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DESCRIPCION
Fago genéticamente modificado y uso del mismo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de produccion de biomoléculas de interés en sistemas biologicos.
Especificamente, la presente invencion se refiere a un fago genéticamente modificado integrado en el genoma de
una célula anfitriona bacteriana, y uso del mismo con el fin de evitar la contaminacion de fago del caldo de cultivo y/o
lisis bacteriana.

Antecedente de la invencion

Las células bacterianas son sistemas de eleccion para la produccién de biomoléculas, especialmente de proteinas
objetivo. Entre otras ventajas, los sistemas bacterianos son faciles de utilizar y permiten la produccion rapida de
grandes cantidades de proteinas en un volumen limitado de cultivo.

Uno de los sistemas bacterianos utilizado amplia y habitualmente es el sistema de expresion del bacteriéfago T7.
Este sistema bacteriano fue descrito en el documento US 4,952,496. En este sistema, el gen que codifica la proteina
objetivo se coloca bajo el control de un promotor T7 y se transforma en un anfitrién bacteriano, usualmente E. coli,
que comprende un fago liségeno DE3 lambda integrado. El fago liségeno lambda DES3 lleva el gen que codifica la
polimerasa de ARN T7 bajo el control de un promotor lacUV5. Cuando se cultiva en un medio que contiene IPTG, se
induce la expresion de la polimerasa de ARN T7, y permite la expresion de la proteina objetivo. El documento US
2003/003472 divulga, una cepa de E. coli: 5SHT71, producida por lisogenizacion de HB101 con ADE3.

Debido a la integracién del gen de la polimerasa de ARN T7 (gen 1 de T7) dentro de la secuencia del gen Int, el fago
DE3 Lambda debe ser defectuoso en su capacidad para ingresar en la fase litica. Sin embargo, la lisis bacteriana se
observa durante algunas producciones de proteinas y en ausencia de cualquier otro fago, lo que sugiere que el fago
DE3 puede recuperar sus propiedades liticas. La lisis bacteriana y aiin mas, la presencia de fagos infecciosos en el
caldo de cultivo es altamente problematico porque (i) compromete el uso de proteinas objetivo producidas para
algunas aplicaciones, tales como, por ejemplo, aplicaciones farmacéuticas, (ii) el proceso de descontaminacion con
el fin de eliminar cualquier rastro de fagos requiere el cierre de las lineas de produccién y la renovacién completa de
los lotes de cultivo y (iii) reduce dramaticamente el rendimiento de la proteina recombinante.

Los fagos A modificados se describieron en la técnica. Sternberg et al., 1979 (Virology, 96: 129-142) se refieren a
vectores P1-A hibridos, en los que se elimina el gen int, y que comprenden una supresion del 6% que elimina el ADN
entre los genes P y Q lambda. Padukone et al., 1990 (Biotechnology pogress, 6: 277-282) describen vectores
derivados de bacteriéfagos A para la expresion de genes clonados estables, en los que dichos vectores comprenden
una inactivacion del gen S. Miao et al., 1993 (Biotechnology progress, 9: 153-159) describe la infeccion de células de
E. coli con un fago lambda (ACES6), en el que se suprime el gen int y en el que el gen S contiene la mutacion de lisis
Sam7. Lin et al,, 1998 (Biotechnology and bioengineering, 57: 529-535) se refieren a un bacteriéfago A que
comprende una mutacioén en el gen Q y al uso del mismo para producir proteinas recombinantes en el sistema de E.
coli. Dorgai et al, 1998 (J.Mol. Biol. 277: 1059-1070) estudian la especificidad de recombinacién de la integrasa de
fagos lambda y HK022 en secuencias de acidos nucleicos att y secuencias de proteinas Int. En particular, Dorgai et
al, 1998, describen una bacteria lisogénica RW721 que lleva un profago Sam7 A y se elimind para att, Int e imm.
Christensen et al, 2001 (Mol. Biotechnology, 17: 219-224) describen vectores de expresion del bacteriéfago A que
comprenden un sistema de expresion derivado del bacteriéfago T7 con mutacion en el gen Q. El documento US
2002/090678 se refiere a un método para producir biomoléculas, en las que las células bacterianas de la cepa
productora estan infectadas con un bacteriéfago A que comprende mutacion en uno de los genes N, Q y/o R de fase
tardia. EI documento WO 2006/091483 se refiere a sistemas de vectores de expresion para uso en la expresion de
genes exogenos bajo el control del promotor de la polimerasa T7. Dicho vector de expresion comprende genes Q, S,
E o R inactivados. Sin embargo, el uso de estos fagos A modificados todavia se pueden asociar con la lisis de las
células anfitrionas y la posterior contaminacion del medio.

Se han descrito métodos alternativos para el uso de un fago:

El documento WO03/050240 describe un sistema de expresion para producir una proteina objetivo en una célula
anfitriona que comprende un gen que codifica la polimerasa de ARN T7 integrada utilizando recombinacion
homologa. Sin embargo, el sistema del documento WO03/050240 es dificil de implementar, debido al tamafio del
gen de la polimerasa de ARN T7 y debido al hecho de que la recombinacion homologa no es facil de hacer en todas
las cepas de E. coli (como lo mencionaron Phue et al., Biotechnology and Bioengineering, 101, 831-836, 2008). En
consecuencia, el nimero de células transformadas que llevan la integracion de la polimerasa de ARN T7 permanece
muy bajo o no se obtienen estas células. Mas aun, utilizando una recombinacién homdloga, es necesario utilizar un
marcador selectivo para seleccionar las bacterias que contienen la integracion del gen de la polimerasa de ARN T7.
Este marcador no sera utilizable para otra etapa de seleccion y podria no ser deseado para el uso final de la cepa.
Por ejemplo, los marcadores selectivos que se utilizan a menudo son genes de resistencia a los antibidticos, pero se
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recomienda evitar estos genes en producciones biofarmacéuticas. Por lo tanto, se requiere una etapa adicional para
eliminar el gen de resistencia a los antibiéticos de la cepa y no siempre es posible hacerlo.

El documento W02008/139153 describe otro sistema de expresion, en el que la célula anfitriona se transforma con
un plasmido que comprende un casete de expresion para la polimerasa de ARN de T7. Sin embargo, debido al uso
de un plasmido, las células anfitrionas se deben mantener en condiciones selectivas para asegurarse de que adn
comprenden el plasmido. Adicionalmente, los plasmidos se someten con frecuencia a recombinacion, lo que altera el
sistema de expresion.

Por lo tanto, subsiste la necesidad de un método novedoso para producir una biomolécula de interés, en el que,
cuando se utiliza un fago, el cultivo no se contamine por fagos infecciosos o se lisan involuntariamente durante el
crecimiento o la produccién de proteinas.

Por lo tanto la presente invencion proporciona un fago genéticamente modificado que no recupera sus propiedades
liticas durante el cultivo, permitiendo de esta manera la produccion de una biomolécula de interés sin contaminacion
por fagos.

Resumen

Un objeto de la invencion es una célula anfitriona bacteriana que comprende un fago genéticamente modificado en
el que

- se inserta un sistema de expresion, dicho sistema de expresiéon comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina, dicha proteina induce adicionalmente la expresion de una biomolécula de interés, y
- se suprimen los genes int, S, R, Rz, Xis,

en la que se integra fago genéticamente modificado en el genoma de dicha célula anfitriona bacteriana, y
en la que el fago es el fago lambda, el fago 434, el fago phi80, el fago phi81, el fago HK97, o el fago P21.

En una realizacion, el gen Q se inactiva adicionalmente.

En una realizacion, el promotor comprendido en el sistema de expresion es inducible.

En otra realizacion de la invencion, el sistema de expresion es el sistema de expresion T7.

En una realizacion, dicho fago es uno de los fagos P11 o P13, en el que

- P11 comprende la secuencia NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R,
Rz, Xisy Int, y

- P13 comprende la secuencia NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R,

Rz, Q, Xis y Int.

En una realizaciéon de la invencién, la célula anfitriona es una enterobacteria, preferiblemente E. Coli, mas
preferiblemente BL21.

En otra realizacién de la invencion, la célula anfitriona como se describid en este documento anteriormente
comprende adicionalmente la inactivacion de por lo menos uno de los genes tonA, galK, araB, araA, lon, ompT,
rcsA, hsdR, mrr, endA y recA.

En otra realizacién de la invencion, la célula anfitriona como se describid en este documento anteriormente
comprende la insercion del gen ccdB.

Otro objeto de la invencidon es un kit que comprende la célula anfitriona como se describié en este documento
anteriormente y un plasmido que comprende el gen ccdA.

Otro objeto de la invencién es un proceso para preparar una célula anfitriona como se describié en este documento
anteriormente, que comprende infectar una célula anfitriona con un fago genéticamente modificado como se
describié en este documento anteriormente, y utilizar un fago ayudante para complementacion.

Otro objeto de la invencién es un proceso para producir una biomolécula de interés, que comprende

- cultivar una célula anfitriona que comprende como se describié en este documento, en la que dicha célula
anfitriona comprende la secuencia de acidos nucleicos de la biomolécula de interés,

- expresar dicha biomolécula de interés.

Descripcion detallada
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La presente invencion se refiere a una célula anfitriona bacteriana que comprende un fago genéticamente
modificado, en la que se limita la capacidad del fago para recuperar sus propiedades liticas.

El alcance de la presente invencion se determina por las reivindicaciones. Las siguientes realizaciones son
realizaciones que caen dentro de las restricciones de las reivindicaciones.

Los inventores se centraron en la modificacién genética de un fago. Sorprendentemente, los inventores mostraron
que no era posible suprimir todas las secuencias viricas del fago integrado, ya que la viabilidad de las bacterias
infectadas se vio gravemente comprometida en ese caso. En particular, los inventores mostraron que la supresion de
un fragmento de ADN que comprende las secuencias de codificacion del gen ral y el gen N conduce a la muerte de
la célula anfitriona (véanse los EJEMPLOS). Este resultado fue sorprendente porque no se sabe que los genes ral y
N estén involucrados en el estado lisogénico; el gen N solo se describe como esencial para el crecimiento litico. Por
el contrario, en el estado lisogénico, un represor del fago, llamado Cl o C2, bloquea la expresion de N y ral.

De esta manera la presente invencion se refiere a una célula anfitriona bacteriana que comprende un fago
genéticamente modificado en la que

- se inserta un sistema de expresion, y
- se suprimen los genes Int, Xis, R, S, y Rz y opcionalmente en el que se inactiva el gen Q.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactiva
el gen Q.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Sy Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Sy R.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Sy Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S y Q se inactivan.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Ry Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Ry Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Ry Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Ry Q.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Qy Rz.
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De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Qv Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Int y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresioén y se inactivan
los genes S, Inty Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Inty R.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Xisy Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Xisy R.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Ry Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Ry Q.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Qy Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, QY Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Q y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Int y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Inty Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Xis y Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Qy Rz

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Xis y Q.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Inty Q.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, Inty Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresién y se inactivan
los genes Q, Int y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, Xis y Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Int, Xis y Rz.
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De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Int, Xis y R.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Int, Ry Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, R, Xis y Rz.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Rz, Xis y Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, R, Rzy S.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, R, Rz y Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, R, Sy Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, Rz, Sy Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, R, Rz y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresioén y se inactivan
los genes Q, R, Sy Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, Rz, Sy Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, R, Int y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, Rz, Int y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes Q, S, Int y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, R, Rz, Xis y Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, R, Q, Rz y Xis.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, R, Q, Rz y Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, R, Q, Xis y Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes S, Q, Rz, Xis y Int.

De acuerdo con la divulgacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan
los genes R, Q, Rz, Xis y Int.

En una realizacion, el fago genéticamente modificado comprende un sistema de expresion y se inactivan los genes
S, R, Q, Rz, Xis y Int.

Ejemplos de fagos que se pueden utilizar en la invencion incluyen, pero no se limitan a, los fagos lambda (A), fago

similar a lambda y lambdoides. El fago Lambda, también conocido como colifago lambda, es un virus que infecta a
Escherichia coli. Lambda es un bacteriéfago temperado. Los fagos similares a Lambda forman una familia de
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bacteriéfagos y virus arqueales que se caracterizan por largas colas no contractiles. Los fagos lambdoides son
parientes naturales del fago lambda. La mayoria de ellos crecen en E. coli, pero algunos provienen de otras células
anfitrionas, tales como, por ejemplo, Salmonella typhimurium. Estos fagos pueden tener el mismo orden genético
que lambda.

Los ejemplos de fagos de tipo lambda y lambdoides que se podrian utilizar en la presente invencion incluyen, pero
no se limitan a, colifago 434, phi80, phi81, HK97, P21 y P22.

En una realizacion, el fago es lambda (Fago lambda de enterobacteria, nimero de acceso NC_001416). La
organizacion del genoma del fago lambda se muestra en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
Inicio Fin Nombre Descripcion
191 736 nu1 Proteina de empaque de ADN
711 2636 A Proteina de empaque de ADN
2633 2839 w proteina de unién de cabeza y cola
2836 4437 B componente de capside
4418 5737 C componente de capside
5132 5737 nu3 proteina de ensamble de capside
5747 6079 D proteina de estabilizacion de ADN de cabeza
6135 7160 E componente de capside
7202 7600 Fi Proteina de empaque de ADN
7612 7965 Fii proteina de unién de cabeza y cola
7977 8555 VA componente de cola
8552 8947 U componente de cola
8955 9695 \% componente de cola
9711 10133 G componente de cola
10115 10549 T componente de cola
10542 13103 H componente de cola
13100 13429 M componente de cola
13429 14127 L componente de cola
14276 14875 K componente de cola
14773 15444 I componente de cola
15505 18903 J cola: proteina de especificidad del anfitrién
18965 19585 lom membrana de anfitrion externa
19650 20855 orf-401 Proteina de fibra de cola
20767 20147 orf206b proteina hipotética
21029 21973 orf-314 Fibra de cola
21973 22557 orf-194 Proteina de ensamble de fibra putativa
23918 22686 ead7 ead7
25399 24509 ea31 ea31
26973 25396 eab9 eab9
28882 27812 int proteina de integracion
29078 28860 Xxis Excisionasa
29285 29118 hipotética proteina hipotética
29655 29374 ea8.5 ea8.5
30395 39847 ea22 ea22
31024 30839 orfé1 proteina hipotética
31196 31005 orfé3 proteina hipotética
31351 31169 orf60a proteina hipotética
32028 31348 exo exonucleasa
32810 32025 bet bet
33232 32816 gam proteina Gam de inhibidor de nucleasa de anfitrion
33330 33187 kil proteina de muerte de anfitrion
33463 33299 clll proteina antiterminativa
35582 33494 eall Proteina de unién a ADN de cadena sencilla putativa
35582 33930 ral proteina de alivio de restriccion
34357 34271 orf28 proteina hipotética
34482 35036 lambdap48 Proteina B de exclusion de superinfeccion
35582 34560 N regulador de gen temprano
36259 35825 rexb proteina de exclusion
37114 36275 rexa proteina de exclusion
37940 37227 cl represor
38023 38135 cro antirrepresor
38360 38653 cll activador transcripcional

7
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Inicio Fin Nombre Descripcion

38686 39585 (0] Proteina de replicacion de ADN
39582 40283 P Proteina de replicacion de ADN
40280 40570 ren proteina de exclusion ren
40644 41084 NinB NinB

41081 41953 NinC Proteina NinC

41950 42123 NinD Proteina NinD

42090 42272 NinE Proteina NinE

42269 42439 NinF Proteina NinF

42429 43043 NinG Proteina NinG

43040 43246 NinH Proteina NinH

43224 43889 Ninl Proteina Ninl

43886 44509 Q regulador de gen tardio
44621 44815 orf-64 proteina hipotética

45186 45509 S Proteina de lisis celular
45493 45969 R endolisina

45966 46427 Rz proteina de lisis celular
46186 46368 Rz1 Proteina Rz1

46752 46459 bor Precursor de proteina Bor
47575 47042 lambdap78 proteina de envoltura putativa
47738 47944 lambdap79 proteina hipotética

En la presente invencion, la posicion de los residuos dentro de la secuencia del fago lambda se refiere a
NC_001416.

En otra realizacion, el fago es lambda DE3 (nimero de acceso EU078592). El fago Lambda DE3 es un fago lambda
D69 modificado, que comprende el gen que codifica la polimerasa de ARN T7 bajo el control de un promotor lacUV5.
La lista de los genes llevados por la secuencia de Lambda DE3 y su posicion se muestran en la Tabla 2 a
continuacion.

Tabla 2
Inicio Fin Nombre Descripcion
341 1423 lacl represor de operdn de lactosa
1546 1995 lacZ Fragmento de terminal N de beta-galactosidasa
2026 4677 1 Polimerasa de ARN dirigida a ADN T7
5804 5586 Xxis excisionasa
6011 5844 hipotética Proteina hipotética
6381 6100 ea8.5 ea8.5
7121 6573 ea22 ea22
7750 7565 hipotética Proteina hipotética
7922 7731 hipotética Proteina hipotética
8077 7895 hipotética Proteina hipotética
8754 8074 exo exonucleasa
9536 8751 bet Bet
9958 9542 gam proteina Gam de inhibidor de nucleasa de anfitrion
10056 9913 kil proteina de muerte de anfitrion
10189 10025 clll proteina antiterminativa
10630 10262 eall proteina de union a ADN de cadena sencilla putativa
11013 10813 ral proteina de alivio de restriccion
11083 10997 hipotética Proteina hipotética
11391 11092 N proteina N de regulacion probable (regulador de gen
temprano)
12356 11706 C2 Proteina C2 represora
12437 12622 cro Proteina cro reguladora (Antirrepresor)
12738 13037 cll proteina antiterminativa
13070 13969 (0] Proteina de replicacion de ADN
13966 14667 P Proteina de replicacién de ADN
14664 15467 ren Proteina de exclusion ren
15464 16087 Q regulador de gen tardio
16199 16393 hipotética Proteina hipotética
16764 17087 S proteina de lisis celular
17071 17547 R proteina de lisis celular
17544 18005 Rz proteina de lisis celular
18330 18037 Bor Precursor de proteina Bor
19153 18620 putativa proteina de envoltura putativa
19316 19522 hipotética Proteina hipotética
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Inicio Fin Nombre Descripcion

20270 20815 nu1 Proteina de empaque de ADN
20790 22715 A Proteina de empaque de ADN
22712 22918 w proteina de unién de cabeza y cola
22915 24516 B componente de capside

24497 25816 C componente de capside

25826 26158 D proteina de estabilizacion de ADN de cabeza
26214 27239 E componente de capside

27281 27679 Fi Proteina de empaque de ADN
27691 28044 Fii proteina de unién de cabeza y cola
28056 28634 Z componente de cola

28631 29026 U componente de cola

29034 29774 \% componente de cola

29790 30212 G componente de cola

30194 30628 T componente de cola

30621 33182 H componente de cola

33179 33508 M componente de cola

33508 34206 L componente de cola

34356 34955 K componente de cola

34853 35524 I componente de cola

35585 38983 J cola: proteina de especificidad del anfitrién
39045 39665 lom Membrana de anfitrion externa
39730 40935 cola proteina de fibra de cola

41109 41372 cola fibra de cola

42175 41237 eab9 eab9

En la presente invencion, la posicion de los residuos dentro de la secuencia del fago Lambda DE3 se refiere a
EU078592.

Como se utiliza en este documento, un "sistema de expresion" se refiere a una molécula de ADN lineal o circular
compuesta por un fragmento que codifica una secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un fragmento
adicional para la transcripcion del sistema.

El fragmento adicional incluye un promotor y una secuencia de codén de parada. El sistema de expresion puede
contener adicionalmente uno o mas origenes de replicacion, uno o mas marcadores de seleccidon y una secuencia
que codifica un sitio de unién a ribosoma.

"Unido operativamente" significa que los fragmentos estan dispuestos para funcionar como se supone que
funcionan, por ejemplo, una vez que la transcripciéon comienza en el promotor, pasa a través del fragmento
codificado para detener el codén.

"Promotor"” en el significado de la presente invencion es un elemento de control de la expresion que permite la unién
de la polimerasa de ARN y el inicio de la transcripcion.

En una realizacién de la invencion, la secuencia de acidos nucleicos esta bajo el control de un promotor "fuerte”. Un
promotor fuerte se caracteriza por una alta afinidad de unién de la secuencia promotora a una polimerasa de ARN,
usualmente la polimerasa de ARN correspondiente de origen natural, por una parte, y la tasa de formacion de ARNm
por esa polimerasa de ARN por otra parte.

En una realizacion preferida, la secuencia de acidos nucleicos esta bajo el control de un "promotor inducible”". Un
"promotor inducible" es un promotor que puede estar regulado por factores externos, por ejemplo la presencia de
una molécula inductora (también denominada "inductor") o la ausencia de una molécula represora, o factores fisicos
como el aumento o la disminucion de la temperatura, la osmolalidad o el valor de pH. Los diferentes promotores y los
respectivos principios de induccion fueron revisados por Makrides et al. (Microbiological Reviews, 1996, (60)3: 512-
538). Ejemplos de promotores inducibles que se pueden utilizar en la presente invencion incluyen, pero no se limitan
a, el promotor tac o trc, el promotor lac o lacUV5 (todos inducibles por lactosa o su analogo IPTG (isopropiltiol-gD-
galactosida)), el promotor araBAD estrechamente regulable (PBAD; Guzman et al., 1995, inducible por arabinosa), el
promotor trp (inducible por la adicién de acido B-indol acrilico o la inanicién del triptéfano, reprimible por la adicion de
triptéfano), el promotor lambda pL (A) (induccion por un aumento de la temperatura), el promotor phoA (inducible por
inanicion con fosfato), el PprpB (induccion con propionato) u otros promotores adecuados para la expresion de
proteinas recombinantes, todos los cuales utilizan polimerasa de ARN de E. coli.

Entre los promotores inducibles se encuentran aquellos que muestran un comportamiento de expresion "permeable”.
Dichos promotores (llamados "promotores permeables") son, en principio, inducibles, pero muestran no obstante
también una expresion basal sin ser inducidos externamente. Los promotores inducibles que muestran una
expresion permeable en condiciones no inducidas se pueden comportar de manera similar a los promotores
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constitutivos (es decir, son activos de manera constante y continua o se pueden activar o potenciar como resultado
de ciertas condiciones de cultivo). Los promotores permeables pueden ser particularmente Utiles para procesos de
cultivo operados continuamente. Ejemplos de promotores permeables son el promotor T7 y el promotor trp.

En una realizacion de la invencion, el promotor también puede ser constitutivo, es decir, un promotor que controla la
expresion sin la necesidad de induccion por un lado, o la posibilidad de represion por otro lado. Por lo tanto, hay una
expresion continua y constante en un cierto nivel. Como ejemplo, el promotor de HCD constitutivo fuerte (Poo et al.,
Biotechnology Letters, 2002, 24:1185-1189; Jeong et al., Protein expression and purification, 2004, 36:150-156)
puede aplicarse para la expresion constitutiva.

En una realizacion, el sistema de expresién comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina
que induce la expresion de la biomolécula de interés. De forma ventajosa, la expresion de la biomolécula de interés
se induce en condiciones particulares, tales como, por ejemplo, bajo seleccion.

Ejemplos de dichas secuencias de acidos nucleicos incluyen, pero no se limitan a, el gen que codifica la polimerasa
de ARN T7, gen T7 1. En este caso, la expresion de la polimerasa de ARN T7 induce la expresion de la biomolécula
de interés colocada bajo el control de un promotor T7.

Preferiblemente, el sistema de expresion es el sistema de expresion T7. El sistema de expresion T7 se describié en
el documento US4,952,496, que se incorpora aqui como referencia. El sistema de expresion T7 comprende un
fragmento de ADN del fago T7, que contiene la secuencia de codificacion completa para la polimerasa de ARN T7
(es decir, el gen 1 de T7). Se eliminé cualquier promotor activo natural del gen 1 de T7 y se inserté un promotor
lacUV5 inducible antes de la secuencia de codificacion. El promotor lacUV5 se induce mediante la adicién de IPTG
al medio de cultivo.

De acuerdo con otra realizacion, el sistema de expresion comprende la secuencia de acidos nucleicos de la
biomolécula de interés.

Con respecto a la biomolécula de interés, no existen limitaciones. Puede ser, en principio, cualquier secuencia de
aminoacidos, secuencias de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, ADN o ARN. Ejemplos de secuencias de
aminoacidos incluyen polipéptidos, proteinas o péptidos que se producen en una escala de fabricacion, por ejemplo
una biomolécula industrial o una biomolécula terapéutica.

Ejemplos de biomoléculas que se pueden producir por el método de la invencion son, sin limitacion, enzimas,
proteinas reguladoras, receptores, péptidos, por ejemplo hormonas peptidicas, citoquinas, proteinas de membrana o
transporte.

Las biomoléculas de interés también pueden ser antigenos utilizados para la vacunacion, vacunas, proteinas de
union a antigenos, proteinas inmunoestimulantes, alérgenos, anticuerpos de longitud completa o fragmentos de
anticuerpos o derivados. Los derivados de anticuerpos se pueden seleccionar del grupo de anticuerpos de cadena
sencilla (scFv), fragmentos Fab, fragmentos Fv, anticuerpos de dominio unico (VH o fragmento VL), anticuerpos de
dominio como anticuerpos de dominio Unico de camélidos (VHH, nanocuerpos) u otros formatos de anticuerpos
como se describe por ejemplo en Andersen and Reilly (Current Opinion in Biotechnology, 2004, 15: 456-462) o
Holliger and Hudson (Nature Biotechnology, 2005 (23) 9: 1126-1136).

