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DESCRIPCION
Microorganismos y métodos para producir oligosacaridos sialilados y que contienen N-acetilglucosamina
Campo de la invencion

La invencion proporciona composiciones y métodos para producir oligosacaridos purificados; en particular, ciertos
oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina y/o sialilados que se encuentran tipicamente en la leche humana.

Antecedentes de la invencion

La leche humana contiene un conjunto diverso y abundante de oligosacaridos neutros y acidos (oligosacaridos de la
leche humana, hMOS). Muchas de estas moléculas no son utilizadas directamente por los bebés en su nutricién,
pero, sin embargo, tienen un papel fundamental en el establecimiento de un microbioma intestinal sano, en la
prevencion de enfermedades y en la funcién inmunolégica. Antes de la invencion, la capacidad de producir hMOS de
forma econémica a gran escala era problematica. Por ejemplo, la produccion de hMOS a través de la sintesis
quimica se ha visto limitada por problemas estéreo-especificos, disponibilidad de precursores, impurezas del
producto y alto costo general. Como tal, existe una necesidad apremiante de nuevas estrategias para fabricar
grandes cantidades de hMOS a bajo costo para una variedad de aplicaciones comerciales.

Sumario de la invenciéon

La invencion presenta métodos eficientes y econdémicos para producir oligosacaridos que contienen N-
acetilglucosamina y/o sialilados.

La invencion proporciona un método para producir un oligosacarido que contiene N-acetilglucosamina en una
bacteria que comprende los siguientes pasos: proporcionar una bacteria que comprenda una UDP-GIcNA:Gala/B-R
B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa exégena, una permeasa de lactosa funcional, y una mayor capacidad de
produccion de UDP-GIcNAc que comprende la sobreexpresion de nagC, de modo que la bacteria produzca al menos
un 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria nativa; y cultivo de la bacteria en presencia de lactosa. El
oligosacarido que contiene N-acetilglucosamina se recupera entonces de la bacteria o de un sobrenadante de cultivo
de la bacteria.

La invencion proporciona ademas un meétodo para producir un oligosacarido sialilado en una bacteria que
comprende los siguientes pasos: proporcionar una bacteria que comprenda un gen de sialil-transferasa exdgeno,
una via catabolica deficiente en acido sialico, una capacidad sintética de acido sialico y un gen funcional de
permeasa lactosa, y una mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc que comprende la sobreexpresion de
nagC, de modo que la bacteria produzca al menos un 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria nativa; y el cultivo
de la bacteria en presencia de lactosa. El oligosacarido sialilado se recupera de la bacteria o de un sobrenadante de
cultivo de la bacteria. Especificamente, una capacidad sintética de acido sialico comprende la expresion de CMP-
Neu5Ac sintetasa exdgena, una sintasa de acido sialico exdgena y una UDP-GIcNAc-2-epimerasa exdgena, o una
variante funcional o su fragmento.

En ambos métodos para producir oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina y/o sialilados, la bacteria
comprende ademas la capacidad de aumentar la produccién de UDP-GIcNAc. Por "mayor capacidad de produccion”
se entiende que la bacteria huésped produce mas del 10%, 20%, 50%, 100%, 2 veces, 5 veces, 10 veces o mas de
un producto que la bacteria nativa, endoégena. Por lo tanto, la bacteria sobreexpresa el regulador endégeno positivo
de la sintesis de UDP-GIcNAc nagC. Por ejemplo, la bacteria sobreexpresa el gen nagC de Escherichia coli.
Ademas, la bacteria sobreexpresa el gen glmS de Escherichia coli (L-glutamina:D-fructosa-6-fosfato
aminotransferasa), o sobreexpresa el gen glmY de Escherichia coli (un regulador positivo de la traduccion de gimS),
o alternativamente sobreexpresa el gen gimZ de Escherichia coli (otro regulador de traduccion positivo de gimS,
gimY y gimZ se describen en Reichenbach et al, Nucleic Acids Res 36, 2570-80 (2008)). Alternativamente, la
bacteria sobreexpresa cualquier combinacién de tales enfoques ademas de nagC. Por ejemplo, la bacteria
sobreexpresa nagC y gimS. Alternativamente, la bacteria sobreexpresa nagC y glmY. Alternativamente, la bacteria
sobreexpresa nagC y glmZ. Los métodos también incluyen la sobreexpresion de cualquier variante o fragmento
funcional de nagC, gimS, gimY y gimZ y cualquier combinacion de los mismos. Por "sobreexpresion" se entiende
que la transcripcion del gen o el producto genético codificado es 10%, 20%, 50%, 2 veces, 5 veces, 10 veces o0 mas
que el nivel expresado o producido por el nativo correspondiente, o el gen enddgeno natural.

