.27
-0.15
-0.33

0.25
-0.28
-0.06
0.14
0.24
0.3
029
047
0.10
024
038
0.04
0.49
0.15
0.23
0.69
034
0.37
0.19
0.04
0.40
023
-0.01
038
0.33
€043
0.23
001
0.67
027
0.36
0.34
03s
.0.40
0.25
0.29
0.42
-0.39
-0.21
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0.32
-0.30
£0.07

0.05

0.30
£0.12

0.02
027
0.12
-0.37
-0.06
0.13

0.50
-0.22
-0.25

0.70

0.43
-0.42
0.27

0.36 -

0.62
0.12
0.02
0.09
0.39
-0.39
-0.09
0.66
0.68
0.14
0.24
0.23
0.38
-0.39
0.22
0.19
0.52
-0.28
on

0.10
040
0.18

017
-0.10

0.17
£0.41

0.35
0.16
-0.25
-0.26
-0.12

0.36

0.14
-0.33

0.2

D.15
-0.27
-0.11

0.38

023

0.07
-0.12

0.01

0.40
0.27

0.05
-0.21

0.38
-0.01
0.34

0.34

0.23
0.319
-0.13

0.45

0.17

0.0}

. 0.1)

0.19
-0.30
0.1

0.23

0.22

0.03
-0.03

038

0.50
-0.13
0.29
-0.20

0.38

0.49
0.19

0.5

0.18
0.18
0.24
039
0.28
0.25

0.21
-0.45

007
048
0.40
0.57

0.49

0.28
0.03

0.26

0.27
042
Q.10
£0.03

0.43
0.30
0.28

0.40
-0.28
-0.12

0.1l

0.38
023

0.05

0.49

0.16
031
0.01

0.12

o4

0.3
0.35

0.60

0.39
0.30
0.17

0.20

0.53
£39
0.06

0.31

022
£0.48
-0.24
0.09

0.53
0.4
£0.23

0.4

0.45
0.40

0.00

0.15

0.39
0.4%

0.02

0.24
043
0.22

0.08

0.58
0.27

0.14

040

o.n
0.24
0.03

0.03

0.39
-0.09
0.30

0.82

0.28
£0.32
0.17

0.54

0.69
0.13

033

0.41

0.3}
0.37
0.07

0.37

0.56
038
0.15

0.33

0.238
£0.40
.28

037

070
0338

0.18

0.13
-0.37
-0.18

0.07

0.29
-0.16
-0.42

0.29

0.44

0.21
-0.07
-0.20

0.39
-0.04
-0.23

0.54

0.24
-0.37
-0.16
-0.04

0.27
-0.07
-0.15

0.02

0.55
-0.40
0.15
-0.44

0.31
0.12
-0.40

0.38

0.29
.39
0.12
0.34

0.60
-0.08
0.25
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‘41 GGA | 005 .008 022 000 -030 016 023 L0 017 05t OI8 010
42 GGC | 021 -0.42 007 001 044 0.9 027 007 008 026 023 0.40
43 GGG | -005 034 004 005 -0090 012 035 035 027 027 043 .0.44
44 GGT | 007 026 0.19 004 008 009 009 001 060 -0.18 007 0.2
45 GTA | 026 043 o026 067 023 014 .01 047 014 056 038 008
46 GTC | 011 .026 012 037 054 057 066 034 056 061 068 0.54
47 GIG | 024 012 020 012 018 -00) -034 .004 023 -025 047 -0.29
48 GIT | 026 029 035 021 -046 -035 036 -047 021 046 019 .0.43
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0€ 000 0.00
0 TAC | 025 017 o011 ©14 029 029 049 025 048 058 028 037
s1 TAG | 000 000 000 000 000 000 0G0 000 000 000 000 000
52 TAT | 036 000 007 000 -031 -006 017 -022 002 -0.14 029 -005
53 TCA | 003 o027 w005 o011 010 035 023 033 004 015 024 -0.19
s4 TCC | 047 -0.15 002 041 028 027 058 -006 047 043 063 038
55 TCG | 015 012 003 002 -004 -021 -0.06 005 -034 -046 041 037
56 TCT | 008 038 044 OI2 -045 -014 015 -030 -038 -035 003 -0.38
s7 TGA | 000 000 000 o000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
58 TGC | 007 005 o011 038 000 009 0.12 011 -603 024 002 0.32
59 TGG -0.15 0.16 000 9010 040 003 -0.21 0.02 053 0.15 .16 0.18
60 TGT | 052 -023 017 -0I8 -0.8 0.0 -006 -013 002 -0.13 -014 -0.29
60 TTA | -031 018 032 022 014 050 032 017 028 063 08l 046
62 TTC | 034 019 023 021 019 024 034 027 016 038 004 -0.15
63 TIG | 043 0100 004 -033 000 013 025 024 008 001 006 004
64 TIT 0.5 016 0.15 0.11 -0.3}1 0.01 005 -026 -0.10 -0.17 003 0.07
ATA AIC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCr
13 14 15 16 17 18 to 200 2 23 24

Tabla C.7 continuacién
25 26 27 28 2 30 3 32 33 34 35 36
CGA CGC CGG CGT CTA CTC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
I AAA | 032 037 015 038 015 056 031 057 0.6 0.17 008 0.1l
2 AAC | 016 023 023 038 .021 025 005 0067 032 021 035 024
3 AAG | 021 016 047 007 008 047 061 059 014 017 036 000
4 AAT | 610 054 034 023 .025 -001 -010 012 032 -0H 002 -023
S ACA | 045 048 042 010 019 040 037 027 0U2 -003 007 008
6 ACC | 027 016 007 026 058 044 056 016 017 020 018 -0.11
7 ACG | 032 016 007 025 019 042 033 -028 014 038 028 0.1l
8 ACT | 022 046 057 019 .046 038 058 023 040 029 H32 -043
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG

CGA

GAC
GAG
GAT

§8884988°¢8

GTA
GTC
GTG

0.62
-0.02
039
020
0.13
034
061
046
0.24
0.20
.01
-0.14
-0.14
-0.26
-0.05
Q.27
.61
-020
-0.36
“0.55
-0.64
0.50
045
0.11
G.29
-0.01

01

-0.26
0.32
0.07

-0.24

-0.56
0.19
0.06

-0.28

0.12

-0.06
0.45
0.44

0.78
0.13
0.43
0.2
0.30
-0.34
0.10
0.61
0.57
-0.32
-0.34
0.22
-0.12
0.04
-0.22
0.20
-0.33
-0.11
-0.34
-0.14
-0.16
035
-0.39
-0.03
0.48
007
-0.43
0.15
0.47
0.07
-0.34
-0.14
0.44
-0.10
-0.20
0.39
0.35
0.19
-0.36

0.39
-0.35
0.11

0.56

0.08
0.14

0.04

0.51

0.56
€.14
0.31

o1l
007

008

0.14

0.34
-0.22

025
0.22

0.08
0.16

0.26
0.10

016

0.02
0.20
0.52

028

0.45

0.26
005
0.05

0.08
-0.12
-0.32

0.31

0.15

0.10
£0.15
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0.64
0.24
0.42
0.64
0.02
£0.33
0.18
040
0.56
.19
0.5

007 -

021
0.16
0.01
0.05
-0.24
0.24
«0.28
.28
0.37
£.10
£0.04
-0.25
037
-0.27
.36
0.09
0.52
0.0l
0.04
-0.28

0.27

0.05
-0.23
0.15
0.17
0.16
0.13

0.04
038
0.03
0.24
041
0.35
0.28
0.00
-0.18
0.39
0.02
-0.19
-0.49
0.27
-0.20
-0.34
-0.53
041
-0.62
-0.42
-0.70
032
018
008
033
0.36
-0.23
-0.25
-0.06
0.44
-0.21
032
0.09
0.62

0.02
.17
0.62
039

0.44
029
-0.40
-0.13
022
039
-0.13
-0.14
0.75
020
038
0.0}
044
048
0.4
038
0.67
0.09
0.54
-0.29
0.74
0.56
-0.40
-0.08
0.60
038
-0.32
-0.07
0.41
0.56
-0.57
0.22
0.41
[}
0.39
0.04
0.46
0.66
-0.52
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027
-0.09
-0.64
0.28

0.28

041
.30

0.07

0.64

0.23
0.34
-0.08

0.69

0.66
0.18

0.51

0.59

0.16
0.45
-0.19

0.68

a7
0.36

0.20

627

0.32
-0.54
-0.12

0.46

0.61
-0.37

0.43

0.12

0.24
0.45
-0.07

0.38
Q.58
-0.57

0.44
adl
-0.52
025
0.11
044
Q.17
0.00
0.76
0.18
046
0.14
a.54
0.38
-0.38
0.10
0.55
0.42
-0.39
.19
0.32
0.49
028
-0.02
051
0.23
£.58
0.04
0.47
0.44
036
-0.18
0.04
0.4
-0.53
039
0.5%
0.57
0.43

0.7
0.35
-0.22
.56
-0.23
0.37
0.02
.29
0.16
0.24
.14
£.07
0.30
005
0.20
0.44
0.5t
0.31
0.23
0.12
0.37
028
031
-0.42
0.13
0.30
022
-0.19
0.1l
0.11
0.22
-0.39
0.24
0.32
0.27
-0.32
0.13
0.29
0.18

0.12
0.24
0.28
0.3
-0.02
0.05
0.03
.05
0.09
-0.11
0.05

© 0.1

0.26
0.36
0.27
D31
0.38
0.35
0.46
027
0.59
0.46
0.49
£0.17
0.06
0.07
0.20
0.04
0.09
0.26
0.37
0.19
0.04
0.15

0.52
0.29

0.15
£0.30
0.52

0.19
0.1
0.09
0.36
-0.02
0.15
-0.04
0.04
.19
0.23
00s
0.03
0.23
0.36
0.32
-0.38
0.55
0.46
0.28
0.25
0.49
-0.30
0.15
-0.36
-0.06
0.13
0.27
0.08

- 0.15

-0.41
0.35
0.11
0.02
-0.23

0.42

£.21
0.13
0.35
033

0.13
0.24
0.05
-0.53
-0.04
0.38
-0.02
0.28
0.8
0.00
017
-0.01
0.35
-0.17
027
-0.45
0.25
0.03
0.2
-0.14
0.26
©0.16
0.42
-0.45
0.02
0.03
-0.03
-0.01
0.17
-0.20
032
-0.39
0.07
0.03
0.41
0.34
0.32
-0.11
0.35
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48 GTT | 037 005 007 VD20 -013 041 018 0DI4 035 047 032 027
49 TAA 0¢0 000 000 OO0 000 000 000 000 000 000 000 0.00
50 TAC 020 020 043 D44 032 046 024 047 032 005 Ol4a 016
51 TAG 000 000 000 000 000 000 0QO0 000 OO0 000 000 0.00
52 TAT 039 054 024 041 -023 005 007 029 029 005 006 -0.09
53 TCA 045 043 043 042 009 033 037 020 0.0 -0.01 000 015
54 TCC 0.17 0.02 0.07 0.9 0.50 051 0.58 0.32 0.34 0.086 0.14 0.04
s§ TCG | 024 045 0.3 011 -028 050 029 026 040 036 036 0.41
56 TCT 012 050 047 022 -0.17 004 038 -023 038 032 015 -034
57 TGA 000 000 o000 000 000 000 @00 000 000 000 OO0 0.00
58 TGC 024 027 40.19 0.02 0.67 0.09 0.10 0.21 047 007 -0.04 0.27
59 TGG 04F 006 004 D02 001 023 -028 002 006 004 011 -003
60 TGT 010 049 0.53 034 004 021 033 Di4 D492 024 015 012
61 TTA 061 077 044 060 029 066 063 061 002 031 0.17 0.2
62 TIC 009 030 024 044 037 037 036 044 046 011 HDO5 037
63 TTG 026 014 013 0I5 019 005 -0.18 026 0.10 0.43 0.25 0.09
64 TIT 038 047 042 034 027 -004 0.24 0.16 028 -0.12 014 -0.138
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CTIG CTT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Tabla C.7 continuacion
37 38 39 40 4] 42 43 44 45 46 47 48
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GTC GTG GTT
1 AAA | 023 0.06 -0.16 028 029 004 -022 028 -026 0.18 -0.19 0.44
2 AAC | 006 008 012 017 -045 -044 012 035 003 005 009 032
)} AAG 0.10 045 0.09 0.19 0.21 0.28 0.27 047 008 0.14 -0.32 0.07
4 AAT | 007 006 013 020 052 071 060 046 -034 DOZ -0.12 007
5 ACA 0.05 0.23 0.50 015 006 020 028 -0409 037 0.49 0.52 0.43
6 ACC | 02¢ 0.2 017 028 -052 030 -OI12 -043 030 D41 018 -055
7 ACG | 025 008 001 -022 -010 021 026 007 0)4a 020 002 -008
8 ACT | 0412 003 027 029 010 065 063 -005 041 004 019 -040
9 AGA 0} 047 035 053 -021 024 005 024 032 036 003 047
10 AGC 005 -016 000 0.6 -039 034 006 -026 018 013 016 036
i1 AGG 033 059 034 029 008 03] 028 044 029 040 020 008
i12 AGT 0.04 049 034 0.11 0.73 0.88 0.27 045 041 <001 014 -0.18
13 ATA 0.27 0.26 045 0.35 032 0.57 042 0.43 0.4% 0.77 0.66 0.52
14 ATC | -0.1B 038 010 -0.0 -04; -054 030 -049 0.8 037 016 -017
I5 ATG 016 023 013 -015 013 010 009 008 024 006 -021 009
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ATT
CAA
CAC
CAG

CCA
cCC
CCG
cCcT
CGA

GTA
GTC
GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC

0.2
0.04
0.06
0.01
0.30
017
-0.31
0.09
-0.0t
0.20
-0.14
0.36
0.24
a.41
0.00
031
-0.11
0.16
-0.01
0.29
0.16
0.08
0.19
0.10
-0.08
0.01
0.01
-0.09
-0.14
0.35
0.07
0.22
0.02
0.00
0.14
0.00
-0.08
021
-0.28

-0.10
0.22
-0.28
on
0.14
-0.08
£.54
0.19
0.03
0.15
-0.33
0.45
0.06
0.52
-0.53
038
-0.39
0.02
-0.14
0.35
0.07
0.15
-0.28
0.18
-0.02
0.21
0.0
0.63
0.10
0.13
-0.32
037
-0.15
000
-0.04
0.00
0.06
0.01
-0.27

035

029 .

025
-0.26
022
048
-0.38
029
030
0.12
-0.36
027
0.13
0.84
0.52
034
001
0.19
022
0.01
0.09
0.43
-0.18
0.01
0.23
0.14
0.31
029
0.03
035
0.34
0.19
0.14
0.00
€0.16
0.00
0.06
0.36
0.12
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0.20
0.04
-0.23
0.07

0.21

-0.06
0.48
£.06
0.32
-0.06
-0.2%
0.18
0.20
0.37
0.12
0.19
0.1
0.12
004
025
0.24
0.16
-0.25
0.05
-0.18
0.28
.19
0.14
-0.30
0.25
-0.09
0.16
0.03
0.00
0.11
0.00
0.23
-0.05
0.4

0.7
-0.20
-0.25

0.03

0.5

0.51
-0.45

0.04

0.63

0.4

0.04

0.50

0.67

0.54

-0.50

0.60
0.42
-0.28
-0.43
0.43
0.64
-0.01
-0.41
0.08
0.70
0.37
-0.18
0.54
073
0.30
-0.39
0.61
075
0.00
-0.58
0.00
0.60

0.17

0.46

0.89
<0.16
-0.54

0.23

0.70

0.30
-0.66

0.08

0.72

0.14
-0.55

0.59

0.71

0.52
073

0.60

0.47
-0.18
-0.52

0.38

0.81

0.04
-0.41

0.10

0.79

0.56
«0.25

0.51

0.83

0.45
-0.59

0.67

0.80

0.00
-0.50

0.00

0.80
-0.04
-0.41
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0.7%
0.132
-0.40

0.10

0.66

0.13
035

0.22

0.60

0.51
-0.32

023

0.70

044
-047

0.53

0.61
-0.10
-0.34

0.27

0.65

o.n
-0.25

021

0.69

0.65

0.05
0.87
079

0.34
-0.35

0.51

0.73
0.00
-0.36

0.00

0.72

0.16

0.0t

0.58
-0.36
-0.46

0.52

0.50
-0.35
-0.58

020

0.38

0.03
-0.42

053

041

0.03
-0.67

0.66

02?7

007
-0.39

047

0.45
.15
-0.46

0.24

0.44

0.66
0.13
0.81
0.64
0.01
-0.62
0.62
048
0.00
0.42

0.00
0.57
-0.08
0.49

0.09
0.23
0.19%

0.15

0.17
-0.27
0.23

0.39
0.33

Q.37
-0.0)

0.39
-0.24

0.27
-0.27

0.65
022
0.14

0.09
0.29
.15
0.34
0.2%
0.34
-0.18
0.06
097
0.3}
0.45
o
€0.32
0.70
-0.13
0.00
0.2}
0.00
£0.22

035

040

0.06
0.02
0.16

018

0.02

032
-0.52

0.36
-0.24

0.75
-0.33

0.18
-0.31

0.72
0.62

0.54
0.41

0.05

0.08

0.37

0.00

0.35
0.37

0.36
4.03

0.53
0.21

0.62
4.30

0.52
0.44

0.57
0.24

0.00

0.07

0.00
£0.03

0.41
£.37

0.29
0.23
0.08
0.18

0.10

0.55
0.31

0.32

0.18

0.60
0.35

0.10

0.01

0.30
-0.44

0.56
-0.25
0.31
-0.13
0.12
-0.07

0.51
-0.13

0.06

0.29

0.39
-0.23

0.42
-0.26
0.54
-0.28

0.43

0.03
0.00
-0.07
0.00
-0.19
0.50
0.12

0.24
0.22
-0.07
0.15
0.20
015
-0.57
0.06
-0.42
0.40
-0.12
0.26
-0.30
0.36
-0.38
0.50
-0.28
0.24
0.12
0.10
0.13
0.30
-0.49
0.17
041
0.49
-0.12
0.16
-0.48
0.61
-0.30
0.51
-0.16
0.00
0.40
0.00
0.13
0.16
-0.55
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$5 TCG | ©28 o010 012 003 027 042 022 040 047 007 005 008
s6 TCT | 014 005 0S50 025 066 083 075 053 037 023 033 -042
57 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
58 TGC 021 020 -027 003 -028 034 H22 033 023 007 001 037
59 TGG 0.05 029 020 007 -0.18 0.04 008 036 0.27 026 0137 0.16
60 TGT | 012 o042 031 o040 078 087 084 067 013 010 0172 -017
61 TTA | 0317 041 056 029 007 026 005 014 028 049 055 041
62 TTIC .| 0147 -026 -DI14 005 -045 -055 032 054 031 023 02 0.10
63 TIG | 015 o022 o009 005 036 049 027 027 028 043 025 0.3
64 TTT | 004 001 023 014 067 077 077 057 D04 016 016 005
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG  GGT GIA GIC GIG  GIT
37 38 39 40 4l 42 43 44 45 46 47 48

Tabla C.7 continuacién
49 50 51 52 53 54 5 56 57 58 59 60
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT
I AAA} 000 -000 000 003 .026 0I5 023 038 060 000 <007 -0.13
2 AAC | 000 010 000 003 038 041 039 027 000 021 017 -0.05
3 AAG| 000 02 000 D017 026 044 017 032 000 0.6 016 002
4 AAT | 000 003 000 011 -0.11 -005 021 005 000 033 019 -0.06
S ACA| 000 .020 000 0.3 -0!7 018 -006 -019 000 015 2038 -0.12
6 ACC | 000 025 000 005 037 02 019 008 000 015 036 -029
7 ACG| 000 022 000 0.13 @26 030 002 032 000 035 033 C48
8 ACT | c00 028 000 -026 050 -040 -026 -DS8 000 013 027 -0.58
9 AGA | 000 013 000 0.19 003 01 006 04% 000 0.34 040 008
I0 AGC | 000 002 000 010 035 035 023 040 000 003 .036 -0.09
11 AGG | 000 049 000 039 001 064 010 019 000 . 048 030 015
12 AGT | €60 025 000 0142 .035 o0J0 010 -DIJ8 000 022 071 038
13 ATA | 600 029 000 006 .021 -034 -017 -0I3 000 -DI6 047 -0.47
14 ATC | 000 039 000 036 046 034 036 056 000 007 008 O0.15
15 ATG | 000 003 000 003 016 009 001 018 0060 000 000 0.00
16 ATT | 000 018 000 030 .029 -035 014 044 000 038 0.17 -0.24
17 CAA | 000 037 000 £35S 039 -041 035 -028 000 031 .042 -0.26
1B CAC | 060 027 000 033 Q41 021 028 O35 000 0056 008 006
19 CAG | 000 D25 000 045 031 040 019 037 000 020 048 041
20 CAT | 000 021 000 0.7 030 032 023 007 000 005 006 -0.18
21 CCA | 000 032 000 028 .027 054 001 <034 000 057 041 -045
22 CCC | 000 05 000 041 049 042 049 046 ©O00 0.8 049 0.19
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
n
33
34
35
36
»
38
39
40
4)
42
43
44
45
46
47
a8
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

CCG
cCcT
CGA
CGC
CGG
CGT

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT
TGA
TGC
TGG
TGT

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
Q.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
Q.00
oco
0.00

0.17
-0.32
Q.16
-0.17

0.35
0.15
041

0.49
-0.10
-0409
-0.20

035

021
-0.21
-0.35

038
0.21
045

0.04
-0.11

0.38

0.01
-0.40

0.44

0.02
0.14

0.00

0.23

0.00
-0.19

0.i8

036

0.14
-0.28

0.00
-0.05

0.0

0.02
-0.26

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
a.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

ES 2 534282713

0.15
0.44
022
0.11
0.1
0.26
044
0.45
0.14
221
0.00
029
021
0.20
0.07
0.15
0.40
-0.47
0.09
0.00
0.29
026
0.28
0.23
0.12
024
0.00
0.34
0.00
0.17
0.25
2.10
0.45
047
0.00
0.30
0.01
0.34
0.27

0.08
0.4
-0.18

0.47

0.40
-0.40
-0.41

0.58
-0.07
0.16
0.09

0.52

0.43
022
035

0.43

0.48
-0.50
-0.26

0.24

0.41
-0.60
-0.42

0.55

0.27
024

000

0.35

0.00
025
-0.15

031

0.3
-04)