Las biomoléculas de interés en la presente invencion también se pueden ejemplificar por proteinas (antigeno virico),
por ejemplo, proteina de cubierta, proteina del nucleo, proteasa, transcriptasa inversa, integrasa, y asi
sucesivamente, codificadas en el genoma de un virus patégeno, por ejemplo, virus de hepatitis B, virus de hepatitis
C, I-HV, influenza, y asi sucesivamente; factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de células madre (SCF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor
de crecimiento transformante (TGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento similar a insulina (IGF), y asi sucesivamente;
citoquinas tales como factor de necrosis tumoral, interferén, interleucina, y asi sucesivamente; factores
hematopoyéticos tales como eritropoyetina, factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de
colonias de macréfagos de granulocitos, factor estimulante de colonias de macréfagos, trombopoyetina, y asi
sucesivamente; hormonas peptidicas tales como la hormona de liberacion de hormona luteinizante (LB-RH),
hormona liberadora de tirotropina (TRH), insulina, somatostatina, hormona del crecimiento, prolactina, hormona
adrenocorticotrépica (ACTH), hormona estimulante de melanocitos (MSH), hormona estimulante de la tiroides (TSH),
hormona luteinizante (LU), hormona estimulante de foliculo (FSH), vasopresina, oxitoxina, calcitonina, hormona
paratiroidea (PTH), glucagdn, gastrina, secretina, pancreozimina, colecistoquinina, angiotensina, placenta lacto8en
humana, gonototropina coriénica humana (HCG), ceruleina, motilina, y asi sucesivamente; péptidos analgésicos
tales como encefalina, endorfina, dinorfina, kiotorfina, y asi sucesivamente; enzimas tales como superdxido
dismutasa (SOD), uroquinasa, activador del plasmindégeno de tejido (TPA), asparaginasa, calicreina, y asi
sucesivamente; neurotransmisores peptidicos tales como bombesina, neutrotensina, bradiquinina, sustancia P,
péptido amiloide de Alzheimer (AD), SOD1, presenilina 1 y 2, renina, Dsunucleina, amiloide A, amiloide P, activina,
anti-HER-2, bombesina, encefininasa, inhibidores de proteina, enzimas terapéuticas, antitripsina D 1-, inhibidor de
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tripsina de mamiferos, inhibidor de tripsina pancreatica de mamiferos, calcitonina, factor de hipertrofia cardiaca,
cardiotrofinas (tales como cardiotrofina-1), proteinas CD (tales como CD-3, CD-4, CD-8) y CD-19), CFTR, CTNF,
DNasa, gonadotropina coriénica humana, péptido asociado a gonadotropina de ratén, citoquinas, transtirretina,
amilina, lipoproteinas, linfoquinas, lisozima, una hormona del crecimiento (que incluyen hormona del crecimiento
humano), hormona de crecimiento bovino, factor de liberacion de hormona del crecimiento, hormona paratiroidea,
hormona estimulante de la tiroides, factores de crecimiento, factor de crecimiento neurotréfico derivado del cerebro,
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (tales como D FGF y D FGF), factor de
crecimiento similar a insulina | y 1l, des (1-3)-IGF-I (IGF-I de cerebro), proteinas de unién al factor de crecimiento
similar a insulina, factor de crecimiento nervioso (tal como NGF-D), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptores para hormonas de crecimiento o factores de
crecimiento, factor de crecimiento transformante (TGF) (como TGF-D, TGF-D 1, TGF-D2, TGF-D3, TGF-D4 o TGF-
D5), factores neurotréficos (tales como neurotrofina-3, -4, -5, o -6), gelsolina, glucagoén, calicreinas, sustancia
inhibidora de mulleriana, factores neurotréficos, p53, proteina A o D, prorelaxina, cadena A de relaxina, cadena B de
relaxina, factores reumatoides, rodopsina, una albumina sérica (tal como albumina de suero humano), inhibina,
insulina, cadenas de insulina, cadena A de insulina, cadena D de insulina, receptor de insulina, proinsulina, hormona
luteinizante, integrina, interleucinas (IL) (tales como IL-1 a IL-10, IL-12), IL-13), eritropoyetina, trombopoyetina,
fibrilina, hormona estimulante del foliculo, factores de coagulacion (tales como factor VIIIC, factor IX, factor de tejido
y factor de von Willebrands), factores anticoagulantes (tales como proteina C, factor natriurético auricular,
surfactante pulmonar), un activador del plasminégeno (tales como el activador del plasmindgeno de tejido humano o
uroquinasa), trombina, factor de necrosis tumoral D o D, deshidrogenasa de cetoacido D, adrenesinas, proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP), colageno, factores estimulantes de colonias (CSF) (tales como M-CSF, GM-CSF y G-
CSF), factor de aceleracion de desintegracion, receptores de asentamiento, interferones (tales como interferén-alfa, -
gamma y -beta), queratina, factores osteoinductivos, PRNP, proteinas reguladoras, superoxido dismutasa, proteinas
de membrana de superficie, proteinas de transporte, receptores de células T, antigenos tales como inmunotoxinas
gpl20(HIb), péptido natriurético auricular, proteina exocrina de vesicula seminal, D 2-microglobulina, PrP,
precalcitonina, ataxina 1, ataxina 2, ataxina 3, ataxina 6, ataxina 7, huntingtina, receptor de andrégenos, proteina de
union a CREB, gpl 20, p300, CREB, API, ras, NFAT, jun, fos, proteina asociada a atrofia palidolusiana dentaorubral,
una proteina microbiana (por ejemplo, proteina de unién a maltosa, transportador ABC, glutation S transferasa,
tiorredoxina, D-lactamasa), proteina fluorescente verde, proteina fluorescente roja, una enzima tal como el
superoxido dismutasa, asparaginasa, arginasa, arginina desaminasa, adenosina desaminasa, ribonucleasa,
catalasa, uricasa, bilirrubina oxidasa, tripsina, papaina, fosfatasa alcalina, beta-glucoronidasa, nucledsido de purina
fosforilasa o batroxobina, un opioide, por ejemplo endorfinas, encefalinas u opioides no naturales, una hormona o
neuropéptido, por ejemplo calcitonina, glucagén, gastrinas, hormona adrenocorticotrépica (ACTH), colecistoquininas,
hormona lutenizante, hormona de liberaciéon de gonadotropina, gonadotropina coriénica, factor de liberacion de
corticotropina, vasopresina, oxitocina, hormonas antidiuréticas, hormona estimulante de la tiroides, hormona de
liberacién de tirotropina, relaxina, prolactina, péptido YY, neuropéptido Y, polipéptido pancreatico, leptina, CART
(transcripcion regulada de cocaina y anfetamina), un péptido relacionado con CART, perilipina, melano-cortinas
(hormonas estimulantes de melanocitos) tales como MC-4, hormonas concentradas de melanina, péptidos
natriuréticos, adrenomedulina, endotelina, secretina, amilina, péptido intestinal vasoactivo (VIP), polipéptido
activador de adenilato ciclasa de pituaria (PACAP), bombesina, péptidos similares a la bombesina, timosina, proteina
de unidén a heparina, CD4 soluble, factor de liberacion hipotalamico y analogos de melanotoninas o funcionales de
los mismos. En ofra realizacion de la invencion, la proteina objetivo puede ser una enzima de procesamiento tal
como proteasas (por ejemplo, enterocinasa, caspasas de tripsina como serina proteasas), lipasa, fosfatasa, glicosil
hidrolasas (por ejemplo, manosidasas, xilosidasas, fucosidasas), quinasa, mono o dioxidasa, peroxidasa,
transglutaminasa, carboxipeptidasa, amidasa, esterasa y fosfatasa.

Las fuentes preferidas para dichos polipéptidos de mamiferos incluyen fuentes humanas, bovinas, equinas, porcinas,
de lupinos y roedores, siendo particularmente preferidas las proteinas humanas.

La biomolécula de interés de la presente invencién también abarca variantes de la proteina mencionada
anteriormente. Estas variantes abarcan, por ejemplo, una proteina que tiene la misma actividad que la proteina
mencionada anteriormente y que comprende una secuencia de aminoacidos con, en la secuencia de aminoacidos
de la proteina mencionada, uno o mas aminoacidos suprimidos, sustituidos, insertados y/o agregados. Dicha
proteina puede ser ejemplificada por una proteina que tiene la misma actividad que la proteina mencionada
anteriormente y que comprende una secuencia de aminoacidos con, en la secuencia de aminoacidos de la proteina
mencionada anteriormente, uno o mas aminoacidos suprimidos, sustituidos, insertados y/o agregados. Se pueden
llevar a cabo dos o mas tipos diferentes de modificaciones seleccionadas de supresion, sustitucion, insercion y
adicion.

La biomolécula de interés de la presente invenciéon también abarca "péptidos parciales" de la proteina mencionada
anteriormente. Un péptido parcial de la proteina se puede ejemplificar mediante un péptido parcial que comprende
una secuencia de aminoacidos en la que una porcién de la secuencia de aminoacidos de la proteina mencionada se
ejecuta ininterrumpidamente, en la que el péptido parcial tiene preferiblemente la misma actividad que dicha
proteina. Dicho péptido parcial se puede ejemplificar mediante un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende por lo menos 20 y preferiblemente por lo menos 50 de los residuos de aminoacidos en
la secuencia de aminoacidos de la proteina mencionada anteriormente. Este polipéptido contiene preferiblemente la
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secuencia de aminoacidos que corresponde a la regién que esta involucrada con la actividad de la proteina
mencionada anteriormente. Adicionalmente, el péptido parcial utilizado en la presente invencién también puede ser
un péptido parcial dado por una modificaciéon de este polipéptido en el que 1 o una pluralidad de residuos de
aminoacidos (por ejemplo, aproximadamente 1 a 20, mas preferiblemente aproximadamente 1 a 10, e incluso mas
preferiblemente, aproximadamente 1 a 5) se suprime de, se sustituye en, se inserta en, y/o se agrega a su
secuencia de aminoacidos. El péptido parcial utilizado en la presente invencion también se puede utilizar como un
antigeno para la produccion de anticuerpos.

En una realizacion de la invencién, la biomolécula de interés se selecciona del grupo que comprende hormona de
crecimiento humana, insulina humana, hormona estimulante del foliculo, factor VIII, eritropoyetina, factor estimulante
de colonias de granulocitos, alfa-glactosidasa A, alfa-L-iduronidasa, N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa, Dornase alfa,
activador del plasminégeno de tejido, glucocerebrosidasa, interferon, factor de crecimiento similar a insulina 1,
somatotropina bovina, somatotropina porcina, quimiosina bovina y proteina de envoltura del virus de la hepatitis B.

La biomolécula de interés también abarca polipéptidos modificados o proteinas que se han sometido a
modificaciones postraduccionales y posteriores a la exportacion en el periplasma, tal como ciclacién, glicosilacion,
fosforilacion, metilacion, oxidacion, deshidratacion y division proteolitica.

En una realizacién, la biomolécula de interés es una enzima para metabolizar una biomolécula en el medio
extracelular (denominada en este documento "biomolécula extracelular"). En una realizacion, la biomolécula
extracelular comprende un polisacarido o un lipido. En una realizaciéon de la invencion, el polisacarido comprende
alginato, pectina, celulosa, celobiosa, laminarina o una mezcla de los mismos. En una realizacion de la invencion, el
lipido comprende un acido graso, un glicolipido, un lipido betaina, un glicerolipido, un fosfolipido, un
glicerolfosfolipido, un esfingolipido, un lipido de esterol, un lipido de prenol, un sacarolipido, un policetido o una
mezcla de los mismos. En una realizacién de la invencion, la biomolécula de interés es una enzima que convierte el
polisacarido en un monosacarido, un oligosacarido, o ambos.

En una realizacién de la invencion, la biomolécula de interés es una enzima que convierte el lipido en un acido
graso, un monosacarido, o ambos. En una realizacion de la invencion, el monosacarido u oligosacarido es
oligoalginato, manuronato, guluronato, manitol, a-ceto-acido, 4-desoxi-L-eritro-hexoselulosa uronato (DEHU), 2-ceto-
3-desoxi D-gluconato (KDG), glucosa, glucuronato, galacturonato, galactosa, xilosa, arabinosa o manosa. En una
realizacion de la invencion, el acido graso es 14:0, trans-14, 16:0, 16:In-7, trans-16, 16:2n-6, 18:0, 18:In-9, 18:2n-6,
18:3n-6, 18:3n-3, 18:4n-3, 20:0, 20:2n-6, 20:3n-6, 20:4n-3,20:4n-6, o0 20:5n-3.

En una realizacién de la invencién, la biomolécula de interés es una enzima que convierte la biomolécula
extracelular en un producto quimico basico. En una realizaciéon de la invencién, el producto quimico basico es etanol,
butanol o biodiesel. En una realizacion de la invencion, el biodiesel es un acido graso, un éster de acido graso o un
terpenoide.

Como se utiliza en el presente documento, el término "inactivado" se refiere a la interrupcion o la supresion de la
expresion de un gen a niveles transcripcionales o de traduccion. Preferiblemente, el término "inactivado” se refiere a
un gen cuya transcripcion se suprime.

De acuerdo con la invencion, la inactivacion de un gen puede deberse a la mutaciéon del gen o a la insercion del
sistema de expresion dentro de la secuencia de codificacion del gen. En el significado de la presente invencion, el
término "mutacion" se refiere a un cambio estable en la secuencia genética. Ejemplos de mutacién que podrian
conducir a la inactivacion de un gen en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, mutaciones puntuales,
inserciones, supresiones y amplificacion o duplicaciéon de genes.

Preferiblemente, la mutacion es una supresion. El término "supresion" como se utiliza en este documento significa la
pérdida o ausencia de un gen, preferiblemente la pérdida o ausencia total de un gen. Mas preferiblemente, la
supresion comienza en o antes del codon de inicio del gen suprimido, y termina en o después del codén de parada
del gen suprimido.

En una realizacion de la invencion, e se inactiva | gen S. El gen S codifica una proteina holina (S105) y una proteina
anti-holina (S107). La proteina holina desencadena la formacioén de agujeros en la membrana. Se requiere la holina
para liberacion de la endolisina codificada por el gen R. En el lado opuesto, la proteina antiholina inhibe la formacion
de huecos S105. De acuerdo con una realizacion, el gen S tiene la secuencia SEQ ID NO: 1. En otra realizacion, la
secuencia del gen S presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos
80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos
94%, por lo menos 95%, 5 por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, e incluso mas preferiblemente
de por lo menos 99% con la SEQ ID NO: 1.

El gen S puede contener modificaciones de secuencia conservadoras que se refieren a modificaciones de

aminoacidos que no afectan ni alteran significativamente la funcion de la proteina S. Dichas modificaciones
conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y supresiones de aminoacidos. Se pueden introducir modificaciones
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en la secuencia del gen S mediante técnicas estandar conocidas en el arte, tales como la mutagénesis dirigida al
sitio y la mutagénesis mediada por PCR. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos son normalmente
aquellas en las que un residuo de aminoacido se reemplaza con un residuo de aminoacido que tiene una cadena
lateral con propiedades fisicoquimicas similares. La secuencia modificada de la proteina S puede comprender una,
dos, tres, cuatro o mas inserciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos. Cuando se hacen las sustituciones,
las sustituciones preferidas seran modificaciones conservadoras. Las familias de residuos de aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares se han definido en la técnica. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas
laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico,
acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o mas residuos de
aminoacidos dentro de la secuencia de la proteina S se pueden reemplazar con otros residuos de aminoacidos de la
misma familia de cadenas laterales y la proteina S modificada se puede probar para la funcién retenida (es decir, las
propiedades establecidas aqui) mediante comparacion con la proteina S codificada por la secuencia SEQ ID NO: 1.

El término "identidad" o "idéntico", cuando se utiliza en una relacién entre las secuencias de dos o mas polipéptidos,
se refiere al grado de relacion de secuencia entre los polipéptidos, segun lo determinado por el numero de
coincidencias entre cadenas de dos o mas residuos de aminoacidos. La "identidad" mide el porcentaje de
coincidencias idénticas entre la menor de dos o mas secuencias con alineaciones de espacios (si las hay)
abordadas por un modelo matematico o programa de computadora en particular (es decir, "algoritmos"). La identidad
de los polipéptidos relacionados se puede calcular facilmente mediante métodos conocidos. Dichos métodos
incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford
University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics 5 and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic
Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana
Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence
Analisis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New York, 1991; and Carillo et al., SIAM J.
Applied Math. 48,1073 (1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad se disefian para proporcionar la
mayor coincidencia entre las secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad se describen en
programas de ordenador disponibles publicamente. Los métodos de programas de ordenador preferidos para
determinar la identidad entre dos secuencias incluyen el paquete de programas GCG, que incluye GAP (Devereux et
al., Nucl. Acid. Res. \2, 387 (1984); Genetics Computer Group, University de Wisconsin, Madison, Wis.), BLASTP,
BLASTN, y FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-410 (1990)). El programa BLASTX esta disponible
publicamente en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) y otras fuentes (Manual BLAST, Altschul y
otros. NCB/NLM/NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul et al., supra). El conocido algoritmo Smith Waterman también se
puede utilizar para determinar la identidad.

En ofra realizacion, se inactiva el gen R. La proteina R es una endolisina: esta transglicosilasa degrada la mureina
de la pared celular de la célula anfitriona. De acuerdo con una realizacion, el gen R tiene la secuencia SEQ ID NO:
2. En otra realizacion, la secuencia del gen R presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70%, por lo
menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo
menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, 5 por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, e
incluso mas preferiblemente de por lo menos 99% con la SEQ ID NO: 2.

El gen R puede contener modificaciones de secuencia conservadoras como se describié aqui anteriormente que se
refieren a modificaciones de aminoacidos que no afectan ni alteran significativamente la funcion de la proteina R. La
secuencia modificada de la proteina R puede comprender una, dos, tres, cuatro o mas inserciones, supresiones o
sustituciones de aminoacidos. Por lo tanto, uno o mas residuos de aminoacidos dentro de la secuencia de la
proteina R se pueden reemplazar con otros residuos de aminoacidos de la misma familia de cadenas laterales y la
proteina R modificada se puede probar para la funcién retenida (es decir, las propiedades establecidas aqui)
mediante comparacién con la proteina R codificada por la secuencia SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion, se inactiva el gen Rz. La proteina Rz pertenece a la familia de espanina. Esta proteina puede
estar involucrada en la ruptura de la membrana externa de la célula anfitriona durante la fase litica. De acuerdo con
una realizacioén, el gen Rz tiene la secuencia SEQ ID NO: 3. En otra realizacion, la secuencia del gen Rz presenta
una identidad de secuencia de por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo
menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, 5 por
lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, e incluso mas preferiblemente de por lo menos 99% con la
SEQ ID NO: 3.

El gen Rz puede contener modificaciones de secuencias conservadoras como se describié en este documento
anteriormente que se refieren a modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran significativamente la
funcioén de la proteina Rz. La secuencia modificada de la proteina Rz puede comprender una, dos, tres, cuatro o mas
inserciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos. De esta manera, uno o mas residuos de aminoacidos
dentro de la secuencia de la proteina Rz se puede reemplazar con otros residuos de aminoacidos desde la misma
familia cadena lateral y la proteina Rz modificada se puede probar para funcién retenida (es decir, las propiedades
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establecidas en este documento) mediante comparacién con la proteina Rz codificada mediante la secuencia SEQ
ID NO: 3.

En otra realizacion, el gen Q se inactiva. La proteina Q es un regulador de gen tardio: la proteina Q es un
antiterminador de Sintesis de ARN desde el promotor utilizado para transcripcion de la region “tardia” completa de
ADN de lambda. De acuerdo con una realizacion, el gen Q tiene la secuencia SEQ ID NO: 35. En ofra realizacion, la
secuencia del gen Q presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos
80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos
94%, por lo menos 95%, 5 por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, e incluso mas preferiblemente
de por lo menos 99% con la SEQ ID NO: 35.

El gen Q puede contener modificaciones de secuencias conservadoras como se describié en este documento
anteriormente que se refieren a modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran significativamente la
funcién de la proteina Q. La secuencia modificada de la proteina Q puede comprender una, dos, tres, cuatro o mas
inserciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos. De esta manera, uno o mas residuos de aminoacidos
dentro de la secuencia de la proteina Q se puede reemplazar con otros residuos de aminoacidos desde la misma
familia cadena lateral y la proteina Q modificada se puede probar para funcion retenida (es decir, las propiedades
establecidas en este documento) mediante comparacion con la proteina Q codificada por la secuencia SEQ ID NO:
35.

En otra realizacion, se suprime un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia de codificacion del gen
S. De acuerdo con la invencion, dicho fragmento de acido nucleico no comprende las secuencias de codificacion del
gen ral (SEQ ID NO: 4) y/o del gen N (SEQ ID NO: 5). Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién, cuando no se
suprime el fago es lambda, la region entre residuos 33930 y 35582.

De acuerdo con otra realizaciéon, cuando no se suprime el fago es lambda(DE3), la region entre residuos 10813 y
11391.

Preferiblemente, dicho fragmento de acido nucleico no comprende la secuencia de codificacion de Ny C2 (SEQ ID
NO: 6), asi como también las secuencias reguladoras del promotor de C2. Para asegurarse de que las secuencias
reguladoras de C2 no se suprimen, el fragmento que se va a suprimir puede estar en el codon de inicio ATG del
siguiente gen: el gen Cro.

Mas preferiblemente, dicho fragmento de acido nucleico no comprende la secuencia de codificacion de ral, N y C2
(SEQ ID NO: 6), asi como también las secuencias reguladoras del promotor de C2.

El gen C2 codifica una proteina represora, lo cual es importante para mantener el estado lisogénico. Este gen
también se llama cl en la secuencia de varios otros fagos lambdoides. En el fago lambda, la secuencia de
codificacion de los genes ral, N y cl es desde los residuos 33930 a 38040 o desde los residuos 33930 a 38022. En el
fago Lambda DES3, la secuencia de codificacion de los genes ral, N, C2 es desde los residuos 10813 a 12436.

En una realizacion, la longitud de dicho fragmento de acido nucleico suprimido es desde 30 kb hasta 300 b,
preferiblemente desde 5 kb hasta 500 b. En otra realizacion, la longitud de dicho fragmento de acido nucleico
suprimido es 30 kb, 25 kb, 20 kb, 15 kb, 10 kb, 9 kb, 8 kb, 7 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2kb, 1 kb, 750 b, 500b.

De acuerdo con una realizacion en la que el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en una
posiciéon que varia desde la posicién 35582 hasta la posicion 45186, preferiblemente desde 38041 hasta 45186 o
desde 38023 hasta 45186 y finaliza en una posicién que varia desde la posicion 45510 hasta la posicion 48502

De acuerdo con otra realizacion en la que el fago es lambda DE3, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en
una posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 16764, preferiblemente desde 12437 hasta la
posicion 16764 y finaliza en una posicion que varia desde 17088 y 42925.

En otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la secuencia de
codificacion del gen S y Rs. De acuerdo con una realizaciéon, cuando el fago es lambda, el fragmento de acido
nucleico inicia en una posicién que varia desde la posicion 35582 hasta la posicion 45186, preferiblemente desde
38041 hasta 45186 o desde 38023 hasta 45186, y finaliza en una posicion que varia desde la posicion 45970 hasta
la posicion 48502. En otra realizacion, cuando el fago es lambda DE3, el fragmento de acido nucleico inicia en una
posiciéon que varia desde la posicién 11392 hasta la posicion 16764, preferiblemente desde 12437 hasta la posicion
16764, y finaliza en una posicion que varia desde 17548 y 42925.

En otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la secuencia de
codificacion de los genes S, R y Rz. De acuerdo con una realizacién, cuando el fago es lambda, el fragmento de
acido nucleico inicia en una posiciéon que varia desde la posicién 35582 hasta la posicién 45186, preferiblemente
desde 38041 hasta 45186 o desde 38023 hasta 45186. De acuerdo con esta realizacion, el fragmento puede
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finalizar en una posicién que varia desde la posicién 46428 hasta la posicidon 46458. Incluso de acuerdo con esta
realizacion, el fragmento de acido nucleico puede finalizar en una posicion que varia desde 46428 hasta 48502.

De acuerdo con otra realizaciéon, cuando el fago es lambda DES3, el fragmento de acido nucleico inicia en una
posiciéon que varia desde la posicién 11392 hasta la posicion 16764, preferiblemente desde 12437 hasta la posicion
16764. De acuerdo con esta realizacion, el fragmento puede finalizar en una posicion que varia desde la posicion
18006 y 18036. Incluso de acuerdo con esta realizacion, el fragmento de acido nucleico puede finalizar en una
posiciéon que varia desde la posicion 18006 hasta 24496. Incluso de acuerdo con esta realizacién, el fragmento de
acido nucleico puede finalizar en una posicién que varia desde la posicién 18006 hasta 42925.

De acuerdo con otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la
secuencia de codificacion del gen R.

De acuerdo con una realizacion, cuando el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico inicia en una posicion
que varia desde la posicion 35582 hasta la posicion 45493, preferiblemente que varia desde la posicion 38041 o
38022 hasta la posicion 45493. De acuerdo con esta realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir
puede finalizar en una posicién que varia desde 45970 hasta la posicién 48502.

De acuerdo con otra realizaciéon, cuando el fago es lambda DES3, el fragmento de acido nucleico inicia en una
posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 17071, preferiblemente que varia desde la posicion
12437 hasta la posicion 17071. De acuerdo con esta realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir
puede finalizar en una posicién que varia desde 17548 hasta la posicidon 24496. Incluso de acuerdo con esta
realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir puede finalizar en una posicion que varia desde
17548 hasta la posicion 42925.

De acuerdo con otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la
secuencia de codificacion de los genes Ry Rz.

De acuerdo con una realizacion, cuando el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico inicia en una posicion
que varia desde la posicion 35582 hasta la posicion 45493, preferiblemente que varia desde la posicion 38041 o
38022 hasta la posicion 45493. De acuerdo con esta realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir
puede finalizar en una posicién que varia desde 46428 hasta la posicidon 46458. Incluso de acuerdo con esta
realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir puede finalizar en una posicion que varia desde
46428 hasta la posicion 48502.