La descripcion detalla la manipulacion de genes y rutas dentro de bacterias tales como la enterobacteria Escherichia
coli K12 (E. coli) que conduce a un alto nivel de sintesis de hMOS. Otras cepas de E. coli adecuadas para su uso en
la presente invencion incluyen E. coli MG1655, E. coli W3110, E. coli DHSaE, E. coli B, E. coli C y E. coli W. Varias
especies bacterianas son adecuadas para su uso en los métodos de biosintesis de oligosacaridos, por ejemplo,
Erwinia herbicola (Pantoea agglomerans), Citrobacter freundii, Pantoea citrea, Pectobacterium carotovorum o
Xanthomonas campestris. Las bacterias del género Bacillus son adecuadas para su uso, incluyendo Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus thermophilus, Bacillus laterosporus, Bacillus megaterium, Bacillus
mycoides, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus cereus y Bacillus circulans. De manera similar, las bacterias de
los géneros, Lactobacillus y Lactococcus se modifican utilizando los métodos descritos, incluidos, entre otros,
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Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus jensenii y Lactococcus lactis. Streptococcus thermophiles y
Proprionibacterium freudenreichii también son especies bacterianas adecuadas para la invencién. También se
incluyen cepas, modificadas como se describe, de los géneros Enterococcus (p. €j., Enterococcus faecium y
Enterococcus thermophiles), Bacteroides (p. €j., Bacteroides caccae, Bacteroides cellulosilyticus, Bacteroides dorei,
Bacteroides eggerthii, Bacteroides finegoldii, Bacteroides fragilis, Bacteroides nordii, Bacteroides ovatus, Bacteroides
salyersiae, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides uniformis, Bacteroides vulgatus y Bacteroides xylanisolvens),
Bifidobacterias (p. €j., Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, y Bifidobacterium bifidum), Parabacteroides
(p. €j., Parabacteroides distasonis, Parabacteroides goldsteinii, Parabacteroides johnsonii y Parabacteroides
merdae), Prevotella (p. ej., Prevotella copri), Sporolactobacillus spp., Micromomospora spp., Micrococcus spp.,
Rhodococcus spp., y Pseudomonas (p. €j., Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa). Las bacterias
que comprenden las caracteristicas descritas en el presente documento se cultivan en presencia de lactosa, y se
recupera un oligosacarido sialilado o que contiene N-acetilglucosamina, ya sea de la propia bacteria o de un
sobrenadante de cultivo de la bacteria. El oligosacarido sialilado o que contiene N-acetilglucosamina se purifica para
su uso en productos terapéuticos o nutricionales, o las bacterias se usan directamente en dichos productos.

La bacteria de la presente invencién comprende una capacidad de produccién de UDP-GIcNAc que comprende la
sobrexpresion de nagC, tal que la bacteria produce al menos un 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria natural.
Ademas, la bacteria comprende un gen de -galactosidasa enddgeno eliminado o inactivado (es decir, no funcional).
Por ejemplo, el gen de la $-galactosidasa comprende un gen lacZ de E. coli (por ejemplo, el Niumero de Acceso de
GenBank V00296.1 (GI: 41901)). El gen lacZ endégeno de la E. coli se elimina o se inactiva funcionalmente, pero de
tal manera que la expresion del gen de la lactosa permeasa (lacY) cadena abajo permanece intacta, es decir, un gen
funcional de la lactosa permeasa también esta presente en la bacteria. Por eliminado se entiende que una parte o la
secuencia de codificacion completa esta ausente, de manera que no se produce ningun producto genético. Un gen
"inactivado" no produce un producto genético que funcione como el gen nativo, natural o endégeno. Por ejemplo, la
actividad funcional de un producto génico de 3-galactosidasa inactivado se reduce al 10%, 20%, 50% o 100%, 1 vez,
2 veces, 5 veces o 10 veces menos que la actividad funcional del producto génico endégeno, nativo o de origen
natural.