0.00

0.46

0.16
-0.32
038

0.06
-0.40
-0.58

0.33

0.62
-0.30
-0.54

0.48
.01
035
-0.09

0.53

0.50
-0.28
0.4

0.36

0.37
-0.54

0.79

D.35

0.66
-0.28
0.47

0.45

0.138
-0.47

0.00

0.38

0.00
<0.24
-0.22
-0.10

0.24
-0.50

0.00

0.29

033
-0.17
-0.23

122

-0.11
0.02
+0.49
-0.19
0.22
-0.46
-0.48
0.55
0.29
0.07
€.17
0.54
0.31
022
-0.40
0.33
-0.19
-0.33
0.04
-0.10
0.59
0.43
-0.40
0.49
-0.23
0.02
0go
0.35
0.00
-001
0.2]
045
-0.39
002
0.00
0.25
<021
0.29
0.00

0.05
2054
050

0.52

044
044
062

0.60

0.00
0.53

027

045

039
015
038

0.46

035
-0.53

0.06

036

0.53
-0.50
042

0.48

0.34
-0.47

0.00

028

0.00

.008

-0.21
0.01
0.35
-0.55
0.00
0.26
0.10
-0.35
-0.21

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.19
£0.22
0.6%
©0.08

0.36

0.08
£0.12

0.24

0.4

0.02

0.0)
€0.10

0.18

0.06
0.32
0.24

0.27
0.05
0.06
-0.28

0.56

0.49
.35
0.08

0.21

0.26

0.00

0.14

0.00
01s
on
0.29
0.08
0.14
0.00
£0.08
€0.03
0.50
0.04

0.06
0.18
0.38
0.3
0.64
0.54
-0.56
0.40
0.07
0.22
Q.11
<0.13
0.23
0.13
0.48
0.28
0.22
0.06
0.16
0.35
0.55
0.55
0.43
0.17
0.10
0.12
0.00
0.08
0.00
0.06
0.13
0.25
0.11
0.27
0.00
0.3

. 0.00

0.82
0.44

0.49
0.41
0.37

0.26

0.51

0.53
-0.63

0.35

0.52
-0.37
-0.23

0.04

0.24

0.03
-0.14
-0.13

0.55
-0.11

0.16
-0.33

0.42

0.63
-0.35

0.03

0.51
0.27

0.00
-0.06

0.00
-0.02

0.09
-0.21

0.58
-0.19

0.00
-0.31

0.06

0.26
-0.38
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62 TTC | 000 031 000 042 020 007 006 - 029 000 018 -005 -0.13

63 TIG | 000 026 000 006 010 -0t4 041 002 000 017 008 041

64 TIT | 000 048 000 D29 -026 -023 OI8 034 000 027 004 -0.08

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG T1GT

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Tabla C.7 continuacién

61 62 6} 64
TTA TIC TIG TIT
1 AAA [ 010 -0I15 0.7 024
2 AAC | 019 -008 038 0.1
3 AAG| 063 -011 069 0.4
4 AAT | 037 007 002 0.0l
5 ACA | 023 016 -052 002
6 ACC | 046 017 o016 0.07
7 ACG | 044 003 066 D0.26
8 ACT | -045 010 -045 .08
9 AGA | 017 030 020 0%
10 AGC | 036 015 025 0.9
1t AGG | 018 019 052 0.0l
12 AGT | 040 006 -023 £.28
13 ATA | 048 032 061 022
14 ATC | 037 030 055 040
I5 ATG | 066 010 081 -0.07
16 ATT | 062 026 -052 0.8
17 CAA | 014 027 025 -0.32
18 CAC | 036 012 020 040
19 CAG | 076 019 049 0.3
20 CAT | 036 014 043 .19
21 CCA | 029 019 042 019
2 ccC | 065 056 043 048
23 ¢ccG | 043 o007 062 013
24 CCTr | -039 012 029 023
25 CGA | 012 -028 0.8 0.04
26 CGC | 068 -044 046 039
27 CGG | 064 017 064 0.0
28 CGT | -0.10 -042 023 .0.38
29 CTA | 063 -025 066 0.3
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30 CTC | 058 053 030 046
31 ctG | 016 016 o045 020
32 crt | 041 024 055 027
33 GAA | o1 002 019 004
3a GAC | 027 029 on 039
35 GAG | 065 o011 061 003
36 GAT | -042 024 034 021
37 GCA | 026 031 038 2024
3 gcc | oso 035 044 o028
9 GCG | 059 002 057 o2
w0 GcT | 039 014 047 040
41 GGA | 002 017 0314 o2
a2 gc | 0as o001 033 o2
43 GGG | 045 053 054 0.3
44 GGT | 049 027 048 045
45 GTA | 040 037 050 038
46 GTC | 062 034 070 039
47 GIG | 039 043 055 002
48 GTT | 041 012 -049 0.8
19 TAA | 000 o000 000 000
50 TAC | 005 o014 015 038
51 TAG | 000 060 000 0.00
52 TAT | 052 022 050 008
$3 TCA | -036 001 037 -0.13
s TcC | 016 022 027 006
55 TCG | 035 -009 044 016
56 TCT | -05¢ -008 033 026
57 TGA | 000 000 000 0.00
58 TGC | 037 012 043 037
$9 TGG | 054 om1 076 -0.07
60 TGT | -043 -019 -031 -0.4)
61 TTA | -036 -002 040 034
62 TTC | 004 002 043 0.1
63 TIG | 004 022 051 027
64 TIT | -061 021 047 010

TTA TIC T1G  TIT

61l 6 63 64
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Tabla C.8: matriz CPW secuencias muy expresadas de Bacillus amyloliquefaciens K12 (codén izquierdo indicado en
la columna 2, codon derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: B. amyloliquefaciens; Dato de secuencia:
genoma completo de B. amyloliquefaciens; Grupo muy expresado: 236 secs.
1 2 3 4 5 6 ? 8 9 10 il 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
oot .027 200} 008 -025 011 016 063 032 014 0.09 0.42
AAC 020 .038 0.36 0.17 035 026 001 050 036 -0.55 059 .0.73
AAG 001 040 0OI 0.62 0.31 037 003 065 050 -0.00 0.57 0.15
AAT -029 042 002 026 -0.26 024 026 0.t6 1.00 1 ..00 0.48 0.48
ACA 041 051 036 040 -0.15 -008 018 -017 060 054 076 -0.21
0.52 0.06 0.23 0.32 .00 017 081 D25 049 000 010 1.00
ACG 0.01 0.37 0.19 019 019 047 -041 020 -049 -003 D62 0.18
ACT 07 085 0.79 1.00 0.76 1.00 0.37 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
AGA | -047 020 -039 0.8 -02 003 017 -041 021 D34 065 1.00

:

LI R R Y O
>
[w]
A

10 AGC | 012 039 028 004 -0.11 022 -009 043 051 040 053 0.1t
11 AGG 010 067 049 017 1.00 100 059 100 030 1.00 1.00 1.00
12 AGT | 002 04l 0.36 0.62 059 034 044 017 1.00 1.00 1.00 1.00
13 ATA | -0.51 031 027 0.71 0.23 033 -0.10 -036 022 016 077 1.00
1 ATC 009 -0.10 044 -0.13 19 -03 022 014 030 031 008 -0359

15 ATG 017 021 032 021 015 -004 020 -005 -03% 017 035 -0.17
16 ATT 0.0] 008 009 000 0318 018 016 G147 08 094 1.00 0.34
17 CAA | 034 D46 046 -0.23 Ot 027 036 024 045 017 -047 018
18 CAC | 004 045 027 -0.39 028 073 042 012 061 053 075 -0.61
19 CAG 042 040 051 047 002 0.6 024 034 080 070 066 0.42
20 CAT | -0.13 023 03] 045 -012 079 037 039 06y 086 1.00 1.00
21 CcCa 044 039 068 -0.05 100 Q08 050 057 000 -0.74 1.00 -0.76
22 CCC 085 010 oo 071 1.00 .00 059 1.00 100 0.61 1.00 -0.12
23 CCg | 002 011 040 031 -037 -023 042 -057 024 005 048 0.15
24 CCT 0.14 cB® 020 033 034 0.59 1.00 1.00 100 045 062 006
25 CGA | 018 062 032 011 022 160 044 100 066 -0.29 070 1.00
26 CGC 04F 022 005 004 021 HL21 035 040 041 £.51 100 -0.36
27 CGG 035 021 18 <047 -035 065 050 061 042 037 066 (Rt H
28 CGT 003 0% 054 050 029 048 051 0.l14 1.00 1.00 1.og0 055
29 CTA | 044 021 .60 020 020 -0.13 1.00 100 03 017 1.00 -058
0 C1C 060 075 053 ©06 08 -016 058 001 026 022 0249 047
N CIG | 019 -021 -018 020 040 -009 03 033 012 026 033 0.11
2 Ccrr 059 054 065 080 050 035 074 003 040 0.66 1.00 1.00
33 GAA | 004 D22 003 005 033 .02i 005 046 004 04 060 -0.10
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34 GAC | 012 007 -049 Ol4 054 .042 007 020 D43 D64 067 -0.63
35 GAG 013 041 010 043 047 039 026 0.7 071 076 035 066
36 GAT o2t 002 2008 001 003 053 D34 005 092 100 1.00 062
37 GCA 048 016 042 049 002 022 0.27 041 046 Q49 067 063
38 GCC 0656 017 056 017 005 04y 049 028 039 056 054 0.57
3% GCG | 015 018 012 013 049 005 001 025 005 039 016 0.82
40 GCT 032 024 063 074 004 049 052 044 085 1.00 1.00 1.00
41 GGA | -035 -0)% 013 023 033 038 015 -019 031 D44 012 055
42 GGC 045 013 025 026 014 €03 -020 041 005 .048 -007 -0.11
43 GGG 008 0.9 007 D047 045 190 0619 100 034 054 1.00 1.00
4 GGT | 013 oOl0 074 O 033 059 -004 026 082 1.00 1.00 1.00
45 GTA -043 045 <033 H33 0235 016 D35 001 0.62 0.14 1.00 0.06
46 GTC 025 0.10 0.15 0.8 0.07 001 -002 -009 054 D45 0326 -024
47 GIG | -026 oOIl <0.1% 001 -027 4016 030 019 019 D06 022 056
48 GTT 0.49 060 075 028 0.42 036 0.65 0.17 0.77 1.00 0.60 0.78
49 TAA 0.00 0.00 000 000 0.00 000 0.00 0.00 000 0.00 0.00 0.00
50 TAC 0.06 0.51 023 025 010 042 <015 001 019 034 017 -067
51 TAG 000 000 000 000 000 000 Q00 000 000 000 000 000
52 TAT | 022 007 042 027 -0.17 000 024 055 034 080 100 070
53 TCA 0.0 049 025 D05 0.15 021 -033 D31 04} 045 008 -074
54 TCC 033 0.65 025 0S5 0.76 0.12 004 002 047 0.09 1.00 .0.22
35 TCG 010 041 0S8 000 019 050 015 039 009 075 0.5 1.00
56 TCT 002 Ol 018 035 -037 003 070 -007 100 LO0 1.00 1.00
57 TGA 000 000 000 000 ©000 OO0 000 000 000 000 000 000
58 TGC 075 040 028 022 1.00 -0.56 -0.44 1.00 022 49041 063 -0.19
59 TGG ol11 022 924 035 -001 073 -012 -032 P35 011 005 -06!
60 TGT | -0.55 o0 004 038 040 t.00 -036 -0.18 100 100 1.00 1.00
61 TTA | 038 024 046 D47 015 012 035 -065 008 025 037 -0.16
62 TTC‘ 006 008 013 042 022 021 0355 0353 058 044 .059 -0.42
63 TIG | -027 -035 047 036 059 033 030 <039 017 046 100 061
64 TIT 001 002 005 <018 -023 004 010 007 064 077 100 1.00
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
l 2 3 4 .3 6 ? 8 ‘9 10 M 12
Tabla C.8 continuacion

13 14 15 16 17 19 20 2t 2 23 24

ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT

051 -007 015 045 025 028 009 043 031

t AMI-O.N 03 002
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AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
CCC
cCG
CCT
cGa
CGC
CGG
CGT

crc
CrG

GAA
GAC
GAG
GAT

043
0.t
-0.59
051
045
-0.33
0.50
-0.19
0.0}
0.64
0.02
032
0.24
0.14
.18
0.15
-0.42
0.59
0.32
1.00
1.00
0.47
1.00
i.00
0.71
-0.56
0.58
1.00
-0.61
-0.48
0.54
<0.01
0.38
-0.20
-0.32
0.20
-0.45
053
021

0.18
0.06
0.05
0.27
-0.09
-0.24
0.81
-0.13
0.00
048
-0.09
0.50
-0.28
-0.06
-0.06
-0.10
0.28
0.12
-0.07
0.36
1.00
-0.32
0.18

043

0.03
-0.14
061
-0.62
0.10
025
048
-0.12
0.12
0.30
0.12
-0.08
-0.01
.16
0.56

0.04
0.06
0.05

022
0.56

0.28
0.84
0.m
0.10
033
0.76
1.00

-0.03
0.00

0.14

-0.25

-0.07
0.25
0.06

0.21
1.00

0.3
0.88

0.63
003

0.13
0.39

-0.27
0.02

0.24
028

0.13
021
0.38

£0.15

-0.03

£0.27

0.17
0.Bt
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<0.03
0.11
-0.07
0.61
-0.45
0.35
0.50
<0.13
0.13
0.16
0.02
0.86
0.03
0.03
0.24
-0.03
0.11
0.14
0.02
0.52
0.72
0.24
0.47
0.56
0.01
-0.20
0.16
1.00
0.04
-0.19
0.
0.04
0.13
0.00
0.24
0.36
0.35
.20
0.47

0.10
0.20
020
042
0.68
0.40
0.30
0.46
0.23
0.08
0.63
-0.67
0.64
047
.0.43
0.67
0.05
0.11
011
046
o
.0.19
-0.52
038
0.5
0.26
039
1.00
074
0.02
0.30
0.11
0.35
025
039
008
028
022
.0.10

0.05
0.52
0.4}
0.06
042
-0.08
022
4]
021
0.64
0.62
0.10
024
023
031
1.00
0.29
-0.52
0.21
0.02
0.20
0.36
0.44
1.00
0.05
.10
0.17
1.0
043
-0.17
-0.30
035
0.66
-0.38
0.18
0.82
0.40
012
-0.48
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0.39
Q.56
0.18
0.11

0.08

024
-0.44
-0.07
-0.28

0.67
-0.07
0.17

033
.25

0.04

0.60

0.54
-0.46

027

1.00
6.68
0.16
-0.05
055
-0.03
-0.32
0.09
1.00
0.54
0.10
0.33
0.19
029
+0.30
0.01
0.04
0.25
0.23
0.27

0.05
0.5
0.26

0.50

0.32
-0.22
043
-022
049

028

0.70
£.07

047

0.23
-0.26

0.73
0.1t
0.20
-0.20

1.00

0.05

0.06

0.12

0.02
047

0.12
0.08

1.00

0.40

0.22
<038

0.27

0.12
.47
0.26

0.58

0.06

0.02
0.44

0.02
0.22
20.40
0.12
0.20
.12
0.11
1.0
0.46
1.00
20.84
0.05
0.30
0.14
-0.59
0.37
0.55
0.09
-0.30
1.00
1.00
0.09
1.00
1.00
1.00
024
1.00
1.00
1.00
042
021
0.2)
o.11

-£0.58

0.00
-0.50
1.00
0.15
0.01

e.19
-0.38
-0.42

0.28

1.00
-0.20

0.7

1.00
0.44
0.63
-0.23

.57

0.57

0.29
041

1.00

1.00

1.00
0.15

1.00

1.00
0.45
.71

1.00

1.00
277
0.19
1.00
1.00
£.29
0.6
0.2
0.51
-0.48

0.39

0.17
0.30
0.03
-0.51

0.33
0.46
0.42
0.17

0.75
-0.40

0.32
0.24

0.42
0.13
0.3
0.47

0.57

0.05
£0.2)

1.00

0.10
D.45
0.17

1.00

1.00
0.20

037

1.00

0.13

0.20
0.49

04l
0.46
-0.31
0.23
0.23
0.14
044
0.3
0.54

0.74
0.15
£0.22

0.50
-0.56
0.52
0.50
0.38
0.27
-0.41
0.63
1.00
1.00
-0.17
0.64
0.19
0.24
-0.14
0.76
-0.18
-0.56
0.18
1.00
-0.12
+0.21
-0.06
1.00
0.48
0.34
-0.47
1.00
042
0.09
-0.41
0.64
043
-0.34
0.04
042
0.35
D48
-0.52
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41 GGA 015 008 012 006 -044 -021 002 009 100 059 002 -04)
42 GGC 027 010 002 2019 046 018 013 022 030 013 03 060
4) GGG | 002 068 024 D13 066 008 041 045 100 038 -049 -034
44 GGT 016 027 045 015 049 005 070 025 019 033 049 -0.54
45 GTA 074 051 030 069 052 057 047 017 053 062 064 -0.07
46 GTC o 038 032 017 035 060 074 038 072 053 070 0.78
47 GIG | -009 001 001 009 008 069 043 017 001 047 053 .043
48 GTT 006 -008 033 017 -039 -051 -0.10 -042 066 017 025 -0.35
49 TAA 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
50 TAC | 062 022 038 012 006 052 -023 013 D40 066 023 036
5l TAG 000 000 000 000 000 ©O00 000 000 000 000 000 0.00
52 TAT -040 019 025 013 -013 0.15 012 -026 1.00 039 D41 0.29
3 TCA | 027 049 013 032 030 006 003 079 045 1.00 041 -0.05
$4 TCC | ©013 -033 010 054 078 032 068 100 007 024 029 064
55 TCG 035 -008 006 009 051 060 -020 000 004 042 -021 -058
56 TCT 0.16 Ota 018 033 -037 -045 004 0.09 -0.70 044 042 -0.57
57 TGA 000 000 000 000 000 Q00 000 000 000 000 000 0.00
58 TGC 100 044 044 057 009 -037 025 -021 -001 100 0.3 1.00
59 TGG 048 033 000 03T 06 023 031 023 100 071 013 045
60 TGT | -035 014 039 007 005 054 062 064 066 038 055 -075
61 TTA 043 -0.10 -0.16 006 0.51 0.6-4 0.03 0.43 0.04 0.61 0.56 0.63
62 TIC 100 -0.16 0.15 a1l 075 008 -020 -0.18 1.00 1.00 003 -0.09
63 TTIG 053 005 044 028 -022 -017 034 -034 100 036 061 003
64 TIT 0 006 010 049 0.16 022 026 045 023 065 0.01 033
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT
13 14 15 16 V7 18 9 20 21 n 23 24
Tabla C.8 continuacion

25 26 27 28 29 R 4] 3 32 33 k 35 36

CGA CGC CGG CGT CTA CIC CTG CIT GAA GAC GAG GAT

1 AAA | 056 018 922 032 -0.17 0.49 0.34 03 017 029 0.14 0.27

2 AAC | -040 -026 039 009 100 060 -0.17 013 020 050 -007 033

3 AAG 100 -013 003 03 015 -052 063 -064 024 001 048 0.17

4 AAT | -0.64 057 058 006 100 035 047 004 -028 037 DOt 031

5 ACA ¢GI18 050 076 009 021 059 048 000 024 010 011 020

6 ACC Leo 077 1.0c 025 160 024 Q14 006 039 031 00 022

7 ACG.| 029 067 021 1.00 1100 014 02t -042 000 061 015 -0.06

8 ACT 100 022 050 .070 07 037 064 -024 038 021 050 -055
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT

CAC
CAG
CAT

ccC
CCG
CcCT
CGA
CGC
CGG
CGT

GAC
GAG
GAT

58868888

GTC
GTG

0.03
031
1.00
1.00
0.49
032
0.t6
-0.16

© 037

072
046
029
§.00
1.00

1.00
1.00

. 032

1.00
1.00
1.00
-0.44
-0.01
1.00
0.29
-0.63
-0.25
0.25
1.00
0.42
0.19
1.00
0.49
100
-0.01
0.16
1.00
0.54
047

-0.16
-0.36
-0.01
0.68
0.40
-0.59
0.36
0.58
0.61
0.27
-0.45
0.23
-0.29
-0.65
£.22
-0.07
032
-0.44
0.59
0.70
1.60
0.05
-0.41
0.15
045
-0.34
0.59
0.88
047
-0.20
023
1.00
0.22
-0.33
0.22
0.49
054
0.04
0.46

0.42
-0.34
0.75

1.00
0.43

0.67

0.13

0.41

0.43

0.47
£0.39

0.58
0.27
0.70
0.04

0.48
0.25
0.18
0.37

0.70

1.00

0.7
0.27

0.67
0.22
0.59
0.46

0.78

0.79
0.28
0.36

.00

0.24
-0.16
0.63

0.50

0.55

0.18
£0.37
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0.14
0.19
1.00
1.00
0.56
0.12
0.i6
039
0.15
-0.50
0.25
0.69
1.00
1.00
0.38
0.15
t.00
~0.53
1.00
<0.35
1.0
<0.28
0.10
0.42
0.4
-0.47
0.40
0.58
-0.07
-0.30
0.46
-0.53
0.20
-0.23
032
0.07
03
£©.24
0.53

-0.58
1.00
1.00
1.00
1.00

0.37

0.46
0.43
0.13

-0.40
0.37

-0.24
1.00
1.00
0.28
1.00
1.00
0.17
1.00
1.00
1.00
1.00
0.40
0.35

0.57
-0.02
-0.38

0.15

0.24

1.0¢

0.56

-0.66
1.00

-0.44
1.00

-0.52

-0.67

0.17

-0.29

0.85
0.62
-0.36
-0.45
0.63
0.17
-0.04
0.21
1.00
078
-0.36
0.14
1.00
0.00
0.46
0.53
0.29
0.24
-0.66
084
1.00

032

-0.52
0.49
0.50
0.14

-0.42

-0.14
0.12
0.50

-0.58
o
042
0.0t

-0.49
0.19
0.6l
0.76

-0.56
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0.56
-0.07
-0.82
0.20
-0.21