De acuerdo con otra realizaciéon, cuando el fago es lambda DES3, el fragmento de acido nucleico inicia en una
posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 17071, preferiblemente que varia desde la posiciéon
12437 hasta la posicion 17071. De acuerdo con esta realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir
puede finalizar en una posicién que varia desde 18006 hasta la posiciéon 18330. Incluso de acuerdo con esta
realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir puede finalizar en una posicion que varia desde
18006 hasta la posicion 24496. Incluso de acuerdo con esta realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a
suprimir puede finalizar en una posicion que varia desde 18006 hasta la posicion 42925.

De acuerdo con otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la
secuencia de codificacion del gen Q.

De acuerdo con una realizacion en la que el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en una
posicidon que varia desde la posicién 35582 hasta la posicion 43886, preferiblemente desde 38041 hasta 43886 o
desde 38023 hasta 43886 y finaliza en una posicion que varia desde la posicion 44510 hasta la posicion 48502.

De acuerdo con otra realizacion en la que el fago es lambda DE3, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en
una posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 15464, preferiblemente desde 12437 hasta la
posicion 15464 y finaliza en una posicion que varia desde 16088 y 42925.

De acuerdo con otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la
secuencia de codificacion de los genes Q y S.

De acuerdo con una realizacion en la que el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en una
posiciéon que varia desde la posicién 35582 hasta la posicion 43886, preferiblemente desde 38041 hasta 43886 o
desde 38023 hasta 43886 y finaliza en una posicion que varia desde la posicion 45510 hasta la posicion 48502.

De acuerdo con otra realizacion en la que el fago es lambda DE3, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en

una posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 15464, preferiblemente desde 12437 hasta la
posicion 15464 y finaliza en una posicion que varia desde 17088 y 42925.
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De acuerdo con otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la
secuencia de codificacion del gen Q, Sy Rs.

De acuerdo con una realizacion en la que el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en una
posiciéon que varia desde la posicién 35582 hasta la posicion 43886, preferiblemente desde 38041 hasta 43886 o
desde 38023 hasta 43886 y finaliza en una posicion que varia desde la posicion 45970 hasta la posicion 48502.

De acuerdo con otra realizacion en la que el fago es lambda DE3, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en
una posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 15464, preferiblemente desde 12437 hasta la
posicion 15464 y finaliza en una posicion que varia desde 17548 y 42925.

De acuerdo con otra realizacion, el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir comprende por lo menos la
secuencia de codificacion de los genes Q, S, Ry Rz.

De acuerdo con una realizacion en la que el fago es lambda, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en una
posiciéon que varia desde la posicién 35582 hasta la posicion 43886, preferiblemente desde 38041 hasta 43886 o
desde 38023 hasta 43886 y finaliza en una posicion que varia desde la posicion 46428 hasta la posicion 48502.

De acuerdo con ofra realizacion en la que el fago es lambda DE3, el fragmento de acido nucleico suprimido inicia en
una posiciéon que varia desde la posicion 11392 hasta la posicion 15464, preferiblemente desde 12437 hasta la
posicion 15464 y finaliza en una posicion que varia desde 18006 y 42925.

En una realizacion, se inactiva el gen Int. La proteina Int maneja la insercion y la division del genoma de fago en el
genoma del anfitrion. De acuerdo con una realizacion, el gen Int tiene la secuencia SEQ ID NO: 7. En otra
realizacion, la secuencia del gen Int presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70%, por lo menos 75%,
por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%,
por lo menos 94%, por lo menos 95%, 5 por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98%, e incluso mas
preferiblemente de por lo menos 99% con la SEQ ID NO: 7.

El gen Int puede contener modificaciones de secuencias conservadoras como se describié en este documento
anteriormente que se refieren a modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran significativamente la
funcién de la proteina Int. La secuencia modificada de la proteina Int puede comprender una, dos, tres, cuatro o mas
inserciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos. De esta manera, uno o mas residuos de aminoacidos
dentro de la secuencia de la proteina Int se puede reemplazar con otros residuos de aminoacidos de la misma
familia cadena lateral y la proteina Int modificada se puede probar para funcion retenida (es decir, las propiedades
establecidas en este documento) mediante comparacion con la proteina Int codificada por la secuencia SEQ ID NO:
7.

En una realizacion, se inactiva el gen Xis. La proteina Xis es una excisionasa, que esta involucrada en el proceso de
division del fago lambda ADN fuera del cromosoma anfitrion bacteriano. De acuerdo con una realizacion, el gen Xis
tiene la secuencia SEQ ID NO: 8. En ofra realizacion, la secuencia del gen Xis presenta una identidad de secuencia
de por lo menos 70%, por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos
91%, por lo menos 92%, por lo menos 93%, por lo menos 94%, por lo menos 95%, 5 por lo menos 96%, por lo
menos 97%, por lo menos 98%, e incluso mas preferiblemente de por lo menos 99% con la SEQ ID NO: 8.

El gen Xis puede contener modificaciones de secuencias conservadoras como se describid en este documento
anteriormente que se refieren a modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran significativamente la
funcién de la proteina Xis. La secuencia modificada de la proteina Xis puede comprender una, dos, tres, cuatro o
mas inserciones, supresiones o sustituciones de aminoacidos. De esta manera, uno o mas residuos de aminoacidos
dentro de la secuencia de la proteina Xis se puede reemplazar con otros residuos de aminoacidos de la misma
familia cadena lateral y la proteina Xis modificada se puede probar para funcion retenida (es decir, las propiedades
establecidas en este documento) mediante comparacion con la proteina Xis codificada por la secuencia SEQ ID NO:
8.

En una realizacién, se suprime un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia de codificaciéon del gen
Int. De acuerdo con una realizacién, el fago es lambda y el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir
comprende los residuos desde la posicion 27812 hasta 28882. De acuerdo con otra realizacion, el fago es lambda y
el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir inicia en una posicion que varia desde la posicion 1 hasta la
posicion 27812; y finaliza en una posicién que varia desde 28882 hasta 33929.

En una realizacién, se suprime un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia de codificacion del gen
Xis.

De acuerdo con una realizacion, el fago es lambda y el fragmento de acido nucleico suprimido que se va a suprimir
comprende los residuos desde la posicion 28860 hasta 29078. De acuerdo con otra realizacion, el fago es lambda y
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el fragmento inicia en una posicioén que varia desde la posicion 1 hasta la posicion 28860, y finaliza en una posicion
que varia desde la posicién 29078 hasta la posicion 33929.

De acuerdo con otra realizacion, el fago es DE3 y el acido nucleico suprimido comprende los residuos desde la
posicion 5586 hasta 5804. De acuerdo con ofra realizacion, el fragmento que se va a suprimir inicia en una posicion
que varia desde la posicion 1 hasta la posicién 5586, y finaliza en una posiciéon que varia desde la posicion 5804
hasta la posicién 10812.

En una realizacion, se suprime un fragmento de acido nucleico que comprende las secuencias de codificacion de los
genes Xis e Int. De acuerdo con una realizacion, el fago es lambda y el fragmento de acido nucleico que se va a
suprimir comprende los residuos desde la posicion 27812 hasta 29078. De acuerdo con ofra realizacion, el fago es
lambda y el fragmento de acido nucleico que se va a suprimir inicia en una posicion que varia desde la posicion 1
hasta la posicion 27812; y finaliza en una posicion que varia desde 29078 hasta 33929.

En una realizacion de la invencion, el fago genéticamente modificado de la invencion se inactiva adicionalmente para
el gen kil. De acuerdo con una realizacion, el gen kil tiene la secuencia SEQ ID NO: 36. En otra realizacion, el gen kil
presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, mas
preferiblemente de por lo menos 99% con la SEQ ID NO: 36. Preferiblemente, se suprime la secuencia de
codificacion del gen kil. De acuerdo con una realizacion, el fago es lambda y el fragmento de acido nucleico
suprimido comprende los residuos desde la posicion 33187 hasta 33331.

De acuerdo con otra realizacion, el fago es DE3 y el acido nucleico suprimido comprende los residuos desde la
posicion 9913 hasta 10057.

De acuerdo con una realizacion, la secuencia attP no se suprime de la secuencia del fago de la invencion. La
secuencia attP es la SEQ ID NO: 9. La secuencia attP se ubica desde la posicion 27586 y 27817 en la secuencia del
fago lambda, y desde la posicion 42788 hasta 42925 y desde 1 hasta 94 en el genoma del fago Lambda DES3 (el
genoma del fago es circular, de esta manera la secuencia attP es continua).

En una realizacion de la invencion, el fago genéticamente modificado comprende la secuencia attP y la secuencia
del gen C2. En ofra realizacion, el fago genéticamente modificado consiste de la secuencia attP y la secuencia del
gen C2.

De acuerdo con una realizacion preferida, un fago genéticamente modificado de la invencion P11 tiene la secuencia
SEQ ID NO: 10 y es (DE3) AS-C, Axis-ea10 (DE3 se refiere al fago lambda DE3 en el que el gen de polimerasa de
ARN T7 se ha integrado dentro de la secuencia de gen Int). Dicho fago P11 modificado corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Rz, Xis y Int.

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P12 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Int y S (un ejemplo de P12 es la
secuencia DE3 AS, Axis-ea10).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P13 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Rz, Q, Xis y Int (un ejemplo de
P13 es la secuencia DE3 AS-C, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P14 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R y Int (un ejemplo de P14 es la
secuencia DE3 AR).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P15 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Q y Int (un ejemplo de P15 es la
secuencia DE3 AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P16 corresponde a la secuencia
NC_0014I6 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S y Xis (un ejemplo de P16 es la
secuencia NC_001416 AS, Axis-ea10).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P17 corresponde a la secuencia
NC_0014I6 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R y Xis (un ejemplo de P17 es la
secuencia NC_001416 AR, Axis-ea10).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P18 corresponde a la secuencia
NC_0014I6 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Q y Xis (un ejemplo de P18 es la
secuencia NC_001416 Axis-ea10, AQ).
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De acuerdo con otra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién p19 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Rz y Int (un ejemplo de P19 es la
secuencia DE3 AR, ARz).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P20 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Rz y Int (un ejemplo de P20 es la
secuencia DE3 AS, ARz).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P21 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Rz, Q y Int (un ejemplo de P21 es la
secuencia DE3 ARz, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P22 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Q y Int (un ejemplo de P22 es la
secuencia DE3 AS, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P23 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Q, y Int (un ejemplo de P23 es la
secuencia DE3 AR, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P24 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R y Int (un ejemplo de P24 es la
secuencia DE3 AS, AR).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P25 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Rz y Xis (un ejemplo de P25 es la
secuencia NC_001416 AR, Axis-ea10, ARz).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P26 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Rz y Xis (un ejemplo de P26 es la
secuencia NC_001416 AS, Axis-ea10, ARz).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P27 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Q, Rz y Xis (un ejemplo de P27 es la
secuencia NC_001416 ARz, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P28 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Q y Xis (un ejemplo de P28 es la
secuencia NC_001416 AS, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P29 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Q y Xis (un ejemplo de P29 es la
secuencia NC_001416 AR, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P30 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, S y Xis (un ejemplo de P30 es la
secuencia NC_001416 AS, Axis-ea10, AR).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P31 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Xis y Int (un ejemplo de P31 es la
secuencia DE3 AR, Axis-ea10).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P32 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Xis y Int (un ejemplo de P32 es la
secuencia DE3 AS, Axis-ea10).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P33 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Q, Xis y Int (un ejemplo de P33 es la
secuencia DE3 Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P34 corresponde a la secuencia

NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Xis y Int (un ejemplo de P34 es
la secuencia DE3 AS, Axis-ea10, AR).
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De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P35 corresponde a la secuencia
NC_0014I6 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Q, Xis y Int (un ejemplo de P35 es
la secuencia DE3 AR, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P36 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Q, Xis y Int (un ejemplo de P36 es
la secuencia DE3 AS, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P37 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Rz, Xis y Int (un ejemplo de P37
es la secuencia DE3 AR, Axis-ea10, ARz).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P38 corresponde a la secuencia
NC_0014I6 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Rz, Xis y Int (un ejemplo de P38 es
la secuencia DE3 AS, Axis-ea10, ARz).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P39 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Rz, Q, Xis y Int (un ejemplo de P39
es la secuencia DE3 ARz, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P40 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Q y Int (un ejemplo de P40 es
la secuencia DE3 AS, AR, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P41 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Rz y Int (un ejemplo de P41 es
la secuencia DE3 AS-C).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P42 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Rz, Q y Int (un ejemplo de P42 es
la secuencia DE3 AR, ARz, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P43 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Rz, Q y Int (un ejemplo de P43 es
la secuencia DE3 AS, ARz, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P44 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Q y Xis (un ejemplo de P44 es
la secuencia NC_001416 AS, AR, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P45 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Rz y Xis (un ejemplo de P45 es
la secuencia NC_001416 AS-C, Axis-ea10).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P46 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Rz, Q y Xis (un ejemplo de P46 es
la secuencia NC_0014I6 AR, ARz, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P47 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Rz, Q y Xis (un ejemplo de P47 es
la secuencia NC_0014I6 AS, ARz, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P48 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Q, Xis y Int (un ejemplo de P48
es la secuencia DE3 AS, AR, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P49 corresponde a la secuencia
NC_0014I16 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, Rz, Q, Xis y Int (un ejemplo de P49
es la secuencia DE3 AS, ARz, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P50 corresponde a la secuencia

NC_0014I6 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes R, Rz, Q, Xis y Int (un ejemplo de
P50 es la secuencia DE3 AR, ARz, Axis-ea10, AQ).

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 699 652 T3

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P51 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Q, Rz y Int (un ejemplo de P51
es la secuencia DE3 AS-C, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P52 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R, Rz, Q y Xis (un ejemplo de P52
es la secuencia NC_001416 AS-C, Axis-ea10, AQ).

De acuerdo con ofra realizacion, un fago genéticamente modificado de la invencién P53 corresponde a la secuencia
NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes Q, Xis y Int (un ejemplo de P53 es la
secuencia DE3 Axis-ea10, AQ).

La presente invencion también se refiere a un proceso para producir el fago modificado de la invencion, en la que
dicho proceso comprende por lo menos dos etapas de supresion de genes.

En una realizacion, el proceso de la invencion se lleva a cabo con un fago integrado en el genoma de una célula
anfitriona.

En una realizacion, la célula anfitriona es un microorganismo, preferiblemente un procariota, mas preferiblemente
una bacteria, mas preferiblemente una bacteria gram negativa. Ventajosamente, la célula anfitriona es una bacteria
de la familia Enterobacteriacea de acuerdo con la taxonomia aplicable actual. Si la taxonomia cambiara, el experto
en la técnica sabria como adaptar los cambios en la taxonomia para deducir las cepas que se podrian utilizar en la
presente invencion. Ejemplos de bacterias de la familia Enterobacteriacea incluyen, pero no se limitan a, bacterias
pertenecientes a los géneros Escherichia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Pantoea, Photorhabdus, Providencia,
Salmonella, Serratia, Shigella, Morganella y Yersinia. De acuerdo con una realizacién preferida, la célula anfitriona
pertenece al género Escherichia, y mas preferiblemente la célula anfitriona es Escherichia coli (E. coli).

Los métodos para eliminar genes de un fago integrado son bien conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos
de dichos métodos incluyen, pero no se limitan a, la recombinacién homdloga (también llamada recombinacion)
utilizando los genes codificados Red lambda: exo, bet y gam. También es posible utilizar los genes recE y recT
correspondientes del profago Rac. Los genes exo y recE codifican una exonucleasa 5’-3’ que produce salientes de
3’. Los genes bet y recT codifican una proteina de emparejamiento o también llamada proteina de hibridacién que se
une a las salientes 3' y media su hibridacion y recombinacion homdloga entre dos secuencias de ADN
complementarias. El gen gam codifica un inhibidor de la exonucleasa RecBCD de E. coli y, por lo tanto, protege los
fragmentos de ADN lineales de interés. El método de recombinacion fue bien descrito por varios investigadores,
incluidos Datsenko and Wanner (PNAS 97-12, 6640-6645, 2000) y Stewart et al (WO0104288). El principio del
método es generar (mediante amplificacion por PCR, por ejemplo) un fragmento de ADN que contenga el fragmento
a integrar y dos brazos de recombinacion. Estos brazos son homaologos a las regiones adyacentes al gen que se va
a inactivar. Se utilizaran para apuntar a la insercion del fragmento de interés. Es posible crear este tipo de fragmento
de ADN mediante PCR utilizando cebadores que contienen brazos homélogos de 20 a 60 nucledtidos.

La presente invencion también se refiere a una célula anfitriona que comprende el fago genéticamente modificado
de la invencion. En una realizacion preferida, la célula anfitriona de la invencion comprende el fago genéticamente
modificado integrado en su genoma.

En una realizacion, la célula anfitriona es un microorganismo, preferiblemente un procariota, mas preferiblemente
una bacteria, mas preferiblemente una bacteria gram negativa. Ventajosamente, la célula anfitriona es una bacteria
de la familia Enterobacteriacea de acuerdo con la taxonomia aplicable actual. Si la taxonomia cambiara, el experto
en la materia sabria como adaptar los cambios en la taxonomia para deducir las cepas que se podrian utilizar en la
presente invencion. Ejemplos de bacterias de la familia Enterobacteriacea incluyen, pero no se limitan a, bacterias
pertenecientes a los géneros Escherichia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Pantoea, Photorhabdus, Providencia,
Salmonella, Serratia, Shigella, Morganella y Yersinia. De acuerdo con una realizacién preferida, la célula anfitriona
pertenece al género Escherichia, y mas preferiblemente la célula anfitriona es Escherichia coli (E. coli). Ejemplos de
cepas de E. coli que se podrian utilizar en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, cepas derivadas de
E. coli K-12, E. coli B o E. coli W, tales como, por ejemplo, MG1655, W3110, DG1, DG2, Top10, DH10B, DH5alpha,
HMS174, BL21, BL21(DE3), HMS174(DE3), BL21(DE3) pLysS, BL21(DE3) pLysE.

En una realizacion, se pueden inactivar los genes de las células anfitrionas.

En una realizacion, se inactiva el gen tonA (también conocido como fhuA, SEQ ID NO: 11). La proteina TonA/FhuA
es un receptor para los fagos T1, T5 y Phi80.

En una realizacion, se inactiva el gen galK (SEQ ID NO: 12). La supresion de teste gen permite el uso de la

seleccion positiva/negativa de galK para la supresion de los genes mediante un método con base en la
recombinacion homdloga.
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En una realizacion, se inactiva el gen araB (SEQ ID NO: 13). En otra realizacion, se inactiva el gen araA (SEQ ID
NO: 14). La inactivacion de araB y/o araA se recomienda para el uso del promotor PBAD (inducible por arabinosa)
dentro de la célula anfitriona.

En una realizacion, se inactivan el gen lon (SEQ ID NO: 15) y/o el gen ompT (SEQ ID NO: 16). La proteina Lon es
una proteasa dependiente de ATP. La proteina OmpT es una proteasa de membrana externa. Preferiblemente, se
inactivan los genes lon y ompT.

En una realizacion, se inactiva el gen rcsA (SEQ ID NO: 17). La proteina RcsA es un regulador positivo de la sintesis
de la capsula, que se degrada por la proteasa Lon. En una realizacion, se inactivan el gen hsdR (SEQ ID NO: 18) y/o
el gen mrr (SEQ ID NO: 19). Las proteinas HsdR y Mrr son enzimas de restriccién con diferente especificidad.
Preferiblemente, los genes hsdR y mrr ambos son inactivados.

En una realizacion, se inactivan el gen endA (SEQ ID NO: 20) y/o el gen recA (SEQ ID NO: 21). EndA es una
endonucleasa especifica a ADN. RecA es una proteina de recombinacion con actividad de proteasa y nucleasa.
Preferiblemente, se inactivan ambos genes endA y recA.

En una realizacion de la invencioén, por lo menos se inactivan uno de los genes tonA, galK, araB, araA, lon, ompT,
rcsA, hsdR, mrr, endA y recA. Preferiblemente, se suprimen inactivados.

En una realizacion preferida, se inactivan los genes tonA, galK, araB, lon, ompT, rcsA, hsdR, mrr, endA y recA.
Preferiblemente, se suprimen los genes tonA, galK, araB, lon, ompT, rcsA, hsdR, mrr, endA y recA.

En una realizacion de la invencién, se transforma la célula anfitriona de la invencién con una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una molécula téxica, como se describe en US2004/0115811. La presencia de la secuencia de
acidos nucleicos que codifica la molécula téxica permitira la seleccion de clones recombinantes que tienen
integrados un gen de interés y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de antidoto funcional a una
molécula toéxica, en la que dichos clones recombinantes son los que sobreviven luego de su integracion en una
célula anfitriona que comprende en su genoma una secuencia de nucleétidos que codifica dicha molécula toxica.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, la proteina antidoto y la molécula toxica son,
respectivamente, una proteina antiveneno y una proteina venenosa. Dichas proteinas antivenenosas o venenosas
podrian ser proteinas de tipo silvestre o proteinas modificadas que son natural o artificialmente venenosas y afectan
una o mas funciones vitales de una célula (preferiblemente, una célula procariota) y pueden conducir a la
destruccion de la célula.

La proteina antidoto y la molécula toxica se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en proteinas
CcdA/CcdB, proteinas Kis/Kid, proteinas Phd/Doc, proteinas RelB/relE, proteinas PasB (o PasC)/PasA, proteinas
mazF/mazE como se describe en el documento US2004/0115811, o cualquier otro par de moléculas
antivenenosas/venenosas que sean o no de origen plasmido. La molécula téxica también puede ser una proteina de
toxina que es natural o artificialmente toxica y afecta a una o mas funciones vitales de una célula (procariota). La
proteina codificada por el gen sacB (de Bacillus amylolique-faciens), la proteina GpE, la proteina GATA-1 y la
proteina Crp son otros ejemplos de dichas moléculas toxicas. El gen sacB codifica la sacarasa de levano que
cataliza la hidrdlisis de la sacarosa en productos que son toxicos para E. coli (Pierce et al. Proc. Natl Acad. Sci., Vol.
89, N[deg.]6 (1992) p. 2056-2060). La proteina GpE codifica los genes E del bacteriéfago [phi] X174 que incluye seis
sitios de restriccion unicos y codifica gpE y que causa lisis de las células de E. Coli (Heinrich et al., Gene, Vol. 42 (3)
(1986) p. 345- 349). Se ha descrito la proteina GATA-1 por Trudel et al. (Biotechniques 1996, vol. 20 (4), p. 684-
693). La proteina Crp ha sido descrita por Schlieper et al. (Anal. Biochem. 1998, Vol. 257 (2), pag. 203-209).

Las proteinas antidotos contra dicha molécula téxica son cualquier proteina capaz de reducir o suprimir el efecto de
la molécula toxica correspondiente sobre una célula (preferiblemente una célula procariota), cuando dicha célula
téxica es producida por dicha célula.

De acuerdo con una realizacién preferida, la célula anfitriona de la invencién comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica la proteina CcdB. El gen ccdB tiene la secuencia SEQ ID NO: 22.

La presente invencion también se refiere a un kit que comprende una célula anfitriona como se describio
anteriormente, en la que se inserta el gen que codifica una proteina venenosa, y un plasmido que lleva la secuencia
de acidos nucleicos del gen que codifica la proteina antivenenosa. La expresion de la proteina antivenenosa en la
célula anfitriona se requiere para mantener la viabilidad de la célula anfitriona. En una realizacion preferida, la
proteina venenosa se codifica por el gen ccdB, y la proteina antivenenosa se codifica por el gen ccdA (SEQ ID NO:
23).

De acuerdo con una realizacion de la invencion, el plasmido del kit adicionalmente puede contener, o se puede
modificar para contener adicionalmente, la secuencia de acidos nucleicos de la biomolécula de interés.
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La presente invencion también se refiere a un proceso para preparar una célula anfitriona como se describiod
anteriormente.

En una realizacion, el proceso de la invencion comprende una etapa de infeccion de la célula anfitriona por un fago
genéticamente modificado de acuerdo con la invencion. En una realizacién de la invencion, dicha etapa de infeccién
incluye el uso de un fago ayudante. En el significado de la presente invencion, el término "fago auxiliar" se refiere a
un fago utilizado para complementar una eliminacion o una inactivacion de otro fago. El fago auxiliar proporcionara
las funciones faltantes a otro fago para poder infectar bacterias o para preparar la reserva de fago. Usualmente, el
fago auxiliar no puede formar un liségeno por si mismo porque es cl menos (no tiene represor y, por lo tanto, es
virulento).

El proceso para infectar una célula anfitriona con un fago que utiliza un fago auxiliar es bien conocido en la técnica.
La primera etapa es la preparacion de los lisados y la segunda es la lisogenizacion. Brevemente, los lisados
bacterianos del fago auxiliar se preparan utilizando métodos estandar como se describe en "Molecular cloning: a
laboratory manual”, Sambrook et al (2001, ISBN 978-087969577-4) o en "Large- and Small-Scale Preparation of
Bacteriophage lambda lysate and DNA", Su et al, BioTechniques 25:44-46 (Julio 1998). La preparacion del fago de
interés se realiza utilizando el mismo principio, después de la induccion del fago (la mayoria de las veces se utiliza
radiacion UV o cualquier situacién en la que un lisdgeno sufra dafios en el ADN o la respuesta SOS del anfitrion o la
produccion de Cro) con el fin iniciar el ciclo litico y utilizar un fago auxiliar para proporcionar las funciones que faltan.
Una alternativa al fago auxiliar es el uso de un plasmido que codifica las funciones faltantes.