El gen de la lactosa permeasa es un gen endégeno de la lactosa permeasa o un gen exogeno de la lactosa
permeasa. Por ejemplo, el gen de la lactosa permeasa comprende un gen lacY de E. coli (por ejemplo, Numero de
Acceso de GenBank V00295.1 (Gl:41897)). Muchas bacterias poseen la capacidad inherente de transportar la
lactosa desde el medio de crecimiento a la célula, utilizando una proteina de transporte que es un homoélogo de la
permeasa de la lactosa de E. coli (por ejemplo, como se encuentra en Bacillus licheniformis), o un transportador que
es un miembro de la ubicua familia de transporte de aztucar PTS (por ejemplo, como se encuentra en Lactobacillus
casei y Lactobacillus rhamnosus). Para bacterias que carecen de una capacidad inherente para transportar lactosa
extracelular al citoplasma celular, esta capacidad se confiere por un gen transportador de lactosa exdgeno (por
ejemplo, lacY de E. coli) proporcionado en construcciones de ADN recombinante, y se suministra en un vector de
expresion de plasmido o como genes exdgenos integrados en el cromosoma huésped.

Para la produccion de oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina, la bacteria comprende, ademas de la
capacidad de produccion de UDP-GIcNAC, un gen de UDP-GIcNAc exodgeno:Gala/f-R  (-3-N-
acetilglucosaminiltransferasa o una variante funcional o su fragmento. Este gen UDP-GIcNAc:Gala/$-R B 3-N-
acetilglucosaminiltransferasa exdgeno se obtiene de una cualquiera de diversas fuentes, por ejemplo, el gen LgtA
descrito de N. meningitides (SEQ ID NO: 16 Acceso de la proteina del Genbank AAF42258.1) o N. gonorrhoeae
(Acceso de la proteina del Genbank ACF31229.1). Ademas, se compara un gen de lactosa permeasa funcional.
Opcionalmente, un gen de glicosiltransferasa exdgeno adicional se coexpresa en la bacteria que comprende una
UDP-GIcNAc:Gala/B-R B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa exdgena. Por ejemplo, un gen de la [-14-
galactosiltransferasa se coexpresa con el gen UDP-GIcNAc:Gala/B-R B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa. Este gen
de la B-1,4-galactosiltransferasa exégeno se obtiene de una cualquiera de diversas fuentes, por ejemplo, la descrita
de N. meningitidis, el gen LgtB (Acceso de la proteina del Genbank AAF42257.1), o de H. pylori, el gen Lex2B (SEQ
ID NO: 17 Acceso de la proteina del Genbank NP_207619.1). Opcionalmente, el gen de glicosiltransferasa exégeno
adicional coexpresado en la bacteria que comprende un gen de UDP-GIcNAc:Gala/f-R B 3-N-
acetilglucosaminiltransferasa exégena es un gen de [-1,3-galactosiltransferasa, por ejemplo, que se describe en
055:H7 de E. coli, el gen WbgO (SEQ ID NO: 18 Acceso de la proteina del Genbank YP_003500090.1), o de H.
pylori, el gen jhp0563 (Acceso de la proteina del Genbank AEZ55696.1). Las variantes y fragmentos funcionales de
cualquiera de las enzimas descritas anteriormente también estan incluidas en la presente invencion.

En una realizacion, los oligosacaridos que contienen N-acteilglucosamina producidos por los métodos descritos en
este documento incluyen Lacto-N-triosa 2 (LNT2), Lacto-N-tetraosa (LNT), Lacto-N-neotetraosa (LNnT), Lacto-N-
fucopentaosa | (LNF 1), Lacto-N-fucopentaosa Il (LNF Il), Lacto-N-fucopentaosa Il (LNF Ill), Lacto-N-fucopentaosa V
(LNF V), Lacto-N-difucohexaosa | (LDFH 1), Lacto-N-difucohexaosa Il (LDFH Il), y Lacto-N-neodifucohexaosa Il
(LFNnDFH 1l).

Para la produccion de sialil-oligosacaridos, la bacteria comprende un gen exdgeno de sialil-transferasa. Por ejemplo,
el gen de sialil-transferasa exdgeno codifica a(2,3) sialil-transferasa o el gen de sialil-transferasa exdgeno codifica
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a(2,6) sialil-transferasa o el gen de sialil-transferasa exdgeno codifica a(2,8) sialiltransferasa. Los genes de sialil-
transferasa exdgenos se obtienen de una cualquiera de varias fuentes, por ejemplo, las descritas de N. meningitidis,
N. gonorrhoeae, y de varios organismos del género Photobacterium. Ejemplos de a(2,8) sialiliransferasas, utiles para
la produccion de acido polisialico, por ejemplo, se encuentran en Campylobacter jejuni (Cstll: ADN52706) y
Neisseria meningitides (o siaD: AAA20478).