0.57
-0.37
-0.06

0.87

0.01
0.54

031

1.00

0.43

0.19

0.47

0.19

0.14
-0.31

0.01

1.00

0.69
-0.46

023

033

0.36
-0.55
-0.10

0.61

048
029
0.50

0.20
0.30
£.49

030

033

0.51
4.55

0.7
-0.15
-0.56

0.09

1.00

0.22
0.2}

0.17

0.86

0.46
-0.47

0.25

0.24

0.37

0.19
-0.32

0.56

0.26
-0.16
-0.49

0.3s

0.41
0.29
-0.10

0.56

0.01
0.64

0.28

0.57

0.53
-0.40
.17

0.28
0.34
-0.65
-0.41

035

0.71
-0.47

<0.20
0.61
-0.43
0.4
0.29
0.23
0.00
0.28
0.21
011
£0.10
0.1}
026
039
0.1}
-0.33
0.80
048
0.27
0.13
1.00
04l
0.27
0.39
-0.06
0.25
0.25
-0.24
028
034
007
0.40
0.25
0.27
0.39
022
003
048
0.16

0.02
0.26
0.63

0.53
0.57
0.16
0.05

0.02

-0.19
045
0.04

0.37
0.21

042
0.36

024

0.34
0.23
0.40

0.63
1.00

0.19
0.41

20.31
0.02
0.14
0.13
0.09
0.01
0.05
0.42

0.28

0.04

20.17
0.60

2.5
0.14
0.05
0.40

.22
0.42
40.54
0.65
0.42
0.31
0.01
0.15
-0.05
o0.19
-0.06
0.0t
046
-0.34
0.36
-0.38
1.00
0.25
-0.15
-0.43
0.21
0.27
an
-0.46
-0.16
0.03
0.24
0.26
0.06
0.01
012
0.01
0.19
0.16
0.30
-0.36

-0.10

0.19
0.54

0.8
0.57
0.38
-0.60
-0.08
037
-0.04
-0.38
0.18
0.38
-D.02
-0.09
1.00
0.10
0.19
-0.34
0.16
0.35
025
-0.18
-0.20
-0.08
0.44
-0.46
0.08
0.21
-0.26
-0.26
-0.04
0.06
0.28
-0.45
0.25
0.26
0.01
-0.0%
0.28
-0.14
0.41
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48 GTT | 038 050 052 028 -030 -040 031 009 039 033 034 .033
49 _TAA 000 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00 000 0.00 0.00 0.00
50 TAC -0.38 0.01 -l_).4 1 072 1.00 0.28 010 046 027 0236 0.31 0.02
si TAG | 000 000 000 000 000 OGO 000 OG0 000 000 000 0.00
52 TAT -0.54 0.56 0.79 0.84 049 0O1t1 -008 045 D26 026 0.01 0.00
53 TCA 1.00 031 100  0.51 002 049 042 037 006 004 026 -006
54 TCC 1.00 -0.12 026 009 -03 .007 0.51 020 0.14 037 0.09 -0.14
55 TCG 100 006 060 0.1 -073 058 027 017 0.38 0.57 -0.16 017
56 TCT 100 017 100 000 -058 D09 064 -032 D25 016 036 -0.14
37 TGA 0.00 000 0.00 0.00 000 000 0.00 000 000 000 0.00 Q.00
s8 TGC | -045 .060 -007 038 100 .043 008 028 065 035 035 059
59 TGG 1.00 056 021 021 -049 024 051 005 001 0.10 003 .-008
60 TGT 1.00 1.00 1.00 [.00 .00 045 005 052 03 046 055 -0JI6
61 TTA 015 048 024 0.8] 60 061 0.71 076 003 033 030 0.2
62 TIC 010 -026 034 059 100 032 0.54 043 048 0.22 0.04 0.55
6 TIG 100 -027 062 019 024 016 -043 -028 034 05 011 -002
64 TIT 1.00 0.75 050 045 050 039 -007 057 0230 035 0.15 -009.
CGA CGC CGG CGIT CTA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
28 26 27 28 29 3o 31 32 33 M 3s 36
Tabla C.8 continuacién
1 k}: 39 40 a1 42 43 a4 45 a6 47 48
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GOT GTA  GTC GTG  GTT
1 AAA | -013 001 006 014 021 -021 043 028 022 040 034 039
2 AAC | 030 041 038 015 035 039 02 016 044 H22 034 0121
3 AAG| 030 052 014 024 042 040 010 079 028 003 035 043
4 AAT | 014 026 021 074 081 079 065 043 017 028 001 021
5 ACA 017 -0.23 035 0.09 062 -0.14 0.13 028 i).JI . 043 0.57 0.50
6 ACC -0.13 003 001 039 028 -0.28 008 052 061 060 011 -037
7 ACG 0.04 049 005 030 -0.12 0.04 003 -014 0.03 0.41 000 -0.07
8 ACT o0t 007 o017 028 a1l 0.7 049 047 056 0.04 013 -0.12
9 AGA 0313 0.15 027 0.84 02 016 022 02 020 017 0.16 on
10 AGC 035 -0.16 -0.18 014 051 -021 030 -049 038 0.51 0.19 0.34
1l AGG 043 0.52 100 -040 024 1.00 1.00 1.00 1.00 0.18 065 -059
12 AGT | 037 020 026 038 O8I 100 024 100 -050 019 -0.39 004
13 ATA 100 -028 008 0.39 062 033 0.63 0.07 1.00 0.46 0.79 0.79
14 ATC 016 025 009 022 032 054 050 040 030 029 011 -013
1S ATG 0.23 005 001 026 020 -0.09 015 019 012 0.19 024 0.19
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16
17
18

20
21
22
23

25
26
27
v}
29
30
3
32
33
34
3s
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
- 50
51
52
53
54

CcGA
CGC
CGG
CGT

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC

0.26
0.18
0.02
0.14
-0.22
-0.01
-0.70
0.38
-0.36
1.00
-0.06
0.54
-0.27
0.24
0.12
038
035
-0.12
-0.14
0.16
0.02
«0.05
-0.32
0.13
0.09
0.07
6.21
-0.26
-0.11
0.42
0.09
-0.36
-0.20
0.00
0.t7
0.00
0.26
0.23
-0.23

-0.15
0.23
-0.10
0.11
-0.46
0.14
0.30
027
-0.24
1.00
033
0.61
0.13
-0.48
-0.57
0.15
026
-0.09
0.19
0.39
0.25
0.01
-0.10
032
0.07
0.0t
-0.13
0.79
0.31
0.12
027
0.52
0.08
0.00
0.03
0.00
0.15
0.37
0.06

0.30
0.46
033
022
0.17
0.70
042
059
0.43
1.00
028
0.47
0.09
0.1}
031
0.24
0.21
0.22
003
0.19
0.20
0.35
0.08
0.10
0.21
017
005
001
027
0.32
022
0.38
024
0.00
022
0.00
0.08
0.22
0.24
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0.3%
0.14
0.20
.36
0.49
0.33
.19
0.12
0.35
0.24
0.19
Q.26
Q.16
0.26
0.32
0.28
0.08
0.07
0.06
o7

" 0.04

0.22
-0.41
.04
-0.33
0.39
023
0.03
0.10
0.54
-0.34
0.28
0.10
0.00
0.07
0.00
0.27
0.35
-0.50

0.85
-0.24
+0.23

0.17

0.34

0.05
-0.23
0.14

0.51
016
-0.27
-0.20

047

038
-0.41

0.72

0.45
-0.04
-0.53

0.55

0.67

0.10
-0.54
-0.16

0.82

0.47
-0.46

C.15

0.84
-0.12
-0.50

0.71

0.55

0.00
+0.49

0.00

0.19
-0.16
-0.51

095
-0.33
053

027

0.74

032
-0.73

021

0.8)
-0.21
-0.36

0.24

051
-0.43
-0.74

048

0.25
-0.16
049

0.16

0.88

028
-0.37

0.20

0.62

048
-0.25

035

0.92
0.10
-0.59
0.64

073

0.00
-0.42

0.00

0.85
-0.24
0.10
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0.63
-0.05
-0.32

0.37

0.42

1.00
0.68

0.13

1.00

1.00
-0.31
0.53

1.00

1.00
-0.63

0.36

0.90
0.18
0.20
-0.01

0.61

0.17
-0.29

0.02

088

028

0.02
088

1.00

0.59
-0.11

0.27

0.70

0.00
0.42

0.00

0.86

0.34
{0.10

0.75
-0.43
-03s

0.58

0.52
-0.68

0.14
-0.22

040

002
026

0.12

0.13
£.51
067

0.77
-0.14

0.06
045

0.3s

0.62

0.01
043

0.07

022

035
0.24

0.68

0.9
0.3S
0.49

1.00

0.51

0.00
0.57

0.00

0.66

045
040

023
0.08
013
0.22
0.28
0.53
0.35
043
0.38
-0.46
0.30
0.73
0.46
-0.56
033
091
0.07
-0.08
0.12
0.60
-0.35
0.59
0.17
-0.01
0.36
0.18
0.0§
0.56
0.42
0.50
0.27
0.82
0.37
0.00
0.84

" 0.00

0.31
0.04
0.27

0.07
Q.47
0.03
0.26
0.34
0.71
0.57
0.4}
-0.30
0.4
0.10
0.00
0.14
0.30
0.60
0.2}
-0.34
-0.08
0.29
0.52
-0.08
0.50
-0.39
0.07

0.07-

0.51

-0.25

0.29
0.32
0.54
£.20
0.78
0.21
0.00
0.21
0.00
£.37
0.30
0.44

0.21
0.38
0.12
-0.36
0.13

0.67

018

0.29

049

0.35
0.22

0.42

042

0.19
-0.21

0.58
-0.10
£.38

0.12

0.16
0.28

0.37

0.02
-0.05

0.38

0.42
0.16

017
611

0.47
-0.44

0.37
0.17

0.00

0.54
0.00
.39
0.51
o

0.28
0.45
-0.33
0.36
0.09
-0.02
-0.78
-0.03
-0.36
-0.49
-0.24
0.02
0.12
0.18
-0.28
0.76
-0.40
0.22
0.31
0.20
0.16
0.47
-0.53
-0.07
-0.31
0.31
-0.15
0.37
-0.37
0.64
-0.55
0.49
-0.38
0.00
0.18
0.00
0.27
-0.14
-0.49
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s TCG | 040 043 009 003 037 007 100 058 078 025 069 .0.30
$6 TCT | -026 031 ©52 007 067 065 084 033 022 02 05 .0.43
S7 TGA | 060 000 000 000 000 000 - 000 000 000 000 000 000
s8 TGC | -050 0.6 003 002 -046 -054 047 008 020 027 072 1.00
59 TGG | 048 0.0 025 037 -019 026 051 D066 019 025 O0I8 0.1l
60 TGT | 100 059 041 05 08 100 100 100 066 -043 051 017
61 TTA | €16 060 056 036 -007 002 006 -821 036 03t 05 -0.11I
62 TIC | 058 -006 039 003 -059 -053 006 -050 .08 020 02 037
63 TTIG | 019 047 006 025 08 071 000 050 081 021 021 -0.17
64 TIT | 021 -032 020 008 08 071 (00 058 000 -045 0.8 028
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GIA GIC GIG  GiT

a7 38 39 40 a1 42 43 44 45 a6 47 48

Tabla C.8 continuacién

49 50 st 52 53 54 55 56 57 s8 59 60

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

1 AAA | 000 026 000 006 -031 -002 008 035 000 002 017 005
2 AAC] 000 014 000 0.8 072 076 -026 030 000 007 -0.43 -040
3 AAG| ‘000 040 000 036 009 062 034 016 000 008 032 -0.25
4 AAT [ 000 008 000 004 010 059 031 078 000 041 020 0.4
5 ACA| 000 016 000 005 002 016 -031 006 000 D26 015 003
6 ACC| 000 009 600 0.7 060 100 024 026 060 019 061 100
7 ACG| 000 026 000 041 034 036 028 -014 000 014 022 0.6
8 ACT| 000 042 000 035  -000 025 -021 .067 000 027 -023 100
9 AGA| 000 100 000 022 019 -023 -0.15 012 000 02 00} -04)
10 AGC| 000 015 000 007 035 078 019 020 000 043 002 059
1 AGG| 000 100 000 034 048 )00 100 035 000 100 056 1.00
12 AGT| 000 032 000 009 -034 022 065 028 000 100 .005 100
13 ATA{ 000 060 000 -037 011 -030 160 -004 000 -038 052 100
14 ATC| 000 046 000 040 037 011 050 055 000 004 0.3 035
1S ATG| 000 018 000 .14 -043 072 052 -004 000 058 000 -04S5
16 ATT| 000 -0.19 000 022 -0.23 -054 004 042 000 020 038 -0.38
17 CAA| 000 032 000 047 021 047 -058 014 000 017 042 -043
I8 CAC| 000 046 000 -030 046 070 -002 o041 000 011 018 -023
19 CAG| 000 059 000 042 018 032 042 000 000 014 055 100
20 CAT| 000 047 000 029 -050 -031 046 047 000 O 012 02)
28 CCA| 000 033 000 -043 003 100 -046 -058 000 017 005 -043
22 CCC| 000 019 000 064 02t 033 100 051 000 00t 100 100
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29
25
26
27
28
29
3o
3
32
3

35
36
37
a8
19
40
4l
42
43

45
46
47
438
49

-1
52
53

55
36
57
58
59

61

CCG
cCT
CGA
cGC
CGG
CcGT

GTA
GTC
GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG

TGA
TGC
TGG
TGT

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0400
000
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
a.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0400
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00

0.09
-0.25
-0.51
035

0.40
-0.44

1.00

0.17
0.12
0.13
-0.08

032

0.04
-0.35
-0.22

071

0.52
-0.49
-0.06

0.70
0.1
047

0.59
-0.25

0.22

0.00

0.12

0.00
-0.10

0.17

0.20

0.10

0.2

0.00
-0.51

0.36

0.26

0.37

0.00

000

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.Q0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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007
0.01
0.44

0.04

0.20
016
-0.78

0.56
-0.21

045
0.06

0.51

032
0.16
-0.02

0.05

034
051
0.29

0.29
0.16
009
Q.30

0.27

0.16
0.1}

0.00

022

0.00
0.16

0.27
0.29

0.20
0.41

0.00

0.09
0.24

1.00
0.29

-0.03
-0.46
029
0.78

0.58 -

-0.42
-0.60
0.24
-0.05
-0.26
-0.00
0.76
0.76
011
0.13
0.64
0.07
-0.19
0.45
0.05
0.06
-0.36
-0.3%
0.41
0.39
-0.14
0.00
0.64
0.00
-0.32
0.21
0.78
0.00
0.3
0.00
1.00
0.32
-0.46
-0.46

0.50
-0.36
0.7

0.82

1.00

0.20
-0.29

0.63

0.16

0.3
-0.18

0.60
-0.29
-047
-0.06

055

0.58
-0.75
1.00
-0.04
1.00
0.34
-0.58
0.67
-0.03
-0.52
0.00
0.20
0.00
-0.19
033
-0.33
1.00
0.59
0.00
-0.54
1.00
1.00
0.48
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044
£.05
1.00

- 018

0.60
058
-0.69
-0.19
0.35
003

0.09

0.40
0.12

0.12
0.16

0.49

0.06
£.15

0.1
021

0.11
0.49
-0.03

0.50
.14
£0.15

0.00

1.00

0.00
037
033

0.16
030

0.08

0.00
-0.59
-0.53
-0.57

0.02

036
037
.13
-0.32
048
-0.63
«0.03
073
001
059
029
032
026
0.10
-0.23
012
039
-0.61
013
052
042
-0.65
-042
0.68
0.62
-0.48
000
0.12
0.00
-0.30
0.84
0.73
0.9
-0.28
0.00
100
0.17
0.24
0.02

0.¢co
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

. 0.00

0.00
0.00

0.45
1.00
045
0.40
0.46
1.00
1.00
0.49
0.42
0.04
0.1
034
£.19
0.58
0.28
.53
0.36
0.29
0.40
045
037
0.67
013
037
0.80
0.7
0.00
0.02
0.00
0.71
042
0.59
2.77
007
0.00
0.0
032
1.00
049

0.3}
0.64
1.00
0.46
0.55
1.00
0.79
0137
-0.08
0.60
0.08
0.09
0.7
0.08
-0.39
-0.07
0.47
0.07
D41
4.50
1.00
0.31
-0.45
0.3
0.04
0.18
0.00
0.20
0.00
.15
0.49
1.00
0.20
0.59
0.00
i.00
0.00
0.59
0.29

-0.25
-0.70
1.00
-0.64
1.00
1.00
-0.82
-0.32
0.58
-0.57
0.10
-0.t8
0.55
-0.02
0.48
-0.55
0.69
-0.03
0.71
-0.39
1.00
1.00
-0.20
0.49
o
-0.58
0.00
-0.47
0.00
-0.20
0.58
-0.29
1.00
0.48
0.00
-0.52
0.69
1.00
0.30
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62 TIC| 000 010 Q00 020 -0.7 006 024 001 000 030 039 048

63 TIG| 000 -020 o000 008 0.8 -038 074 0.6 000 100 -024 008

64 TIT| 000 -022 o000 002 .027 -029 042 025 000 007 047 022

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

a9 50 51 52 53 4 55 56 57 S8 59 60

Tabla C.8 continuacion

61 62 63 64
TTA TIC TIG TIT
1 _AAA | 029 -039 007 062
2 AAC | 024 -036 075 037
3 AAG | 068 -010 072 024
4 AAT | 039 -.029 o052 038
5 ACA | 015 .03 052 o020
6 ACC | 082 047 052 038
7 ACG | 041 027 089 006
8 ACT | 000 -0.5 -062 026
9 AGA | 027 069 061 0.65
10 AGCc | 028 025 009 0.03
1 AGG | 100 o048 100 0.2
12 AGT | 028 020 008 053
13 ATA | 072 -046 069 029
14 ATC | 047 036 048 048
15 ATG | 030 -0.14 083 0.2
16 ATT | -060 -027 .033 -0.24
17 CAA | <016 -033 029 023
18 ¢cac | 020 010 -039 027
19 CAG | 077 033 038 o024
20 CAT | -049 009 042 -0.07
21 CCA | -043 -032 035 047
22 ccc | 100 040 021 00
23 CCG | 025 016 077 021
24 CCT | 063 072 043 022
25 CGA | 033 065 072 007
26 CGC | 028 - 013 005 035
27 CGG | 100 037 006 -048
28 CGT | -026 042 037 040
29 CTA | 050 100 -024 -0.75
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30 ctC | 048 073 002 059
31 CIG | 078 007 032 029
32 CIT | 027 006 048 068
33 GAA | 018 001 032 003
34 GAC 043 033 0.17 0.37
15 GAG | 041 -026 074 047
36 GAT | 035 -041 052 0.0l
37 GCA | 046 033 010 026
38 GCC | 021 066 017 024
39 GOG | 029 030 078 017
40 GCT | 032 -032 059 -0.32
41 GGA | 009 030 039 -0.8
42 GGC 044 0.39 0.49 0.31
43 GGG | 053 068 0.8 -0.05
44 GGT | 014 -046 051 -0.5
45 GTA 010 0323 003y 040
46 GTC | 048 069 030 0.53
47 GTIG | 004 036 043 -0.24
48 GTT | 029 -037 022 0.1
49 TAA 000 0.00 0.00 0.00
s0 Tac | 039 om o028 027
st TAG | 000 000 000 0.00
52 TAT | 036 -009 048 -027
53 TCA 017 008 030 -028
s4 TCC | 039 082 019 045
$5 TCG { 054 059 100 -0.36
s6 TCT | 066 042 002 -0.01
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00
s8 TGC | 031 005 100 080
$9 TGG | 076 ©€37 100 -0.22
60 TGT | 005 012 031 -050
61 TTA | 042 004 023 040
62 TTC | -008 -001 043 -0.10
63 TIG 068 -003 006 -045
64 TIT | 059 015 023 o022

TIA TIC TIG TIT

61 62 63 64
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Tabla C.9: matriz CPW genoma completo de Saccharomyces cerevisiae (codon izquierdo indicado en la columna 2,
codon derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: S. cerevisiae; Dato de secuencia: genoma completo de S.
cerevisiae.