A continuacion, los lisados de fagos se mezclan con las bacterias seleccionadas y se colocan sobre placas LB con el
fin de obtener lisdbgenos (como se describe en el kit de lisogenizacion DE3 de lambda de Novagen, User Protocol
TBO031 o se describe un método alternativo en Studier and Moffat, Journal of Molecular Biology, 1986, 189: 113-130).
Se puede utilizar un fago de seleccion para seleccionar especificamente bacterias que contienen el fago de interés.
Este fago de seleccion es un fago virulento que tiene la misma inmunidad que el fago de interés. En consecuencia,
el fago de seleccion no puede formar placas o matar bacterias liségenas para el fago de interés porque este fago
produce el represor cl (también llamado C2 en el fago lambda DE3).

La presente invencion también se refiere, por lo tanto, a un kit que comprende el fago modificado de la invencion,
como se describio anteriormente, y un fago auxiliar. Ejemplos de fagos auxiliares incluyen, pero no se limitan a, el
fago auxiliar B10 o cualquier otro fago lambdoide con una inmunidad diferente a la del fago de interés (ejemplo: fago
con inmunidad 434, 80,...). Algunos fagos auxiliares y sus manipulaciones fueron bien descritos en la literatura,
incluyendo en Haldimann and Wanner (Journal of Bacteriology, 183, 6384-6393, 2001).

En una realizacion, el proceso para preparar una célula anfitriona de la invencién comprende adicionalmente una
etapa de supresion, en la que se suprimen las secuencias de acido nucleico de la célula anfitriona. Los métodos
para suprimir la secuencia de un gen son bien conocidos por los expertos en la técnica. El método mas eficiente es
el método de recombinaciéon homdéloga mediado por los genes codificados en Red lambda o los genes recE y recT
del profago Rac. Como se describié anteriormente, este método fue bien descrito por varios investigadores, incluidos
Datsenko and Wanner (PNAS 97-12, 6640-6645, 2000) y Stewart et al (WO0104288). Los productos de PCR se
generan utilizando cebadores con extensiones de 20 a 60 nt que son homodlogas a las regiones adyacentes al gen
que se va a inactivar. Dado que solo una pequefia cantidad de bacterias recombinara efectivamente el fragmento de
interés, es necesario tener un marcador de seleccion fuerte para seleccionarlo. Se pueden utilizar marcadores de
antibidticos para seleccionar los recombinantes: los cebadores modificados se utilizan para amplificar un gen de
resistencia a antibioticos. Después de la transformacién y activacion de los genes de recombinacion, las bacterias
recombinantes se seleccionan en un medio que contiene el antibidtico apropiado. En este caso, el gen objetivo se
reemplaza por un gen de resistencia a antibiéticos. Con el fin utilizar la misma estrategia para la proxima supresion,
es necesario eliminar este gen de resistencia a los antibiéticos durante una segunda etapa. Como se describe en
Datsenko and Wanner, es posible utilizar un gen de resistencia a antibidticos que se flanquea por sitios FRT
(objetivo de reconocimiento de FLP). Los genes de resistencia se eliminan al utilizar un plasmido auxiliar que codifica
la recombinasa FLP. El gen de resistencia a los antibidticos se elimina con esta recombinasa especifica del sitio,
pero este método deja rastros: un sitio de recombinacion especifico del sitio aun esta presente después de la
eliminacion del gen de resistencia a los antibioticos.

Para evitar la presencia de este sitio, mas preferiblemente, el método de la invencion utiliza galK como un gen
marcador. El principio de la seleccion de galK se describe en Warming et al. (Nucleic acid research, 2005, 33(4)).
Este método utiliza galK como marcador de selecciéon positiva (crecimiento sobre medio minimo que contiene
galactosa) durante la primera recombinacion (insercion). La eliminacién de este marcador se realiza durante una
segunda etapa de recombinacion homdloga. Durante esta etapa, galK se utiliza como marcador de seleccion
negativa en medio minimo que contiene 2-desoxi-galactosa (DOG). El producto del gen galK, la galactoquinasa,
cataliza la primera etapa en la ruta de degradacion de la galactosa. La galactoquinasa también cataliza
eficientemente la fosforilacion del analogo de galactosa DOG. El producto de esta reaccion no se puede metabolizar
adicionalmente, lo que lleva a la acumulaciéon de una molécula téxica (2-desoxi-galactosa-1-fosfato). La ventaja de
este método es evitar la presencia de un sitio de recombinacion especifico después de la supresion del gen objetivo
y la eliminacion del marcador selectivo.
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La presente invenciéon también se refiere a un proceso para producir una biomolécula de interés, que comprende

- cultivar una célula anfitriona que comprende el fago genéticamente modificado de acuerdo con la invencion y la
secuencia de acidos nucleicos de la biomolécula de interés,
- recuperar la biomolécula de interés.

En una realizacién de la invencion, la secuencia de acidos nucleicos de la biomolécula de interés esta comprendida
dentro del sistema de expresion del fago genéticamente modificado. De acuerdo con esta realizacion, la produccion
de la biomolécula de interés es directa, es decir, resulta de la expresion del gen del sistema de expresion, por
ejemplo mediante cultivo en un medio en el que se induce el promotor comprendido en el sistema de expresion.

En otra realizacion de la invencion, el sistema de expresion del fago genéticamente modificado comprende la
secuencia de acidos nucleicos de la polimerasa de ARN T7 bajo el control de un promotor lac, preferiblemente el
promotor lacUV5. De acuerdo con esta realizacion, el proceso para producir la biomolécula de interés comprende la
transformacion de la célula anfitriona con un plasmido que comprende la secuencia de acidos nucleicos de la
biomolécula de interés bajo el control de un promotor T7. La expresion del promotor T7 esta bajo el control de
polimerasa de ARN T7, que es rigurosamente especifica para el promotor T7, es decir, el promotor T7 solo puede
ser utilizado por la polimerasa de ARN del bacteri6fago T7. Cuando se agrega IPTG al medio de cultivo, la
polimerasa de ARN de T7 se expresa por transcripcion del promotor lac y permite la expresion de la biomolécula de
interés.

En el significado de la presente invencion, el término "promotor T7" incluye promotores que estan presentes en el
genoma del bacteriéfago T7, asi como secuencias de consenso y variantes de dichos promotores con la capacidad
de mediar la transcripcion por la polimerasa de ARN T7. El bacteri6fago T7 contiene diecisiete secuencias
promotoras diferentes, todas las cuales comprenden una secuencia de nucleétidos altamente conservada.

De acuerdo con una realizacién preferida, el plasmido que comprende la secuencia de acidos nucleicos de la
biomolécula de interés también comprende la secuencia de acidos nucleicos de ccdA, y la célula anfitriona
comprende la secuencia de ccdB integrada en su genoma. Por lo tanto, solo se propagan clones recombinantes que
contienen el plasmido.

De acuerdo con una realizacion, se secreta la biomolécula de interés por la célula anfitriona en el caldo de
fermentacion. De acuerdo con esta realizacion, la biomolécula de interés se puede recuperar facilmente del caldo de
fermentacion.

De acuerdo con otra realizacion, la biomolécula de interés no es secretada por la célula anfitriona en el caldo de
fermentacién. Los métodos para recuperar una biomolécula intracelular de interés son bien conocidos en la técnica.
Ejemplos de dicho método incluyen, pero no se limitan a, el uso de acido tricloroacético (TCA) o tampon de craqueo
que contiene dodecilsulfato de sodio (SDS) con el fin de recuperar proteinas citoplasmicas totales en condiciones de
desnaturalizacion o el uso de sonicacion, prensa francesa o equivalente para interrumpir bacterias bajo presion para
recuperar proteinas citoplasmicas totales en condiciones nativas (no desnaturalizantes). A continuacion, la proteina
de interés se puede purificar utilizando métodos especificos que incluyen, pero no se limitan a, el uso de columnas
de afinidad o de intercambio i6nico.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Imagen de un gel SDS-Page coloreado con tinciéon con azul de Coomassie, que muestra la produccion de
la proteina de interés. 1 y 6: tamafo; 2: sedimento [pScherryl] M11DE3 antes de induccion; 3: sedimento [pScherryl]
M11DE3 después de induccion; 4: sedimento [pScherryl] HMS174DE3 antes de induccion; 5: sedimento [pScherryl]
HMS174DE3 después de induccién. La matriz es para identificar la proteina de interés.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Depresion de los genes xis, exo, bet, gam, kit, clll, N y ral

a) Supresion de la region del ADN de xis y reemplazo por galK

Primero, el gen galK se amplific6 mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR) sobre el plasmido pGalK
utilizando los cebadores de inicio 5
GGGGGTAAATCCCGGCGCTCATGACTTCGCCTTCTTCCCAGAATTCCTGTTGAC AATTA 3, SEQ ID NO: 24) y
de parada XisgalK (5° GTTCTGATTATTGGAAATCTTCTTTGCCCTCCAGTGTGAGCAGCACTGTCCTGCTCCTTG

3’, SEQ ID NO: 25). Estos cebadores contienen en el extremo 5° una secuencia de 40 bases idéntica al objetivo de
ADN (en cursiva). Estas secuencias de 40 bases son los brazos de recombinacion. Los extremos 3’ se disefiaron
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para amplificar el gen galK 'y su promotor constitutivo. El fragmento de ADN amplificado por PCR (1315 pb) se dirigio
a los genes xis, exo, bet, gam, kil y clll (fragmento de ADN de 5133 pb): estos genes se reemplazaron durante la
recombinacion homadloga por el gen galK y su promotor. Las bacterias electrocompetentes que llevan el profago T7
(DE3) y el plasmido pKD46 se prepararon de acuerdo con Datsenko y Wanner (PNAS 97-12, 6640-6645, 2000). A
continuacion, el fragmento galK amplificado se electropordé en estas bacterias de acuerdo con los procedimientos
estandar (se utilizaron 200 ng de fragmento de ADN para cada electroporacion). Se agregdé medio SOC y se
incubaron bacterias durante 1 hora a 37°C. A continuacion, las bacterias se lavaron (se centrifugaron, se retiraron los
medios, se agregaron medios frescos y se volvieron a suspender) dos veces con medio minimo M9 (Sambrook et al
(2001, ISBN 978-087969577-4)) y se colocaron en placas bacterianas que contenian medio M9 minimo y galactosa
al 1%. Las placas se incubaron a 37°C durante 1 o 2 dias.

La siguiente etapa fue el cribado bacteriano: el cribado por PCR se realizé directamente sobre colonias utilizando los
cebadores Xis1 (5GTCTTCAAGTGGAGCATCAG3’, SEQ ID NO: 26) y Xis4 (5’ ACCAGGACTATCCGTATGACS,,
SEQ ID NO: 27). Una amplificacion de un fragmento de ADN de 5774 pb corresponde a un cromosoma no
modificado (colonia no recombinante) y, por el contrario, una amplificacion de un fragmento de ADN de 1955 pb
corresponde a un cromosoma recombinante. Las bacterias que permitian la amplificacion del fragmento de ADN de
1955 pb se seleccionaron y se sembraron dos veces en placas selectivas (medio M9 minimo suplementado con 1%
de galactosa) para purificarlo y eliminar posibles copias no modificadas del cromosoma. El cribado por PCR se
realizé una vez mas al final de la etapa de purificacion y se seleccionaron 3 bacterias que permiten la amplificacion
del fragmento de ADN de 1955 pb. Los fragmentos de ADN amplificados correspondientes a estas bacterias se
secuenciaron utilizando los mismos cebadores con el fin de confirmar la recombinacién del ADN vy la supresion de la
region del ADN Xis (genes xis, exo, bet, gam, kil y clll).

b) Eliminacion de GalK

Un fragmento de ADN que contiene grandes brazos de recombinacion (de 350 pb y 343 pb) se construyé mediante
PCR para eliminar los genes galK y N y ral. El primer brazo se amplific6 por PCR sobre colonias bacterianas que
contenian el profago T7 (DE3) utilizando los cebadores Xis1 y Xis2
(5’CCAAACGGAACAGATGAAGAAGGCGAAGTCATGAGS, SEQ ID NO: 28). Se amplificéd un fragmento de ADN de
365 bases. El segundo brazo también se realizdé por PCR sobre la misma bacteria utilizando los cebadores Xis3 (5’
GACTTCGCCTTCTTCATCTGTTCCGTTTGGCTTCC3, SEQ ID NO: 29) y Xis6
(5GTAATGGAAAGCTGGTAGTCGS', SEQ ID NO: 30). Se amplifico un ADN de fragmento de 358 bases. Ambos
brazos de recombinacién se purificaron después de la electroforesis en gel de agarosa. Los cebadores Xis2 y Xis3
fueron disefiados para generar fragmentos de ADN que contienen una secuencia idéntica de 30 pares de bases.
Esta secuencia se utilizé para unir ambos brazos de recombinacién en una tercera PCR utilizando los cebadores Xisl
y Xis6. Se generd un fragmento de ADN de 693 pb. Este fragmento de ADN se electropor6 en bacterias
seleccionadas anteriormente y que llevan el plasmido pKD46 (preparado como se describe en Datsenko and
Wanner). Se agregdé medio SOC y se incubaron bacterias a 37°C durante 1 hora. A continuacion, las bacterias se
lavaron dos veces con medio M9 y se colocaron en placas selectivas que contenian medio M9 suplementado con
glicerol al 0.2% y DOG al 1%. Las placas se incubaron durante 2 dias a 37°C. Se cribaron varias colonias por PCR
utilizando los cebadores Xis5 (5 CAGCCGTAAGTCTTGATCTC3, SEQ ID NO: 31) y Xis7
(5’CAGCAGGCATGATCCAAGAG3, SEQ ID NO: 32). Siempre se obtuvo una amplificacion de 3246 pb
correspondiente al cromosoma de ADN no modificado en lugar de una amplificacion de 1122 pb correspondiente al
cromosoma modificado. El experimento se reprodujo completamente e independientemente tres veces sin éxito: no
se obtuvo ninguna bacteria que comprenda la supresion deseada.

En consecuencia, decidimos eliminar solo el fragmento GalK y dejar los genes N y ral. El fragmento de ADN que
contiene los brazos de recombinacion se generd6 como se describid anteriormente utilizando Xis, 1 Xis2b (5’
TTTGCCCTCCAGTGTGAAGAAGGCGAAGTCATGAG3’, SEQ ID NO: 33) para el primer brazo de recombinacion
(365bp) y Xis8 (5° CTCATGACTTCGCCTTCTTCACACTGGAGGGCAAAGAAG, SEQ ID NO: 34) y Xis4 para el
segundo brazo de recombinacién. La PCR de unién se realizd utilizando cebadores Xisl y Xis4 y generé un
fragmento de ADN de 714 pb. Este fragmento se electroporé como se describié anteriormente en las bacterias
seleccionadas y que llevan el plasmido pKD46. Las bacterias se colocaron en placas en las mismas placas
selectivas que contenian DOG y se incubaron durante dos dias a 37°C. El cribado por PCR se realiz6 utilizando
cebadores Xis5 y Xis6. Las bacterias que muestran una amplificacion de 1770 pb (en lugar de una amplificacion de
3010 pb correspondiente al cromosoma no modificado) se seleccionaron y purificaron. El fragmento de ADN se
secuencio utilizando los cebadores Xis5 y Xis6 y mostré la eliminacion correcta del gen galK. Esta recombinacion se
realizé una sola vez, ya que las bacterias se obtuvieron inmediatamente.

Estos resultados muestran que no fue posible eliminar galK asociado a los genes N y ral mediante recombinacion
homologa. Sin embargo, utilizando exactamente el mismo procedimiento, pudimos solo eliminar galK.

En conclusion, demostramos que la eliminaciéon de los genes N y ral conduce a la muerte de bacterias, lo cual fue
inesperado.

Ejemplo 2: Expresion de proteinas utilizando MG1655
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Con el fin de probar la eficiencia de produccion de proteinas de la cepa construida de acuerdo con la invencion, se
realizaron pruebas de expresidon a pequefia escala utilizando bacterias llamadas M11 (DES3). El genotipo de esta
cepa es MG1655 AgalK, Arcs A, Alon, AhsdR-mmr, AfhuA, AendA, ArecA, AaraB, AompT, A-DES (T7pol, Axis-ea10,
AS-C). Dado que MG1655 es una Escherichia coli K-12, se comparo con otra cepa K-12 utilizada como estandar en
el campo de la produccion de proteinas y llamada HSM174 (DE3) (genotipo: recA1, hsdR, A-DE3, (Rif R)). Ambas
cepas se transformaron con ADN de plasmido pSCherryl (Delphi Genetics, Bélgica). Este plasmido codifica una
proteina llamada "cherry" facilmente detectable (por los ojos, color rojo) bajo el control del promotor T7.

Protocolo para una expresion a pequefia escala utilizando IPTG:

1) Se inocularon dos matraces Erlenmeyer que contenian 10 ml de medio LB, cada uno con una colonia Unica de
HMS174 (DE3) y M11 (DE3) que llevaban el plasmido pSCherryl como se incubaron a 30°C durante la noche.

2) Dos nuevos matraces que contenian medio fresco se inocularon con 1 ml de los cultivos durante la noche y se
incubaron con agitacion a 37°C hasta que la OD600 alcanzé 0.6.

3) Se tomdé una muestra (1 ml) de cada matraz y se centrifugd. El medio se descarté y el sedimento se mantuvo en
hielo. Las muestras fueron los controles no inducidos. Para inducir la expresién de proteinas en el cultivo restante,
se agrego IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido, 90 ul de una solucion madre de 100 mM fresca) para alcanzar
una concentracion final de 1 mM en ambos matraces. La incubacion de ambos matraces se continué durante 4
horas.

4) Al final del periodo de induccion, se midié la densidad éptica a 600 nm para cada cultivo (1.09 para M11 (DE3) y
1.13 para HMS174 (DE3)). Una muestra de 1 ml de cada matraz se centrifuga a la velocidad maxima (13000 g)
durante 10 minutos a 4°C. Se observo que el sedimento era rojo de acuerdo con la expresion de la proteina Cherry.
El sobrenadante se desechd y se agregaron 100 ul de agua para resuspender las bacterias. También se agregaron
100 pl de tampdn de "craqueo” (DTT 100 mM, SDS al 2%, Tris-HCI 80 mM, pH 6.8, azul de bromofenol al 0.006%,
glicerol al 15%) para lisar las bacterias. Las muestras no inducidas se trataron con el mismo protocolo, excepto que
solo se utilizaron 60 pl de agua y 60 pl de tampdn de craqueo (de acuerdo con la densidad optica de las muestras).
5) Las muestras se calentaron a 70°C-100°C (10 min.) Para resuspender todas las proteinas y desnaturalizar las
proteinas.

6) Se cargaron 10 pl de cada muestra en gel de SDS-PAGE al 12% y se migré durante 2 horas a 100 voltios.

7) Después de la migracion, las proteinas se colorearon con tincién con azul de Coomassie.

Como se muestra en la figura 1, ambas cepas fueron capaces de producir la proteina de interés (proteina Cherry,
indicada por la matriz), pero la produccion es de aproximadamente 5 a 10 veces mayor al utilizar M11 (DE3) que al
utilizar HMS174 (DE3). El experimento se realizdé dos veces con exactamente los mismos resultados.

Ejemplo 3: Expresion de proteinas utilizando BL21 (DE3)

Las cepas BL21 (DE3) suprimidas de Axis-ea10 y/o AS-C se construyeron de acuerdo con el ejemplo 1. La
supresion AS-C se insertdé en el cromosoma de la bacteria (en lambda DE3 suprimida del gen int y codificaba la
polimerasa de ARN de T7) sola o en combinacién con la supresion Axis-ea10. Se construyeron de esta manera dos
derivados BL21 (DE3): BL21 (DE3) AS-C y BL21 (DE3) Axis-ea10, AS-C. Las supresiones se confirmaron mediante
amplificacion por PCR de la region modificada y esta region se secuencio. Esta etapa de secuenciacion confirmé la
presencia de las supresiones correspondientes de acuerdo con las secuencias tedricas. A continuacion, las
bacterias construidas se probaron para determinar la expresion de proteinas utilizando dos plasmidos diferentes que
codifican la proteina cherry (pSCherryl y pSSC-Cherryl, Delphi Genetics) de acuerdo con el ejemplo 2. Los
resultados mostraron claramente una sobreexpresion del gen cherry que codifica la proteina cherry. Esta proteina
fue detectada facilmente por los ojos y en el analisis SDS-PAGE.

Por lo tanto, llegamos a la conclusidon de que estas bacterias son capaces de sobreproducir proteinas sin riesgo de
lisis bacteriana no deseada debido al fago lambda DE3 porque este fago esta por lo menos suprimido de los genes
int, S, R y Rz que codifican las funciones requeridas para la division de fagos vy lisis bacteriana.

Dado que la lisis bacteriana durante la proteina depende de varios parametros, que incluyen las condiciones de
crecimiento, la proteina sobreexpresada,... disefiamos una cepa modelo para mostrar que las cepas construidas son
resistentes a la lisis debido a las supresiones de genes especificos. En el fago lambda, se requiere tener una
expresion constitutiva del represor Cl con el fin de reprimir el desarrollo litico y mantener el estado lisogénico del
profago. Un mutante (CI%7) de este represor es bien conocido debido a su capacidad para ser termosensible: a
30°C, el represor mutado es completamente activo y mantiene el estado lisogénico. Sin embargo, a una temperatura
mas alta (37°C a 42°C), el CI®7 no es eficiente e induce el estado litico del fago lambda. Las cepas que llevan esta
mutacion CI87 y las supresiones de acuerdo con la invencion se construyeron: BL21 (DE3) AS-C correspondiente a
una cepa BL21 que comprende P41; BL21 (DE3) Axis-ea10 y AS-C correspondientes a una cepa BL21 que
comprende P11; BL21 (DE3) Axis-ea10, AS-C y AQ correspondientes a una cepa BL21 que comprende P13; BL21
(DE3) AQ correspondiente a una cepa BL21 que comprende P15 y BL21 (DE3) Axis-ea10 y AQ correspondiente a
una cepa BL21 que comprende P53.
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Al cambiar la temperatura a 42°C, se induce el estado litico. No se observo lisis para las cepas de la invencion.
Adicionalmente, observamos que el rendimiento de produccién de la proteina de interés (proteina cherry) se mejoré
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para las cepas de la invencién en comparacién con el control.