Las bacterias utilizadas en el presente documento para producir hMOS estan modificadas por ingenieria genética
para comprender un aumento de la acumulacion de lactosa intracelular (en comparacion con el tipo natural) y para
comprender la actividad de UDP-GIcNAc:Gala/B-R B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa y/o sialil-transferasa.
Opcionalmente, también comprenden la actividad de -1,4-galactosiltransferasa o 3-1,3-galactosiltransferasa, y/o la
actividad de a-1,2-, a-1,3- y/o a-1,4-fucosiltransferasa. En algunos casos, la bacteria comprende ademas un gen
funcional de E. coli lacZ* de tipo natural insertado en un gen endégeno, por ejemplo, el gen lon en E. coli o el gen
thyA en E. coli. De esta manera, la bacteria comprende ademas una mutacién en un gen lon o una mutacién en el
gen thyA. En estos casos, el gen lacZ enddgeno de la E. coli se elimina o se desactiva funcionalmente, pero de tal
manera que la expresion del gen de la lactosa permeasa (lacY) cadena abajo permanece intacta. El organismo asi
manipulado mantiene la capacidad de transportar la lactosa desde el medio de crecimiento y de desarrollar una
acumulacion de lactosa intracelular para usar como un aceptor de azucar en la sintesis de oligosacaridos, al tiempo
que mantiene un bajo nivel de actividad de beta-galactosidasa intracelular util para una variedad de fines. Por
ejemplo, la invencion también incluye: a) métodos para el marcado fenotipico de un locus genético en una célula
huésped con B-galactosidasa negativa utilizando un inserto del gen de B-galactosidasa (p. €j., LacZ) disefiado para
producir un nivel bajo, pero facilimente detectable, de la actividad de la B-galactosidasa, b) métodos para detectar
facilmente la contaminacion por bacteriéfagos liticos en las series de fermentaciéon mediante la liberacion y deteccion
de B-galactosidasa citoplasmica en el medio de cultivo celular, y c) métodos para agotar un cultivo bacteriano de
lactosa residual al final de las series de produccion. a), b) y c) se logran utilizando un inserto génico de -
galactosidasa funcional (por ejemplo, lacZ) cuidadosamente disefiado para dirigir la expresion de un nivel bajo, pero
detectable, de la actividad de B-galactosidasa en una célula huésped de B-galactosidasa negativa. La bacteria
opcionalmente comprende ademas una mutaciéon en un gen lacA. Preferiblemente, la bacteria acumula un aumento
de la acumulacion de lactosa intracelular y produce un bajo nivel de beta-galactosidasa. Una acumulacion
intracelular aumentada es cuando la concentraciéon de lactosa en la bacteria huésped es al menos 10%, 20%, 50%,
2 veces, 5 veces o0 10 veces mas alta que la de la bacteria nativa o de origen natural.

En un aspecto, el oligosacarido de la leche humana producido por bacterias modificadas genéticamente comprende
una molécula de acido nucleico exdgena que codifica una UDP-GIcNAc:Galo/f-R B  3-N-
acetilglucosaminiltransferasa y un acido nucleico exdégeno que codifica [-1,4-galactosiltransferasa es lacto-N-
neotetraosa (LNnT). En otro aspecto, el oligosacarido de la leche humana producido por bacterias modificadas
genéticamente comprende una molécula de acido nucleico exdgena que codifica una UDP-GIcNAc:Gala/B-R 8 3-N-
acetilglucosaminiltransferasa y un acido nucleico exdgeno que codifica [-1,3-galactosiltransferasa es lacto-N-
tetraosa (LNT).

En este documento se describen composiciones que comprenden una célula bacteriana que produce el
oligosacarido de la leche humana LNnT (lacto-N-neotetraosa), en donde la célula bacteriana comprende una UDP-
GIcNAc exdgena:Gala/B-R B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa y un acido nucleico exégeno que codifica una 3-1,4-
galactosiltransferasa. La célula bacteriana puede ser E. coli. El gen UDP-GIcNAc:Gala/-R B 3-N-
acetilglucosaminiltransferasa exégeno se obtiene de una cualquiera de varias fuentes, por ejemplo, el gen LgtA
descrito de N. meningitides. El gen de la B-1,4-galactosiltransferasa exdgeno se obtiene de una cualquiera de varias
fuentes, por ejemplo, la descrita de N. meningitidis, el gen LgtB, o de H. pylori, el gen jhp0765.