1 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 10 11 12

AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT

| AAA 0/8 005 013 005 012 012 000 005 009 029 0.7 -023
2 AAC | -012 014 019 003 O 012 003 -0 06 028 -0.14 -0.17
3 AAG | 017 005 020 005 .00 002 008 009 0O4 DO D03 0.02
4 AAT 006 00% 021 0.04 0.01 007 0.04 010 014 004 002 -0.07
5 ACA 000 006 -0.10 043 -0 016 066 020 -033 L0 030 -0.1
6 ACC -0.53 027 033 o011 011 03 016 028 009 005 005 0.02
7 ACG [ -0.10 006 000 00] 0J5 033 0.9 038 00 001 019 0.13
8§ ACT 030 031 029 0.7 o042 010 012 007 026 030 036 0.12
9 AGA 004 016 - 0.10 4.0 011 00 001 006 025 043 017 -0.13
10 AGC | -0.13 -0.21 004 0.9 Q08 025 -021 -0i4 001 O3 -DL 16 -0.22
11 AGG | -0.24 009 LOs5 016 007 012 -0.03 005 0.11 002 011 0.14
12 AGT | -0402 005 @28 003 002 -00I 000 018 027 000 Q.15 0.00
13 ATA | 005 -008 004 012 -014 019 016 006 012 001 017 0.07
14 ATC | -035 -034 035 024 <011 027 05 0285 022 H04 012 -019
15 ATG | -0.05 000 008 0060 013 -001 -009 018 009 017 D03 -0.14
16 ATT 030 031 034 029 022 012 023 006 025 039 028 0.31
17 CAA 0.05 001 -008 005 -011 006 015 009 007 014 -0.10 -0.28
I8 CAC | -0107 022 027 -016 -022 009 010 -016 009 006 016 0.08
19 CAG | 005 016 0.11 001 002 031 004 0313 (028 0.0} 0.10 0.09
20 CAT 0.1 017 022 010 005 016 019 009 024 029 027 0.28
21 Cca 001 -004 0IJ8 D08 004 001 007 013 028 009 017 0.01
22 CCC | 025 -0.12 028 0.8 024 025 -022 0i5 005 D15 009 -0.11
23 CCG 009 002 005 008 000 053 017 037 020 .31 0.11 0.28
4 CCT 0.21 022 034 012 013 006 005 019 044 045 041 0.32
25 CGA 012 008 030 -0.14 002 007 029 019 006 008 003 -0.26
26 CGC 005 007 005 007 02 -G -008 017 0631 049 016 -0.30
27 CGG | 010 02] 0c4 015 007 0406 0.1 052 044 027 005 -0.06
22 CGT | 027 040 0;29 026 024 2008 €18 012 047 0.38 045 0.15
29 CTa 032 0405 on 002 008 0N 0.05 0.14 006 £05 006 -0.01
30 CTC 002 009 90! 0I5 007 -035 021 019 032 L2 019 027
I CTG 011 008 000 -0.0! ol5 020 -0.10 02] 0.22 0.02 006 0.16
32 CIT 053 039 059 046 033 029 019 0.8 054 0.48 . 0.61 0.53
33 Gaa cos 000 005 005 007 065 0t 008 010 024 006 -0
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34 GAC | -0l 018 -024 005 003 -017 006 -0.19 0.0 D15 011 -0.10
35 GAG | 004 006 002 0.0 008 0.9 005 02t 0I8 044 009 -0.10
36 GAT | 004 014 022 002 006 ©0O7 065 008 0.5 012 0.8 0.12
37 GCA | 005 005 003 01 005 031 0I5 021 034 010 029 -0.06
38 GCC | 018 018 041 019 -0.10 -034 0.9 032 006 -008 007 -0.08
39 GCG | 007 001 005 0317 018 045 008 025 021 025 020 028
40 GCT | 022 014 020 021 015 004 020 019 021 030 033 027
41 GGA | -012 015 002 026 -016 014 029 005 026 022 024 -030
2 GGC | 010 004 005 003 001 003 OI! 003 004 024 D04 -027
43 GGG | 019 002 013 013 001 024 006 023 006 D01 00F 021
44 GGT | 010 002 002 018 012 013 016 -009 000 0J2 040 027
45 GTA | 00s 002 009 0.0 -005 014 018 011 009 001 016 0.12
46 GTC 019 025 036 016 -0.i4 -0.40 066 -029 0.11 010 007 016
47 GTG | -013 -007 043 007 002 007 003 021 00 001 002 014
48 GIT | 026 016 029 017 027 001 029 004 02 026 040 028
49 TAA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.0
50 TAC | -013 -018 023 010 -0.14 .004 .009 010 00z 01l 015 004
51 TAG | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.0
52 TAT | 012 015 022 010 0066 043 -014 017 021 030 007 026
$3 TCA | 003 004 007 -005 016 03 006 042 027 003 027 010
s4 TCC | 028 -017 031 013 -046 022 012 -034 005 014 002 -0.14
55 TCG | 005 003 014 004 012 033 002 030 -015 007 02 021
$6 TCT | 021 028 027 €19 005 003 011 007 035 033 024 030
57 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
s8 TGC | -012 .003 014 010 -004 011 004 002 009 .015 017 000
59 TGG | -004 002 006 000 -0.03 -002 011 009 017 015 -0.15 018
60 TGT | 000 000 021 008 013 -006 005 002 030 027 0.6 036
61 TTA | 014 005 006 0.10 -012 007 010 006 -008 2003 009 -007
62 TIC | -035 -D32 034 028 003 028 .007 .09 -018 017 -0.17 -0.16
63 TTG | -0.28 025 029 -0.15 007 -0.18 -086 -005 -0I3 -0.10 069 -0.07
6 TIT | 030 028 044 029 026 006 007 o011 014 013 015 0.8
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT

Tabla C.9 continuacion
13 14 15 16 17 18 19 20 21 n 23 24
ATA ATC ATG AIT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCT
1 AAA ' 0.16 000 010 00 010 018 005 013 000 010 008 -0.0!
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AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CcCA
ccC
CCG

CGA
CGC
CGG
CGT
CTA
crC
CTG

GAA
GAC
GAG
GAT

GCC
GCG

0.06

otl .

0.05
-0.10
-0.19
-0.16

0.13
-0.14
-0.21
-0.2)
-0.15
-0.19
-0.06

0.01

0.18
-0.13

0.03
-0.05

0.08
006
-0.28
-0.18

.17
032
-0.21

0.02

0.16
-0.10
026
-0.22

0.30
-0.09

005

0.15

0.0%

0.4
005

0.19

032

0.05
0.10
0.0l
027

-0.33
025
0.04
0.03

-0.02
0.27
0.14
0.37

-0.30
0.08
0.01
0.04

-0.05
0.10

0.09
0.14

-0.29
0.13
0.09
0.13
0.03
027
0.01
0.10

0.24
0.03
0.21
0.03

-0.05
0.6

007
0.1§

038
0.33
0.02

0.00
0.15
0.00
0.13
015
0.05
0.26
0.06
009
0.10
0.24
0.08
0.22
0.00
0.21
-0.09
£0.07
0.22
0.04
0.03
0.25
0.03
021
0.24
0.05
0.02
0.20

o0t

0.03
0.03
042
0.07
0.02
0.18
001
0.09
0.22
0.13
021
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0.01
0.13
0.05
0.07
-0.24
0.30
0.0%
0.01
-0.02
0.14
0.4
0.18
0.14
0.05
0.06
-0.01
0.06
0.16
0.04
0.03
£.21
0.07
0.13
0.07

- 0.8

0.26
-0.08
0.1%
.16
0.08
0.13
-0.08
0.03
0.12
-0.03
0.16
£0.38
0.26
-0.04

€0.15

0.2

0.06
0.09
0.04
-0.12
-0.07
0.10
0.10
0.09
025
0.20
0.07
-0.07
-0.14
0.19
0.07
-0.05
0.02
018
0.4
-0.10
0.18
ot
0.09
0.10
-0.02
-0.02
0.42
0.01
on
0.10
-0.17
-0.16
ol
0.03
0.10
0.5
<0.11

-0.07
02
0.11
-0.02
007
-0.19
0.13
0.05
0.05
0.14
0.21
-0.08
0.18
0.07
-0.08
0.16
0.09
-0.15
-0.01
0.09
0.26
-0.11
0.10
0.25
0.33
-0.09
-0.08
0.00
0.08
0.11
-0.05
0.10
017
0.19
0.1l
0.12
023
-0.12
Q.11
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.12
-0.10
0.23

-0.05

0.20
-0.26
0.11
0.10
0.21
-0.18
0.47
0.06
0.02
0.16
-0.04
-0.06
069
.40
0.11
-0.11
.31
-0.45
002
0.20
0.13
0.41
.01
0.10
0.25
-0.15
025
0.07
-0.22
0.2t
0.16
0.0l
0.27
029
0.13

-0.07
-0.15
00}
-0.13
021
0.2
0.09
0.12
0.04
0.02
0.18
0.09
0.04
0.04
006
0.08
o1
0.22
0.02
0.12
0.02
-0.15
0.13
-0.23
-0.30
0.12
-0.14
003
0.09
-0.05
-0.13
0.14
-0.16
025
0.10
0.08
0.13
026
0.07

0.0%
-0.07
0.03
<0.05
Q.14
0.02
.11
0.04
0.36
-0.18
042
0.05
0.10
0.07
-0.07
0.00
0.05
0.06
0.04
40.18
0.33
-0.08
-0.18
0.16
0.02
0.09
0.24
.07
0.19
0.22
-0.09
0.14
001
0.17
0.10
0.06
0.10
£0.15
.13

0.06
0.02
0.13
0.04
0.21
0.28
0.13
0.23
0.14
0.29
0.28
-0.03
0.24
-0.21
0.01
0.31
0.19
-0.03
0.17
0.36
049
-0.07
0.00
0.12
-0.25
0.47
0.05
-0.08

" -0.06

0.28
0.5
0.47
-0.05
-0.27
0.15
0.01
0.8
+0.28
0.13

0.18
0.11
<0.15
0.04
0.5
035
0.05
0.08
0.39
0.32
a.33
0.39
©.29
0.07
0.19
0.21
0.23
0.27
0.29
0.17
0.55
0.05
0.09
0.53
Q.13
0.29
0.11
0.25
0.36
-0.06
.18
0.04
.10
0.10
Q.11
031
0.54
0.00
027

-0.02
0.04
-0.10
Q.17
0.36
-0.24
0.09
0.04
0.23
-0.19
0.30
0.09
0.30
0.02
-0.10
-0.01
0.33
0.01
-0.16
0.00
0.38
0.00
-0.04
0.0t
0.04
-0.11
0.19
-0.06
0.19
0.19
0.08
0.03
-0.10
-0.25
-0.09
0.16
0.34
0.13
-0.01
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4] GGA | 010 025 w007 o 00 017 007 014 020 -0.13 0.14 -007
42 GGC | 006 QU4 017 023 .027 031 033 -027 L0100 -030 038 -0.1)
43 GGG a0 029 010 033 003 .QI1 010 -002 02 -052 048 036
49 GGT 007 018 005§ 019 009 012 049 022 013 021 045 OIS
45 GTA | 031 028 004 024 003 022 -017 003 010 -009 D26 -004
46 GTC 004 035 .0)8 032 008 043 021 005 013 015 053 027
47 GIG | 001 023 003 o021 -004 016 -048 013 014 013 003 015
48 GTT 01% 003 015 005 -006 -005 015 -006 011 002 013 -015
49 TAA 0.00 0.00 0.00 0060 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 000 000
50 TAC 0!3 024 009 005 -011 .17 006 001 001 027 036 029
51 TAG 000 600 000 000 000 Q00 000 ©060 000 000 000 0.00
52 TAT 015 906 007 PO2 002 010 021 003 014 009 021 -0.13
$3 TCA | 005 025 003 020 -001 OIS 018 003 037 015 D09 -027
54 TCC | 019 034 024 026 010 001 0147 018 032 021 046 030
5 TCG | 015 045 015 020 047 036 -027 -026 016 032 030 -017
56 TCT 01% 005 014 008 -020 -001 003 -010 024 023 011 -0.11
57 TGA | 000 Q00 00O OO0 000 000 000 000 000 000 000 0.00
58 TGC | 017 002 0.6 002 -020 0.3 0.3 007 021 017 016 015
59 TGG 0.12 0.11 0.00 002 -004 013 009 009 -002 -0.19 0.14 0.10
60 TGT it 004 0.12 0.04 008 003 0.25 0.11 014 033 0.14 -0.18
61 TTA 000 006 007 006 -015 000 -0.14 007 -009 008 025 -0.02
62 TIC 009 026 018 016 -015 020 016 -045 006 037 021 -0.04
63 TTG 007 -0.07 -0.12 0.4 0.05 0.02 0.09 0.04 0.12 0.10 0.2} 0.20
64 TIT 0.27 0.07 015 0.02 0.10 014 0.19 0.14 018 0.16 0.06 0.06
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG CCr
13 14 15 16 17 18 19 20 2t . 22 23 24
Tabla C.9 continuacion

25 26 27 28 29 30 31 2 KX M 35 k1.3

CGA CGC C€CGG CGT CTA CrC CTG CIT GAA GAC GAG GAT

1 AAA 008 033 00 025 -027 009 020 005 008 008 000 004

2 AAC 026 017 009 033 008 011 006 006 OIS 012 020 0.1

3 AAG ¢28 022 012 020 -011 006 -011 004 HO7 014 008 .00

4 AAT | 002 o006 015 009 008 -004 012 0JO0 010 011 <011 -005

5 ACA 000 004 006 012 008 016 €13 014 005 005 006 -0.05

6 ACC 0.46 031 036 0.4 0.3 6.3 1 0.23 0.05 0.24 0.19 0.20 .13

7 ACG| 022 o012 011 034 -022 011 -031 -047 002 007 013 -0.06

2 ACT 032 023 016 021 040 0.4 023 015 011 003 002 -008
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG '
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
CCC

CCT
CGA

GAC
GAG
GAT

588849888

GTA
GTC
GTG

0.35
-0.07
-0.14

0.i0
0.46

022

026

0.08
-0.03

0.12
0.13
-0.48

Q.16

0.24
-0.14
<018

030
-0.03

0.16

0.01
-0.29
-0.25
042
-0.49

0.01

0.05

020

007

0.18

0.57

04l

024
011
029
-0.16
051
0.51
049
0.13

0.34
0.24
-0.02

0.06

0.02
-0.08

0.26

0.05

0.22
-0.20
-0.26
-0.19

0.06
-0.01
-0.22
-0.21

0.08
-0.47
-0.22
-0.32

0.10
-0.22
-0.19

0.05

0.21
-0.30
0.16

0.05
-0.07

0.16
0.19

0.02
-0.17
-0.33
0.10

0.26
-0.18
-0.07
-0.09

023
0.12
£.30

0.3
0.53

0.23

0.03

0.17
-0.01
015
-0.35
004

0.01

032
.34

0.06

0.04
0.49
-0.54

0.05
.10

0.18
0.39
-0.29
.14
-0.02
.03

0.3s

0.27

043
008
0.10
0.05

0.01
£.10

0.63
029

0.37
.36
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029
0.2}

0.08

0.28
0.15
0.16
o
-0.05
0.12
032
-0.19
0.20
0.09
0.09
0.18
0.29
0.36
-0.38
0.29
0.48
0.10
0.2L
0.16
-0.04
008
042
0.07
-0.11
0.03
<0.16
0.18
0.13
0.16
-0.33
£0.17
-0.08
0.27
£0.07
0.16

0.0)
0.38
027
0.44
012
0.09
0,18
0.08
-0.03
041
-0.13
0.08
0.10
0.19
045
0.20
-0.38
0.5
-0.31
0.04
020
0.19
-0.16
0.1
.0.13
018
0.20
0.23
0.0
0.13
-0.37
0.14
-0.03
0.05
-0.39
0.04
0.01
0.26
20.10

032
0.25
-0.20
0.22
0.19
-0.15
-0.08
0.00
0.26
-0.06
-0.11
-0.01
0.20
0.11
-0.03
0.09
0.07
-0.23
-0.492
-0.11
-0.13
-0.11
-0.11
-0.36
0.11
0.01
-0.24
0.0l
0.02
-0.05
-0.30
0.12
0.0t
-0.20
-0.43
0.07
-0.12
-0.04
-0.13
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0.06
0.3
017
0.3
£.18
Q.15
-0.29
0.2
-0.14
0.18
£0.19
0.16
0.12
0.29
0.41
001
0.03
0.10
043
0.22
0.27
0.15
0.22
0.03
£.06
0.06
0.30
0.22
0.05
021
-0.36
031
0.10
0.02
042
0.41
0.14
0.17
-0.16

029
0.22
0.17
0.15
-0.04
0.08
-0.30
-0.20
0.22
0.02
-0.04
0.01
0.18
017
-0.17
0.01
-0.07
-0.01
-0.36
0.01
0.06
0.05
-0.01
0.27
0.11
-0.03
-0.13
0.02
0.19
-0.09
-0.24
009
0.02
-0.05
-0.39
0.08
-0.09
<0.20
-0.11

.04
0.03
0.0}
-0.29
0.15
0.15
0.02
0.15
-0.04
0.06
0.14
-0.05
-0.02
0.27
001
£.06
0.07
0.33
0.13
0.05
0.03
0.29
0.08
0.15
0.00
0.1
0.04
-0.06
-B.15
0.33
-0.01
0.12
005
0.08
0.18
£.13
0.02
023
026

0.03
0.13
0.0
-0.28
0.09
0.06
-0.07
Q.10
0.11
0.04
0.10
0.00
0.t6
0.19
©.08
£.09
20.16
0.21
0.14
.11
0.10
0.09
-0.18
0.00
0.02
0.1t
-0.03
20.05
2.10
0.33
£0.15
0.00
0.15
0.04
023
-0.21
0.02
0.04
0.14

0.00
011
-0.03
-0.25

0.01

0.02

0.06
-0.01
-0.05

0.08

0.02

0.00
-0.09

0.30
0.13
<0.08
£.09
.16
-0.01

0.07
-0.02

0.08
.14

0.28

0.01

0.17
0.11
£0.07
0.09

043
0.1
0.05
<0.03

0.1}

0.03

0.05
-0.17

0.32
0.32

-0.04
-0.15
0.1
-0.31
0.12
0.09
0.04
-0.10
-0.03
0.01
0.00
0.01
0.04
0.20
-0.04
-0.1%
0.00
0.01
0.22
-0.09
0.08
-0.08
-0.04
<0.03
-0.02
0.13
0.03
-0.07
0.13
0.30
0.05
-0.07
0.1
0.08
.33
-0.11
-0.07
0.23
-0.10
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48 GTT 023 011 020 031 019 017 018 D25 005 002 015 000
49 TAA 000 000 o000 0G0 €00 Q0O 000 OOD 0CO 000 000 000
50 TAC 023 019 005 027 006 000 005 018 006 002 0.07. 0.08
51 TAG 000 000 o000 000 000 000 Q00 000 000 000 000 000
52 TAT 004 -002 003 -0.18 01 002 0.06 001 005 010 004 .00}
3 TCA ; 037 002 001 027 01t 014 -011 -004 002 04U5 005 005
sS4 TCC | 010 002 o032 005 014 018 017 013 033 036 02f 030
$$ TCG | 002 -022 006 023 .032 010 034 011 01% 027 601 Q.15
56 TCT | 017 030 020 -0.)8 006 o004 €13 001 00! 009 007 -005
57 TGA 000 000 o000 000 QOD 000 QOO0 000 000 Q00 000 000
58 TGC 02 019 046 0.4l ci6 -0.27 001 -0.11 0.23 0.14 0.15 0.17
59 TGG 0.17 Q.51 0.36 052 -009 -009 -0.18 0.0s 004 010 -0.08 0.06
60 TGT 017 015 005 -.0.23 008 -0.19 003 003 007 009 D20 -0.09
61 TTA | 022 .19 015 o001 019 -008 <019 005 002 003 -002 004
62 TIC { 008 -022 -DO1 025 o009 -034 O0IN5 006 027 023 028 023
63 TTG 012 008 013 01 © 027 015 027 006 003 004 -002
64 TIT +0.05 13 020 0.38 02r Q03 ol19 9064 019 014 Q07 -G13
CGA CGC CGG CGT CIA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Tabla C.9 continuacion

» 38 39 40 4] 42 43 44 45 46 a7 48

GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTrA GTC GTG GTT

1 AAA 0.09 a.22 0.20 .10 0.01 0.10 001 o1 004 001 010 -008

2 AAC 0.24 019 03s 0.15 0.19 0.14 0.17 0.18 014 0.14 0.22 0.01

3 AAG | 00 -0.13 0a7 021 007 -026 010 .006 014 00i 021 0.05

4 AAT | 012 -015 021 <008 015 -021 027 005 002 008 010 -009

5 ACA | 006 025 006 030 012 006 -004 013 018 024 -0.03 . 024

6 ACC 06 008 02] 008 028 027 030 008 006 009 008 004

7 ACG | 012 026 027 023 D12 009 021 024 D25 012 022 022

8 ACT { 020 02t 0100 .18 003 008 -012 -.021 007 003 -008 -0.11

9 AGA 000 001 001 002 003 004 023 0.1} 008 008 0.3 002

10 AGC 012 016 028 005 013 021 016 003 010 014 002 014

It AGG | 013 -002 018 010 019 015 042 039 LI 012 013 o022

12 AGT | <023 022 029 -019 032 -022 033 020 -0Il6 014 004 -008

13 ATA 01 025 009 03 014 017 0Ol 040 006 030 000 033

14 ATC 035 026 029 oM o1 006 003 007 030 007 024 02§

15 ATG | <005 -001 009 008 -004 -003 012 007 002 001 002 -.002
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caT
CTA

CTG

GAA
GAC
GAG
GAT

T8R8884¢

GTA

GTC

GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC

017
0.05
0.21

-0.03

0.03

-002
021

-0.14

022

-0.15
0.00
033

-0.04

-0.03
0.34

0.18
0.00
0.08
0.24

-0.25

0.02
0.00
0.29

-0.05

-0.01
0.1l
0.14
0.11
0.05

0.1
0.13

.0.21
0.02
0.00
0.20
0.00

0.12

-0.01
0.26

-0.30
0.04
0.15
0.00

0.19
027
0.25
0.29

-0.10
0.28
0.40

042

-0.18

020 -

0.21
-0.17
-0.08

0.11

0.13
-0.03
-0.06

0.30

0.04

.14
-0.22

0.36
-0.05

0.17
-0.29

0.26

g.18
-0.18
-0.16

0.00

0.10

0.00
-0.11

0.42

0.24

0.22
.05
0.29
0.26
0.20
0.16
0.41
0.05
-0.24
0.25
0.52
000
005
0.01
0.29
0.32
0.17
0.06
038
0.16
0.08
026
049
.03
0.05
0.22
039
0.16
0.03
Q.16
0.43
0.13
0.04
0.00
027
0.00
0.18
0.01
015
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022
0.4
0.22
0.12
-0.07
0.13
0.09
Q.16
0.30
0.30
032
035
-0.08
0.06
0.30
0.17
004
-0.02
0.13
0.05
0.16
022
0.06
0.13
-0.33
033
0.06
0.34
0.27
0.27
0.16
0.08
-0.15
0.00
012
0.00
0.12
0.20
0.2

011
0.06
023

018

-0.10
0.12
022

024

0.12

023

0.03
0.04

0.6

004
0.20

021

-0.26
0.01
0.25

-0.13

0.04

0.08
0.43

-0.14
0.10

008
0.09
0.32
0.21

003
0.13

011

0.20
0.00
021
0.00

0.09

0.18
0.25

-0.09
-0.04
0.10
0.18
0.02
0.60
0.14
-0.26
0.11
0.02
0.12
0.30
-0.36
0.09
¢.10
-0.17
-0.16
0.03
0.08
-0.12
-0.06
-0.03
0.31
-0.19
0.04
0.8
-0.05
0.21
-0.02
0.09
0.19
-0.01
0.06
0.00
0.20
0.00
0.02
007
029
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020
-0.02
009
0.10
0147
0.20
042
047
-0.30
0.17
Q.11
0.39
0.27
0.2
0.05
0.05
0.15
0.01
017
0.04
£.13
0.16
048
0.16
023
0.08
0.20
033

0906 -

D08
0.13
0.30
0.02
0.00
0.15
0.00
-0.14
0.03
0.33

-0.23
-0.05
0.06
0.29
003
-0.06
0.20
047
-0.10
0.47
0.31
0.62
040
0.18
0.13
0.09
£0.09
0.07
0.08
0.26
-0.06
0.04
0.06
0.31
-0.30
0.18
0.12
0.56
0.37
0.32
0.03
0.23
0.17
0.00
0.03
0.00
-0.10
0.22
0.13

0.09
0.10
0.10
0.05
0.05
0.0l
£0.29
-0.28
-0.25
0.16

0.26 .