Listado de secuencias

<110> DELPHI GENETICS

Szpirer, CA©dric

<120> Fago genéticamente modificado y uso del mismo

<130> CV-153/PCT

<160> 36

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1
<211> 324
<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>
<221> fuente
<222>1..324

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 1
atgaagatgc

atcggggcaa

tttacaaaaa

cttctogact

tacatcggta

gtagaagatg
<210> 2

<211> 477
<212> ADN

cagaaaaaca
toccttgogtt
cagtaatcga
tcgococggact
ctgactogat

gtagaaateca

tgacctgttg
tgecaatggeg
cgcaacgatyg
aagtagcaat
tggttogott

ataa

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>
<221> fuente
<222>1.477

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria'

<400> 2

gocgocatte
taccttegeg
tgegecatta
ctcgocttata

atcaaacgct

26

tecgeggoaaa
gcagatataa
tegectggtt
taacgagcgt

tcgotgotaa

ggaacaaggec
tggeggtgeg
cattegtgac
gtttatcggco

aaaagcocgga

60

120

180

240

300

324
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atggtagaaa tcaataatca acgtaaggeg ttectegata tgeotggegtg gteggaggga 60
actgataacg gacgtcagaa aaccagaaat catggttatg acgtcattgt aggoggagag 120
ctattcactg attactccga tcaccctoge aaacttgtca cgoctaaaccce aaaactcaaa 180
tcaacaggog ccggacgcta ccagcttectt tecegttggt gggatgocta cocgcocaagcag 240
cttggeoctga aagacttete toccgaaaaght caggacgetg tggeoattgea geoagattaag 300
gagegtggeg ctttacctat gattgategt ggtgatatece gtecaggeaat cgacegttge 360
agcaatatct gggcttcact gocogggogct ggttatggtc agttocgagca taaggotgac 420
agcctgattg caaaattcaa agaagcocggge ggaacggtca gagagattga tgtatga 477
<210> 3

<211> 462

<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>

<221> fuente

<222>1..462

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 3

atgagcagag tcaccgogat tatcteocoget ctggttatet geatcategt ctgoctgtea &0
tgggctgtta atcattaccg tgataacgeoc attacctaca aagoccagog cgacaaaaat 120
gocagagaac tgaagctgge gaacgoggea attactgaca tgeagatgeg tcagegtgat 180
gttgctgege tcgatgcaaa atacacgaag gagttagectg atgectaaagec tgaaaatgat 240
gotetgegtg atgatgttge cgetggteogt cgteggttge acatcaaage agtetgteag 300
tcagtgegtyg aagocaccac cgoctocogge grtggataatg cagoctocoe cogactggeoa 360
gacaccgctg aacgggatta tttcaccctc agagagaggc tgatcactat gcaaaaacaa 420
ctggaaggaa cccagaagta tattaatgag cagtgeagat ag 452
<210> 4

<211> 201

<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>

<221> fuente

<222>1..201

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 4

atgactacga ctattgataa aaatecaatgg tgtggacaat tcaageocgatg caatggatge &0
aagctgeaat ecggaatgeat ggttaageoct gaagaaatgt ttcoctgtaat ggaagatggg 120
aaatatgteog ataaatggge aatacgaacg acggcaatga ttgocagaga acttggtaaa 180
cagaacaaca aagctgoctg a 201

27
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<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

agaatccaaa

gogacgeagt
agcagataaa
taaacagaac

tocgocagaaa

ggtacggaoaa

aatgaagecac
gcageatcac
cgtatttact

attaaattag

aaagocagota

tggegeogaaa
toggaagoct
acagcaagoc

goagcaaaco

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

tgagocgtatt
ggttggegty
cgaaaaccta
agaggatagt
tctaattagt
tgcaatagat
cgttaaagge
toctegtegac
agaaaacgag
actcaatcca

cgttgatgec

<210>5

<211> 300

<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>

<221> fuente

<222>1..300

<400> 5
atggtaacca ttgtoctggaa
agagcagaac ttattgocega
aagctotetg gttgogteag
aaggcagaag aagtcgagcg
atgggtgtga cttgtgttgg

<210> 6

<211> 651

<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>

<221> fuente

<222>1..651

<400> 6

atgaatacac aactgatggg

caggetgooe ttggoaagat

tctgaaactg agcccaatgg

cctgattacc tgttgaaagg

gatccaagag gttegtatec

gtagagcoccat atcataggcg

gaagactctt tttggctcoga

attcctgagg ggatgattat

gtagtcgcca aacttgaagg

ggtagaaaat tcctgaaacc

tgtaaaatca ttggcgttgt

<210>7

<211> 1071

<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>
<221> fuente
<222>1..1071

cgogockogea
tctaatgttyg
ttggccttag
ctttcaaaca
togggtaageyg
aactggtacg
gattcaatga
ccagaagtog
gogacattea
caatacccaa

aagctagcaa

28

gaaaagaact
ctatttocca
ccaaggoettt
ttgoctatca
caggatgttg
acacaacggt
ctgoococogge
aaccacgtaa
aaaagttagt
tgattgaaat

accttocectta

caaagctogo

aattgogeota
togotgoaag
acgcagtgaa

acttatttga

caagattagg
atgggagega
gcagtgcteoo
cagcaggcat
gatggaagct
agattgttct
aggactgagt
tggaaagctg
tattgatgee
caatgggaac

a

60

120

180

240

300

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

651
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<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 7
atgggaagaa

aatggatatt
aggcgaatcg

cacaagoccte

gatcgeoctacg
atgagcaaaa
dcaaaagaaa
aagttaatca
acaacaaacc
acggetgacyg
cttgcaatgg
tggtctgata
gocatcoccaa
aaatgcaaag
tcatcoggea
gaaggggate
cagataagog
cagtatcgtg
<210> 8

<211> 219
<212> ADN

ggegaagtca
actgotacag

caatcactga

tgacagocgag
aaaaaatcct

ttaaagcaat
ttgecggeaat
gatcaacact
atgtegetge
aatacctgaa
aactggctgt
togtagatgg
cagcattgeca
agattcttgg
cagtatcaag
cgoctacctt
ataagtttge

atgacagagg

tgagegeegg
ggacccaagg
agctatacag

aatcaacagt

ggocagcaga
aaggaggggt
gctcaatgga
gagcgatgea
cactcgogea
aatttatcaa
tgttaccggg
atatectttat
tattgatgct
cggagaaacoc
gtattttatg
tcacgagttg
tcaacatctt

cagggagtgg

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>
<221> fuente
<222>1.219

gatttaccce
acgggtaaag
gccaacattg

gataatteceg

ggaatcaage
ctgoctgatyg
tacatagacyg
ttcocgagagg
gceaaaatcag
goagoagaat
caacgagttg
gtocgagcaaa
ctoggaatat
ataattgcat
cgogcacgaa
cgoagtttgt
ctogggcata

gacaaaattg

ctaaccttta
agtttggatt
agttatttteo

ttacgttaca

agaagacact
ctocacttga
agggcaaggc
caatagctga
aggtaaggag
catcaccatg
gtgatttatg
gcaaaacagg
caatgaagga
ctactoegtog
aagcatcagg
ctgoaagact
agtcggacac

aaatcaaata

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 8
atgtacttga

gtteogtogat
tatctgttee
ttgaagagga
<210> 9

<211> 232
<212> ADN

cacttcagga gtggaacgca
gggtteggga atgeaggata
acgaatcagc ggtaaaggtt

tcagaaatgg gaagaaggcg

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>

cgccagogac gtccaagaag ccttgaaaca
ttececcaccte cggttaagga tggaagagag

gacttaaate gaccagtaac aggtggectt

aagtcatga

29

tataagaaac
aggcagagac
aggacacaaa

tteocatggett

cataaattac
agacatcace
ggcgteagee
aggccatata
atcaagactt
ttggotecaga
cgaaatgaag
cgtaaaaatt
aacacttgat
cgaaccgott
tetttectte
ctatgagaag
catggcatca

a

&0

120

180

240
300

360

420

480

540

600

660

720

T80

g40

00

360

1020

1071

60

120

180

219
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<221> fuente
<222>1..232
<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 9
tacaggtcac taataccatec taagtagttg attcatagtg actgeatatg ttgtgtttta

cagtattatg tagtctgttt tttatgcaaa atctaattta atatattgat atttatateca

ttttacgttt cteogttecage ttttttatac taagttggea ttataaaaaa geattgetta

tcaatttgtt gcaacgaaca ggtcactatc agtcaaaata aaatcattat tt

<210> 10

<211> 29865

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222> 1..29865

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="Fago genéticamente modificado”/organismo="secuencias artificiales"

<400> 10

30

60

120

180

232



gettttttat
caggtcacta
ctctgtecate
caaacttatc
aggtaggegy
atgatagcge
cgatgtcgca
cagocacgtt
cattcccaac
cacctccagt
cgatcaactg
taaagoggeg
gctggatgac
tcttgatgte
gogactgggc
cccattaagt
caatcaaatt
acaaaccatg
tcagatggcg
tatctcggta
caccatcaaa
ctectcaggge

aaccaccctg

actaagttgg
tcagtcaaaa
acgatactgt
gettatetge
atccagatcc
coggaagaga
gagtatgcog
toctgogaaaa
cgogtggeac
ctggecocctgo
ggtgecageg
gtgcacaate
caggatgcca
tctgaccaga
gtggageate
tctgtctocgg
cagccgatag
caaatgetga
ctgggcgcaa
gtgggatacg
caggatttte
caggcggtga

gogoccaata
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cattataaaa
taaaatcatt
gatgcoccatgg
ttctcataga
cggacaccat
gtcaattcag
gbtgtctctta
cgogggaaaa
aacaactgge
acgcgocgto
tggtggtgte
ttetegegea
ttgctgtgga
cacccatcaa
tggtogoatt
cgegtetgeg
cggaacggga
atgagggcat
tgogogocat
acgataccga
gectgetggy
agggcaatca

cgcaaaccgo

aagcattget
atttgattte
tgtccgactt
gtcttgeoaga
cgaatggogo
ggtggtgaat
tcagaccgtt
agtggaageg
gggcaaacag
gcaaattgtc
gatggtagaa
acgegtcagt
agctgoctge
cagtattatt
gggtcaccag
tctggotggo
aggcgactgg
cgttoccact
taccgagtcc
agacagctca
goaaaccage
gctgttgoocc

ctctccoccocoge

31

tatcaatttg
aattttgtee
atgoccocgaga
caaactgege
aaaaccttte
gtgaaaccag
tccegegtgg
gegatggegg
tegttgetga
gocggoegatta
cgaagcggeg
gggctgatea
actaatgtte
ttcteoccatg
caaatogoge
tggcataaat
agtgccatgt
gegatgetgg
gggctgegeg
tgttatatee

gtggacoget

gtctcactgg

gocgttggeeg

ttgocaacgaa
cactccocctge
agatgttgag
aactcgtgaa
geggtatgge
taacgttata
tgaaccaggc
agctgaatta
ttggegttge
aatctocgoge
tocgaageoctg
ttaactatcec
cggogttatt
aagacggtac
tgttageggy
atctcactcg
coggttttea
ttgocaacga
ttggtgcgga
cgocogttaac
tgoctgoaact
tgaaaagaaa

attcattaat

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

T80

B40

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gcageotggeoa
taagttagoct
tgtgtggaat
gattcactgg
aatogocttg
gatogocctt
goaccagaag
gtogtacoct
tatcecatta
ctoacattta
ggcgtoggga
atcgotaaga
gaccattacg
atgggtgaag
gataacgotg
aacgactggt
ctgcaagaaa
ctaaccagtg
FAggacgagg
gttgaggaac
gtogaggetg
aaggaagact
atggttagct
ctogoaceotg
cocgatgttoc
tattgggeta
atgogotacyg
accgecatgga
cattgtecag
gacatcgaca
ogcaaggaca
aataagtttg

gtttacgectyg

cgacaggttt
cactcattag
tgtgagogga
cogtogtett
cagcacatcc
coccaacagtt
cggtgoogga
caaactggca
eggtcaates
atgttgatga
tctgatocogg
acgacttete
gtgagogttt
caogottoog
cocgocaagoo
ttgaggaagt
tcaagecgga
ctgacaatac
etagettagg
aactoaacaa
acatgotote
ctattcatgt
tacacocgoca
aatacgotga
aagccttgogt
acggtogteg
aagacgttta
aaatcaacaa
tegaggacat
tgaatcctga
aggctogoaa
ctaaccataa

tgtcaatgtt
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cocgactgga
goacocooagg
taacaattto
acaacgtogt
coctttogeo
gogoagoctg
aagctggetyg
gatgoacggt
goegtttatt
aagoctggocta
atttactaac
tgacatogaa
agctogogaa
caagatgttt
totcatcact
gaaagctaag
agcogtageg
aaccgttcag
tegtataegt
gogogtaggg
taagggtcta
aggagtacge
aaatgctggo
ggoctatogea
agttocteoct
toctotggeg
catgooctgag
gaaagtocta
cactgegatt
ggctctcace
gtotogoogt
ggccatctgg

caacccgoaa

aagogggcayg
cbttacactt
acacaggaaa
gactgggaaa
agctggegta
aatggogaat
gagtgegate
tacgatgoge
cocacggaga
caggaaggeoc
tggaagagge
ctggeotgeta
cagttggooc
gagogtoaac
accctactoco
ocgoggoaage
tacatcacca
gcotgtageaa
gacettgaag
cacgtctaca
ctoggtggog
tgocatogaga
gtagtaggtc
accogtgoag
aagocgtgga
ctggtgegta
gtgtacaaaqg
goggtcgoca
gagegtgaag
gogtggaaac
atcagoottg

ttocccttaca

ggtaacgata

32

tgagocgcaac
tatgcttoeg
cagctatgac
acoctggogt
atagcgaaga
ggogetttge
ttoctgagge
ccatctacac
atccgacggg
agacgogaat
actaaatgaa
tocococgttoaa
ttgagcatga
ttaaagobgy
ctaagatgat
gococgacage
ttaagacecac
gegeaatogg
ctaageactt
agaaagcatt
aggegtggte
tgotcattga
aagactctga
gtgogotgge
ctggoattac
ctocacagtaa
cgattaacat
acgtaatcac
aactaccgat
gtgctgccge
agttcatget
acatggactg

tgaccaaagg

gcaattaatg
gctegtataa
catgattacg
taccoaactt
ggccogoaca
ctggtttceg
cgatactgte
caacgtgaca
ttgttacteg
tatttttgat
cacgattaac
cactotgget
gtottacgag
tgaggttgeg
tgoacgcoato
cttocagtto
teotggetige
togggecatt
caagaaaaacs
tatgoaagtt
ttogtggeoat
gtcaacogga
gactatcgaa
tggoatoteot
tggtggtggc
gaaagcactg
tgogoaaaac
caagtggaag
gaaaccggaa
tgotgtgtac
tgagecaagoco
gogoggtogt

actgcttacyg

1440
1500
1560
1620
16EQD
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
28E0Q
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360



ctggogaaag
aactgtgogg
cacgagaaca
gattctoegt
ctgagctata
ttetoocgega
accgttcagg
gcaatcaatg
toctgagaaaqg
acteogcagtg
ttcogtoaac
atgtteocacte
agcgtgacgg
ctggctgetg
cattgggtaa
ocgettgaace
gatagcgaga
caagacggta
tottttgeac
aaagcagtge
tacgaccagt
gataaaggta
caaatcaata
taaaatacct
tttotoogeo
catcaatatg
asagatatcocco
oggtaacaac
gataaatttt
egegagtgge
catogoctcag

cattgageat

gtaaaccaat
gtgtegataa
tcatggettg
tetgetteet
actgotoocet
tgetcogaga
acatctacgg
ggaccgataa
tcaagotggg
tgactaagog
aagtgoctgga
agcogaatca
tggtagctge
aggtcaaaga
ctocctgatgg
tgatgttect
ttgatgoaca
gocaccttag
tgattcacga
gogaaactat
togotgacca
acttgaacat
cgactoogga
tgatactgtyg
aagaatcteot
caatgotgtt
atctacgata
agocagtteoco
caggtatteg
agogacatgg
tgttgatctyg

tgoagoaatt
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cggtaaggaa
ggttoogtte
cgotaagtet
tgegttetge
teogotggog
tgaggtaggt
gattgttget
cgaagtagtt
cactaaggca
ttcagtcatg
agataccatt
ggctgetgga
ggttgaagca
taagaagact
tttccotgtyg
cggtcagtte
caaacaggag
taagactgta
ctocttoggt
gagttgacaca
gttgcacgag
aegtgacate
tcocccttoga
coggatgaaa
ttgcatttat
gggatggoaa
tcagaccact
attgoaagtc
tcagocogtaa
tttgttgtta
attaacttgg

tettttgtag

ggttactact
cetgagogea
ccactggaga
tttgagtacg
tttgacgggt
ggtegegegy
aagaaagtca
acocgtgaceg
ctggotggto
acgectggett
cagccagcta
tacatggcta
atgaactggc
ggagagatte
tggcaggaat
cgottacage
tectggtateg
gtgtgggoac
accattcogyg
tatgagtatt
toctcaattgyg
ttagagtagg
aggaaagacoc
goggttegeg
caagtgtttc
tttttacgeo
tocatttcgea
tgagocaaca
gtettgatct
tatggoctto
ctgacgocoge

tgatgtette

33

ggctgaaaat
tcaagtteat
acacttggtyg
ctggggtaca
cttgotetgg
ttaacttget
acgagattct
atgagaacac
aatggctggco
acgggtccaa
ttgattccgg
agctgatttg
ttaagtctge
ttegcaageg
acaagaagcco
ctaceocattaa
ctocctaactt
acgagaagta
ctgacgetge
gtgatgtact
acaaaatgeoa
acttegegtt
tgatgotttt
acgagtagat
cttcattgat
tgttttgeott
taaatcacca
tggtgatgat
cocttacctot
agctattgeco

cttgoocctog

aagtggagea

ccacggtgoa
tgaggaaaac
ggctgagcaa
goaccacggo
catccagcac
tectagtgaa
acaagcagac
tggtgaaatec
ttacggtgtt
agagttogge
caagggtctg
ggaatctgtg
tgctaagectg
ttgogetgtg
tattcagacg
caccaacaaa
tgtacacage
eggaatagaa
gaacctgtte
ggctgattta
agecacttoeg
cgogtaacge
cgtgogogea
goaattatgg
attccgagag
tgoctogacat
actogttgeoo
totgotgett
gattittgectg
toetoggaatg

tetatgtate

teaggcagac

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44410
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220

5280



ccotoottat
tgotggoocag
tgttgattct
gtatagcttc
ttgggtocot
ggogetecatg
caagtogget
atacacagtg
ctttgttgtt
tatcgacata
cocgattgoag
tagtegtagt
aactctteocaa
ttttectggeg
ggttetgttt
ctttatctge
tactgegteg
ctttggatte
tgacgegteg
ccaaaaccac
cctgocaate
ttaatttatt
ttgteotttga
tageottggoa
gtattgtgga
tgtegecteg
ttotgggteg
tgaatogoot
ccagttatet
tacccaacta
tgaaagacta
ggocaatagg

attagacacg

tgotttaatt
gatttttteg
cgotgtoaga
agtgattgeg
gtagoagtaa
acttogoott
coctgtttagt
cagtgtttat
ctgtttacca
tttecocatet
cttgoatoca
catacggata
attecttette
accaacacaa
acgoctogact
tctgacgeaa
ctoggeaata
tttococagaca
aggtgottat
tcaagttetyg
tgtteoogttt
ggtcaagtgo
tttttaacgyg
tocaacgacaa
ttgagtggtt
tttteteett
acgagaataa
ttaacgtoga
attgoacgeco
attagaggat
toctotectt
ttttogooat

ccaaccatct
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ttgotcatgt
tagogatcaa
ggcttgtgtt
attcgootgt
tatccattgt
cttoacactyg
tacgagogac
tetgttattt
agttototgg
tocattacag
ttgoatoget
gteoctggtat
catatatecac
gtcacaccca
tottotgoct
cocagagagetk
agttotgoteo
atggttaceca
cttetogate
gtotcocaacgg
ggctteocage
atttttgaag
gaaataaaaa
cgocaatgat
tocaggaattt
caagtttggo
tocatoccocto
gocaaaaaga
tatgatatgg
acgaacctct
tcaacaggta
tgggctoagt

tgoccaagggo

aatttatgag
goccatgaatg
tgtgtoctga
ctoctgoctaa
ttottatata
gagggcaaag
attgetoogt
atgccaaaaa
caatcattge
gaaacatttc
tgaattgtoc
tgttccatca
ctcaaataag
tttcactgeg
tottgoagog
ttagocgeoaat
tgegagettt
tgatggtcte
gotgtottgt
ttaggttgag
gtooctgotga
aaaacttaat
aggggogaaa
tttacagttc
tctacoggoa
gactaccage
aggaatactc
gtettcagaa
ctctacaget
tggatcatge
atcaggggag
ttcagatogo

agocctgocta

34

tgtcttctge
taacgtaacg
aaataactea
toccaaactet
aaggttagyg
aagatttoca
gtattcacte
taaaggccac
cgtegttogt
ttocaggeotta
acaccattga
catcctgagg
tggtttgotg
tggottgotg
aaggcttoog
ttttegogeo
gtagcoggett
otttaagtgg
agetgeaatt
agtcogtoga
tggcttaaat
tttatgggeg
gooccttaag
coattgattt
tcaataacta
tttoccattac
agtocctgoog
caatctacog
teocatecaac
ctgoctgtgat
cactgoaaag
tococattggg

atottgagtt

ttgattcocteo
gaattatcac
atgttggect
ttaccegtoo
ggtaaatooo
ataatcagaa
gttggaatga
tatcaggecag
attgcccatt
accatgeoatt
tttttatcaa
atgctctitog
cctaatttaa
tagtaaatac
agtgatgctg
agtgcotteat
tttgocgtac
ctttggogoa
cgogocatoa
tgttaaagag
ttaagactte
tgaatttagt
gaaggtttgo
caatoattgyg
actttttgaa
gtggtteogac
gggcagtcoat
ttgtgtegta
atecctgoget
aggcaatgtt
cottggotaa
aaatagcaac

cttttctgeg

5340
5400
5460
5520
55E0
5640
5700
5760
5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
65300
6960
7020
TOEB0O
7140
7200

7260



agocgogaata
gacttaagat
acaaaaaaga
ttagogatgo
tggaaatcgt
aagcaaatteg
cggcaaatce
gcacaagcaa
cteocatcaacc
togaagataa
geatcagaca
aaaaaacgcc
cattactgga
gcagaggtaa
gactatcaaa
aagtgctget
cogattatea
tagaactcgt
acatctoaga
catccctcaa
caaaagaaaa
aaaacgacct
cagcagaaga
cagccagaaa
acggacgtaa
ggtcoggtaa
accgtaacaa
cagactggat
cogtgageag
ggtacagcag
ggegagoctg

ggcttttegy

cgotcacceoa
tocotttggtg
tgttattgac
agcagtctot
tacagotgge
ctotttaaca
attgggtgtg
gctacagcaa
tgtcaacgeot
gcagaacgga
tcagteoccgat
cggtgtgcaa
tctatcaaca
ctttgocogga
tatgctgett
tgocattctg
acttagegag
cagaatgaat
atggtgtate
attgggggat
aagaaaagat
ttetgtggtg
cctgaccgoo
accgaatttt
ccacocgogac
cgtgctgageo
gocaacaggcoa
ttacggggtyg
atgogtogga
gtagocgoaga
gctaaccgtyg

gaaaacggga
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tecagttgtgt
gataatttaa
cacttoggaa
cagtggaaag
gooctgaagt
gttotggoct
cegetataac
gccaacacag
tacccagege
ctggagattt
tagcaggget
gaccgagogt
ggagtecatta
caggagcgta
gaggcttatt
cgtaaaacct
attacaaagt
attatcaagc
cctocaaaacyg
tgetatceoct
tattegtcag
aaacoggatyg
geagagtgga
gctgggtggg
atgtgtgtge
ccggocaaac
ggogtgacag
gatctatgaa
tegocaacaa
tcatcaacgg
accagaacga

tcaccacgat

attcatagtt
gtgtteottta
coccagogtgoe
aagttatoco
atcaagaaag
ttoaccteota
tcaatatcaa
cgagaaattg
ggtctggeoaa
attgcttogg
tttaagtatg
tctgaacaaa
tgacaaatac
atgtggcaga
cgggogcaga
atgggtggaa
tacctgtecaa
agoaaggagy
agggaaaatc
caaaacaggyg
agaattectgg
ctgocaattoa
tgtttgacat
ctaacgatat
tgttocegetg
tocogogataa
cocagcaaaco
aaacatcgco
catgeocoggaa
tgtgttcage
agtgaacgaa

ggaacaggtt
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aagacatctt
atttoggage
tgttgctaaa
agagaaagac
tgecttacege
accgggtgag
tataggtaaa
atcgogetga
agatgattgg
tottgtgtage
cgecttgatgg
toccagatgga
agcaaaaata
tctogatgat
tctgaccaag
taaaccaatg
acggtgcaat
catgtttgga
ccctaaaacyg
ggacacaaaa
cgaatcctet
gagoggoagoe
ggtgaagact
cogoctgatyg
ggcatgocag
gtggacccaa
aaaactogac
gcocacagatgg
cagtacgacyg
cagttactgg
atecegteogee

aacgcaggaa

aaataaactt
gagtctatgt
goactaggea
goctatogat
caagoggoat
caaacatcag
ttaacaaatg
aactgattta
ctgtecatgaa
tttoggaatg
actcacaaag
gttctgaggt
ctcaactteg
ggttacgcca
cgacagttta
gacagaatca
gaagccaagt
ccaaataaaa
agggataaaa
gacactatta
gaccagcocag
aagtggggga
ategeoacecat
cgtgaacgtg
gacaacttct
ctcgaaatca
ctgacaaaca
ttaactttga
aaaagcocogoa
caactttococ
agtgggttct

tgogegtage

7320

7380

7440

7500

7560

T620

7680

7740

7800

TEEO

7920

7380

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8540

9000

9060

9120

9180



cocgheggoag
agaagoatoco
gtattgoogg
gcactactgg
ggaattacge
tgaggogatc
tgcacaggot
tgtatgacgg
cocggacgttg
atggoacggg
tttgotacca
acgattggat
ggtgoagaga
ggaaaccatg
ctgeottaatg
gctettgeoe
aaatatgtta
gatcateocage
aaagaaatca
aagtttgoca
attecaggtac
azagcoogat
atgtgatggeo
goggtaagoa
ttgcacacaa
caaaggtact
cgocogggggc
cagagotgtyg
caaggatgoc
aacccacctg
aagaagagtec
acggatggoa

actcaacgat

aatcgaccat
gttacocgoog
aagocgaggoo
ctggttacca
cgtaaggocg
cctgaaccag
ctggogaaga
gocaaagaggc
cocgegetaac
caggteottet
gygaagaacy
tocgacaacaa
acgttgaatg
agcaaatgat
goggtggetyg
ataaagcaga
tctgocacge
aggtaatotg
aaggogogga
accaaatgta
agggagaagg
gatgagogac
tgotatgggg
cgaacteoage
ggtatcgggg
goeaagtgote
aagatgcaga
ggggagagtt
agcaagogea
gtcacgcact
aatocgoagac
acatattaac

gggttaattc
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ttctgoocate
gactgocoaaa
tgtatcogga
acctgtatca
cagatgaget
taaaacaact
togoagaaat
aattattecat
aggogcaaca
ggttatogaa
ggaaggaaag
aazagacctyg
cotggaatta
gattgatggeo
gttotttaat
tgaactteoeg
cgattatcece
gaacogogaa
cacgtteate
tatocgatacc
cgecatgagac
toaccacggy
atggogoaat
cagaacgaca
aaatacogtyg
goaacattog
gattgococatg
gtcgagaaag
gecatatogeg
gttaageocge
aacattttga
ggcatgatat

gotogtigtg

accogggoag
cgtoagogag
tgeggagtot
gaacatgcgg
tgtocatatyg
toctgtoatyg
caaagctaag
tacctgggga
gtaaccagca
ggtaaggtet
atgagocacga
cttatctcgg
atcacattcco
ttatcagagc
ctogattacg
ttaatcateg
tttgacgaat
agaatcageoa
tttggtecata
ggcgoagtgt
tegaaagaegt
ccacggeottco
cacaagocogg
aacaaaaggo
gtgtggcata
cttatgogga
gtacaggeoog
agtgcggaag
ctgtgacgat
tgtatgacge
atgoggteoac
tgacttattg

gtagtgagat
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tttgttgeoat
ctggttgata
tatcogtgga
gocaatgoge
actgogagaa
ggoggtagac
ttoggactga
cgcataatag
taaatcaggc
ggogaacggt
acctgatgaa
tgggogatit
coctggttoag
gtggaaacgt
acaaagaaat
aactggtgag
acgagtttgg
actcacaaaa
egocageagt
tctgoggaaa
agetaaattt
tgactotott
attocggtatg
tatcaactat
tocttgaagga
ttattgoogt
tgoggttgat
atgcaaaggc
gctaatceoca
toctggtggtg
acgttagcag
aataaaattg

gaaaagaggo

ggtgocggga
tggtttacga
aatcaaacge
ttactgatge
ttaascoegtgg
ctotaaatog
aaggagcaag
cttetgtgeg
cgoggctaaa
gtattacocgg
caaactggat
ggttgatogt
agctgtacgt
taatcactgg
toctggotaaa
caaagataaa
aaagccagtt
coggatogtg
gaaacecacte
cctaacattg
cattagacaa
tocoggtactyg
gotgoattet
ctgatgcaat
aatactaagg
agtgoogoga
attgocaaaa
gtoggotatt
aaccttacee
caatgcoccaca
catgattgee

ggtaaatttg

ggcgottact

9240
9300
9360
3420
94E0
2540
9600
9660
9720
9780
9840
9500
9960
10020
LO0EQ
10140
10200
10280
10320
10380
10440
10500
10560
10620
L0GEQ
10740
10800
10860
10520
10580
11040
11100