La bacteria comprende una produccion incrementada de UDP-GIcNAc. El medio para lograr esto es mediante la
sobreexpresion de un regulador enddégeno positivo de la sintesis de UDP-GIcNAc; es decir, la sobreexpresion del
gen nagC de Escherichia coli. En un aspecto, esta sobreexpresion de nagC se logra proporcionando copias
adicionales del gen nagC en un vector plasmidico o integrando copias adicionales del gen nagC en el cromosoma de
la célula huésped. Alternativamente, la sobreexpresion se logra modulando la fuerza de la secuencia de unién al
ribosoma que dirige la traduccion nagC o modulando la fuerza de la transcripciéon nagC que dirige el promotor.
Ademas, la acumulacion intracelular de UDP-GIcNAc puede mejorarse por otros medios, por ejemplo, por la
sobreexpresion del gen glmS de Escherichia coli (L-glutamina:D-fructosa-6-fosfato aminotransferasa), o
alternativamente por la sobreexpresion del gen gimY de Escherichia coli (un regulador de traduccion positivo de
glmS), o alternativamente mediante la sobreexpresion del gen gimZ de Escherichia coli (otro regulador de traduccion
positivo de gimS), o alternativamente utilizando simultaneamente una combinacién de enfoques. En una realizacion
preferida, por ejemplo, los genes nagC (SEQ ID NO: 19 Acceso de la proteina del Genbank BAA35319.1) y gimS
(SEQ ID NO: 20 Acceso de la proteina del Genbank NP_418185.1) que codifican las secuencias proporcionadas en
el presente documento se sobreexpresan simultaneamente en la misma célula huésped para aumentar la
acumulacion intracelular de UDP-GIcNAc. Otros componentes del metabolismo de UDP-GIcNAc incluyen: (GIcNAc-
1-P) N-acetilglucosamina-1-fosfato; (GIcN-1-P) glucosamina-1-fosfato; (GlcN-6-P) glucosamina-6-fosfato; (GIcNAc-6-
P) N-acetilglucosamina-6-fosfato; y (Fruc-6-p) fructosa-6-fosfato. Las bacterias que comprenden las caracteristicas
descritas en el presente documento se cultivan en presencia de lactosa, y se recupera la lacto-N-neotetraosa, ya sea
de la propia bacteria (es decir, mediante lisis) o a partir de un sobrenadante de cultivo de la bacteria.
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También dentro de la invencion se encuentra una bacteria aislada de E. coli como se describe anteriormente y se
caracteriza porque comprende un gen de 3-galactosidasa endégeno eliminado o inactivado, un gen lacA inactivado o
eliminado, y un gen funcional de lactosa permeasa (lacY).

En el presente documento también se describen composiciones que comprenden una célula bacteriana que produce
el oligosacarido de la leche humana 6'-SL (6'-sialil-lactosa), en donde la célula bacteriana comprende un gen de
sialil-transferasa exégeno que codifica a(2,6) sialil-transferasa. La célula bacteriana puede ser E. coli. El gen de
sialil-transferasa exdgeno utilizado para la producciéon de 6'-SL se obtiene de una cualquiera de varias fuentes, por
ejemplo, las descritas de diversos organismos del género Photobacterium. En otro aspecto mas, el oligosacarido de
la leche humana producido por bacterias modificadas genéticamente que comprende una molécula de acido
nucleico exdgena que codifica una a(2,3) sialiltransferasa es el 3'-SL (3'-sialil-lactosa). El gen de la sialiltransferasa
exogeno utilizado para la produccion de 3'-SL se obtiene de una cualquiera de varias fuentes, por ejemplo, las
descritas a partir de N. meningitidis y N. gonorrhoeae.