.07
-0.25
0.00
0.02
-0.28
0.02
0.01
0.11
0.03
0.08
0.1t
0.2s
-0.28
0.01
0.22
0.18
0.15
0.04
004
028
0.31
0.18
0.00
0.19
0.00
026
Q.0
0.07

0.26
0.05
<0.01
0.17
0.00
0.26
0.07
0.17
0.01
028
0.40
0.28
027
0.1
0.05
0.08
0.04
0.02
0.18
0.14
0.2
0.27
0.03
0.25
0.19

0.42

0.18
0.46
037
0.26
0.09
0.00
0.21
0.00
2.11
¢.00
0.14
0.40
0.07

0.19
£0.17
0.15
£.09
0.02
015
0.1
Q.03
0.15
0.04
©.15
a.10
0.18
0.02
0.0%
0.22
-D.16
.04
0.15
0.03
-0.02
Q.1
0.19
-0.08
0.13
028
0.20
0.20
.09
£0.10
0.32
<0.28
0.11
0.00
0.06
0.00
0.13
0.05
0.12

-0.21
0.04
-0.09
0.21
-0.05
0.18
0.04
0.5
0.1
0.17
0.00
0.36
-0.29
0.22
0.14
0.1
~-0.06
-0.06
0.02
0.1}
-0.09
0.26
-0.04
0.21
-0.21
037
012
0.38
-0.3]
0.21
0.07
0.07
-0.19
0.00
0.02
0.00
-0.06
0.27
0.03
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ss TCG | 009 043 004 044 024 023 026 048 -014 039 001 020
s¢ TCT | -017 07 020 021 -003 002 -004 -013 -008 -0.14 024 -0.14
57 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 ©O60 000 000 000 000
s§ TGC | 026 020 020 033 030 024 000 023 003 023 025 017
59 TGG | 001 004 012 o001 0J8 -00z -024 001 008 003 021 -0.07
60 TGT | -003 013 -019 020 007 -014 -0I8 -016 008 021 005 -0.15
6 TTA | 006 012 004 022 002 034 003 008 009 0. 003 0.17
62 TIC | 045 036 052 046 044 036 047 017 043 016 040 026
63 TIG | 010 017 -012 012 008 005 007 008 005 011 0.3 .008
64 TIT | -017 -036 021 019 016 -019 2009 019 006 021 00l .027
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA  GIC GIG  GIT

37 38 39 40 41 2 @ 44 as a5 47 a8

Tabla C.9 continuacién

49 50 Sl 2 s3 s4 S5 56 57 s8 59 60

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

1 _AAA | 000 003 000 009 -0.17 008 -0.03 001 000 008 -015 -0.14
2 AAC | 000 014 000 006 015 -003 010 0060 000 000 -0.14 -0.12
3 AAG| 000 001 000 016 022 028 016 030 000 032 026 023
4 AAT | 000 009 000 006 -001 012 003 009 000 007 011 005
s ACA| 000 o007 o000 011 005 007 007 004 000 017 -007 -008
6 AcC| o000 001 000 o012 o005 012 020 001 000 013 004 0.00
7 ACG | 000 005 000 016 -005 021 007 028 000 -021 004 005
8 ACT | 000 004 000 006 -0.16 -014 001 020 000 02t 003 007
9 AGA | 000 018 000 013 004 027 001 047 0060 027 008 0.12
10 AGC | 000 009 000 Q08 016 019 012 005 0060 008 003 000
Il AGG | 000 006 060 014 .009 020 018 011 000 009 013 035
12 AGT | 000 o010 0080 001 002 023 018 018 o000 017 001 -0.16
13 ATA | 000 -020 0060 -024 -028 -0.12 029 -014 000 013 -018 -0.09
la ATC | oo0 omn 000 027 027 002 029 022 . 000 005 019 0.3
1S ATG | 000 -004 000 003 005 005 -003 013 000 007 060 005
16 ATT | 000- 008 000 004 000 -0.U3 010 011 000 -007 003 0.07
17 CAA} 000 o010 o000 008 004 016 002 001 000 021 -006 -0.08
18 CAC| 000 002 000 008 -003 -004 0I5 002 000 004 -001 004
19 CAG | 000 023 000 -0 -001 025 009 024 000 023 013 009
20 CAT | 000 017 000 08 -008 005 013 -014 000 014 001 -0.08
21 CCA | 000 007 000 007 -008 014 004 007 000 019 017 008
22 ¢cc | 000 o043 000 020 -003 -0.12 002 .026 000 003 017 -005
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23

25
26
27
28
29
30
k]|
32
33
34
35
‘36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

55
56
57
58
59

61

cCG
cCT
CGA
CGC
CGG
CGT

GTA
GTC
GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG

TGC

TGT

0.060

'0.00

0.c0
0.00
0.00
0.00
Q.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.0¢
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
©.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

000

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00

<0.25
0.11
-0.28
-0.45
-0.22
-0.23
-0.05
-£.05
-0.04
-0.29
Q.06
-0.13
-0.14
0.16
-0.04
0.18
-0.1%
0.04
.11
-0.17
-0.02
000
0.00
-0.04
0.15
-0.12
0.00
-0.14
0.00
0.ié
-0.04
0.15
0.26
0.11
0.00
-0.12
-0.t1
0.17
0.09

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.60
0.00

.00

0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
000
0.00
.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
Q.00
0.00
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0.14
-0.04
0.12
0.17
027
0.6
0.06
0.15
0.10
0.36
0.02
{0.06
-0.04
0.03
£0.10
0.11
0.23
0.09
015
0.12
0.1s
0.14
0.09
0.30
0.17
0.10
0.00
0.00
0.00
0.02
0.19
0.21
0.18
0.08
0.00
0.16
0.09
0.0
0.08

0.07
-0.15
0.03
-0.06
-0.20
-0.05
-0.0%
00!
0.13
-0.29
0.10
0.2
G.13
0.02
0.04
0.28
-0.01
-0.03
0.11
-0.09
0.17
0.11
.11
0.28
0.23
-0.13
0.00
0.10
0.00
-0.05
0.18
0.07
0.05
-0.14
0.00
0.00
0.15
-0.05
-0.11

023
-0.13
0.]2
0.03
-0.11
022
-0.22
0.19
0.25
-0.43
0.14
-0.01
0.30
-0.03
0.03
-0.01
0.10
-0.30
0.08
-0.20
-0.11
0.01
-0.18
-0.66
0.18
-0.24
0.00
-0.01
0.00
-0.15
0.02
-0.02
0.01
-0.15
0.00
-0.20
0.05
-0.64
-0.05
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0.20
0.13
-0.06
-0.10
0.51

0.00
0.23
-0.19
-0.01
-0.30

011

0.01
-0.06
0.01
-0.04

0.23

0.01
-0.02
-0.08

011

0.07

023
0.14

0.28

Q.06

6.00

0.00

015

0.00
0.13
0.17
-0.03
017
0.10

000

005
-0.08
0.04
Q.15

028
-0.11
0.06
0.16
-0.12
-0.08
0.01
-0.13
0.34
-0.33
0.06
£.10
021
0.07
0.0!
0.07
0.t2
0.6
0.02
-0.12
-0.02
-0.02
0.03
0.07
0.31
-0.25
0.00
-0.03
0.00
-0.18
0.06
-0.02
0.26
-0.20
0.00
0.40
-0.02
-0.05
-0.02

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
Q.00
0.00
0.00
0.00
G.00
0.00
0.00
0.00
.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.15
0.00
Q.45
-04]
037
0.30
0.03
.35
0.01
0.31
0.11
0.07
0.11
0.20
0.3
017
0.09
0.35
0.01
0.07
0.08
0.08
Q.11
0.12
0.01
012
0.00
D.12
0.00
0.07
-0.19
0.14
0.00
0.14
0.00
0.13
0.0t
0.09
0.04

0.20
Q.10
0.04
0.4
0.24
025
£.22
0.00
0.19
025
-0.05
-0.05
0.13
0.03
.05
0.17
0.10
.02
-0.08
0.19
0.22
0.08
£0.06
0.10
0.16
-0.09
0.00
.10
0.0c0
0.09
0.13
0.15
020
0.1
0.00
.06
0.00
0.04
.16

0.30
-0.03
-0.09
-0.18

0.04
-0.38
-0.1¢
-0.30

020
-0.34
-0.09
.19

0.14

0.03
-0.05
-0.14

018

0.05
-0.03
-0.27

023

0.07

0.14

0.03

0.23
0.1t

0.00
-0.12

0.00

0.01
-0.07

0.17

0.08

013

0.00
-0.14
-0.01

o1
-0.03
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62 TTC 000 ©00I o000 022 027 007 023 021 000 002 009 0.10

63 TIG 000 047 000 022 030 023 037 03 000 027 042 035

64 TIT 000 -0.15 000 002 -0.10 015 -00% 0I5 000 -0.10 006 0.00

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT

49 50 51 52 53 54 55 56 5?7 58 59 60

Tabla C.9 continuacion

61 62 63 64
TTA TIC TIG TIT
I AAA | 003 0.00 0.10 008
2 AAC | 010 .00l 007 003
3 AAG| 024 012 016 004
4 AAT 007 002 -007 000
5 ACA | 000 022 022 009
6 ACC 008 005 020 023
7 ACG 005 011 003 4002
8§ ACT | 030 -017 -031 009
9 AGA | -00) 0.14 009 -0.09
10 AGC 028 0.15 031 0.1t
11 AGG 0.00 0.01 0.13 021
12 AGT | -005 -008 -002 002
13 ATA 005 -004 0.10 017
14 ATC 021 007 016 024
IS ATG | 022 o011 029 007
16 ATT -0.13 -0.12 003 007
17 CAA 0.02 0.10 -0.01 0.09
I8 CAC 025 006 004 022
19 CAG | 002 007 000 023
20 CAT | 020 009 0.5 003
21 CCA | 006 008 -001 -0.12
22 CCC 007 -0.10 0.1 012
23 CCG | -027 008 005 002
24 CCr -0.06 0.0l 002 019
25 CGA | 012 04 012 0N
2 CGC | 005 047 030 025
27 CGG | 012 014 017 0.M4
28 CGT 0.0B 017 <013 0.34
29 CTa | 010 0409 004 003
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30 CTC | 015 -029 008 0.8
3 CTG | 021 001 013 0.1
32 CIT | 034 -049 032 047
33 GAA | 010 020 005 -0.02
34 GAC | 012 005 -006 0.3
35 GAG | 006 002 008 .0.23
36 GAT | 011 005 -0.16 -0.05
37 GCA | 0600 001 004 .0.20
38 gcc | 021 o000 o013 0.1
19 GCG | 008 011 007 02
40 GCT | 004 012 048 022
41 GGA | 006 .003 o011 033
42 66C | 016 024 022 0.8
43 GGG | 019 045 027 050
44 GGT | 005 015 003 044
45 GTA | 019 009 008 -0.14
6 GTC | 020 o000 -001 o0.10
47 GTG [ 031 02t 017 0.05
48 GTT | -011 022 -016 0.0
49 TAA | 000 000 006 0.00
50 TAC | 019 001 -006 0.15
S1 TAG | 000 €00 000 0.00
52 TAT | -006 -0.12 -0.16 -0.02
$3 TCA | -0.18 -001 -003 -0.15
$4 TCC 0.05 0.02 .09 0.03
55 TCG | -0.14 -006 -00% -0.14
6 TCT | -017 007 019 o013
57 TGA | 000 000 000 0.00
58 TGC | 007. 00¢ 018 0.8
59 TGG | 002 000 01t 0.00
60 TGT | 000 004 009 008
6l TTA | -001 006 005 0.00
62 TIC | 005 -009 002 0.16
63 TIG | 034 027 02 021
64 TIT | 013 020 015 o.11

TIA TIC TI1G TIT

681 62 & 64
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Tabla C.10: matriz CPW secuencias muy expresadas de Saccaromyces cerevisiae (codon izquierdo indicado en la
columna 2, coddén derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: S. cerevisiae; Dato de secuencia: genoma
completo de S. cerevisiae; Grupo muy expresado: 300 secs.

1 2 k1 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
1 AAA] 067 035 049 042 066 030 047 024 043 044 051 0.55
2 AAC | -005 062 -063 007 012 062 041 -052 0353 026 004 -0.25
3 AAG | «0.10 061 065 042 02t -05% 026 -053 059 016 020 0.1
4 AAT | 06} 016 035 058 063 028 062 040 042 044 038 0.44
5 ACA| 049 022 013 028 052 049 0.78 049 019 062 D07 0.38
6 ACC| -0.13 071 -071 -0I8 -015 -0567 000 -056 054 OIS 0.12 0.14
7 ACG| 050 037 029 053 057 0356 062 0.6l 067 0389 17 049
8 ACT | 03] 016 007 0.6] 019 -0.)4 049 -034 027 048 083 0.53
9 AGA | 025 .05} 059 010 003 -059 027 038 9053 019 0.24 -0.01
10 AGC 0654 -004 021 0.55 0.59 017 100 019 038 -002 0.31 0.46
1 AGG| 042 044 (045 047 068 013 069 071 029 0.66 0.56 0.84
12 AGT| 049 004 048 046 072 047 069 0.3 070 057 0.19 0.52
13 ATA| 056 050 064 067 053 032 063 047 058 075 ‘0.58 0.59
14 ATC | 031 066 -068 028 -011 -055 004 063 067 030 0.14 -0.10
15 ATG{ 023 030 025 029 039 -012 056 -033 030 047 0.i6 0.20
16 ATT| 049 -020 002 050 055 0I5 049 001 -0.07 067 048 0.64
7 CAA| 022 -040 043 025 026 048 050 -029 036 000 021 -016
18 CAC| 010 -055 067 0067 012 062 044 0353 <0359 03] 061 -0.02
19 CAG| 054 040 020 0.6 043 035 -008 060 0.9 011 0.62 0.39
20 CAT| 054 -009 031 050 051 0.07 045 03 046 O74 0.62 087
21 CCA| 020 -0352 064 045 0142 -054 045 -053 061 013 009 -0.11
22 cCcc) o4t -003 007 027 058 009 018 008 021 063 065 049
2 CCG| 0B84 075 063 075 0.80 1.00 085 094 073 053 1.00 089
24 CCT| 045 oOu0 028 Q.51 71 020 022 010 054 08} 0.64 0.61
25 CGA| 08 05 095 070 087 080 040 O0B8 08} 067 1.00 0.09
26 CGC| 046 034 033 0.65 052 -0.14 029 042 0.80 1.00 100 0.19
27 CGG| 07t D44 073 062 054 1.00 049 100 0.8 04} 0.68 1.00
28 CGT| 019 -025 <018 0.13 032 -0.44 039 023 007 066 053 -0.04
29 CTA| 039 019 0249 047 047 061 0.41 022 039 074 034 04l
30 Crc|{ o6& 0.7 00} 040 068 021 029 057 065 06% 074 0.68
L] CTG{ 042 038 029 Q.35 062 033 072 054 078 050 079 066
32 CTT{ 078 060 06| 0.7 089 0.54 0.61 055 07 07N 1.oe  0.81
13 GAA| 022 035 037 024 02 040 028 031 039 003 050 013
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39 GAC| -004 -057 062 007 020 -062 044 -050 -044 017 022 002
35 GAG| 049 -003 003 030 046 038 047 030 032 019 053 04
36 GAT| 044 019 027 040 068 005 042 042 034 055 053 078
37 GCA| 058 037 027 062 0S5t 040 060 061 -007 056 022 045
18 GCC| 002 058 062 007 010 -.057 041 053 051 051 048 0.70
19 GCG| 083 045 026 056 079 050 071 065 067 08 08 067
40 GCT| 026 046 -040 021 035 -055 038 -037 028 056 052 043
a1 GGA| 064 046 046 058 069 039 063 050 043 072 089 0.74
2 GGC| 055 o000 027 049 068 049 079 002 037 024 027 044
43 GGG| 062 055 040 073 049 048 043 030 039 039 061 086
44 GGT| 003 .061 060 008 032 -056 041 058 055 053 052 055
45 GTA| 066 037 047 042 059 053 0S8 026 054 072 03 069
46 GTC| -017 063 070 017 027 065 067 -060 -05 D036 074 021
47 GIG| 051 010 007 064 054 025 052 048 -020 D0DSO 066 057
48 GTT| 031 027 021 021 059 -045 066 -037 017 056 052 067
49 TAA| 000 000 000 000 0G0 00D ©OGD 000 000 000 000 000
50 TAC| -009 -058 061 008 004 -056 042 -057 057 030 052 -0.09
s TAG] 000 000 000 000 000 €00 000 000 000 000 000 000
52  TAT| 060 006 043 061 067 042 . 066 030 059 052 064 064
53 TCA| 069 022 007 048 037 020 029 052 -029 019 003 039
54 TCC| 004 068 074 025 -017 -066 013 0DS9 060 009 010 -0.02
55 TCG| -000 017 €05 038 068 080 059 042 -023 065 022 021
$6 TCT| 021 -045 036 038 029 054 041 044 006 067 050 041
57 TGA| 000 o000 o000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
58 TGC| 026 062 0J2 042 OI1 002 0S50 076 034 029 076 051
59 TGG] 015 017 017 014 059 .025 016 -028 -033 035 017 033
60 TGT| 009 043 030 000 045 052 023 -030 026 013 040 070
61 TTA| 057 021 o006 06 025 -038 058 -0.14 -049 016 048 035
6 TIC| 020 -061 064 013 026 .060 042 -051 058 010 048 -0.07
63 TIG| -027 -064 068 028 017 -065 043 -059 062 004 021 -0.06
64 TTT{ 065 033 047 061 0S4 007 047 034 032 039 043 053
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i 12
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Tabla C.10 continuacion

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 29
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA <CCC cCcG Ccr
0.52 014 016 015 022 025 034 059 004 0.54 059 032

1 AAA
2 AAC 053 .06f 024 041 .045 -053 005 033 050 040 018 .0.19
} AAG 062 -056 -0.18 031 041 -055 035 021 05 016 057 -0.16
4 AAT 0.71 0.03 622 039 026 044 0.63 0.52 020 009 049 0.36
5 ACA 068 051 029 041 060 033 041 0.22 .01 050 094 052
6 ACC 044 -061 -054 059 -026 -049 033 008 040 043 045 030
7 ACG 054 0.2 018 063 0.14 043 034 Qa2 009 000 044 055
8 ACT 038 -030 041 042 .048 044 043 008 054 046 O.éﬂ -0.12
9 AGA 047 048 0.2t 032 .026 -041 0.2% 006 05%4 044 044 0.1
10 AGC 036 002 0.59 054 009 0.3 039 0S5] 054 056 100  0.10
11 AGG 0.50 046 0.28 027 0.51 025 039 039 019 058 047 050
12 AGT 063 052 054 019 052 063 079 0.42 0.61 090 062 048
13 ATA 066 051 0.37 068 079 0783 063 049 053 059 077 0565
14 ATC 041 064 0497 046 044 039 038 009 039 D035 043 -0.02
1S ATG 071 025 000 019 -005 0.9 01} ¢ 033 027 059 026
16 ATT 062 -0.24 028 013 -030 051 0.21 0.17 -048 030 039 -0.02
17 CAA | 034 050 -022 QIié -019 -0.17 026 008 -037 036 042 -005
18 CAC 069 052 045 046 -0.27 061 -0.17 028 02 078 032 0.12
19 CAG 085 027 060 0629 022 037 007 023 0435 060 037 -0.02
20 CAT 048 009 G456 023 007 013 041 026 027 058 062 -019
21 CCA 053 -052 038 042 -012 021 0.02 036 047 053 074 -0.22
22 CCC 058 -036 036 019 03§ 012 009 067 008 065 100 029
23 CCG 069 042 043 062 059 026 049 079 040 009 072 0.78
24 CCT 0718 0.3 045 01} 033 054 028 -028 022 0.21 0.10 014
23 CGA 033 076 070 079 090 051 078 160 068 1.00 1.00 1.00
26 CGC 047 001 010 075 -0.10 -043 -0.38 035 043 0.51 .00 0.01
27 CGG 100 079 100 053 082 100 0.62 1.00 100 0.30 1.00 1.00
28 CGT 043 035 -0.18 032 -056 -060 054 003 038 003 047 005
29 CTA 0.61 0.58 045 031 012 023 004 010 028 0102 09 0.14
o CTC 0358 046 047 033 074 059 0.66 089 065 082 077 072
31 CTG 060 -0.10 035 0.2 016 017 027 004 025 020 088 045
12 CIr 085 063 053 0354 030 026 069 059 046 027 059 034
13 Gaa 060 032 019 029 019 03 033 034 026 053 056 -0.11
34 GAC 06! 040 031 024 .047 041 019 021 -04) 04 061 -02)
35 GAG 064 012 054 023 00 015 037 022 014 042 026 -0.29
36 GAT 068 -029 024 002 027 024 060 022 012 036 058 0.16
37 GCA 082 045 044 058 039 029 069 049 027 076 082 0.51
38 GCC 040 058 -041 PS8 022 o 051 012 D44 036 076 03
39 GCG 081 058 078 057 045 034 012 041 027 050 084 074
40 GCT 075 -042 015 030 -043 -0359 046 003 061 046 066 -0.10
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41 GGA 074 069 063 052 041 048 065 060 052 039 089 0.33
42 GGC 082 042 052 047 -032 -032 014 001 018 030 087 -0.07
41 GGG 08F 033 o064 079 066 053 051 073 031 011 059 001
44 GGT 049 062 042 050 041 052 060 003 053 034 078 0.0l
45 GTA 0.72 0.63 067 0638 0.43 048 0.65 0.34 0.27 0.74 0.75 0.54
46 GTC 060 -070 032 054 -046 -064 057 D28 04y 016 09 0.32
47 GTG 072 040 020 049 0.6 009 022 054 026 019 072 041
48 GTT 076 -042 019 026 -032 .08 0.50 020 -0.54 0.34 044 -006
49 TAA 000 000 000 000 QOO0 Q00 060 000 000 OQO 0.00 0.00
50 TAC 030 -057 026 019 .027 027 042 032 053 048 072 -009
51 TAG 0.00 0.00 000 (.00 0.00 0.00 000 000 0.00 G.00 0.00 D.0D
52 TAT 059 026 026 040 010 018 049 042 00l 066 050 0.25
53 TCA 061 0.55 0.04 0.56 0.38 0.38 0.25 031 016 0.0% 0.561 0.22
54 TCC 029 071 059 056 <014 052 025 014 027 048 061 0.
55 TCG 052 019 001 041 016 -0.19 <017 004 09 001 100 0.15
56 TCT 055 -049 024 029 050 -0.50 016 022 <062 015 002 -0.10
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00
58 TGC 032 026 019 032 -027 049 084 001 025 021 1.0 0.60
59 TGG 070 -033 000 0143 -0.16 -0.36 042 031 028 0.40 0.34 0.16
60 TGT 043 048 0.1 013 002 025 0.03 046 037 0.3s 0.39 0.01
61 TTA 062 -027 007 016 -020 -025 014 026 -014 041 050 000
62 TIC 054 055 023 032 -055 -0.6 004 019 062 -037 083 035
6} TIG 039 058 044 058 -034 -0.55 0.00 019 056 0.24 06s -0.10
64 TIT .79 001 0.21 0.09 0.52 0.32 0.67 0.60 0.54 0.28 0.83 0.5%
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCA <CCC CCG CCT
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 ) 24
Tabla C. 10 continuacion