11160



accgattcog
gagaggtctg
cggtittoggg
gagtoggoga
aagcagaacc
caaactgage
gttttctttt
ggocgacagoc
ggaccacgac
ggcacgotgg
ggcattatog
gatatggaca
cgtgtgogtg
cagttgottyg
atcggogtca
atcacgotga
gatgacgtec
aaggtgtegg
tacageggte
gogatcacog
atgaccaaag
gacgtggtge
cagatcacog
gaggotoacg
aaaacggccc
gogotggato
gatgocogtta
acctttacco
ggcggattga
aagotggttg
gotgaccaga

gtagctetage

cctagttggt
caaaatgcaa
attttttata
gooctggttag
ggatcaccaa
cgtagecact
gtgogettge
tgactgcococa
aggoccgcag
toagooggac
ccogtotgeoa
cgococcggogg
acataaaacc
ccagtgooge
tgatggctca
tttacagogg
gggagacact
catataccgg
aggaggocat
tcatgegtga
agactcaatc
cagogacgga
cagoggttge
gacgogaaga
gcogeoattot
gtotgatgeoa
acgatttget
attaccagoc
gtgogaaago
cgtgggatgyg

cCcagcaccac

cggaggctge
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cacttogacg
tocogaaaca
tctgcacaac
ccagbtgotet
atgogtacag
gtetgtectyg
aggccagott
ggaggcactc
ttatcaggtc
gegggogetg
acaggctgoc
gatggtggeg
ggtatgggcg
ctocoggogt
cagtaattac
cagoccataag
gcagtoccgy
coctgtoegtyg
tgatgoocgga
tgeactggat
aacaactgtt
gggcgagaac
ggoagaaaac
acaggoacgo
ggoogoagea
gggggcacog
gaacacacca
gcagggcaac
gooctgoaatg
caccaccgac
goctgacgtte

cagegacgag

tatcgtotgyg
gttogoaggt
aggtaagagce
ttecgttgtg

gegteatege

aattccatge
gggatcagea
gcgacgcotgg
atgaacggca
cagoogtact
agogatcoga
ggggoatttyg
cttgoccaacyg
ctggteocacge
ggtgctgege
gtggatggea
atggacgcaa
caggttgtge
ctggotgatyg
geacgtaaat
tocagocactyg
goccagogogg
agocgoatta
gtgctggeag
ccacagagtg
gocacogoetgg
gtgtaaggga
agtgaccogyg
acccogotga
ggtgctgecyg
tacaagtcoog

ACgaaasaaac
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aactocaaco
aatagttaga
attgagtocga
ctgaattaag
cgcccagoaa
ttgaaccege
goctgacgga
cattatcegg
togoogtget
cogggatgac
tggtggacgg
actgogotga
acatgaactg
agacogooocg
tggagaaaca
accootacag
coogocagat
tggatacega
aacttgttaa
ceogteteta
cttegoagge
cgcagocogga
tggggatact
aaacocccogg
cacaggogog
ctgocaggtaa
tgtttatgac
ctcatacocgo
tgotggacac
ttggoattct
geoacgtteoog

ggaccgegtt

atcgcaggoa
goctgeataa
taatcgtgaa
cgaatacogg
cagcacaacc
ctatgegogg
tgeggtgtee
tgatgatgac
gocggtgteo
cgagttacaac
cattctgeteo
catcatogeoo
cagtgcaggt
gacaggoteoeo
gggtgtggaa
coatcttoog
gtttgcgeag
ggctgcagtyg
cagoacogat
aggagggcga
tgacgttact
cgtgaacgeg
caactgtgag
tatgacogtg
cagtgacact
coccggoatot
gagcaaagaa
aacogogooc
ctoccagoegt
tgoggttgot
ttatgaggat

tgcocggaacy

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11la40

11740

117&0

11820

11880

11940

12000

12080

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080



gcaatcagoa
acgggatttt
atttaagttt
ggagaaagtc
gattgttteoe
atatgtcaag
agatcogoag
goegtgacgaa
taagggcaaa
cagtgaggag
cacgtatgac
tatcatogtyg
gaagotggat
caaagoggtyg
gtacgtggaa
cactoaggoa
aggcattaac
tgagttecace
gtecgtacaa
atgacgaaag
gtcagoctga
cttgatgaca
acoggacatg
gaactggtcoa
gatgaacctyg
googaaatga
tcgataacct
gaacgtcage
atgacactga
ccctgtttat
gtgaggaaaa
ggcttggacyg

cataaaaggt

togtttaact
tttatgtoga
gatcogetgt
tatctctcac
gogtgaggtta
cogaageoatg
aatctggcgg
gagctggaca
tacaccatga
aataacatca
cogaccgacyg
ttogatocoga
acocgtogtyg
tocctataagg
aaoggogtca
cgoggtetge
goctotgoce
atgattecagt
ctggogtaat
atgaactgat
cggggacgaa
cggatgaaac
aaaatgaggt
cggtogtgge
tggcatttgt
cagagogogg
gttocgatget
caccattaca
aaatatcage
cocggactgat
tttectgggta
gggcgtacey

ctigagcoagy
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ttacccttca
tgtacacaac
ttetgegtet
aaattcoggyg
tocgetocog
aagtgaatec
accoggotta
ttgctcaggt
ccggtgaage
cgoagtoogg
atatcgaage
aaggctggge
gototaatto
ggatgtatgg
aaaagaactt
goacctatgg
gttacccogaa
cagocacoget
catggoectt
tgocoogteto
agaagaactg
tgocoggteoag
gggatcagog
actggtgaag
gotgoocggga
cotggocaga
gocattgeoo
tecggtgage
tatgocggac
gaggtgcggc
gatogggttt
cotgoegtta

cogttgaaaa

tcactaaagyg
ogoocaactyg
ctttttocogt
actggtaaac
tggoggotee
gocagatgacco
cogocgecgt
agaagagatg
cttogatceg
oggoacggag
ctacgogotg
gotgttoogt
ogagotggag
cgatgtggec
octgooggac
ctgoattoag
aaactgggty
gatgoctgetg
ceggggcecatt
cgotogotgg
gegetcogtg
gacaccooto
cagoocggata
ctgoatactg
agcggogttte
atgoaataac
gogecgatga
agtcaggtge
agggcgtgeg
agctgcggog
ogooggatga
accgtogoog

cctocagoogt
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cogoctgtge
ctggoggoaa
gagagctate
atggogetgt
acotctgaat
ctgegtegeo
cgoatcatca
caggeagttt
gttgaggtgg
tggagcoaageo
aacgooagog
tcottocaaag
acagoggtga
atogtogtgt
aacacgatgg
gatgeggacyg
accaccggeg
gotgaccotyg
gtttetotat
gtgaacaact
tggecagaget
tcagooggga
cogtgattot
atgeoacttea
gtgtcteotge
gggaggeget
aacgatacge
ggtgatacgt
cgttgaaggc
tggagacacg
tggeggaagt
ctgaaagggy

atcagcaaaa

ggettttitt
atgagcagaa
cottoaccag
acgtttegec
ttacgoeggg
tgoccggatga
tgcagaacat
ctgecegtgct
atatgggceg
gtgacaagto
gtgtggtgaa
cogtocaagga
aagacctggg
attcoggaca
tgotggggaa
cacagogoga
atcocggogog
atgagttogt
ggaggagtee
gaacogtgat
gaaagaggag
aaatgtgctyg
ggatacgtct
cgocacgogg
cggtgtggea
gtggotgatt
gggtacatgg

ggtgtttttg

tecageocegt
ctgaccateg
tgteoatctet
gatgtatggeo

cggeggtgee

13140
13200
13260
13320
133E0
13440
13500
135860
13620
13680
13740
13800
13860
13520
135E0
14040
14100
14180
14220
14280
14340
14400
14460
14520
L45EQ
14640
14700
14760
14820
14880
145940
15000

15060



tggtgoogoo
acaggttgeco
aagggooacg
aatcaagetg
gogtteoateo
cegegtttatt
aaacegttac
taaacaaaat
goagcatcaa
ctggatgcac
tttgatgagg
gaagagctgg
caggtgocgg
gatatcoegg
cgogacgatg
atgtgaggac
cotgtgggtt
gtegegtetg
cgacagotat
tgcaggagat
gotagegtag
ggtegatgtyg
gatcacocogo
cacggtaaca
goagagcaceo
tgoggtgtet
gaacggogtt
tgoggttgeoa
aaccgaatca
gogoattgag
coggaagtbtt

gtggcataac

gcaatggocoa
cgtgagacaa
gtcaaaaatc
ggtaatgogo
ctgaaaggtg
cagcaactga
cccattgatyg
attgagogga
ctgaggatgg
tggagaagca
cggatttteoc
acagcgatac
attcagageot
cactgtcaga
atgogggcott
gctatgoctg
tataagggga
gcaaaagtta
ctogatgatyg
accagcttca
tttaatgaag
tteagtggaet
acggtgaaag
goggoaacog
acgctgaccg
goggataaaa
gcoctgocaggoa
gaaattacog
tttgaacata
catotegooo
actgtggaag

catoogoaga
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ttaacogogt
aggtacgeog
cgeaggooag
gggttgtcoot
geggoagegt
aaaatggeog
tggtgaaaat
tacggogtga
taataaagog
tgacaccggg
ggcagttgoco
ctggocaggcog
ggatgegtgg
tttgatcacc
gtggagttca
taccaaatcc
geoggtgacee
aagacctgae
aagatgcaga
cgetggegty
goegatacoog
gggtcageag
tcaccaatgt
goatgacogt
tggoccttoca
caaaagococac
aggtcaacat
tcacogooag
acggtgtgac
tgatgaaacg
acgocatoag

agacgoagat

tgotteoatoo
gaaactggta
aatcaaagtt
ttogogoogeo
gettgtagty
gtggecatgte
ceogatggeg
acgtctteoog
atgaaacata
gogacgtttt
gtttatctca
gagctgcata
atggagtoco
agtatggtgg
gocogatctga
tacaatgoeg
ttacgogaat
geceggegaa
ctggactgoeg
gatgoccgga
tgoctataaa
tateggtaag
gggacgtcog
gaogootgoo
gocggagggc
cgtgteggteo
tocoggttgta
ttaatccgga
cgtcacgett
goaggoagaa
aaccggogeg

gecgtocatg
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gogatatego
aaggaaagyy
aaccgggggyg
aggegtogta
ggtaacegte
atgcagegtyg
gtgeegetga
aaagagctgg
ctgaactoog
ttgatggteg
coggogotga
togaagtttt
ggatttatco
ccagoeggota
cttatgtcat
gtgaaaggtyg
cogettteag
ctgacegetg
accgggcagy
gagoaggggc
atcogettea
geggtgacgg
togatggecag
agoacctogg
gtaaccgaca
agtggtatga
toocggtaatg
gagtoagoga
totgaactgt
caggoggagt
tttoctggtgg

aatgaageeqg

agtoggogte
coaggetgaa
atttgooegt
aaaaggggca
gtatteocogg
tggetgggaa
cocacggogtt
gctatgoget
tgcagoogta
cocogetgtt
atacacgggc
cctgectget
ggtgatgagec
tgactaccgg
tacctatgaa
cogggaccac
acgttgactg
agtectatga
ggcagaaate
agcaggagct
cgaacggcoac
cgaagqgaagt
aagatocgeag
tgotgaasagg
agagctttog
cocatcaceogt
gtgagtttgeo
tgttootgaa
cagooctgoa
cagacagcaa
cgatgtocct

ttaaacagat

15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15300
15360
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
168€0
16920

16980



tgagoaggaa
gtaccggectg
cgoogggooc
ctgaaactgg
toccacggagt
ctggatatge
gatatgecatc
gatgatgtge
gggaatgaag
ctgatgacag
tetggtegtt
goghteocatttt
goctgagooga
cgocatgegt
aagtocogtgyg
gatoococatyg
gotggoagtyg
cgatttcaac
getggtectg
actcagogoa
gagtgtggeg
cgggaagoty
cgtgtoggeg
ggoattgoag
gaaagagaac
catgtgggat
ggcagagget
tgttaacgat
tgaagoogec
gagcgatacc
gctgoagacg
agacgggaaa

tgaagogacyg

gtgcttacca
tctggtatgt
goagagootyg
cgogtgagat
atgcocogactg
actttteoegg
cgotggattt
tgatgeagaa
ttatececoge
tatcagaagg
gatttgagtc
tctggtacgg
caggogotgyg
atgctgeoetg
ctgatoctgo
ttoaggagggc
gocgacocggtg
aaaacgctgg
toccagageeg
ctggttaagg
egtttetact
accacagace
gagcagattg
goggoegaacy
atgggcacge
goggtgetgg
gogtataaga
gaagogcggg
cgaaagaaqg
gaagogtcac
cogotggaga
atcctgoagg

ctgaaaaagc
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cotggoocac
atgagtttgt
tttotgoggg
ggggogacec
goacogottt
goctgacgtac
cagtctgotyg
agoggcagoy
ttoeceggat
gatocgocagga
tggatgegge
aaagtgatge
ctgoacagaa
cacagttcac
tgcaacaggg
ttgooggtgo
cgctggegta
toctttoogg
ggcaggcggc
cgggggtaag
ctgoatacgg
cgacgtoggy
cgtatgttgo
aggoogoaac
tggagacctyg
atattggteog
aagcagacga
cgoegttactyg
ctgagcagca
ggctgaaata
aatataccgo
cggattacaa

cgaaacagtc

ggaggcaatt
ggtgaataat
aaagtgttog
gactggegtyg
tacagtaceocc
accgtgeteoa
aacoggogeg
cttgoocggag
gtggcggaca
ggagtooeggt
cagatttgac
gaaazaaaca
agoggggatt
cgacgtggeoc
ggggcaggtyg
gatocacockg
tgocctggtat
caatcaggog
agggectgacy
cggtgaggot
egtggaggty
gotgacggeyg
tcagttgeoag
gaaagggttt
ggcagacagg
tockgatace
catctggaat
ggatgatogt
gactcaacag
taccgaagag
cogtcaggaa
cacgoctgatg

cagogtgaag
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tctcatgetg
goocctgaac
acggtgaget
ccatgottge
attattttea
gootgtttet
aggctgacga
gtgteogett
tgacggagga
atggctgaac
gagcagatgg
goggoagheg
tocogtoggge
acgcagcttg
aaggactoct
cogatgoegg
cagggcaact
ggactgacgg
tttaaccaga
cagattgogt
gacaaggtoeg
atggoctogeo
cgttooggeg
gatgaccaga
actgogoggg
gogeaggaga
ctgocgoaagg
gaaaaggocc
gacaaaaatgq
gcgcagaagy
gaactgaaca
geggeggega

gtgtctgegg

aaaacgtggt
agacagagga
gagttttgeoo
cgggatgtca
tgatgttcotg
cagocgatcoeg
agagoctgaa
tggeccggac
tgacgtaatg
cggtaggoga
ccagagtcag
ttgaacagtc
agtataaago
caggogggea
tcggogggat
gggocaccto
caaccctgte
cagategtat
ecagogagte
cocatcagoca
ctgaagoctt
agttocataa
atgaagoocgyg
cocogoogect
cattcaaatc
tgotgattaa
atgattattt
gtottgeget
cgcageagea
cttacgaacyg
aggcactgaa
aaaaggatta

gogatocgtcoa

17040
17100
17160
17220
172E0
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
178E0Q
17540
18000
18080
18120
18180
18240
18300
18360
18420
184EQ
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900

18960



ggaagacagt
goatgoogga
tcagttogog
cotgotggog
caaggttacg
goagcaacgg
gogcagaacog
goctgaataac
gaactggatyg
tatgtcgcag
ggcgatgeotg
gatgacagaa
cattggoggg
tgoggogaaa
agcggggatt
cgtggggaat
gggcagoatg
ggtgattaac
tgacatggee
gttetecogga
gotteggtoa
gocgggotga
gocacggtac
cegocttatg
atgotgogtyg
ggcaggaaac
aaatcgacct
aaggtgagoc
gttttgaact
acggtatggt
ggcgtaaggt

cogatocogga

goctoatgotg
goaaatgaga
gtactggagg
cataaagatg
tatcaggage
gCcaaaacggg
gaagooacgyg
gtcatgtcag
goaggoctga
gtaaaaagtg
acoggoagtg
attctgotta
gotgttggtg
ttcocattttg
gttocacogtyg
ctttaccggeo
gocagacagec
aacgacggoa
cgeaagggtyg
ggtggacgat
cttetgtaag
atgocaacet
tggagtogtt
agtggoggea
ttgagttcag
actgaatgaa
gacagaggtc
ggtcacctgg
gaatggcaaa
cacogggatyg

ttacgooogt

geaggaggtyg

ES 2 699 652 T3

ccotgotgac
aaatcagecca
aggoggogea
agacgotgga
gooctgaacge
cocgocattga
aacagogect
agcagaaaaa
agtooggotg
cagccacgca
agocagaactyg
agcocaggcaat
goggogeate
caaccggagg
gtgagtttgt
tgatgogogg
ggtogeagge
cgaacgggca
ccogtgatga
gaagacctte
aaaggtgege
gaaaacgtac
tctggaagag
gataaaggtg
cgoagagttt
tgoacecegtg
ggtggagaac
caggggcgac
ggocaccagta
goggaagata
tttectggatg

atcagooget

gottoaggea
geagogoogy
acgtogocag
gtacaaacgo
getggogoag
tgogaaaage
gaaggaacag
gacctgggcg
gagtgagtgg
gacctttgat
gogocagcetto
ggtggggatt
cgogtoagge
atttacggga
cttcacgaag
ctatgocaco
gtocgggacy
gataggtcog
aattcagaca
cgotggaaag
tttggtgatg
agegtgacge
cacgggggcet
acctgogoaa
gaacaggtgg
cggagocagto
gttatttttt
agtatcagecoc
cgogoocooac
tgoagagtcet
cggtgaactt

ggogeattga

41

gaactoogga
gatttgtgga
ctgtotgeac
cagetggetyg
caggoggata
coggggctga
tatggogata
gctgaagaca
gaagagagcg
ggtattgcac
accogttecg
gtcgggagta
ggtacagoca
accggoggca
gaggoaacca
ggoggttatg
tttgagecaga
gotgotetga
cagatgegtyg
tgaaaccegg
gotattetea
tttetgtoce
ggaaatoctt
aatggtogte
tgaactgatg
ggoccagogtyg
ctgtaatgag
gtatceocatt
gotgacggtt
ggteggegga
cgtcaacgga

goeagtgcage

ogotggagaa
aggoggagay
aggagaaatc
cactitggoga
aattogoaca
ctgaccggea
atcegotgge
agcttogegg
cocacggacag
agaatatggc
tgoctgtocat
toggoagoego
ttocaggooge
aatatgagcocc
gocggattgg
toeggtacace
ataaccatgt
aggoggtgta
atggtggoct
tatggatgtg
gogagegect
cegtgaggag
tetgtggacg
gogggtoagt
caggatateoc
gtgotcotggg
cagaacgaaa
caggggageg
toctaacctgt
acggtggtoo
aacagttacg

gaactgageg

13020
13080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
18500
13560
19620
19680
19740
19800
19860
1%920
15380
20040
20100
20160
20220
20280
20340
204400
204860
20520
20580
20640
20700
20760
20820

20880



cggtgagtge
gacgtatcat
goggtoocggo
gcagcaaatg
tttoccattaa
gcacgococgg
ggaaagatat
gocoggaagac
ccocggtggt
gocogtggtgg
cgggeggoge
tctggogggg
gaatctctat
acagcoggge
ttactgoggeo
gtacaccgac
atctgocttt
ggggctgaag
gacggctggt
cagttacatg
gocaagtoag
tttacogoog
ggoatoctgt
cocgaaagooa
tocotcactgg
cgogtggggt
caggttgtgg
tttgtoattt
gaagcgaagg
gggccgattg
ctggacactyg
caggagcaga

gaagtgaaat

ctoctittgta
gotggocaac
tgtegoggat
cctgagoggt
caaactttog
cgatgtgoge
tteececctgeg
tggctgeagg
ctgcocctgge
ctggtotgeo
tttgagcacyg
attgagatgc
ctggataatc
gatgtgeotge
gacggogagco
aaatggcage
acggggattt
ccatooggge
atcaggtacg
agactotgeoo
gtggogtatt
gagcocoacoct
tttototogyg
gaactoocoog
ataacatggt
cacgoegtggt
tgattggtog
atggagegtg
acaacctgaa
aaggtecggt
aggggaatac
ctocgoogga

atgacacgeoo
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ctgtccacge
acctgoacet
gaatatgacc
tgtaagttec
cagtaaatoo
cagoggagta
tgaatatote
cagaaatgca
tgagtgaggc
gggggacgat
gtgtgacgga
cggacttica
tggaggogac
tgtgotgttt
tgotgoacea
gacgoacaca
acaacgattt
actggocaca
gattgoeggy
tgatggoget
coagattgtao
tgcagcatgg
tgocagtatyg
tatacagaca
tgooccagggo
tteteoaggag
ctgatgcaaa
aggaatgggt
gtocacgeag
ggatggetta
caacatatcc
gggatttgaa

gatcacooge

cgacggaaac
ggacctatog
agococaacgto
gcaataacgt
catgacacadg
gtgoggettc
cggtgagoog
gggtgagatt
cgaccggcag
tocataagtte
ctgttacaca
togtgaggat
ggggotgtat
tggttcatca
tattcctgaa
ctococtotgg
ggtcgoogea
cagotooogg
cgggacgtca
gtaatteata
ctgggggotg
ggggcagooa
gtgotoggtyg
acggataacg
aatgttotge
atcagcacgg
atgttttatg
asaggaagoa
ttgctgagtyg
aaaagogtge
ggtgtcacgg
toctocogget

accattacgt

42

ggatggoget
cggtgacgag
cgatatcacg
cggcoaacttt
acagaatcag
gtggtaagca
gaggogtatt
gtggogetgyg
ctgecaggtgc
cgetgtgtge
ctgttoocggg
gactggtggo
caggtgoogt
gtgcocgaatc
caactgagca
ogtcaccggg
tegacctteg
agtttogtoa
goacgtoogg
titgttoococag
cegecattge
ttggggoogy
gtgtggcgoa
gtaagoagaa
ctgttcotgta
cagacgaagg
tgaaaccgoc
gtaaggggea
tgatcgatge
tgctgaacag
tggtgttecyg
cogagacggt

ctgcoaaacat

gtttttocgyg
tgoggttata
aaggataaat
ggoggettoo
cgattetgge
cgocggaggyg
tocogtatgte
toccacageoca
agagtgattt
cgeoatcteoac
atgocttatea
gtaacggcca
tgtecagogge
acgoogcaat
aacgagagag
catggegege
tgtgaaaacy
gaaactgago
gttaacggcy
agtogooggg
cggatecatta
tggtatgacc
gatgotggoa
cacctattto
cggggaaatyg
ggacggtggt
tgogggoggt
tacecegoge
catcagogaa
tacgcocggtyg
ggctggtgag
gotgggtacyg

cgacogtctyg

20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21300
21960
22020
22080
22140
22200
222860
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800