Ademas, la bacteria contiene una via catabdlica deficiente en acido sialico. Por "via catabdlica del acido sialico" se
entiende una secuencia de reacciones, generalmente controlada y catalizada por enzimas, que resulta en la
degradacion del acido sidlico. Una via catabdlica del acido sialico ejemplar en Escherichia coli se describe en este
documento. En la ruta catabdlica del acido sialico descrita en el presente documento, el acido sialico (Neu5Ac; acido
N-acetilneuraminico) se degrada por las enzimas NanA (acido N-acetilneuraminico liasa) y NanK (N-
acetiimanosamina quinasa) y NanE (N-acetiimanosamina-6-fosfato epimerasa), todas codificadas en el operdén
nanATEK-yhcH, y reprimidas por NanR (http://ecocyc.org/ECOLI). Una via catabdlica deficiente de acido sialico se
disefia en Escherichia coli por medio de una mutacion en nanA enddgena (N-acetilneuraminato liasa) (por ejemplo,
Numero de Acceso de GenBank D00067.1 (Gl:216588)) y/o genes de nanK (N-acetiimanosamina quinasa) (por
ejemplo, Numero de acceso del GenBank (aminoacido) BAE77265.1 (G1:85676015), y/o nanE (N-acetilmanosamina-
6-fosfato epimerasa, Gl: 947745). Opcionalmente, el gen nanT (transportador de N-acetilneuraminato) también esta
inactivado o mutado. Otros intermedios del metabolismo del &acido sidlico incluyen: (ManNAc-6-P) N-
acetilimanosamina-6-fosfato; (GIcNAc-6-P) N-acetilglucosamina-6-fosfato; (GIcN-6-P) glucosamina-6-fosfato; y (Fruc-
6-p) fructosa-6-fosfato. En algunas realizaciones preferidas, nanA esta mutada. En otras realizaciones preferidas,
nanA y nanK estan mutados, mientras que nanE sigue siendo funcional. En otra realizacion preferida, nanA y nank
se mutan, mientras que nanK no se ha mutado, inactivado o eliminado. Una mutacién es uno o mas cambios en la
secuencia de acido nucleico que codifica el producto genético de nanA, nanK, nanE y/o nanT. Por ejemplo, la
mutacioén puede ser 1, 2, 5, 10, 25, 50 o 100 cambios en la secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, la nanA, nank,
nanE y/o nanT esta mutada por una mutaciéon nula. Las mutaciones nulas, como se describen en este documento,
abarcan sustituciones, adiciones, eliminaciones o inserciones de aminoacidos que causan una pérdida de la funcién
de la enzima (es decir, una actividad reducida o nula) o una pérdida de la enzima (es decir, ningun producto
genético). Por eliminado se entiende que la region de codificacion se elimina en su totalidad o en parte de manera
que no se produce ningun producto genético. Por inactivado se entiende que la secuencia de codificacion se ha
alterado de tal manera que el producto génico resultante es funcionalmente inactivo o codifica un producto génico
con menos del 100%, 80%, 50% o 20% de la actividad del producto genético enddgeno nativo o natural. Un gen o
proteina "no mutada" no difiere de una secuencia codificante nativa, natural o enddégena en 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100,
200 6 500 codones mas, o en la correspondiente secuencia de aminoacidos codificada.

Ademas, la bacteria (por ejemplo, E. coli) también comprende una capacidad sintética de acido sialico. Por ejemplo,
la bacteria comprende una capacidad sintética de acido sialico a través de la provisién de una 2-epimerasa UDP-
GIcNAc exdgena (por ejemplo, neuC de Campylobacter jejuni (SEQ ID NO: 13, GenBank AAK91727.1;
G1:15193223) o equivalente (por ejemplo, E. coli S88 neuC GenBank YP_002392936.1; GI:218560023), una Neu5Ac
sintasa (por ejemplo, neuB de C. jejuni (SEQ ID NO: 14 AAK91726.1GenBank GIl:15193222) o equivalente, (por
ejemplo, Flavobacterium limnosediminis sintasa del acido sialico, GenBank GI:559220424), y/o una CMP-Neu5Ac
sintetasa (por ejemplo, neuA de C. jejuni (SEQ ID NO: 15 GenBank AAK91728.1; GI:15193224) o equivalente , (p. €]
Vibrio brasiliensis CMP-acido sialico sintasa, GenBank GI1:493937153). También se describen variantes funcionales
y fragmentos.