25 26 27 28 29 30 3l 32 kX } 34 15 36

€CGA CGC CGG CGT CTA CTC CIG CIT GAA GAC GAG GAT

I AAA 064 06 082 024 021 083 005 062 033 042 039 033

2 AAC 087 -0.17 008 053 028 023 017 020 030 027 003 004

3 AAG 0.85 0.30 075 04% -0.12 052 o002 03t 040 054 005 -0.14

4 AAT 066 049 085 D035 02 056 044 056 0I5 010 030 022

5 ACA 073 035 030 038 06 042 057 064 034 027 029 045

6 ACC 0.80 1.00 032 0.0 0.28 0.36 0.77 043 023 020 i 025 0.8

7 ACG 1.00 027 .00 038 059 058 001 005 047 038 035 0.56

8 ACT 160 070 079 0.2 006 080 044 008 035 042 002 .020
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
cCcC
CCG
CCT
CGA

0.75
om
0.45
1.00
0.86
1.00
1.00
0.83
0.9
1.00
0.44
068
0.73
1.00
057
0.82
1.00
1.060
-0.46
1.c0
0.34
0.62
038
0.83
0.76
0.57
arn
0.92
0.79
1.00
1.00
0.83
0.69
0.82
0.43
084
0.82
0.81
0.80

0.51
-0.27
0.73

029

1.00
029
0538
0.60
049
£.00
-G.11
-0.42
0.36
-0.3%
1.00
-0.04
1.00
0.23
1.00
1.00
1.00
0.08
0.51
0.79
0.71
-0.02
-0.08
0.63
0.5)
0.50
0.36
0.50
0.82
-0.21
0.66
0.81
0.58
0.09
0.06

0.29
0.51
0.05
0.66
0.30
0.24
0.80
0.71
0.85
0.5%
0.04
0.72
0.54
0.42
0.26
0.70
1.00
.09
1.00
1.00
0.72
1.00
0.30
<0.32
042
0.51
0.61
0.87
0.12
0.76
1.00
0.B6
1.00
100
0.51
087
0.70
1.00
1.00
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£0.24
0.41
0.53
0.30
0.86
0.49
0.17
027
0.16
£.54
0.05
£.32
0.13
0.65
1.00
0.41
1.00
0.49
1.00
.75
0.53
0.80
0.27
0.39
0.31
0.70
0.02
-0.39
0.00
0.8
0.18
0.49
0.45
£.50
0.28
©.57

0.2

.59
0.30

0.06
0.59
0.42
0.72
0.46
0.49
0.15
0.02
0.18
0.57
0.24
0.32
0.08
0.22
0.56
-0.10
0.83
-0.0
0.42
EINE
-0.05
0.76
0.05
0.09
0.8
0.42
-0.07
0.27
0.64
0.17
033
0.02
0.57
0.46
-0.08
027
0.61
0.33
0.26

063
036
045
0.56
082
050
0.50
026
0.51
0.66
047
0.53
0.52
0.59
-0.04
0.47
0.19
0.52
-0.27
0.80
0.76
1.00
0.17
024
0.61
0.63
0.13
033
0.82
0.34
£.10
.46
0463
0.36
-0.03
0.49
0.54
0.60
0.59
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0.21
0.91
0.20
0.76
0.46
001
.14
0.24
a1
0.46
037
0.19
0.31
0.56
-0.10
044
1.00
0.49
-0.09
-0.39
-0.07
0485
-0.27
0.12
0.16
0.27
021
043
0.67
0.56
0113
0.8
0.55
0.37
0.08
0.30
0.56
0.5
0.47

031
0.64
0463
090
on
0.24
0.05
-0.23
0.56
0.24

07

032
0.31
0.72
0.8
081
0.64
1.00
0.69
0.08
0.6
0.75
0.39
0.49
0.50
0.55
030
0.40
0.48
003
0.43
0.20
071
0.42
0.23
0.14
0.34
0.03
0.16

-0.31

0.14

.38
0.05
0.69
-0.15
0.17
0.34
-0.21
0.27
0.26
0.13
0.43
0.67
0.41
0.03
073
0.67
0.8]
0.48
0.13
0.69
0.13
042
.20
£0.12
030
009
044
0.14
0.57
043
0.53
036
0.78
048
0.29
022
0.02

038
0.3}
0.3

0.09
o

026

-0.31

0.44

010

042

0.07

017

024
0.29
0.26
0.04
0.88
0.71
0.58

040
0.03
0.04

026
0.10

.18
O.21
0.16

0.21
0.18

0.12
0.14

.46
0.63
0.45
0.74

-0.54
0.36

.44

0.09

0.1
0.28
0.43
0.00
0.55
0.07
0.49
0.07
0.10

0.03
048
0.20
0.07
0.68
0.43
0.45
0.74
0.85
1.00
0.15
0.29
0.85
0.30
0.70
D18
0.11
0.27
0.33
0.41
0.47
0.10
0.08
0.60
0.41
0.58

0.05
0.19
0.36
0.04

-0.14
0.37
0.55

-0.04
0.65

-0.08
0.24

-0.05

-0.09
0.01
0.39
032

-0.10
0.52
0.04

-0.07
0.80
0.22
0.89

-0.25
0.11
.72
0.17
0.50

-0.05
0.15
0.32
0.14
0.50
0.18
0.45

-0.20
0.57
0.27
0.78

-0.27
0.46
0.04
0.28
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48 GTT 1.00 0.08 083 -0.56 0.25 0.27 050 004 024 Q41 04) 0.0%
49 TAA 0460 000 000 000 000 0.00 000 000 000 0.00 0.00 0.00
50 TAC 029 046 070 -0.66 025 025 005 037 021 033 003 -008
st TAG | 000 000 o000 .000 000 000 000 000 000 000 000 000
$2 TAT 087 0.84 054 0.02 0.40 0.50 0.24 055 010 0.11 0.26 0.34
5 TCA 1.00 0.64 023 0.24 023 0.50 013 059 0232 0.52 0.48 0.36
54 TCC 0380 0.03 100 -0.60 6.19 043 0.52 029 020 029 006 -0.01
55 TCG 00 022 100 034 008 064 -031 043 054 007 031 0.28
56 TCT 061 002 100 063 -029 032 031 029 045 D48 034 -0.09
57 TGA 000 000 000 0.00 000 000 000 000 000 b.DO 0.00 0.00
58 TGC 100 -04 1.00 0.28 0.58 0.34 047 004 005 0.06 0.70 0.94
s¢ TGG 100 042 058 05t 023 054 -018 079 015 029 041 021
60 TGT 1.00 036 100 065 014 002 -0.29 036 -020 .0.19 0.09 -0.32
61 TTA 0.75 070 086 0.07 0.02 0.32 0.28 026 015 0.25 0.38 0.28
62 TTC 0.67 0.03 100 -0.57 008 -0.01 028 0.2 010 -0.22 0.20 0.03
63 TIG | 083 07 072 039 -029 064 019 059 052 049 -008 -028
64 TIT 089 020 O8I 060 059 083 060 072 010 £17 029 019

CGA CGC CGG CGTI CIA CIC CIG CIT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 28 29 30 31 32 3 k2 as 6
Tabla C. 10 continuacién

37 k1 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

GCA GCC GCG OGCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GTG GTT

I AAA [ 064 029 072 030 068 054 046 009 057 010 031 024

2 AAC 643 037 073 03] 0.52 a.27 0.16 046 050 049 032 -043

3 AAG 024 -051 03} -058 039 028 041 -056 065 058 038 -0.48

4 AAT | 045 009 014 014 048 026 020 -011 069 000 027 003

5 ACA| 060 051 070 041 044 061 060 032 064 030 040 057

6 ACC | 040 038 062 044 072 027 061 D57 050 D60 012 -039

7 ACG| 063 055 042 031 062 026 050 054 019 036 015 063

8 ACT | 025 045 012 052 06 047 047 -061 027 049 0l6 -042

9 AGA a5t 033 034 .048 0.62 0.11 063 057 055 -043 025 -0.35
10 AGC 054 015 0.8%9 0.29 033 0.23 Q.66 033 026 0.35 0.77 0.43
11 AGG 0.51 024 072 0.05 0.72 0.17 0.80 044 058 030 033 0.63

12 AGT 040 0.49 0.62 0.28 046 038 054 0.6 058 0.10 0.17 0.27

13 ATA 070 090 086 0.75 069 0.62 0.64 075 078 0.58 0.68 0.68

14 ATC | 058 009 042 009 070 027 022 049 060 <010 0038 .08

15 ATG 040 023 060 025 038 035 031 055 017 030 -0.26
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
3
35
36
37
38
39
40
41

2

43
a3
45
46
47
48
49
50
5t
52
53

CGA

GAC
GAG
GAT

GCC

184888

GTA
GTC
GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC

0.18
044
0.39
045
0.53
0.22
0.40
0.68
Q.31
1.060
0.63
1.00
0.37
0.57
0.81
0.39
0.72
049
072
0.26
0.52
0.53
0.42
o
031
0.77
0.62
085
0.39
0.66
049
0.40
0.28
0.00
0.58
0.co
0.45
0.70
0.50

0.5
-0.07
-0.29
0.59
Q.11
-0.30
0.40
0.75
-0.11
0.86
034
0.76
-0.51
032
032
-0.08
0.05
025
0.19

0.14 .

0.22
0.63
-0.31
0.50
-0.47
0.53
0.14
0.59
-0.54
055
-0.27
-0.12
-0.48
0.00
0.34
0.00
0.01
0.51
041

032
0.63
0.56
036
012
059
0.74
0.67
0.20
1.00
0.68
1.00
0.59

0.65

0.83
047
0.55
0.50
0.35
022
0.43
0.79
0.79
0.45
0.68
0.95
0.75
0.80
0.40
0.74
0.44
0.77
0.47
0.00
0.65
0.00
047
0.60
0.54

ES 2 534282713

0.54
£.51
0.36
0.1
0.1}
.52
032
0.6%
0.22
0.92
050
o
0.54
0.16
0.64
0.26
0.40
0.38
0.19
0.25
0.6
0.53
037
0.51
.60
067
0.10
0.63
0.62
0.58
0.30
0.28
-D.52
0.00
0.45
0.00
£.13

032

-0.48

0.37
0.58
0.80
0.81
0.66
0.52
0.67
0.79
0.67
1.00
0.42
0.16
0.67
0.47
0.73
0.09
0.64
0.57
0.67
0.58
0.46
0.58
0.68
0.64
0.74
0.77
0.84
0.84
0.53
0.70
0.42
0.51
0.45
0.00
0.62
0.00
0.72
0.24
0.36

0.04
0.0%
0.4
0.45
043
0.05
0.26
0.7
-0.09
081
0ss
1.00
0.9
0.14
0.30
029
045
031
0.51
0.34
0.50
045
0.45
029
0.19
0.61
0.67
0.82
0.12
0.58
-0.04
0.65
0.28
0.00
0.4
0.00
0.37
0.53
0.16
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021
043
0.75
0.82
037
0.30
1.00
0.81
0.69
1.60
-0.07
-0.35
0.08
0.65
0.18
0.56
0.63
0.52
0.30
0.83
0.05
0.67
090
0.52
0.59
0.64
0.64
0.50
0.17
0.69
0.53
0.65
0.61
0.00
04|
0.00
0.44
0.53
0.53

0.49
0.52
-0.58
052
0.18
-0.59
039
0.85
0.23
1.00
022
0.72
0.50
0.13
0.28
0.00
6.07
049
-0.30
0.24
0.6
0.19
0.55
0.48
0.58
0.65
027
0466
.67
0.60
-0.64
0.30
<0.51
0.00
050
0.00
-0.19
0.35
0.59

0.28
0.39
0.59
0.4
047
0.43
0.4
0.52
0.04
083
0.79
0.40
0.12
0.60
0N
Q.18
0.87
0.54
0.51
0.74
0.58
0.63
041
0.60
0.40
078
0.78
0.85
0.37
071
0.60
0.29
0.56
0.00
0.28
0.00
0.68
041
0.05

.59
-0.41
-0.48
0.57
0.3
<0.31
-0.22
023
042
031
0.55
0.68
0.75

0.30

0.79
£0.10
0.30
0.36
QN
0.40
0.38
0.53
.53
0.01
0.60
0.7¢
0.31
0.89
£0.67
0.63
.41
£0.01
-0.60

0.00

0.44
0.00
0.17
0.25
-0.63

0.17
0.03
0.23
0.50
023
0.36
0.58
0.46
020
1.00
0.53
0.66
028
0.23
0.46
025
0.32
0.13
032
0.62
0.24
0.60
0.17
0.55
0.08
0.75
0.57
0.83

- 0.35

0.68
041
0.20
0.52
0.00
0.37
0.00
0.36
0.33
€0.19

-0.38
-0.28
0.32
0.40
-0.02
-0.30
0.50
0.55
-0.26
0.70
0.41
0.66
-0.41
0.22
0.51
0.24
0.22
-0.38
0.02
0.30
-0.26
0.56
-0.20
0.51
-0.42
0.84
0.47
o
-0.60
0.69
-0.39
0.4]
-0.47
0.00
-0.3%
0.00
0.07
0.52
-0.40
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ss TCG | 067 043 014 066 072 05} 037 041 062 034 074 0.6
s6 TCT | 015 061 021 0.5 059 035 043 061 034 -056 029 041
s7 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
s8 TGC | 075 020 056 059 090 033 007 022 100 087 100 039
59 TGG | 046 020 044 026 062 048 021 03t 058 006 053 -0.36
60 TGT | 063 047 048 038 076 003 023 -048 019 045 00 -0.46
6l TTA | 049 016 036 -005 048 029 05¢ 025 052 02 004 003
62 TIC | 047 003 050 020 070 018 063 -05 073 -04 017 -0.01
63 TTG | 018 -058 008 062 048 005 050 059 032 -058 .16 -0.50
64 TTT | 020 040 025 026 073 024 047 023 053 029 034 023
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTA GIC GIG GIT
» k}] i5 40 4] 42 43 44 45 46 47 43

Tabla C.10 continuacion
9 50 St 52 s3  s4a 55 56 ST S8 59 60
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT
T AAA | 000 014 000 031 00 017 036 015 0.00 03 003 00l
2 AAC | 000 053 000 .15 -003 048 017 -040 000 025 043 -0.57
3 AAG 000 -0.43 000 032 0315 037 0.07 -042 0.00 0.24 005 -031
4 AAT | 000 034 000 044 046 008 034 011 000 08 051 04l
5 ACA 0.00 0.31 0.00 0.63 041 0.16 0.46 0.19 0.00 0.66 027 .0.16
6 ACC 000 -0.54 0.00 0.24 025 -045 015 044 000 033 039 042
7 ACG 000 .0.02 0.00 0.66 0.56 070 052 0.46 0.00 0.75 0.57 0.53
8 ACT | 000 050 000 011 -011 049 011 -054 000 050 008 -0.34
9 AGA | 000 031 000 043 005 044 037 041 000 046 -0.47 -0.34
10 AGC Q.00 0.23 0.00 0.60 0139 0.01 0.56 0.17 0.00 0.20 0.10 0.51
Il AGG | 000 023 000 054 000 012 049 0I9 000 100 06l 071
2 AGT | 000 014 000 063 D041 051 057 047 000 045 044 049
13 ATA [ 000 025 000 056 043 037 044 050 000 071 076 0.53
14 ATC | 000 .049 000 -006 -0.06 :057 00} 053 000 037 044 -0.46
IS ATG | 000 -024 000 @23 031 033 028 027 000 029 000 -0.15
16 ATT | 000 -021 000 018 034 045 014 039 000 206 002 -0.17
17 CAA | 000 -027 000 020 036 -027 059 033 000 044 0320 -030
I8 CAC | 000 -031 000 009 052 060 014 060 000 045 031 -0.32
19 CAG 000 -0.21 0.00 0.35 0.13 0.166 033 0.08 0.00 0.19 0.55 0.25
20 CAT | 000 -006 000 029 030 005 042 -0.06 000 008 025 006
2 CCA | 000 -045 000 026 015 039 024 058 000 016 048 -0.45
2 coc | 000 047 000 014 036 004 030 D09 000 028 090 0.2
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2]
24
25
26
27
28
29
30
3
32
3
34
s
36
37
33
39
40
41
42
43

45
46
a7
48
a9
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

61

CCG
CcCT
CGA

GAC
GAG
GAT

9§88888¢8

GTA
GTC

GTG

GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG
TCT
TGA
TGC
TGG
TGT

0.00
0.00
0400
0.00
0.00
0.00
0.0G
0.00
0.00
0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
000
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.0¢
0.00
0.00
0.00
0.00
0.co
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.52
-0.36
0.84
0.03
0.94
-0.68
-0.18
0.01
0.10
0.25
-0.26
048
017
0.09
0.24
-0.24
0.00
-0.55
Q.55
0.34
061
0.58
037
0.44
0.15
0.41
0.00
4.54
0.00
0.29
-0.07
-0.32
0.29
-0.51
0.00
-0.27
033
0.0
-0.09

0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
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0.56
0.24
0.63
D4l
0.58

0.47
0.08
0.55
0.52
0.18
0.23
0.07
0.22
0.28
0.59
0.45
0.34
0.07
0.53
0.40
0.58
0.14
0.55
0.10
0.46
0.02
0.00
0.15
0.00
0.35
0.21
0.1
0.14
0.10
0.00
0.26
0.37
0.22
0.37

0.76
0.4
1.00
1.00
-0.15
0.30
0.32
0.60
0.48
0.17
0.55
0.
0.58
0.3%
0.32
0.06
0.60
029
0.54
0.31
0.68
0.24
0.62
0.47
071
0.06
0.00
o1
0.00
0.48
0.20
0.31
0.50
-0.15
0.00
072
0.46
038
0.42

0.78
-0.3%
1.00
-0.28
0.60
-0.53
0.03
-0.35
041
-0.39
-0.44
-0.57
-0.06
0.02
-0.12
-0.56
039
-0.56
0.53
.46
0.00
-0.59
0.25
-0.60
0.11
-0.61
0.00
-0.49
0.00
-0.05
0.26
-0.45
0.31
-0.64
0.00
-0.20
-0.30
0.57
-0.20

155

0.82 .