228860



cgotttacct
teggaagtes
atcaccatta
cogoogogos
ctgcagaaca
cogaacacagg
agccegtaatt
acgoggoaat
goctggtgte
goggoggatg
coggacggot
egtaaggogt
aacgggcaga
cgoagtaatg
aaggacogoo
gogacagage
atggatgect
aaaacagaac
catgtacegyg
ggtegtgtge
ctgocatccot
gtggaggtte
gttgectgaat
tgegtgagta
coggaaaaaqg
gtgaatggtyg
ggggaatate
ctgotoogte
acgacggaaa
cgggoggtaa
goacoggoag

cogeatettg

toggtgtaca
gectgetggt
agggcaaaac
cgtttaatat
aaacgctctg
cactggtegg
atcatctgeg
acagoggtat
tgtgggatat
tggataaatg
ttggocggcac
gggatgtget
cgotgacgtt
tggtgatgeoeo
ataatgocgt
ttgttgaaga
ttggetgtac
tgetggaaac
gogatgttat
tggoggtgaa
coeggtacege
agtecgtcac
acagegtatg
tocogtgagaa
aggocatogt
tcacgoogoo
aggtgctgge
tgaccgtaac
ccacataceg
atgogtgggg
cacogtogag

cogtttatga
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ggcactggtyg
teocagatacaa
cacctogeoag
coggatgoge
gtaegtcatac
cgtgeaggty
cgggegtatt
ctgggacgga
goctgacocoat
ggogetgtat
ggagcogogo
cagogattteo
cgtgoaggac
ggatgatggc
tgaggtgaac
tacgoaggeoco
cagoeguggy
goagacogty
tgaaatctge
cagccagace
gctgataage
cgacggegty
ggagctgaag
cgacgacggo
ggataacggg
agoggtgcag
gocgatgggac
agocggacgac
cttcacgcaa
gcagcaggge
gattgagetg

ccogacggta

gaaaccacct
cgtaacggtyg
tatctggoct
aggatgacge
actgaaatca
gactoggage
ctgcaggtgc
acgtttaaao
cogogotacg
gteateoggeo
atcacctgta
tgotoggoga
cgacogtogyg
gogoogttoo
tggattgacc
attgococogtt
caggoacace
gattteoageg
gatgatgact
cggacgctga
ctggttgacyg
aaggtaaaag
ctgoocgacge
acgtatgoca
gogoactteg
cacctgaccg
acaccgaagg
ggcagtgage
ctggegoetgg
gatcoggogt
acgoogggoet

cagtttgagt

43

caaagggtga
getgggtgac
cggtggtgat
cggacagoac
togatgtgaa
agttoggeag
cgtcgaacta
cggcatacag
gocatggggaa
agtactgega
atgogtacct
tgogotgtat
ataagacgtyg
goctacagett
cgaacaacgyg
acggtogtaa
gogeogggct
toggegeaga
atgeoggtat
cgoctogacoeg
gaagtggcaa
tgagoegtgt
tgogocageg
tocacogoogt
acggogaaca
cagaagtcac
tggtgaaggyg
ggctggtcag
ggaactacag
cggtatcgtt
attttecagat

totggttete

caggaatcog
ggaaaaagac
gggtaacctg
cacagaccag
acagtgctac
coagoaggtg
taaccogoag
caacaacatg
acgtcttggt
ceagtoagtyg
gaccacacag
gocggtatgg
gacctataac
cagogooctyg
ctgggagacyg
tgttacgaag
gtggotgatt
agggettege
cagcacaggt
tgaaatcacg
tecggtcage
tectgacggt
actgttoege
goagcatgtg
gagtggcoacg
tgcagacageo
cgtgagttte
cacggcocgg
gotgacagte
coggattgoo

aaccgocacyg

ggaaaagcag

22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720

24780



attgoggata
atagcogoca
aacacogttg
ggttacctgg
gaaaaagtog
aaggatgeca
ggcaaacatt
agoecagttte
acgcogatgt
ctgacggoco
ggaaagctga
ctocagtaatyg
atcgtogggyg
gtggactggc
cagatagtgg
acgtattega
gogaacgagg
gtgatootga
tttgocageg
tgagtgtgtt
aacgatgegt
tocoggocogt
gggtacattg
cgtgaagtac
cgogtogaaa
gogtagacgt
tgogtacgoo
taagacggaa
aatgeggeat
cgttgttgat
egttggggte
gaaccggtgy

acggoacagg

tcagacaggt
gtatcaatat
goaaategge
attttttcaa
agotgacgga
gtgataagtg
atgtogoggyg
tggttgeege
ttgtggcgca
ccaccattac
cocgotaaaaa
tgacgatagc
acattgtaaa
cgtcaggtac
tgottooget
tgtgttatet
cggtacaggt
cgttocacget
atgtgeaggt
acagaggttc
aatgtgtgta
goggaaggtyg
cogtogtigt
cgttatgage
aagagcagca
tatgbtgageg
atggoocggag
atcactcoeg
accteagtgg
attgottatg
ggttataaat
gotttttigt

aaaaccggta

ES 2 699 652 T3

tgaaaccago
caaaccgggco
attogtggag
aggcaagata
ggataaogoo
gaatgoccatg
tattggocte
caatogtate
gggcaaccag
cagoggogga
tgoggatatc
tgaaaactgt
ggcggcgago
cogtactgte
gacgtttogo
gaaagtactg
gttotccegt
tacgtooaca

tatgatgatt

gtocogggaac
ttgoegttge
gacatggtac
cgggocgggga
tgacggacag
cagtgatgac
tgatggoogy
tggotcacag
ggtatatgaa
cgtggagtge
aaggctacgy
tetgattage

ggggtgaata

cagaactgca

acgogttate
catgattatt
googtoggte
agcocgaatceoo
agcagactgg
tgggctgteoa
agcatggagy
geatttattyg
atattcatga
aatocctoogg
agtggcagty
acgataaacg
goggotttte
accgtgaccg
ggaagtaagc
atgaacggtg
attgttgaca
oggoattogg

aagaaacagg

gggogtitta
tgtetttgee
gtttacggtyg
taccggtgtg
tgtgggggtyg
oggggaggat
acoggtttta
toggtggtec
agagacgacec
aggtatacag
cagtggegac
caggtaacac
tggoagtaaa

ccattcaget

44

ttggtacgge
acttttatat
Fggegagoga
atotoggoaa
aggagtttte
aaattgagca
acacggagga
acccggcaaa
acgacgtgtt
cocttttooct
tgaatgogaa
gtacgctgag
cgogooagoeg
atgaccatcc
gtactgtcag
cggtgattta
tgocagoggg
cagatatteoc
egqotgggeat
ttataaaaca
goacttgagg
ggotattttc
agtcatctga
atggetteoce
acgtttcact
caaatoagta
ggcagtacaa
actgccaggg
attaatceogg
tggcgtactg
agtgttatga
gatttcagga

gaaagocaga

gotgtactgy
cogcagtgtg
tgatgoggaa
ggagotgotyg
gaaagagtgg
gaccaaagac
aggcaaactyg
cgggaatgaa
cctgaagoge
gacaccggac
ctocogggacyg
ggcggaaaaa
tgaaagcagt
ttttgatoge
cggcaggaca
tgatggogeg
tocggggaaac
googtatacg
cagegtggte
gtgagaggtg
tgacagtecac
aagtgaaacc
aagggattaa
tggggttoge
atgagagcoct
agoaggtoag
tggattaceg
acgaaagtge
cagegtcogt
acggattcat
cagococgocyg
gtoctgaaag

cgtaacagca

24840
24900
249860
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25520
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700

26760



coacggtggt
tggatgtgga
adgoogggad
gtgccatgac
aagaggtgge
coggogatge
cagoacgege
coggogoaga
agtoctcaaa
ctgcagogte
aggocogocac
cgaacgcateo
cocagggogge
gogoctotge
cgaaggogac
aagcggoggo
tegegettga
acagcacgte
cgaacagaaa
gotcagggga
agatgttata
cgggaatgat
gaatgogaca
tgoggaaaat
aaaaaatteoc
atcgooctagt
tgtacctttt
cgaaactgaa
attttcagag
caaaattgtt
catagaatta

tctattaaat

ggtgaacacg
gtacggtcag
catcaccgtg
ggaggatgat
gegtaacgag
cagtgcoatca
agecageacsy
agoggcatca
aaacgoggog
acaacaatca
ttocagoacga
atcaagtgoco
aaaaacgtcc
cgoggoagac
agaggctgoeg
aatacgtgca
ggatgoggac
tgaaacgett
ageocactgyg
acaaacaata
gacgogtcac
cocagattttg
otgacggoge
gatgocogcca
gttgcagatg
gattttaaac
goctgggtcag
acaagocgatc
aaaaaatatt
gttttaccac

accgtcacct

gaaaagtgga
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gtgoggctoag
tacagtgtea
tatgaagatt
geooggoocgy
tcegtggtay
gotgotcagg
tecgeaggae
gcaaaggoca
gocacoagty
goocgocacgt
gatgoggtgg
ggtocgtgoag
gagacgaatg
gcaaaaacag
ggaagtgegyg
gaaaattocgg
acaacgagaa
goctgcaacge
acagtecgge
cocagattge
ctgacgcact
ctaccaccat
tggcagggot
goctgactga
ttcttgaata
tattgotgge
gttgttettt
gaaaatatcc
cattgtttte
acccattocog
caaaaggtat

aatctgacaa

agaatoccgga
tococtgoaggt
cacaaccggyg
aggtgctgoeg
cacagagtac
tegoggeoct
aggetgeate
ctgaagcgga
coggbtgoggo
ctgocctocac
cotcaaaaga
cttococtogge
ccaggtcato
cggeggogyy
tatcagecate
caaaacgtgo
aggggatagt
caaaggeggt
actgaccgga
gaacaccgot
gaatacgetg
gactaacgog
ttocacggog
actgactcag
cocttggggeo
agocattcttyg
aggaggagta
ctttgggatt
tgggttggty
ccogataaaa
agttaaatca

ttctggcaaa

45

tgaagooggyg
tgacggtttt
gacgctgaat
togtottgaa
gIcAgACgOg
togtgactgat
gteageteag
aaaaagktgcc
gaaaacgtcoa
cgoggocacg
ggoagcaaaa
aacggoggoa
tgaaacagca
gagtgocgtca
goagagcaaa
agaagatata
goageteage
taaggtggta
acgocaacag
tttgtactgg
aatgaactgag
cttgogggta
aaaaataaat
gttagcaggg
ggtgagaatt
agtccaatat
aaaggatcaa
cttgactcga
attgcaccaa
goatgaatgt
ctgaatcegg

ccatttaaca

ogttacagea
coaccatoge
gatttteotet
ctgatggtgg
aagaaatcag
goaactgact
gaagegteet
gocagoccgoag
gaaacgaatdg
aaagcocgtcag
tocatcagaaa
gaaaattctg
goggaacgga
acggcatcca
agtgoggcoag
gottocagetg
agtgcaacea
atggatgaaa
caccaaccga
cogogattge
cagoagagct
aacaacagaa
tacogtattt
atattctgge
ctaagocggag
aaaagtattg
atgcactaaa
taagtctatt
tcattcocatt
togtgotggyg
gagecactttt

cacgtgogaa

26820

26880

263940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27360

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680



10

ctgtcoccatga
attttecaatg
gttatgttta
taaggaaaaa
tacttcttct
atgetecatea
tgctegtagg
actaaactcc
goaacacagg
agtagtattg
cttttggata
tctattaatyg
ttcaagtact
aacttocoget
ctgggtgtgg
tcttcttact
aggctttgtg
aaaaatcacc
catagtgact

taatttaata

<210> 11
<211> 2244
<212> ADN

atttectgaaa
toggectaate
aaaccatcge
aacatttcag
ttttgacecta
aagacagtaa
aatgoccttat
aacatatagt
atectetettt
aacttaacgg
acccactgtt
catatatagt
aataagococga
coctogotoat
ggaagtegtyg
ggttatgcag
ctteketgga
ttgogoctaat
gcatatgttyg

tattgatatt

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222> 1..2244
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gagttacecce
gatttggoca
ttaatttget
ggagttgact
caaaaccaat
gataaaacat
ttttttctac
aacccttaat
taagttacte
ggcatcgtat
attcatgttg
atcgocecgaac
tagatagocoa
aacagacatt
aaagaaaaga
gtcgtagtgyg
gtgegacagg
gctotgttac
tgttttacag

tatatcattt

tctaagtaat
tactactaaa
gagattaaca
gaatttttta
tttaacattt
tgtaacaaag
tgcaggaata
tttattaaaa
tetattacat
tgtagtttte
catggtgeac
gattagetet
ocggacttogt
cactacagtt
agtcagectge
gtggcacaca
tttgatgaca
aggtcactaa
tattatgtag

tacgtttete

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 11
atggegogtt

gocacagogg
actatcaccyg
attgocggoge
cagtctattt

gaagcgcotta

ccaaaactgco
ttagoggeat
ttaccgeotge
gacagtetge
ctgttgtgac

gctacacgec

tcagocaaaa
gtetgtttat
acctgogocg
taccggoact
cgcogaagag

gggtgtctet

cactcactge
goacaggeag
caagaaageg
aaaaccgata
atggcgotge

gttggtacge

46

gaggtgttaa
toctgaatag
tagtagtcaa
tctattaatg
cogatatoge
gaatagtecat
taccocgecto
taaccgoaat
acgttttoeca
catatttage
tgtttatacc
tcaggettet
agoocattttt
atggoggaaa
gtegtttgac
aagctttgea
aaaaattage
taccatcotaa
totgtttttt

gttca

gtaaaatege
cggttgaace
catgggggec
cgoogattoa
atcagccgaa

gtggegeate

ggacgottto
ctttaagaag
tgcottteoace
aataagtgct
attttteace
tocaacecate
tttcaataac
ttatttggog
totaaaaatt
tttetgette
aacgatatag
gaagaagcgt
cataagtgtt
ggtatgeoatg
atcactgcta
ctggattgeg
gcaagaagac
gtagttgatt

atgcaaaatc

agttgtagta
gaaagaagac
tgotgeaact
aaaagtgcocca
gtocggtaaaa

caacacctat

28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
28220
29280
23340
25400
29460
29520
23580
29640
29700
29760
29820

29865

&0
120
180
240
300

360



gaccacctga
ggocotgaagt
cgogotgaaa
ctgttgaata
goocggtactg
ggtgtttact
teagaagage
aattttacct
cogaaagagg
gaaggggcga
cacgaattta
tocgocaaaaca
cagtgtgeag
gatgatgaga
ggogatatog

aacgcctggt

accgatttog
adacagaaac
accoctaggog
accgataaac
aatggtgtaa
aaggatggta
gtaccggaag
aacctgatgg
egtggegtag
tatacttaca
caggtgocaa
tecaggtotga
aactecttta
cgagtoggoa
tacgtegeca

goaacogoaa

tcattogogg
tgocagggoaa
ttatgogtgg
tggtcagcaa
acagcotgtt
cttategeot
agegttatge
tocctttetta
gaaccgttga
agaacaacac
acgacacctt
gogtttatgg
cattagocgoo
agoctgcaaaa
accacacccot
ttggttacga
acttcaatgeo
aaacgggogt
gteogttatga
gtgatgacaa
caccttactt
atattttcge
atogtocgat
cggaccctga
aaatcgaago
cogatgogga
aacacatgge
cgoetgggoac
aagtgggaag
tggotggete
getgetttaa

ccttcogttt

ES 2 699 652 T3

ctttgoggoa
cttctataac
ccoggtitoo
gogtoogaco
ccagactggt
gaccggtett
tattgeoaceg
cttocagaac
googotgocg
ctattctagt
taotgtgogt
ttacggogte
agoggataaa
cttectoogtt
goctgacoggt
cgactetgtg
caaagatceg
ttatgttcag
ctgggcagat
acagtttacec
cagctatage
acogtctaaa
tgtagttact
gggttoctte
gaaagoggey
atacaccacc
ttogttgtayg
cggtggtogt
ttatacggte
caacgtggeg
cacttatggs

ctaa

gaaggccaaa
gatgoggtca
gtgctttacg
acocgaacogo
tttgacttta
gegegttcty
gogttoacet
gagooggaaa
aacggtaage
aatgagaaga
cagaacctge
tgctocogate
ggocattateo
gatacccagt
gtogacttta
ccactgotea
goaaactoog
gatcaggoge
caagaatecto
tggcgtggtyg
gaatogtttyg
ggtaagcagt
ggtgoegtgt
ttoctoggttg
ctgtoggoga
gatactacct
gotgactaca
tatactgget
gtggatgegt
ctgoatgtta

tgcttetgag

47

gocagaataa
ttgacecocgta
gtaaaagcag
tgaaagaagt
gogattogtt
cocaatgocea
ggcgtcogga
ceggttatta
gtotgoecgac
tggtoggeta
goetttgotga
cggogaatge
tggcacgtaa
tgcagagcaa
tgegtatgoeg
atctgtacaa
gocottacog
agtgggataa
ttaacogogt
gtgttaacta
aacocttette
atgaagtcgg
ataatctcac
aaggtggega
gtgttaacgt
ataaaggcaa
cottotttga
ccagttatgyg
tagtacgtta

acaacctgtt

gogoagaandg

ctatctgaat
tatgctggaa
tococtggoggo
tcagtttaaa
ggatgatgac
goagaaaggy
tgataaaacc
cggetggttg
agactttaat
cagcttogat
ddaacaaaacc
ttacagcaaa
atacgtogtt
gtttgocact
taatgacatc
tcocggtgaat
cattctgaat
agtgctggtc
tgoocgggacg
cctgtttgat
goaagttggg
cgtgaaatat
taaaaccaac
gatcocgogoa
agtoggttet
tacgcoctgea
aggteagett
tgatceggot
tgatetggeg
cgatogtgaa

teagategtt

420
480
540
600
660
T20
780
g40
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
18€0
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2244
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15

20

<210> 12
<211> 1149
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1..1149

ES 2 699 652 T3

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 12
atgagtetga

cacaccatte
ggtttegtte
gaccgtaaag
gatgegoceoa
aaacatctge
gtgecgeagg
ttgcageage
goagaaaace
ggcaagaaag
atgeooccaaag
agcgaataca
gooctgogtyg
gtggcaaaac
gogetggage
atgocgegatg
getgtgattg
gtogogotga
gaagcaaaaa
cagtgctga
<210> 13

<211> 1701
<212> ADN

Aagaaa’aaac
aggecgectgy
tgeectgege
ttcgegtgat
ttgtegeaca
aactgogtaa
gtgcogggtt
tttatcatct
agtttgtagyg
atcatgoctt
gtgtggetgt
acaccogteg
atgtcaccat
gogtgegtea
aaggcgacct
atttcgaaat
gogacaaagqg
toccoggaaga

caggtattaa

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1.1701

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli

<400> 13

acaatctetg
cogogtgaat
gattgattat
ggcagccgat
tgaaaactat
caacagettc
aagttecttec
gocgetggac
ctgtaactge
gctgatogat
cgtcatcate
tgaacagtge
tgaagagttc
tatactgact
gaaacgtatg
caccgtgoog
tggegtacge
gotggtgeoct

agagactttt

tttgoccaacyg
ttgattggtyg
caaacegtga
tatgaaaatc
caatgggeta
ggcggcgtgy
gcttcactgg
ggcgcacaaa
gggateatgyg
tgeeocgeotcac
aacagtaact
gaaaccggty
aacgctgttg
gaaaacgooa
ggcgagttga
caaattgaca
atgaccggog
gocgtacageo

tacgtttgta

48

catttggeta
dacacaccga
tecagttgtge
agctcgacga
actacgtteg
acatggtgat
aagtocgoggt
tocgogettaa
ateagetaat
tggggaccaa
tcaaacgtac
cgogtttett
cgcatgaact
gocaccgttga
tggoggagtc
ctectggtaga
gcggatttgg
aagctgtoge

aaccatcaca

coctgocact
ctacaacgac
accacgogat
gttttecoctc
tggogtggty
cagoggoaat
cggaacocgta
cggtcaggaa
tteegegete
agcagtttec
cotggttgge
cocagoagoca
ggacccgatc
agcoctgocageo
tcatgectet
aatcgtcaaa
cggctgtate
tgaacaatat

aggageagga

&0
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atggeogattg
tgogotaceg
caattttgtg
atggaagcgg
gtegggatty
gtgctggege
gaccacactg
gttgactact
ctgeatgtga
tgcgactggg
cgttgcageg
agtttetttg
gacacttgga
ggcctgeetyg
ggcgeagygcy
ctgattgeceg
gatggcagcg
atctacgect
coggaactga
geatgggoca
cgoogoacac
accgacgcte
atcatggagt
atocgogogga
caaattgttg
gogaaagtgeo
accctgoaac
caatgggcoga
caggeccgttg
<210> 14

<211> 1503
<212> ADN

caattggcoet
gtgaagagat
atgoccogaa
cactgaaaac
gegttgacag
tgcgecogga
cggttgaaga
cocgotacat
ctegocagga
tgccagctcet
cogggcataa
atgagectgga
ctgoogatat
aaagogtggt
cacagectaa
acaaacagag
tggtgcctgyg
ggtttggteg
BRACTCAAat
aaaatcegteo
cgaacgctaa
cgctgetgtt
gotttacoga
aaaaccaggt
cctctgacca
acgcagacat
cgtgoagoga
tgagcgecoga

cgactctata

<213> Escherichia coli

ES 2 699 652 T3

cgattttgge
cgocaccage
taaccagtte
cgtgottgea
tacaggcteg
gtttgcococgaa
agcggaagag
tggtggtatt
cagegeegtg
gctttooggt
atctctgtgy
cocgatocte
tocoggtgggo
gatttoogge
cgcactggta
cgttggogag
atttatoggt
cgtactogge
SEacgooade
tetggatcac
ccaacgoctg
cggoggtttyg
tcaggggate
cattatgcag
gtgctgtgeg
cocatcaget
gocaggcoacaa
acaacactat

a

agtgattetg
gtagagtggt
cgtcatcate
gagcttageg
acgcocgoac
aacccgaacy
attacccgtt
tattecageg
goegeaateotg
daccacccgcc
cacgaaagct
aategocatt
accttatgoo
ggcgegtttyg
aaagttateg
cgggcagtta
ctggaagoag
tggccgetgy
Cagasacaac
ctgeeggtgg
aaaggggtga
attgctgecca
googttaata
goctgotgeg
cteggtgegg
cCagCcaaaaaa
cgotttgaac

cttccaactt

49

tgegagettt
atcoccogttg
cgegtgacta
tocgaacagog
cgattgatge
cgatgttegt
tgtgccacgo
aatggttetg
cogeatoegtyg
cgcaggatat
ggggcggect
tgectteocce
cggaatgggeo
actgcoccatat
gtacttecac
aaggtatttg
gocaatogge
aacagcttge
tgecttocogge
tgetegactg
ttaccgatct
cogoctttgg
acgtgatgge
acgtgotgaa
cgatttttge
tggecagtge
agctttateg

cogoccogge

ggcggtggac
gcagaaaggyg
cattgagtca
cgcagctgtg
cgacggaaac
attgtggaaa
gccgggcaac
ggcaaaaatc
gattgagetg
tocgtogogga
gococgecagec
getgttcact
gocagogtote
gggogeaghtt
ctgogacatt
cggtcaggtt
gtttggtgat
cgoccageat
gotgacocgaa
gtttaacgge
taacctoget
cgocacgogoa
actgggcgge
tegocogotg
tgocogtegeo
ggtagagaaa
cogotatcag

acaggctgee

&0
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10

<220>
<221> fuente
<222>1..1503

ES 2 699 652 T3

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 14
atgacgattt

cocggaaacco
gaagcgaaac
accgeotattt
cacaccttet
ctgeaattec
atgaacctga
cgtecageaac
ggctoctgga
tttggcgata
aagttoggtt
atcagogacyg
cctgoccacac
ctggggatga
gatttgeacyg
tacggctttg
atgtcaaceyg
aaaggtaatyg
gaagagaaac
cgectgatet
gategttace
aaactgoogg
goegtggatec
gatatgegee
cgoctgocag
taa

<210> 15
<211> 2355
<212> ADN

ttgataatta
tgegtcaggt
tgococtgoaa
goocgogacge
cocoggocaa
acaccecagtt
accagactge
atgeccgtggt
tgegtcagge
acatgcgtga
tctoogtcaa
gogatgttaa
aaatccacgg
agogtttoct
gbetgaaaca
cgggcgaagyg
gtctgcaggy
acctggtgot
cgatcctoga
tcaatacceca
gteotactggt
tggogaatgo
tegetggtgy
aattaogacga

cgtttaaaga

<213> Escherichia coli

tgaagtgtgg
cacccaacat
actggtgttg
gaattacgac
aatgtggate
caacgeggeqg
acatggocggt
taccggtcac
ggtctctaaa
agtggeggte
tacctgggeg
cgegetggte
Cadaaaaacga
ggaacaaggt
gettectggt
cgactggaaa
cggcacctoo
cggctocoat
cgttcagoat
aaccggcoca
taactgeate
gotgtggaaa
cgogeaccat
gatgcacgac

cgogotgogo

tttgtecattg
gecogageacyg
aaaccgctgg
gategttgog
aacggoctga
ctgecgtggg
cgogagttog
tggcaggata
caggatacce
accgatggog
gttggogate
gatgagtacg
cagaacgtgc
ggcttocacyg
ctggecgtac
actgoccgoco
tttatggagyg
atgotggaag
cteoggtattg
goegattgtog
gacacggtga
gogoaacogqg
accgtottca
attgaaatca

tggaacgaag

50

goagocagoa
togttaatge
goaccacgoo
ctggtctggt
coatgotoaa
acagtatega
gocttocattgg
aacaagccca
gtcatctgaa
ataaagttgc
tggtgecaggt
aaagctgota
tggaagcgge
cgttocaccac
agegbtotgat
tgcttogeat
actacaccta
totgocegte
gtggtaagga
ccagottgat
aaacaccgca
atoctgocaac
gocatgoact
cggtgattga

tgtattacgg

tetgtatgge
gotgaataog
ggatgaaatc
ggtgtggetg
caaacogttyg
tatggacttt
cgogogtatg
tgagogtate
agtctgoega
cgcacagatc
gotgaactoo
caccatgacg
gegtattgag
cacctttgaa
gcagoagggt
catgaaggtg
tcacttegag
gatogoogoa
cgatocctgeco
tgatctogge
ctocotgoog
tgottoogaa
gaacctcaac
taacgacaca

gtttegtoge
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ES 2 699 652 T3

<220>

<221> fuente

<222>1..2355

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 15

51



atgaatecctg
gtttatecege
gaagcggcga
gatgagccgg
ctgaaactge
tctgogetet
accattgatg
tacatcaage
gateoggoge
cagtctgttc
gaatcggaaa
atggagaaat
ctocggtgaaa
gogaagatge
atgtctcoga
gtgoogtgga
gataccgacc
caaageocgtyg
ggtaaaacct
gcgctgggeg
tctatgoogg
ctgectegatg
cttgaagtgc
tacgatctca
ctgotggate
atcgccaaac
ctgaccgteg
gtgegtggte
ctocgataagt

gttcagegtt

agogttetga
acatggteoat
tggacecatga
gtgtaaacga
ctgacggeac
ctgacaatgg
agcgggaaca
tgaacaaaaa
gtoetggegga
tggagatgtc
tegateotget
cocagogtga
tggacgacgc
cgaaagagge
tgtoggcaga
atgogogtag
attatggtet
tcaacaaaat
ctcttggtca
gogtgegtga
gtaaactgat
agatcgacaa
tggatccaga
gogacgtgat
gtatggaagt
gtcacctgct
acgatagogeo
tggagegtga
cattaaaaca

tocgactatgg

ES 2 699 652 T3

acgcattgaa
ccocttattt
taaaaaaatt
tcttktecace
cgtcaaagtyg
cgaacacttt
ggaagtgctg
aatcccacca
taccattget
cgacgttaac
geaggttgag
gtactatectg
gocoggacgaa
aaaagagaaa
agogacogta
caaggtcaaa
ggagegegtg
Caagggacog
gtoccattgce
tgaagcoggaa
ccagaaaatg
aatgtcttct
gcagaacgta
gtttgtegeg
gattogoote
gcogaagoag
cattategge
aatctocaaa
tatocgaaatt

togegeggat

atcccogtat
gtegggeggy
atgetggteg
gtegggaceg
ctggtegagy
tetgegaagy
gtgcgtactg
gaagtgctga
goacatatge
gaacgtctgg
aaacgcatte
aacgagcaaa
aacgaagccc
goggaagcag
gtgcgtggtt
aaagacctgo
aaagatcgaa
atcctotgec
aaagccaccyg
atcegtggte
gcgaaagtgg
gacatgogtg
gogttecageg
acgtcgaact
teeggttata
attgaacgta
attattegtt
ctgtgtegea
aacggocgata

dacgaaaacc

52

tgecegetgeg
aaaaatctat
cgoagaaaga
tggectotat
ggttacageoeg
cggagtatet
caatcagcca
cgtegetgaa
cgetgaaact
aatatctgat
gecaacogegt
tgaaagetat
tgaagocgcaa
agttgoagaa
atatecgactyg
gtocaggogoa
teccttgagta
tggtagggec
ggcgtaaata
accgoogtac
goegtgaaaaa
goegatcogge
accactacct
ccatgaacat
coegaagatga
atgcactgaa
actacacceg
aagoeggttaa
acctgoatga

gtgtoggtea

cgatgtggtyg
coeghtgtotg
agcttcaacg
attgecagatg
cgegagtatt
ggagtegeoyg
gttcgaagge
tagcatcgac
ggctgacaaa
ggcaatgatg
taaaaagecag
tcagaaagaa
aatocgacgcg
gotgaaaatg
gatggtacag
ggaaatcctt

tettgoggtt

gecegggggta
tgtccgtatg
ttacatcggt
coogotgtte
ctetgeactg
ggaagtggat
tecocggeoaceg

aaaactgaac

aaaaggtgag
tgaggeggge
geagttactg
ctateocteoggt

ggtaaccggt
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10

15

ctggegtgga
aaaggcaaac
gogttaacgg
aaacgtgaca
ggtattgcta
gtggeaatga
gaaaaactcc
aaacgogateo
aagogeattyg
gtgactgcaa
<210> 16