La bacteria de la presente invenciéon, que comprende una capacidad sintética de acido sialico, tiene una produccion
mayor de UDP-GIcNAc por la sobrexpresion del regulador endégeno positivo de la sintesis de UDP-GIcNAc, nagC.
Un medio ejemplar para lograr esto es, p. €j., mediante la sobreexpresion simultanea de los genes nagC y gimS de
Escherichia coli. Esta sobreexpresién de nagC y gimS se logra proporcionando copias adicionales de los genes
nagC y glmS en un vector plasmidico, o integrando copias adicionales de los genes nagC y gimS en el cromosoma
de la célula huésped. Alternativamente, la sobreexpresion se logra mediante la modulacion de la fuerza de la
secuencia de union al ribosoma que dirige nagC (descrito por Sleight et al, Nucleic Acids Res. Mayo 2010; 38 (8):
2624-2636) y/o la traduccion de nagC y glmS, o mediante la modulaciéon de la fuerza del promotor/es que dirige la
transcripcion de nagC y glmsS (Sleight et al, Nucleic Acids Res. Mayo 2010; 38 (8): 2624-2636).

Las bacterias que comprenden las caracteristicas descritas en el presente documento se cultivan en presencia de
lactosa y, en el caso en que las células comprendan una a(2,6) sialiltransferasa (por ejemplo, Photobacterium spp
JT-ISH-224 (SEQ ID NO: 21 Acceso de la proteina del Genbank BAF92026.1), se recupera 6'-sialil-lactosa, ya sea
de la propia bacteria o de un sobrenadante de cultivo de la bacteria. En el caso en que las células comprendan una
a(2,3) sialiltransferasa, (por ejemplo, Neisseria meningitidis 1st (Acceso de la proteina del Genbank NP273962.1) 3'-
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sialilactosa se recupera de la propia bacteria (por ejemplo, por lisis de la bacteria) o a partir de un sobrenadante de
cultivo de la bacteria.

También, dentro de la invencién, se encuentra una bacteria aislado de E. coli que comprende (a) un gen de -
galactosidasa enddgeno eliminado o inactivado, un gen de sialil-transferasa exégeno, una via catabdlica deficiente
de acido sialico, una capacidad sintética de acido sialico, un gen de permeasa de lactosa funcional y una capacidad
de produccion de UDP-GIcNAc aumentada que comprende la sobreexpresion de nagC, de modo que la bacteria
produce al menos un 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria nativa, por ejemplo, dicha bacteria comprende
ademas un gen de B-galactosidasa recombinante que proporciona un nivel bajo, pero detectable, de actividad de B-
galactosidasa; o (b) un gen UDP-GIcNAc:Gala/B-R B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa exégeno, un gen funcional de
la lactosa permeasa y un aumento de la capacidad de producciéon de UDP-GIcNAc que comprende la
sobreexpresion de nagC, de modo que la bacteria produce al menos el 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria
nativa.

Se describe un oligosacarido purificado que contiene N-acetilglucosamina o sialilado producido por los métodos
descritos anteriormente. Un oligosacarido purificado, por ejemplo, 6'-SL, es uno que es al menos 90%, 95%, 98%,
99% o 100% (p/p) del oligosacarido deseado en peso. La pureza se evalua mediante cualquier método conocido, por
ejemplo, cromatografia de capa fina u otras técnicas electroforéticas o cromatograficas conocidas en la técnica. Se
describe un método para purificar un oligosacarido que contiene N-acetilglucosamina o sialilado producido por la
bacteria de ingenieria genética descrita anteriormente, método que consiste en separar el oligosacarido sialilado o
que contiene N-acetilglucosamina deseado (por ejemplo, 6'-SL) de contaminantes en un extracto o lisado de células
bacterianas, o un sobrenadante de cultivo de células bacterianas. Los contaminantes incluyen el ADN bacteriano, las
proteinas y los componentes de la pared celular, y los caramelos de azucar amarillo/marrén algunas veces formados
en reacciones quimicas espontaneas en el medio de cultivo.