-0.18
063
0.25
1.00
-0.25
0.04
0.82
0.34
0.10
0.53
0.00
0.03
-0.11
0.21
-0.10
0.57
0.3
0.88
0.36
0.54
0.22
0.43
046
0.72
0.39
0.00
014
0.00
0.24
0.54
-0.06
-0.17
0.21
0.00
040
009
0.51
0.24

0.50
-0.09
0.72
0.16
0.76
0.50
005
021
0.26
025
038
0.58
0.13
0.00
007
-0.40
0.51
0.50
032
033
0.07
057
0.10
049
033

0.50

0.00
0.40
0.00
-0.21
007
-0.4%
036
-0.59
0.00
0.10
H.34
-0.47
«0.26

0.00
0.60
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0400
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.54
0.09
1.00
0.7
1.00
0.44
0.31
0.67
0.3t
0.56
0.30
0.01
0.37
0.70
0.51
0.68
0.39
0.43
0.m2
0.14
on
0.25
0.18
0.21
0.59
0.03
0.c0
0.14
.00
0.7l
<0.20
0.29
-0.37
0.32
0.c0
0.25
047
0.59
0.65

0.83
0.40
0.8
0.54
0.67

051

0.38
0.59
0.42
039

0.12

0.25
0.32
0.18
0.35
0.08

002

0.24
0.17

0.24
0.47

00
0.54

042
0.43

0.12
0.00

0.39
0.00
0.48
0.0

038

00|
0.03
0.00

002
0.00
001

0.36

0.44
0.55
1.00
1.00
0.26
-0.69
-0.30
0.00
-0.22
-0.07
-0.26
-0.56
0.15
0.24
0.33
-0.26
0.75
-0.54
0.20
0.01
0.47
-0.41
0.48
0.44
0.24
.0.13
0.00
0.47
0.00
0.16
-0.13
.28
0.30
-0.34
0.00
0.32
.23
-0.30
015



ES 2 534282713

62 TIC 000 048 000 008 o022 064 -020 040 000 037 022 -040

63 TIG 000 0.50 . 000 019 020 06 039 051 000 023 038 -0.30

64 TIT 000 005 000 039 027 -002 03 034 000 005 0.19 034

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TICT TGA TGC TGG 1GT

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Tabla C.10 continuacion

61 62 63 64
TTA TTC TTG TIiT
1 AAA | 0I5 -020 -0.19 040
2 AAC | 011 -053 059 .002
3 AAG 020 -044 053 020
4 AAT 028 016 0604 042
5 ACA 042 047 026 034
6 ACC | -01t -042 042 007
7 ACG 0.54 052 030 0.67
8 ACT | -029 -052 065 -0.03
9 AGA § 021 044 057 0.06
10 AGC 0465 0.53 G.31 0.46
11 AGG 055 028 026 0.26
12 AGT 050 028 012 048
13 ATA 042 034 038 047
14 ATC 013 -038 060 005
I5 ATG 024 017 025 0.4
16 ATT 0.18 035 <037 021
17 CAA | 016 021 -048 0.06
18 CAC 034 .052 -05) 0.34
19 CAG 040 -0.24 0.17 0.47
20 CAT 010 2027 039 048
21 CCA | 031 042 060 019
22 Cccc 015 03 029 063
23 CCG 038 ©62 061 063
24 CCT 034 -0.23 000 0.58
25 CGA 100 060 083 046
26 CGC 079 0.37 048 0.9
27 CGG 0.5 010 026 0.08
28 CGT { -005 -038 045 04
29 CTA | -0.14 o020 015 0.9
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30 CTC 057 02) 0.03 0.32
n C16 045 009 0.03 0.39
12 CTT 018 054 036 0.4
33 GAA ol 022 037 0.17
34 GAC 011 D40 052 0.27
35 GAG 040 D01 018 0.15
35 GAT 010 023 037 0.31
37 GCA 0.60 0.62 0.32 0.36
38 GCC -003 -047 Q249 0.19
39 GCG 059 -0.05 045 0.39
40 GCT 021 .048 067 0.39
41 GGA 0.52 0.19 046 0.31
42 GGC 049 0.65 0.26 0.50
43 GGG | -0.16 058 048 -0.25
44 GGT | 008 053 057 0.48
45 GTA 0.56 0.54 0.54 0.43
46 GTC -018 052 065 -0.01
47 GTG 039 006 007 0.32
48 GIT 008 -043 051 0.3
49 TAA |- 000 0.00 0.00 0.00
30 TAC 015 032 057 OM
51 TAG 000 0.00 0.00 0.00
52 TAT 022 0413 021 0.48
53 TCA 0.13 -0.18 0.03 0.24
54 TCC 005 .044 051 0.04
58 TCG 002 -0.11 0.14 0.39
56 TICT £29 -0.60 -067 0.35
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00
58 TGC 0.21 0.60 0.57 0.24
59 TGG | -024 025 017 0.23
60 TGT 008 -043 049 0.1
61 TTA 027 -020 <016 0.23
62 TIC Q.11 -054 065 0.03
6} TIG 005 -027 -058 0.06
&4 TIT 028 0.51 -016 0.46
TIA TIC TIG TiT

61 62 63 64

157



ES 2 534282713

Tabla C. 11: matriz CPW genoma completo de Streptomyces coelicolor A3(2) (coddn izquierdo indicado en la
columna 2, codon derecho indicado en la fila 2). Célula hospedante: S. coelicolor, Dato de secuencia: genoma
completo de S. coelicilor.
- 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG  AGT
AAA 0.00 0.79 070 D65 060 0.28 048 048 -0.86 024 066 -0.69
AAC 044 005 006 030 052 -013 Q.15 0.32 0.10 027 0.09 0.3%
AAG | 038 005 006 045 -001 003 -0.10 015 008 00 021 052
AAT | -0.02 089 0OB87 1.00 02 080 057 -063 10 o077 0.62 0.60
ACA 1.00 083 074 .02} 060 0.71 050 058 07 030 D40 .15
008 016 0I1 018 005 003 -002 .026 0.15 0.17 034 .029
ACG ol9 o3 0.12 -008 -039 022 -030 022 032 022 000 -0.14

-

ACT 100 035 087 040 -037 069 063 061 026 08 006 -038
AGA | 047 037 044 082 080 035 003 066 08 D26 072 060

VO W O v oD Wt
>
[»]
(2]

10 AGC § -023 -0.41 <014 047 035 005 -003 032 062 034 D60 -058
11 AGG | -064 -013 027 -058 -062 0056 -027 035 060 022 022 .051
12 AGT | 064 074 087 014 019 051 -040 -067 055 0.4 091 -0.47
13 ATA | 0.12 091 0.74 032 1.00 034 04 002 069 046 020 ©14
14 ATC 002 -004 003 007 032 011 0.15 -007 -005 022 031 -019
15 ATG 007 -0.01 000 024 601 008 014 001 .05 047 043 002
16 ATT 039 08 078 054 048 077 067 0¥ 0352 095 055 -0.27
17 CAA 012 080 062 02 065 062 059 D06 042 058 -0.01 0.31
18 CAC 0.05 -006 007 0.01 008 015 019 -010 051 023 0.54 0.00
19 CAG { 00t -005 003 038 0I5 003 -001 013 049 007 0.66 047
20 CAT 066 09 089 037 0 09 061 03 03 075 0.82 0.61
21 CCA | 034 053 055 066 065 063 036 D549 075 055 <041 -042
22 €cCc | 010 011 009 043 013 018 005 028 023 003 038 -017
3 CCG 000 005 003 015 -020 020 016 -023 D12 023 022 0l0
24 CCT | -040 O©B1 08 -051 027 0.71 032 064 050 0383 0.51 1.00
25 CGA 007 027 020 063 043 0.54 042 .0.12 079 006 £33 -041
26 CGC | 046 034 034 D51 -008 D28 001 023 056 035 058 -042
27 CGG 0.21 056 057 -0.10 -0} 045 022 029 036 051 0.54 0.4}
28 CGT 018 079 075 03 028 001 057 057 045 0.75 0.75 0.62
29 CTA | 022 052 067 100 027 0381 049 0B3 070 08! 0.4 070
30 C1C <030 -030 023 013 029 038 028 .04 004 0I5 031 -003
3l CTG o1s 020 017 055 03 010 023 053 OoHM 0.19 0.29 0.43
T C1T 044 095 €94 016 084 079 067 062 063 092 078 0.27
)33 GAA 057 082 078 019 -035 057 046 005 0058 047 028 0.52
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34 GAC 012 -005 005 018 028 -00% 007 0.0% 034 -0.17 0.40 0.03
35 GAG 029 014 014 03N -0 001 -02¢ 021 057 010 049 036
36 GAT 071 09 08 023 019 076 054 -028 042 080 085 054
37 GCA | 009 08¢ 075 017 050 068 049 020 020 048 006 -0.10
g GCC 044 .08 0.10 022 014 0212 007 D01 006 041 -02¢ .0.02
39 GCG | -005 020 004 027 -0.18 045 -021 010 017 008 020 -0.02
40 GCT 0.29 0.86 093 050 -0.24 072 053 052 ‘ 0.59 0.87 0.72 0.78
41 GGA -0.40 0.40 048 -0.16 -0.49 047 o111 008 -061 010 -0.28 -0.35
42 GGC ] -0.11 020 020 031 -005 -0l14 012 00} 036 026 D42 -0.34
43 GGG | 027 o028 024 020 -021 045 H20 004 -O33 028 015 -0.08
44 GGT 0.66 0.91 088 064 0.34 060 -0.17 0.35 0.44 0.90 0.83 0.58
45 GTA 0.18 091 090 020 0.33 0.92 088 021 020 0.86 D.02 0.24
46 GTIC 0.16 -0.19 003 028 0.27 028 0.19 006 017 .13 0.10 0.12
47 GTG “0.09 022 H£H04 035 0.11 023 L.14 0.31 038 0.05 0.42 0.22
42 GTT 039 097 087 1.00 028 087 071 026 061 038 069 059
49 TAA 0.00 000 000 0.00 0.00 000 000 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
50 TAC 047 008 007 0.83 0.20 000 -0.16 0.92 075 0.20 0.79 0.70
51 TAG 000 000 000 000 ©O0 000 000 000 000 000 000 000
52 TAT 1.00 091 0.90 1.00 ¢.39 0.82 07t L.00 044 0.7a 0.67 0.03
53 TCA 012 0389 07 038 -057 073 029 050 035 0.3 -0.14 -054
54 TCC 030 017 -0.02 0.28 001 -0.07 -0.12 -028 005 004 004 -0.03
55 TCG 0013 0.24 0060 021 -0.24 032 -030 027 0.21 0.49 0.38 0.20
56 TCT 1.00 0.91 100 005 -032 0.62 0.46 100 -055 0.58 0.78 1.0
57 TGA 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 Q00 000
s8 IGC | -0.10 -007 007 <026 021 002 012 04¢ 004 029 0492 -009
59 TGO -0.36 001 0.03 0.3 -020 015 023 -020 047 -0.02 0.51 0.00
8 TGT 046 097 0Bl -0.56 1.00 051 010 -050 012 0.92 0.31 0.64
6l TTA 100 100 100 100 076 084 067 100 050 046 100 1.00
62 TIC -0.20 -0.02 0gp 0.1% 058 013 022 0.28 021 <801 0.33 0.20
63 TIG | -0.70 024 023 L0600 004 035 020 032 D7 D22 049 054
64 TIT 005 0.9s 0.7 1.00 -007 0.72 062 055 -041 0.61 0.00 1.00
AAA AAC AAG AAT ACA ACC ACG ACT AGA AGC AGG AGT
¥ 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 1 12
Tabla C. 11 continuacion
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X 24
ATA ATC ATG ATT CAA CAC CAG CAT CCcA <CCC CCG CCT
0.74 022 069 -042 021 024 069 067 047 058 -0.57

I AAA I -0.50
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ACA
ACC
ACG
ACT
AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT
CAA
CAC
CAG
CAT
CCA
cccC
cCG

CGA

CGG
CcGT

0.58
046
1.00
1.00
0.59
0.18
031
-0.30
1.00
07
0.51
1.00
0.82
0.97
1.00
0.63
-0.25
-0.18
0.9
-0.58
-0.18
-0.29
0.0
-0.60
-0.09
-0.37
0358
-0.44
0.07
0.16
0.60
0.50
-0.06

-+0.17

0.16
0.26
-0.04
-0.49
0.47

-0.05
-0.05
0.75
0.85
0.11
026
0.82
0.39
0.13
0.00
0.70
0.87
-0.05
-0.03
0.?3
0.80
-0.06
<0.04
0.7%
0.596
030
-0.21
0.84
0.63
0.03
-0.12
0.47
0.75
0.23
-0.14
0.89
0.80
-0.05
<0.13
0.86
083
0.22
-0.32
0.86

£0.03
.01
0.83
0.63
0.16
<0.30
0.86
0.37
0.30
0.06
0.85
0.91
0.04
0.00
0.80
0.77
-0.05
0.04
0.65
0.69
0.25
2020
0.75
064
0.08
021
0.61
0383
0.30
017
0.85
0.7t
£0.04
£.11
0.75
0.8l
017
029
0.85

0.2)
0.23
0.39
0.07
-0.10
-0.35
-0.32
0.67
©.17
0.45
0.52
€0.57
£.12
07
0.19
£0.17
0.37
0.07
0.57
-0.83
0.28
<0.18
0.78
-0.59
0.05
0.26
0.5)
-0.48
-0.01
0.28
-0.21
0.40
0.36
0.20
0.44
-0.42
0.22
-0.18
-0.12
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037
0.50
-0.74
-0.67
0.15
-0.15
0.70
«0.74
0.12
-0.64
-0.33
043
044
015
-0.83
032
0.20
0.0
-0.68
0.70
032
-0.18
0.70
-0.60
0.13
-0.27
-0.61
-0.80
-0.23
-0.48
0.69
-0.35
034
02
-0.68
-0.69
0.20
012
-0.75

002
-0.01
-0.10
-0.24
0.09
-0.05
0.13
-0.13
-0.12
0.20
022
‘0.12
0.00
-0.01
-0.44
0.22
0.01
-0.02
-0.08
0.03
0.56
-0.30
-0.08
0.34
0.31
.29
0.21
0.14
0.54
0.27
0.08
Q.15
0.04
0.01

0.6

-0.11

014
.11
-0.03
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0.00
£4.01
0.18
.44

0.04

0.02
037
0.13
£5.07
0.02
<0.20

0.06
0.01
£.01
-0.24

0.02

0.00

0.00
£0.06
-0.37

0.44
.23
0.23
0.13

0.24
0.18
-0.04
£.34
-0.38

0.56
072
<0.15

0.01

0.03
0.27
£.47

0.11
-0.03
0.42

047
037
0.74
0.76
-0.21
-0.27
.78
0.17
048
0.30
£.69
-0.25
0.8
0.17
0.58
045
0.04
0.t2
-0.37
042
021
0.07
-0.65
-0.58
-0.05
0.22
-0.56
-0.67
0.52
0.32
0.39
0.20
001
0.32
-0.68
-0.58
-0.09
0.08
-0.80

0.55
0.36
082
0.89
0.40
0.05
0.87
0.36
0.04
0.62
0.65
0.44
0.50
0.09
091
0.19
0.28
0.24
0.59
0.93
0.29
035
0.84
0.78
0.28
0.0l
0.67
0.88
0.56
0.25
0.86
0.64
0.46
0.26
-0.80
084
0.44
0.05
0.85

0.2}
0.06
-0.62
£.73
0.38
-0.15
0.75
0.19
0.08
023
<0.30
0.67
0.18
0.07
-0.79
0.25
0.03
-0.05
0.60
0.67
0.82
0.28
-0.60
-0.06
0.05
0.15
0.49
<0.54
0.4
-0.32
0.75
0.33
0.24
0.21
.66
0.70
033
0.13
£.77

0.03
0.04
€.72
£0.75
0.18
€.10
0.75
0.28
0.12
0.10
037
£0.65
0.08
-0.06
.81
0.19
020
0.0%
0.65
0.73
0.48
£0.18
0.55
0.34
0.34
008
046
047

© 0.57

0.07
0.64
.48
0.00
0.08
0.72
072
030
0.0]
4.70

0.22

0.13
-0.70
-0.80

0.15
-0.29
-0.90
0.79
-0.37
-0.18
.0.79
0.66

0.43

0.07
091
-0.72

0.14
-0.02
0.67
087

0.07
-0.16
-0.84
0.65

0.39
-0.06
Q.71
-0.82

0.54

0.19
-0.82

.43

0.37
0.42
0.4
0.78
0.25
0.08
-0.86
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40 GGA | 015 054 040 D049 -057 037 032 041 073 033 051 -057
42 66C | 013 016 012 0I5 041 026 026 025 036 024 029 036
43 GGG | 022 o043 002 028 .047 036 -041 051 038 016 027 042
44 GGT | 072 062 068 016 -006 004 001 -046 -038 030 038 -052
45 GTA | 011 o088 085 040 067 021 034 032 047 050 068 -05)
46 GTC | 000 005 015 049 043 025 014 0N 071 033 0.37 054
47 GIG | 035 -016 -023 021 ©028 027 019 027 004 -DI8 025 030
48 GIT | 058 o081 070 044 .055 017 -039 077 08 2075 072 .085
49 TAA | 000 000 000 000 0060 000 000 O0OC 000 000 000 0.00
s0 TAC | 027 005 004 040 024 -005 000 079 033 035 000 063
st TAG | 000 ©00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
52 TAT | 013 075 080 046 060 022 -6.18 100 -08 069 -080 -065
s3 TcA | 029 o082 087 074 053 043 040 -056 -087 065 -0.74 -083
54 TCC | 032 009 011 012 03 023 014 03] 028 028 018 020
$5 TCG | -043 028 038 03t 019 012 007 013 004 010 -0.05 009
6 TCT | 072 080 087 022 040 -025 -035 -079 -037 070 062 -090
7 TGA | 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 060 000
58 TGC | 022 -007 004 045 002 002 000 -DIF 006 010 004 0.8
59 TGG | -0t8 001 000 00! 027 -002 -001 020 004 000 00l 019
60 TGT | 100 091 041 029 -042 002 001 -069 067 031 044 -046
61 TTA 1.00 1.60 1.0 091 -0.86 100 031 088 091 036 -0.61 1.00
62 TIC 041 002 001 0.20 047 -041 -0.02 0.35 0.70 0.05 0.03 0.33
63 TIG | 021 -005 019 068 .044 005 -060 -030 068 -001 016 -043
64 TIT | 100 072 08 084 079 034 021 084 089 08 07t -099
ATA ATIC ATG AIT CAA CAC CAG CAT CCA CCC CCG cCCT
13 14 15 b6 17 18 19 20 21 2 pxl 24
Tabla C. 11 continuacién
25 26 27 8 29 30 31 12 33 34 3s 36
CGA CGC CGG CGT CTA CIC CTG CIT GAA GAC GAG GAT
)} AAA| 082 059 056 -0.28 .085 -0.65 045 -058 020 067 050 0.10
2 AAC{ 002 001 005 031 060 0.7 0I5 008 014 003 004 027
3  AAG| €19 012 005 0M 037 007 01} 029 010 -005 001 038
4  AAT| 068 003 024 .043 074 056 038 -080 044 048 046 -0.65
5 ACA| -080 -008 034 069 063 -035 036 068 009 057 055 -0.07
6§ ACC| 007 009 012 021 080 0060 025 002 007 -005 -0.12 -0.29
7 ACG)] 008 043 035 002 044 016 -023 027 022 010 020 -016
8 ACT| 058 -0I8 005 -040 -059 044 008 086 016 050 049 -049
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AGA
AGC
AGG
AGT
ATA
ATC
ATG
ATT

CAC

CAT
CCA

CCG
CcCT
CGA

GAC
GAG
GAT

58888888

GTA
GTC
GTG

-0.76
«0.41
-0.44
-0.42
-0.75
047
0.10
-0.77
-0.73
009
0.04
-0.44
+0.85
-0.08
-0.01
-0.76
-0.78
-0.15
0.10
-0.36
-0.94
072
0.15
0.7
-0.58
Q.30
0.25
-0.50
-0.72
0.16
0.05
-0.58
0.67
0.1
-0.05
0.25
-0.80
046
0.23

-0.08
-0.16

028

047
-6.53
-0.06
-0.08
-0.30
-0.38

-0.07

-0.06
0.20
047
0.06
0.14
0.22
-0.31
-0.07
0.09
037
057
0.65
041
001
045
0.1l
022
0.38
-0.38
.15
041
0.17
031
0.10
0.05
067
-0.69
017
0.13

0.12
0.11
0.10
0.53
-0.60
0.19
0.02
0.12
0.40
005
0.05
0.52
0.48
0.13
028
0.1
0.38
0.06
0.13
0.36
0.67
0.70
006
0.15
040
0.2t
-0.10
0.55
-0.54
£0.04
0.16
0.10
-0.37
0.03
0.32
0.66
-0.83
0.34
0.14
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0.2
0.42
0.1
0.51
0.712
0.08
0.6
-0.66
0.36
0.04
0.18
0.05
0.72
0.05
0.08
0.67
0.50
0.26
.10
0.39
0.78
0.56
0.06
0.26
0.02
0.05
0.40
0.24
-0.50
0.16
0.26
0.49
0.39
-0.09
o2
0.06
0.60
0.22
0.19

-0.37
0.89
-0.21
-0.45
-0.59
0.66
0.75
1.00
-0.91
-0.53
-0.19
-0.76
-0.78
0.17
-0.26
-0.74
-0.69
0.38
-0.32
-0.40
-0.92
0.34
0.38

0.75
0.2
0.23

-0.87

-0.66
0.09
o011

-0.80

-0.70
0.28

-0.39

.43

«0.51
045
0.50

-0.39
0.12
-0.13

0.11
039
0.22
.13
£.50
0.63
002
-0.13
045
0.12

0.44
-0.09

0.10-

-0.20
029
028
0.14
0.43
0.26
-0.28
-0.32
-0.61
005
0.79
-0.50
-0.38
024
-0.08
-0.34
-0.40
0.31
-0.24
.20
045
0.07
-0.13
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017
0.23
0.0t
0.02

0.15
0.8
0.05

-0.38

0.67
0.12
0.36

0.51

.44
048

-0.29
032

0.32
042

0.33
0.27

-0.37
0.57

017
0.03

0.56
0.02

0.04

0.45

047
021

0.24

0.22

0.40
0.2}

037

0.25
0.56

028
-0.20

£0.78
0356
-0.42
062
-0.37
0.18
0.28
-0.91
0.68
0.16
0.11
-0.71
-0.60
0.32
-0.06
£0.82
0.74
0.26
0.00
£.65
087
0.6
029
-0.77
-0.53
0.17
0.30
0.77
£0.59
0.17
0.25
-0.74
-0.58
0.22
-0.27
-0.59
-0.50
0.22
0.29

.40
0.20
£0.48
0.50
0.2)
0.22
015
0.36
0.26
0.00
£0.09
0.30
-0.07
0.18
0.25
033
0.02
00!
0.07
0.33
0.18
0.43
-0.08
037
0.12
0.11
0.06
0.09
024
.20
023
0.05
0.20
0.14
0.12
0.32
062
0.0
0.28

0.56
0.13
0.19
0.03
0.52
0.03
€0.01
0.56
0.61
0.03
0.04
0.43
0.73
0.15
0.10
0.27
0.57
0.04
0.00
0.02
0.59
0.28
0.18
0.52
0.60
0.03
0.10
0.50
0.64
015
0.21
0.53
0.49
-0.06
.14
-0.18
088
018
0.15

0.47
-0.25
0.23
0.12
0.28
0.06
0.03
0.51
0.49
0.04
0.00
0.47
0.60
0.25
0.20
0.40
0.45
0.1
0.12
-0.08
0.3
0.65
022
0.04
0.44
0.05
0.07
0.55
0.68
0.18
0.26
0.57
0.53
0.07
a.10
0.19
0.76
0.13
0.07

-0.35
-0.49
-0.91
-0.71
0.28
0.18
0.2)
-0.73
-0.07
-0.08
0.17
-0.54
-0.27
-0.22
0.18
-0.74
-0.57
-0.05
018
-0.61
-0.09
0.22
0.50
-0.66
0.10
0.07
0.16
0.39
023
-0.27
022
-0.61
-0.06
0.12
0.11
-0.58
0.63
-0.12
025
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43 GTT{ 073 000 003} -049 -078 049 022 -083 004 056 048 -058
49 TAA | 000 000 000 000 060 000 000 QGO 000 000 000 0.00
50 TAC|] 045 o000 038 037 057 001 031 032 026 005 007 0.7
5 TAG| 000 oO000 o000 000 OO0 OO0 o000 000 000 000 OOGC 0.00
52 TAT| 059 044 034 007 .087 -059 069 067 046 064 063 055
53 TCA} 075 D31 049 055 0% 04 2055 057 ‘0.35 065 077 -020
54 TCC| 009 005 -00f £©05 011 015 017 029 007 006 003 0.03
s TCG| 039 031 032 025 <040 041 030 002 039 022 028 024
56 TCT| 081 016 008 067 -078 -0.19 008 -085 022 042 059 -0.66
57 TGA| 000 Q00 OO0 000 000 O0OCC o000 000 OO0 000 0.00 0.00
58 TGC| 027 003 010 031 046 024 H04 016 002 003 D04 O.15
59 TGG| 001 012 €019 013 045 016 -009 034 0.8 002 003 039
60 TGT _-0.03 053 066 -032 045 -020 HS5Y 069 -0.11 037 040 -0.63
6] TTA | -088 058 070 -0.87 .00 016 048 100 000 OO68B 0.64 1.00
62 TIC| 037 -00s 001 003 05 -0tl 006 030 015 -003 003 039
63 TIG| -034 023 036 -046 -047 -003 -H21 -058 020 050 -0.1F -0.499
64 TIT| 083 -033 O0OR -062 -084 042 031 -050 003 057 052 -072
CGA C€GC CGG CGT CTA CIC CIG CTT GAA GAC GAG GAT
25 26 27 23 29 30 3 32 33 34 35 36