<211> 954
<212> ADN

cggaagtggg
tgacctatac
tggttogtge
toccacgteoeca
tgtgoacoge
coggtgagat
tggcagogeca
tggaagagat
aggaagttet

aatag

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1..954

ES 2 699 652 T3

cggtgacttg
cggttegote
gocgtgocggaa
cgtaccggaa
gotggtttet
cactetgegt
tegeggegag
tocctgacaac

gactetggeg

ctgaccattg
ggcgaaghtga
aaactgggga
ggtgegacge
tgoctgacog
ggtcaggtac
attaaaacag
gtaattgoog

ctgcaaaatg

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 16
atgocgggoga

tctacegaga
ctgagcggaa
caactogact
atgcececcaga
atggtcgatc
caccctgata
ctcaacgaac
tttacagcea
ggctccttee
attggecttga
agocggetggg
tatcgcagta
gteoacaccta
ggtaatactt

ggtatagaaa

aacttetggg
ctttategtt
daacaaaaga
ggaaattcaa
tatctatogg
aggactggat
cacaactcaa
ccaattaceg
gaggtggttco
cgaatggaga
ctggaagtta
tggaatcatc
aggtcaaaga
acgcoaaaagt
cactttatga

actataactt

aatagteoectg
tactoctgac
gocgtgtttat
taacgetgea
ggctgetgge
ggattccagt
ttatgocaac
cotgggacte
ctatatctac
aagagcaatc
togttatgaa
tgataacgat
ccaaaattac
ttatgttgaa
tcacaataat

catcactact

acaaccccta
aacataaatg
ctagccgaag
attattaaag
tggacaacte
aaccccggaa
gaatttgatc
atggooggat
agttctgagg
ggctacaaac
gattttgaac
gaacactatg
tattctgttg
ggcgeatgga
aacacttcag

gctggtctta

53

aaaccgcatg
tgoaggagtoc
tcaaccctga
cgaaagatgg
gtaaccoggt
tgecgategyg
tgctaattec

atctggacat

aacogtetgg

ttgegateag
cggacattag
aaggaggccg
gtgcaattaa
toggoagoog
cctggacgga
tgaatatcaa
atcaggaaag
agggatteoag
aacgttttaa
teggtggeac
acccgggaaa
cagtcaatgo
ategggttac
actacagcaa

agtacacatt

tgttecegggt
cattocaggog
tttttacgaa
tecocgagtgeo
toegtgeoogat
tggtttgaaa
gttegaaaat
teoatoceotgtg

tatgeaggtt

ctettttget
tottggaact
aaaagtcagt
ttgggatttg
aggtggcoaat
tgaaagtaga
aggctggete
cogttatage
agatgatatec
aatgcocctac
atttaaatac
aagaatcact
aggttattac
gaataaaaaa
aaatggagca

ttaa
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<210> 17
<211> 624
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1..624

ES 2 699 652 T3

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 17
atgtcaacga

ttgagtagag
atagcttgtg
gatgcttcota
atcgttttta
ttattgatca
ctgaaaaaag
accgaatcga
caaatgaata
aaaacgcata

ggtatttttg

<210> 18
<211> 3567
<212> ADN

ttattatgga
gggttaaaaa
attcacageg
acagtcagog
tggcaattgco
gttctaaate
agacaacgat
gtatgttgeg
tcaaagocaa
ataaacaggt

tcaacatgcg

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222> 1..3567

tttatgtagt
aagagaaatc
cccttecagtyg
tatcaagete
caatgttecat
gattaaaccyg
aacctegttt
aatgtggatg
gaccgtttoa
tatctacecat

ctaa

tacaccecgac
aacgacattg
gtgtttatta
atcattaatec
tttgatgaat
gaatctcteg
ttaaatatge
gecaggtcagy
toegeoataaag

gtogtocgac

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 18
atgttatggg

aataaatcca
gocggcggaaa
ggcgaagcca
cacgatctec
tttcacaaat
gatgcoccaga

actaaagatt

ccttaaatat
attttgaatt
ataactacce
cagcgaaaca
tgegtgaact
tacgocgeat
tgtgcctgog

atgacttcce

ttggacagge
coctgaaggge
ggatgatcee
tocttggtetg
cggcaaaate
tggtaaccag
actcgggttc

ggtgccggtyg

ccgoacagea
gtcaacgact
aacacgacge
ttactcaaca
goctttgttg
geggtgeacy
cgocctggotg

tttgtgttge

54

taggtttaac
aaaccgttga
atgaggactg
aacatcccaa
atctattggt
acgatatcct
cgacgttate
gaaccatteca
gtaatattaa

tgacggataa

atggattaat
tcacttatge
tgattaaaat
tcceoccocecttg
atgacaacat
aatatcataa

tctggtacta

cggaacgtgg

cgggtateotg
tgaccttgeoo
tttcatccac
tacgttattt
cagaaaaaat
tggogatatt
attgagcocga
aatctectgac
acgtaagate

tgtgactaat

aacaatgatg
catogeetgt
gogtatgttt
tgagaatcaa
cctetetgta
cgatctcaac
cogtotggte

tgaaaacctc
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180

240
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tatcaccagg
cagactcagg
gooattotgg
ctggaagoac
aaggcttace
gaagagagtc
aaaacoctge
gaatggooga
gteggectea
aggctoaatg
ttgocttgagoe
tggoaggaca
cgogaataco
acocogoaata
ctoggoageg
ctgggoctgoe
gggcaacaag
goccatgatgt
cgocgttecte
accttoaaca
aaaattcacg
atgooggtgg
gataaagagc
taccgtogoa
ctacatactg
atocgacggtt
gagggggttt
atcaatgaca
gtgatcccgg
ggatcgeaaa
gagctgogtyg
atcacocggtyg

aaagagoggc

aagtgctgac
cagaagtoga
aaggoaaaca
agotogooga
acaaagaaat
gcttoctgat
goettotooaa
coggaaaaga
aacccoatoge
agtegtateg
actactcaco
coagoggoaa
gogoaacaat
tgtcgaaago
aaccgcoaaaa
gttattatca
agatectget
tecocgectgat
ttggogaaca
gocattttega
ttgooacagt
cocogttacga
agacogaagg
ttotogatca
tgoagatttt
ttotgatoga
atctoctocaa
ecotggaaga
cgtttaaccy
aaacgeotggt
cogogttoaa
atgcogataa

tgoccaatat

ES 2 699 652 T3

goctaaaacaa
agogoaacag
goaggaaaco
gaagaacgog
tacegatecag
tgatgocgoaa
aggogcacgt
tgaaacgggt
gotggtagag
ctacagtaaa
ggatgaagtg
acaacggttt
gaagacoaaa
cttaccogag
acagaatcag
ggaagatgoo
ggcgatggcyg
ccagteooccag
goocgotgggo
cattaaaggg
acagtcogotg
ctgtatogteo
cgaactgoag
cttogatgog
cggogagoog
coaggatcog
aggocgagcag
cgatcaggat
cgoogtatgt
cttetgegte
gaaaaagtat
agacgocgogeo

cgtggtaace

cagcttgaac
cagaagotgg
gaagocgoaaa
gaactggcaa
gocatcaage
ctgogtaaag
Coggaaceay
aatcagggct
gogaaacgta
tgtttogata
catgaagceag
aaaatccocoot
agoggoatot
tggcacogoc
tggtttgeeg
gtocgogogy
accggtacog
cgttttaaac
gogtttgaag
ctgacggata
gtgaaacgaoa
gttgacgaag
ttocegoagoo
gtaaaaatog
gtttacogtt
cctattecaga
gtagagogea
tttgaagteg
aacgaactca
accaatgece
cogoaactgg
aaagtgcaga

gtegacctge

55

agcaggtgog
ttgoocotgaa
cooaggotog
aacagacoga
gcacactcaa
caggctggca
goegtcaataa
ttgeggatta
acaatatoga
atggecttect
tgocagagta
totgetacte
ggtatogoga
oggaagagct
ataaccctgg
ttgaaaaggc
gtaaaacoog
gcatteotett
atacgeogtat
aatteocccgga
cocatgoaate
cgoatogogyg
agctggatta
ctotcacogo
atacctacog
tcatcacoog
tcagooogeoa
ccgactttaa
ccaattatet
atgecegatat
agcacgacgo
ccatgatcac

tgacgacegyg

agaaaaagcg
cggotatate
cottgoggoa
acaggaacgt
ccttagogaa
ggccgacage
agocattgeo
tgtgetgttt
cgttoeogee
gogggaaaca
tgaaaccagc
gaccaacggy
cgtgogtgat
goctggaaatg
catgagogag
aatcgtcaag
tacggeaate
cottgtogac
taacggcgac
agacagoaca
agatgaaccg
ctatattete
cgtoctetgee
caccocggog
tacogoggtt
caacgeogcag
gggagaagtg
coegtggoctyg
tgacccgaca
gogtggtggaa
gatcatcaag
cogottocaat

cgtegatatt
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cogtegatet
atgaaaggecc
gactgtgtcg
cgococgaagg
atcaccgaag
ctoccagegta
caggtgegte
goctogogeo
ggctttateg
atcttecteg
acgocgoagg
ceggeattge
ctacaggagt
gagacgogoa
ggcgatgoege
gaaaacgact
gagaaagtgg
aaggcgatge

gattatatct

<210> 19
<211> 915
<212> ADN

gtaatategt
gogocacgog
atatctacag
tggaactgeca
cggatggeeg
tcatecggtet
gtetggatga
tgogggaaaa
ceogtotgga
atatcgacga
attteoctoga
aggcagttat
ggtttgaceg
atgaagatat
tgaaaccgtt
ggagcagoga
tgctogacga
tgcaaagaac

gggacgagct

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1.915

ES 2 699 652 T3

gttectgegt
cttatgocog
cacgcoctggag
aacgctggte
cagttttgeoc
ggocacgttt
gctatgeoeag
agggoogoac
aaagctgaaa
tgaagtggtg
agoctttgac
taatcgeoceg
ccagcacttt
agoogocogg
tgaggaacgt
gcaattaage
cgatgbtectte

ctttgacgat

ggcctga

aaagtacgca
gaggtgaata
agcocgtogaca
aatgaaatta
gageoacagoo
aaccgtgacc
gacgcoggegy
tggagogoog
acggacatca
agtgtaaaat
tegetggtge
cgegatctea
gaggaatctt
ctgattggte
gtegatcacg
tggctogate
aaaacoggcoa

aatctcgata

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 19

56

gocogeattet
aaaccagctt
ccatgogteo
ccgattcaga
atgaacaact
gocagcgaaac
gogtgaactt
aagtctttaa
acaacctgaa
cgctgtacgg
aacgttoceoe
coccgtaaagg
cocctgogeoaa
atatteoegeoeg
cgetgacgeg
gtttagegea
actteocaceg

coctgetggy

gtacgaacag
taagattttt
ggtggtggtyg
aacctataaa
ggtggogaag
gatagataaa
taacggette
caaactgoct
tgatgogeeg
tgattacgac
gaacgogoaa
gotggtogag
agcatggaaa
cgotgoggtg
cattaaggge
ggogctgaaa
tegeggeggy

caaattcage

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2BBO

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3567
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atgacggtte
coggaaggty
gacagccage
tgggcgeatyg
tgcetgacte
gagacgaacc

gtcgatttag

gacgatcggt
gaaaacttat
cgoctggggt
ggcatcgatg
aaacgttggc
gggcaaaaag
gactttgcecc
atgatcgaaa

gactattttg

<210> 20
<211> 708
<212> ADN

ctacctatga
cagocogogeg
gagcgaaagt
accgtttaaa
ctgogggttt
atctggectt

atccgaaagco

tagatcagge
tgocaggttte
atggegycca

gtgtgatatc

agaatactgt
cgaaacgtggy
aatccgtcga
acgaagtagg

agtga

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1..708

ES 2 699 652 T3

caaatttatt
tgatgtteat
cattaccagc
acgtgoccggg
tgactagggtt
cgcttttgtg

cgactctoec

gctaaaagag
tocttogoge
cogtgatgat
gottgataaa
aggcaggoca
ggtgtttatt
gggtatggtg

ggtttcttca

gaacctgtte
gaggctgeeg
ggacaacttg
ttgtegeaaa
gogteteate
aatgtcaaac

gatcatgaag

cttegtgatg
tttgaagtca
ttgeoagegtg
cttggooctgg
gaattacagg
accacttetyg
ttggttgatg

cgtttgttga

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 20

57

tgegttatet
cggatgeoatt
tttataaaaa
gtttgtegeg
cocagocaat
ttaagtcacg

aacttgcaaa

cggtggetga
ttgttotgga
ttggeggtac
agaaagttta
cattttacgg
gatttactte
gggaacgcct

aggtgccgaa

ggcaacaaaa
aggactggat
tocgtgoagge
tggcaaatgg
gacggagcag
googgatgoo

gagcagooog

tgaggtteotg
tgttttgeat
tggagatggt
tgttcaggca
cgecactgget
tocaggogegt
ggtgcactta

actggatatg

&0
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atgtacegtt
ttggeoocgaag
gacgcgoeccy
gttgatctgeo
gagtgggaac
ggtggacgta
aacctgeage
tggaatggcg
gectgocogaac
gaccaataca
atgtatccgg

aatcataacc

<210> 21
<211> 1062
<212> ADN

atttgtetat
gtatcaatag
gtacgtttta
aatcgtgogg
atgtegttec
aaaactgcoge
cgtecagtegg
gtgaaggocca
caccagcgog
acctgacact
ttaccgactyg

cgtatgtgca

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1..1062

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli

<400> 21

ES 2 699 652 T3

tgetgeggtyg
tttttoteoag
ttgoggatgt
ctatcaggtg
cgoctggeoag
taaagatceg
tgaggtgaat
gtacggtcaa
tgoacgeggt
ctetogecag
ggagtgcgag

acgogcttge

gtactgageg
gogaaageoog
aaaattaact
cgcaaaaatg
tteggtcace
gtctategea
ggcgatogeg
tgogocatga
gecattgoge
caaacgcagce
cgcgatgaac

caggcgogaa

58

cagcatttte
cggoggtaaa
ggcagggcaa
aaaaccgogc
agcgocagtyg
agatggaaag
gcaactttat
aggtogattt
gcacctactt
tgttcaacge
gcatcgeogaa

agagctaa

cggoccggeg
agtccacget
aaaaggegtt
cagcocgogta
ctggocaggac
cgatatgecat
gtacagcecag
Ccaaagaaaaa
ctatatgeoge
atggaacaag

ggtgcagggc

&0
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180
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300
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15

atggctatog
caatttggta
atctectaceg
cgtatecgteg
atcgocgoag
gacccaatct
gacacocggog
gttategteg
ggcgactete
ggtaacctga
ggtgtgatgt
tetgttegte
agogaaacoc
ttoccagateoe
Aaagagaagc
cagggtaaag
gagaagaaaqg

gatgatagcg

<210> 22
<211> 306
<212> ADN

acgaaaacaa
aaggctocat
gttegettte
aaatctacgg
cgecagegtga
acgcacgtaa
agcaggcact
ttgactcogt
acatgggeoct
agcagteccaa
tcggtaacecc
tcgacatceg
gegtgaaaght
tctacggoga
tgatcgagaa
cgaatgeogac
tacgtgagtt

aaggcgtage

<213> Escherichia coli

<220>
<221> fuente
<222>1..306

ES 2 699 652 T3

acagaaagcg
catgogootyg
actggatatec
accggaatct

aggtaaaacec

actgggogte
ggaaatoctgt
ggeggeactg
tgeggeacgt
cacgctgetg
ggaaaccact
tegtategge
ggtgaagaac
aggtatcaac
agcaggogeog
tgoctggotg
gctgoctgage

agaaactaac

ttggoggeag
ggtgaagace
gogottgggg
tccggtaaaa
tgtgogttta
gatatcgaca
gacgcoctgg
acgcogaaag
atgatgagec
atcttecatea
accggtggta

gcggtgaaagy

aaaatecgeotg
ttotacggeg
tggtacaget
aaagataacc
aacccgaact

gaagattttt

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 22
atgcagttta

cagagtgata
ctgetgteag
tggcgcatga
gotgatetea
atataa
<210> 23

<211> 219
<212> ADN

aggtttacac
ttattgacac
ataaagtcte
tgaccaccga

gocacogoga

<213> Escherichia coli

ctataaaaga
goccgggaga
coghtgaactt
tatggoccagt

aaatgacato

gagagcogtt
cggatggtga
taccoggtgg
gtgoccggtct

daaaacgoca

59

cactgggececa
gttocatgga
caggtggtct
ccacgctgac
tocgatgeotga
acctgotgtg
cgegttotgg
cggaaatocga
aggogatgog
accagateceg
acgcgctgaa
agggcgaaaa
cgoocgtttaa
aactggttga
acaaaggtga
cggaaaccgo
caacgcococgga

aa

gattgagaaa
tgtggaaace
gcegatggge
gctgoaggtg
acacgogoetg
ctooccagoeg
cgocagtagac
aggcgaaate
taagotggog
tatgaaaatt
attctacgec
cgtggtgggt
acaggctgaa
coctgggogta
gaagateggt
gaaagagatc

tttctctgta

atcgtetgtt tgtggatgta
tecccctgge cagtgoaagt
tgoatatogg ggatgaaago
cogttatogg ggaagaagtg

ttaacctgat gttotgggga
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<220>

<221> fuente

<222>1..219

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Escherichia coli"

<400> 23
atgaagcage gtattacagt gacagttgac agecgacaget atcagttget caaggeatat

gatgtcaata tctecoggtet ggtaageoaca accatgeaga atgaageccog togtcotgegt
gecgaacget ggaaagegga aaatcaggaa gggatggotg aggtogecog gtttattgaa

atgaacggct cttttgctga cgagaacagg gactggtga

<210> 24

<211> 59

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..59

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebadores XisgalKstart”/organismo="secuencias artificiales"

<400> 24
gggggtaaat cccggegcetce atgacttcge cttcttccca gaattectgt tgacaatta 59

<210> 25

<211> 60

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..60

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="parada XisgalK"/organismo="secuencias artificiales"

<400> 25
gttctgatta ttggaaatct tctttgccct ccagtgtgag cagcactgtc ctgctecttg 60

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis1”/organismo="secuencias artificiales"

<400> 26
gtcttcaagt ggagcatcag 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis4”/organismo="secuencias artificiales"

60
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<400> 27
accaggacta tccgtatgac 20

<210> 28

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis2"/organismo="secuencias artificiales"
<400> 28

ccaaacggaa cagatgaaga aggcgaagtc atgag 35

<210> 29

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis3"/organismo="secuencias artificiales"
<400> 29

gacttcgcct tettcatetg tteegtttgg cttce 35

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis6”/organismo="secuencias artificiales"
<400> 30

gtaatggaaa gctggtagtc g 21

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis5”"/organismo="secuencias artificiales"
<400> 31

cagccgtaag tcttgatctc 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis7”/organismo="secuencias artificiales"

61
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<400> 32

cagcaggcat gatccaagag 20

<210> 33
<211> 35
<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222>1..35

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis2b”/organismo="secuencias artificiales"

<400> 33

ES 2 699 652 T3

tttgccctce agtgtgaaga aggcgaagtc atgag 35

<210> 34
<211> 39
<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222>1..39

<223> /mol_tipo="ADN" /nota="cebador Xis8"/organismo="secuencias artificiales"

<400> 34

ctcatgactt cgccticttc acactggagg gcaaagaag 39

<210> 35
<211> 624
<212> ADN

<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>
<221> fuente
<222>1..624

<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 35
atgagacteog

ccacgggcca
gocgcaatcac
aacgacaaac
tacegtggty
acattocgctt
tgcecatggta
gagaaagagt
tatcgegetg
aagcocgoetgt
attttgaatg

<210> 36
<211> 144

aaagogtage
cggettetga
aagcoggatt
aaaaggctat
tggcaaaget
atgocggatta
caggocgtgo
goeggaagatg
tgacgatget
atgacgctct

cggtcacacg

taaatttoat
ctetettbee
cggtatggct
caactatctg
tgaaggaaat
ttgoceogtagt
ggttgatatt
caaaggogto
aatcccaaac

ggtggtgcaa

ttag

togocaaaaa
gotactgatg
gcattctgeg
atgcaatttg
actaaggcaa
goocgogacgo
goccaasaacag
ggctattcoaa
cttacccaac

tgoccacaaag

62

goecegatgat
tgatggetge
gtaagcacga
cacacaaggt
aggtactgea
CHggggcasy
agctgtgggg
ggatgocago
ccacctggte

aagagtcaat

gagcgactea
tatggggatg
actcagoccag
atcggggaaa
agtgetogea
atgcagagat
gagagttgtc
aagogoageoa
acgcactgtt

cgcagacaac
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<212> ADN
<213> Fago lambda de enterobacteria

<220>
<221> fuente

<222>1.144
<223> /mol_tipo="ADN"/organismo="Fago lambda de enterobacteria"

<400> 36
atggatcaaa cacttatggc tatccagact aaattcacta tegecacttt tattggegat 60

gaaaagatgt ttcgtgaagc cgtcgacgct tataaaaaat ggatattaat actgaaactg 120

agatcaageca aaagcattca ctaa 144
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REIVINDICACIONES
1. Una célula anfitriona bacteriana que comprende un fago genéticamente modificado en la que

- se inserta un sistema de expresion, dicho sistema de expresién comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina, dicha proteina que induce adicionalmente la expresion de una biomolécula de interés, y
- se suprimen los genes int, S, R, Rz, Xis, y

en la que dicho fago genéticamente modificado se integra en el genoma de dicha célula anfitriona bacteriana, y
en la que el fago es el fago lambda, el fago 434, el fago phi80, el fago phi81, el fago HK97, o el fago P21.

2. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que se inactiva adicionalmente el gen Q.

3. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que el promotor comprendido en el
sistema de expresion es inducible.

4. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el sistema
de expresion es el sistema de expresion T7.

5. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho fago
es uno de los fagos P11 o0 P13, en la que

- P11 comprende la secuencia NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R,
Rz, Xisy Int, y

- P13 comprende la secuencia NC_001416 en la que se suprimen las secuencias de codificacion de los genes S, R,
Rz, Q, Xis y Int.

6. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la célula
anfitriona bacteriana es una enterobacteria, preferiblemente E. coli, mas preferiblemente BL21.

7. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, comprende
adicionalmente la inactivacion de por lo menos uno de los genes tonA, galK, araB, araA, lon, ompT, rcsA, hsdR, mrr,
endA y recA.

8. La célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende la
insercion del gen ccdB.

9. Un kit que comprende la célula anfitriona bacteriana de acuerdo con la reivindicacion 8 y un plasmido que
comprende el gen ccdA.

10. Un proceso para preparar la célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, que comprende infectar una célula anfitriona bacteriana con un fago genéticamente modificado en el que

- se inserta un sistema de expresion, dicho sistema de expresién comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina, dicha proteina que induce adicionalmente la expresion de una biomolécula de interés,

- se suprimen los genes int, S, R, Rz, Xis, y

- el fago es el fago lambda, el fago 434, el fago phi80, el fago phi81, el fago HK97, o el fago P21,y

utilizar un fago ayudante para complementacion.

11. Un proceso para producir una biomolécula de interés, que comprende
- cultivar una célula anfitriona bacteriana de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que

dicha célula anfitriona comprende la secuencia de acidos nucleicos de la biomolécula de interés,
- expresar dicha biomolécula de interés.
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