Tabla C.11 continuacion
37 k] k1 46 41 42 43 44 45 46 47 48
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT Gra GIC GTIG  GTT
1 AAA -0.31 0.44 043 027 023 043 0.30 0.30 0.09 0.66 0.57 -0.12
2 AAC 040 -0.08 0.01 0.22 021 .05 0.25 031 033 0.0 0.13 0.26
3 AAG | €013 0.10 0.7 0.12 029 -0l6 023 039 058 -0.10 0.02 023
4 AAT | 023 0.1 3 026 048 025 067 045 019 051 D05 002 -0.69
5 ACA | -061 039 032 062 -029 0.;2 021 020 029 068 056 -0.50
6 ACC | 014 008 007 021 -020 015 -012 -027 038 002 020 -0.12
7 ACG -0.46 005 028 -033 0.18 040 021 035 043 016 032 0.01
8 ACT | 005 038 016 079 -007 068 052 018 0©3% 049 045 -051
9 AGA | -055 0.21 013 047 062 047 026 025 075 0.35 036 -0.58
10 AGC 0.13 0.14 003 008 -0} -007 014 -026 07) 0.13 0.15 -031
It AGG | 042 009 011 038 014 028 028 042 060 007 042 -062
12 AGT 002 009 015 072 027 041 005 -022 068 0i6 015 -050
13 ATA 036 -0.16 -0.14 0.81 0.04 027 -0.10 0.66 1.00 0.54 058 -042
14 ATC 045 -0.12 0.14 0.30 037 -013 021 0.10 085 0.14 0.09 0.0
15 ATG 012 003 006 007 033 -012 021 024 093 001 006 0.04



16
17
18
19
20
21

23
24
25
26
27
28
29
30
1)
32
EX!
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43

a5
46
47
48
49
50
51
52
53

ATT

CAC
CAG
CAT
CCA
ccC
CCG
cct
CGA

GAC
GAG
GAT

5889888

GTA
GTC
GTG
GTT
TAA
TAC
TAG
TAT
TCA
TCC

-0.02
-0.49

0.24
0.29
-0.36

049

-0.36

-0.10

-0.17
-0.59
0.20
-0.13
-0.01
0.18
0.24
0.40
0.15
024
033
-0.19
0.04
-0.51
-0.09
.23
0.01
-0.52
0.26
-0.19
0.17
045
0.35
0.20
017
0.00
037
0.00
030
039
Q.14

0.50
035
£.05
0.02
-0.06
0.50
-0.14
0.11
-0.10
0.16
0.03
-0.05
-0.24
047
-0.39
0.09
-0.12
0.37
0.01
0.1}
-0.03
041
-0.04
007
0.07
0.22
0.05
0.34
-0.29
073
-0.21
0.l
0.11
0.00
0.0]
000
0.24
0.45
008

049
0.40
0.05
0.02
0.15
0.42
0.02
0.12
0.14
0.14
0.22
Q.14
-0.15
0.80
0.05
0.31
0.36
0.23
0.07
023
o
042
0.08
0.16
0.14
0.05
0.01
0.27
034
0.74
0.14
£0.05
0.39
0.00
0.10
0.00
0.17
034
0.04
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0.59
£0.48
0.37
0.06
0.63
-0.60
0.40
-0.09
-0.82
<0.56
0.24
0.04
0.49
0.32
0.10
0.45
-0.57
0.07
0.3¢
0.16
-0.65
0.36
-0.12
0.04
0.76
0.17
0.27
-0.10
0.62
0.06
0.21
023

0.68°

0.00
0.59
0.00
0.16
0.29
0.15

029
-0.62
0.08
0.10
0.26
-0.59
029
0.3
033
061
-0.18
o
0.19
007
0.05
0.52
029
-0.36
0.0l
0.4
0.1
035
-D.41
0.08
0.05
0.01
0.15
0.18
0.09
038
0.06
0.37
0.60
0.00
0.16
0.00
0.18
043
0.15

0.74
040
-0.09
-0.09
074
047
-0.30
030
0.52
0.15
£0.22
0.24
0.48
0.67
-0.48
0.29
0.61
0.32
-0.06
0.12
0.76
0.49
0.33
0.01
0.71
0.52
-0.21
0.59
0.39
073
-0.30
031
0.57
0.00
0.13
0.00
0.76
0.63
0.11
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033
0.43
0.00
0.14
0.61
0.00
-0.14‘
0.17
0.15
0.35
0.21
0.30
0.26
0.38
-0.16
0.51
0.27
0.23
-0.06
0.06
0.80
0.05
-0.42
0.00
0.35
0.28
-0.19
0.79
0.30
0.50
0.01
027
057
0.00
0.02
0.00
0.72
033
0.17

0.76
0.00
0.09
0.34
022
-0.19
013
034
-0.40
-0.36
-0.28
0.42
-0.23
0.03
-0.37
0.57
0.00
044
0.15
0.39
0.57
0.16
-0.45
0.15
0.14
0.3%
-0.30
0.54
0.29
0.54
0.14
045
0.15
0.00
0.55
0.00
0.72
-0.05
0.22

0.75%
0.08
0.1
0.2
-0.52
0.19
<037
0.09

034

€0.53
.18
4.17
0.15
0.56
0.01
0.54
041
0.1}
034
0.28
047
0.36
0.50
-0.05
0.19
632
0.20
0.33
0.07
0.64
-0.27
053
0.03
0.00
0.11
0.00
058
0338
029

0.60
0.55
-0.04
0.02
0.25
0.68
0.09
0.00
0.35
0.53
0.10
0.10
0.16
0.78
0.17
0.07
0.35
0.52
0.05
4.06
-0.06
0.71
0.03
0.08
0.37
0.38
0.02
0.22
027
0.85
023
o
0.40
0.00
-0.12
0.00
0.03
0.78
ol

0.64

0.51.

0.18
-0.04
-0.46

044

024
0.24

0.51

0.20

041
-0.40

0.38

049

0.39
0.08

0.43

0.45
-0.03
-0.13
0.08

053

0.10
-0.30

0.48

0.09

014
034
-0.35

0.30
023
0.12

0.47

0.00

0.19

0.00

- +0.34

0.57
0.96

-0.82
-0.23
0.00
-0.12
0.74
-0.49
0.13
-0.12
-0.76
-0.60
0.09
-0.09
0.32
<0.76
0.06
0.47
-0.73
0.42
0.33
0.11
-0.70
-0.44
-0.04
0.12
-0.74
0.10
0.02
-0.12
-0.55
0.13
0.29
039
-0.58
0.00
0.28
0.00
0.37
-0.51
-0.05
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5§ TCG | 031 007 039 023 022 031 015 039 009 009 04} -C18
s6 TCT 037 012 002 087 048 066 020 -032 005 024 056 -0.71
57 TGA 000 000 000 000 000 o000 000 000 000 0.00 . 000 000
58 TGC 0.19 012 010 006 -0.13 005 023 L0109 006 014 004 000
59 TGG | 003 014 019 030 005 .009 020 021 026 016 020 024
6 TGT | 010 023 032 050 005 071 056 037 -0.08 023 049 -0.69
61 TTA 100 092 029 D8 03] OBE 016 100 061 058 003 1.00
62 TIC 039 -0.09 009 04l 031 -007 008 0.05 025 009 0.09 0.16
63 TIG -0.34 043 021 036 0.13 057 0.28 0.15 048 043 0.18 -0.18
64 TTT 028 024 048 096 -007 063 068 036 032 047 049 071
GCA GCC GCG GCT GGA GGC GGG GGT GTrA GIC GTG  GTT
37 1] 39 40 41 42 43 44 a5 46 47 48
Tabla C. 11 continuacion
49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCT TGA TGC TGG TGT
1 AAA 0.00 0.20 000 -0.13 -048 026 057 048 0.00 033 035 -040
2 AAC 000 -004 000 0.45 041 002 022 0.08 000 005 -0.03 0.46
3 AAG 000 -004 000 D62 0.27 001 -0.10 026 000 005 003 0.19
4 AAT 000 046 000 100 -043 007 -007 -075 000 058 075 -05)
5 ACA 000 057 000 037 064 013 002 -079 000 05 017 -059
6 ACC 000 012 000 028 -020 0.3 -0)J2 017 000 0.7 022 -6.39
7 ACG 000 020 000 050 -036 0.8 005 034 000 055 056 007
8 ACT 000 063 €00 008 -076 022 045 -09% 000 039 016 1.00
9 AGA 0.00 0.74 000 042 -086 o.1é -031 -D8O 0.00 0.04 0.11 0.12
16 AGC 0.00 0.22 000 054 0.35 043 042 017 0.00 005 007 -027
It AGG 000 039 000 037 062 0I5 029 058 000 024 048 -0.18
12 AGT 0.00 0.12 000 0.5 -059 -027 -056 -0.78 000 -0.27 008 -0.51
13 ATA 000 051 000 O.18 038 -038 043 -076 000 037 022 021
14 ATC 000 -0.03 0.00 0.18 0.49 0.01 024 0.29 000 D05 -0.0t 0.3}
15 ATG 000 002 000 039 034 011 001 -003 000 003 000 036
16 ATT 0c0 03 000 043 075 024 002 070 000 083 045 -04)
17 CAA 000 ©B80 000 0.1 -039 047 049 (00 000 058 0.1 1.a0
18 CAC 000 005 o000 005 007 002 021 042 000 008 006 027
19 CAG 000 007 000 063 009 <002 006 039 000 007 001 040
0 CAT 000 064 000 026 015 006 024 048 000 066 079 069
21 CCa 0.00 072 000 o041 -.0.75 043 034 081 0.00 ali o.15 072
22 CCC o0 012 000 0I5 .017 000 LoA1 451 000 029 025 -042
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23
24
25
26
27
28
29
30
n

3
34
s
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

55
56
57
58
‘59
60
61

cCcG
cCT
CGA

TAC
TAG
TAT
TCA
TCC
TCG

TGA
TGC
TGG
TGT

0.00
0.00
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
6.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
000
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
000
000
0.00
0.00
0.0¢
0.00
0.00
0.00
Q.00
0.00
0.00
000
0.00

0.1
058
041

0.19
019
0234
0.59

-0.16
0.08
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62 TIC | 600 -002 000 038 040 -042 014 040 000 003 -001 0.29

63 TTG | 000 008 000 055 -073 -0.10 -027 -057 000 00f -044 -0.52

64 TTT | 000 047 000 048 -048 002 OII 069 000 057 062 -0.69

TAA TAC TAG TAT TCA TCC TCG TCF TGA TGC TGG TGT

49 50 sl 52 53 s4 55 56 ST S8 9 60

Tabla C.11 continuacion

6 & 6 6
TIA TTC TIG TIT
1 AAA 100 043 028 073
2 AAC 008 002 0.78 0.57
3 AAG 1.00 -0.02 027 -002
4 AAT 1.00 0.35 0.44 -0.65
s ACA | 100 065 -0.14 -051
6 AcC | 062 012 028 o001
7 ACG 0.37 022 0325 0.01
2 ACT -0.93 025 057 082
9 AGA 1.00 048 0.14 D76
10 AGC | 100 018 o051 04
Il AGG | -044 o043 048 020
12 AGT | 100 015 o060 030
13 ATA 1.00 041 005 -043
14 ATC 100 -0.01 0.76 0.18
15 ATG | 100 -001 063 038
16 ATT 1.00 025 070 091
17 CAA | -090 077 069 .05
18 CAC | -0.19 -004 049 0.16
19 CAG 046 -004 074 0.39
20 CAT 1.00 050 031 1.00
21 CCA | -084 071 064 0.5
2 ccc | -037 -015 007 015
23 CCG | 004 009 058 -0.07
24 ccT | 100 034 041 065
25 CGA | 088 041 039 0.0
26 CGC | 051 -009 064 030
27 CGG | 043 009 051 02
22 cGTr | 072 -005 003 056
29 CTA | 095 056 070 £.67
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30 CTC 032 009 071 004
31 crG | 029 o004 o002 o054
32 crT | 094 036 056 079
33 GAA | 029 065 019 000
34 GAC| 100 003 o062 038
35 GAG ] 012 011 052 026
36 GAT | -057 040 039 037
37 GCA | 059 068 -052 -0.55
38 GCC 0.26 -0.10 047 0.12
39 GCG | -0.52 009 043 -0.20
40 GCT | 085 036 053 -0.70
41 GGA | 050 019 008 .0.33
42 GGC | 065 004 063 0.2
43 GGG | -048 005 043 -0.19
44 GGT | -035 005 031 -0.58
45 GTA | 100 082 021 065
46 GIC | 061 -018 084 057
47 GTIG | 064 020 032 04l
48 GTIT | 100 026 -053 -0.24
49 TAA | 000 o000 o000 0.00
50 TAC 065 -0.02 0.60 0.37
51 TAG | 600 o000 o000 0.0
52_ TAT -0.86 037 031 0.4)
53 TCA | -087 065 -042 -0.81
s TCC | 027 024 012 -0.10
55 TCG | 006 025 052 025
56 TCT | -092 033 072 -0.67
57 TGA 0.00 0.00 0.00 0.00
8 TGC | -052 002 oS0 -021
$9 TGG | -007 o000 -001 0.1
60 TGT | 100 031 025 0.2
6l TTA | 100 072 082 100
62 TIC 0.16 -0.02 0.63 051
6 TTG | 100 020 074 -055
64 TIT | 100 045 086 -0.47
TTA TIC TIG TIT

61 62 63 64
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REIVINDICACIONES

1. Un método de optimizacion de una secuencia codificante nucleotidica que codifica una secuencia de aminoacidos
predeterminada, mediante el cual la secuencia codificante se optimiza para la expresion en una célula hospedante
predeterminada, comprendiendo el método:

a) generar al menos una secuencia codificante original que codifica la secuencia de aminoacidos
predeterminada;

b) generar al menos una secuencia codificante nuevamente generada a partir de esta al menos una secuencia
codificante original sustituyendo en esta al menos una secuencia codificante original uno o mas codones
mediante un coddén sinbnimo;

c) determinar un valor de adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante original y un valor de
adecuacion de dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada a la vez que se usa una funcion
de adecuacion que determina al menos una de adecuacion de codén individual y adecuacion del par de codones
para la célula hospedante predeterminada;

d) escoger una o mas secuencias codificantes seleccionadas entre dicha al menos una secuencia codificante
original y dicha al menos una secuencia codificante nuevamente generada segun un criterio de seleccion
predeterminado de manera que cuanto mayor es dicho valor de adecuacion, mayor es la probabilidad de ser
escogido;

€) repetir las acciones b a d) a la vez que se trata dicha una o mas secuencias codificantes seleccionadas como
una o mas secuencias codificantes originales en las acciones b) a d) hasta que se satisface un criterio de parada
de iteracion predeterminado

en el que dicha funcién de adecuacién se define por medio de:

St (g)

o @)= D)

en la que

12l-1
it (@) = S wl(elk)clk + 1)
Ig |_1 k=1

|
Jit (g)= l——- P (e (k) = P2 (e (k)

k=1

cpi es un valor real mayor que cero, fit;p(g) es la funcion de adecuacion del par de codones, fitsc(g) es una funcién de
adecuacion del codon individual, w((c(k), c(k + 1)) es un peso de un par de codones en una secuencia codificante g,
lgl es la longitud de dicha secuencia codificante, c(k) es el codén k-avo en dicha secuencia de codones,

mrge!
(c(k)) es una relacion deseada de codon c(k), y

75 (c(K))

es una relacion real en la secuencia codificante g.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que dicho criterio de seleccion predeterminado es tal que dicha una o
mas secuencias codificantes seleccionadas tienen un mejor valor de adecuacion segun un criterio predeterminado.

3. Un método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicho método comprende, tras la accion e):

4.

f) seleccionar una mejor secuencia codificante individual entre dicha una o mas secuencias codificantes
seleccionadas, en el que dicha mejor secuencia codificante individual tiene un mejor valor de adecuacion que
otras secuencias codificantes seleccionadas.

Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho criterio de parada de iteraccion

predeterminado es al menos uno de:

(a) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene un mejor valor de adecuacion
por encima de un valor umbral predeterminado;

(b) evaluar si ninguna de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene un mejor valor de adecuacién por
debajo de dicho valor umbral predeterminado;

(c) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene al menos 30% de los pares de
codones con pesos de pares de codones positivos asociados para la célula hospedante predeterminada en dicha
secuencia codificante original que se transforman en pares de codones con pesos negativos asociados; vy,
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(d) evaluar si al menos una de dichas secuencias codificantes seleccionadas tiene al menos 30% de los pares de
codones con pesos positivos asociados por encima de 0 para la célula hospedante predeterminada en dicha
secuencia codificante original que se transforman en pares de codones con pesos asociados por debajo de 0.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que cpi esta entre 10 y 0,5.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dichos pesos w de los pares de codones
se toman a partir de una matriz de 61 x 61 de pares de codones sin codones de parada, o una matriz de 61 x 64 de
pares de codones que incluye codones de parada, y en el que dichos pesos w del par de codones se calcula en
base a un método a base de ordenador, usando como informacioén de entrada al menos uno de:

(a) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 200 secuencias nucleotidicas de un
hospedante predeterminado;

(b) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 200 secuencias nucleotidicas de la especie a
la que pertenece el hospedante predeterminado;

(c) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 5% de las secuencias nucleotidicas que
codifican la proteina en una secuencia gendémica del hospedante predeterminado; vy,

(d) un grupo de secuencias nucleotidicas que consiste en al menos 5% de las secuencias nucleotidicas que
codifican la proteina en una secuencia genémica de un género relacionado con el hospedante predeterminado.

7. Un método segun la reivindicacion 6, en el que dichos pesos w de los pares de codones se determinan para al
menos 5%, 10%, 20%, 50%, y preferiblemente 100% de los posibles 61 x 64 pares de codones que incluyen la sefal
de terminacién como codén de parada.

8. Un método segun la reivindicacion 1-7, en el que dichos pesos w de pares de codones se toman de una matriz de
61 x 61 de pares de codones sin codones de parada, o una matriz de 61 x 64 de pares de codones que incluyen
codones de parada, y en el que dichos pesos w de pares de codones se definen por medio de:

((c;.c;N= n;;mb‘.((ci’cj))—ngih((ci,c}.))
wlie:, ¢, " max il (N9 Wil (CR-H))))

g ((cive; )

en la que los valores esperados combinados se definen por medio de:
combi _ ,.alf afl i kigh
n e N=r2e) rde) 2, m ()
e esple;)
cresyrie;)
r,:“ (cg) ., . .
en la que representa la relacién de codones individuales de cx en el conjunto de datos del genoma
high
ng ((€;5¢,)) "y
completo, y las apariciones de un par (c;c;j) en el grupo muy expresado, y en el que el grupo muy

expresado son los genes cuyos ARNm se pueden detectar a un nivel de al menos 20 copias por célula.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha secuencia nucleotidica codificante
original que codifica una secuencia de aminoacidos predeterminada se selecciona de:

(a) una secuencia nucleotidica de tipo salvaje que codifica dicha secuencia de aminoacidos predeterminada;

(b) una traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos predeterminada, por lo que un codén para una
posicion de aminoacido en la secuencia de aminodacidos predeterminada se escoge al azar de los codones
sinénimos que codifican el aminoacido; y

(c) una traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos predeterminada, por lo que un coddn para una
posicion de aminoacido en la secuencia de aminoacidos predeterminada se escoge segun una preferencia de
codones individuales para la célula hospedante predeterminada o una especie relacionada con la célula
hospedante.

10. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha célula hospedante predeterminada es
una célula de un microorganismo, preferiblemente un microorganismo de un género seleccionado de: Bacillus,
Actinomycetis, Escherichia, Streptomyces, Aspergillus, Penicillium, Kluyveromyces, Saccharomyces.

11. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha célula hospedante predeterminada es
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una célula de un animal o planta, preferiblemente una célula de una estirpe celular seleccionada de CHO, BHK,
NSO, COS, Vero, PER.C6™, HEK-293, Drosophila S2, Spodoptera Sf9 y Spodoptera Sf21.

12. Un ordenador que comprende un procesador y memoria, estando el procesador dispuesto para leer de dicha
memoria y escribir en dicha memoria, comprendiendo la memoria datos e instrucciones montados para hacer que
dicho procesador lleve a cabo el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

13. Producto de programa de ordenador que comprende datos e instrucciones, y dispuesto para ser cargado en una
memoria de un ordenador que también comprende un procesador, estando el procesador dispuesto para leer de
dicha memoria y escribir en dicha memoria, estando los datos e instrucciones dispuestos para hacer que dicho
procesador lleve a cabo el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11.

14. Soporte de datos proporcionado con un producto de programa de ordenador segun la reivindicacion 13.

15. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la secuencia codificante que codifica
una secuencia de aminoacidos predeterminada generada con el método esta comprendida en una molécula de
acido nucleico, en el que la secuencia codificante no es una secuencia codificante de origen natural, y en el que la
secuencia codificante tiene una fit;;(g) de al menos por debajo de -0,1, y preferiblemente por debajo de -0,2, y mas
preferiblemente por debajo de -0,3 para una célula hospedante predeterminada.

16. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la secuencia codificante que codifica
una secuencia de aminoacidos predeterminada generada con el método esta comprendida en una molécula de
acido nucleico, en el que la secuencia codificante no es una secuencia codificante de origen natural, y en el que la
secuencia codificante tiene una fit:,(g) de al menos por debajo de -0,1, y preferiblemente por debajo de -0,2 para una
célula hospedante predeterminada, y una fitsc{g) de al menos por debajo de 0,1 para una célula hospedante
predeterminada.
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Fig 1
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Fig 2
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Fig 9
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F’g 1 2 Calidad de la secuencia de tipo salvaje de alfa-amilasa amyA/amyB
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Fig 13
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Fig 15(1)
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Fig 15(2)

A,

191



ES 2 534282713

Fig 16(1)
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Fig 16(2)
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Fig 17
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Fig 21
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Fig 24(1)

198



ES 2 534282713

Fig 24(2)
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Fig 25¢
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