Los oligosacaridos se purifican y se usan en una serie de productos para el consumo humano y animal, como los
animales de companiia (perros, gatos) y el ganado (bovino, equino, ovino, caprino o porcino, asi como las aves de
corral). Por ejemplo, una composicion farmacéutica que comprende 6'-sialil-lactosa purificada (6'-SL) y un excipiente
es adecuada para la administracion oral. Grandes cantidades de 6'-SL se producen en huéspedes bacterianos, por
ejemplo, una bacteria de E. coli que comprende una sialiliransferasa heterdloga, por ejemplo, una a(2,6)
sialiltransferasa heteréloga. Una bacteria de E. coli que comprende una acumulacion citoplasmica mejorada de cada
uno de los siguientes: lactosa y CMP-Neu5Ac, es Util en tales sistemas de produccion. En el caso de la lactosa, las
vias metabdlicas y los genes enddgenos de E. coli se manipulan de manera que se genere un aumento de las
concentraciones citoplasmicas de lactosa, en comparacién con los niveles encontrados en E. coli de tipo natural. Por
ejemplo, las bacterias contienen al menos un 10%, 20%, 50%, 2 %, 5 x, 10 x o mas de los niveles en una bacteria de
tipo natural correspondiente que carece de las modificaciones genéticas descritas anteriormente. En el caso de
CMP-Neu5Ac, los genes de catabolismo Neu5Ac enddgenos estan inactivados y los genes de biosintesis de CMP-
Neu5Ac exdgenos introducidos en E. coli dan como resultado la generacion de una acumulacion citoplasmica de
CMP-Neu5Ac que no se encuentra en la bacteria de tipo natural.

Un método para producir una composicion farmacéutica que comprende una hMOS purificada se lleva a cabo
cultivando la bacteria descrita anteriormente, purificando la hMOS producida por la bacteria y combinando la hMOS
con un excipiente o vehiculo para producir un suplemento dietético para administracion oral. Estas composiciones
son Utiles en métodos para prevenir o tratar enfermedades entéricas y/o respiratorias en bebés y adultos. Por
consiguiente, las composiciones se administran a un sujeto que padece o esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad de este tipo usando métodos conocidos de terapia clinica.

La invencién prevé aumentar, en E. coli, la concentraciéon intracelular del nucleétido azucar uridina difosfato N-
acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). Esto se logra mediante la sobreexpresion del regulador positivo enddgeno
bifuncional de la sintesis de UDP-GIcNac y del represor del catabolismo de glucosamina y N-acetilglucosamina,
nagC, opcionalmente de forma simultanea con el gen que codifica L-glutamina:D-fructosa-6-fosfato
aminotransferasa, gimS.

La invencién también proporciona un aumento de la concentracion intracelular de lactosa en E. coli, para células
cultivadas en presencia de lactosa, mediante el uso de manipulaciones de genes endégenos de E. coli implicados en
la importacion, exportacion y catabolismo de la lactosa. En particular, en el presente documento se describen
métodos para aumentar los niveles de lactosa intracelular en E. coli genéticamente disefiados para producir un
oligosacarido de la leche humana mediante la incorporacién de una mutaciéon lacA en la E. coli modificada
genéticamente. La mutacion lacA evita la formacién de acetil-lactosa intracelular, que no solo elimina esta molécula
como contaminante de las purificaciones posteriores, sino que también elimina la capacidad de E. coli para exportar
el exceso de lactosa de su citoplasma, lo que facilita enormemente las manipulaciones intencionadas de la
acumulacion de lactosa intracelular de E. coli.

También se describen células huésped bacterianas con la capacidad de acumular un depésito de lactosa intracelular
mientras que simultdaneamente se poseen niveles bajos y funcionales de actividad citoplasmica de B-galactosidasa,
por ejemplo, como lo proporciona la introducciéon de un gen recombinante funcional de E. coli lacZ, o por un gen de
la B-galactosidasa de cualquiera de una serie de otros organismos (por ejemplo, el gen lac4 de Kluyveromyces lactis
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(por ejemplo, Nimero de Acceso de GenBank M84410.1 (Gl:173304)). Los niveles bajos y funcionales de [3-
galactosidasa citoplasmica incluyen niveles de actividad de B-galactosidasa de entre 0,05 y 200 unidades, por
ejemplo, entre 0,05 y 5 unidades, entre 0,05 y 4 unidades, entre 0,05 y 3 unidades, o entre 0,05 y 2 unidades (para
una definicion estandar véase: Miller JH, laboratorio CSH. Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; 1972). Sin embargo, este bajo nivel de actividad de B-galactosidasa
citoplasmatica, aunque no es lo suficientemente alto como para disminuir significativamente la acumulacion de
lactosa intracelular, es muy util para tareas tales como el marcado fenotipico de loci genéticos deseables durante la
construccion de fondos de células huésped, para la deteccion de la lisis celular debida a contaminaciones de
bacteriéfagos no deseados en los procesos de fermentacion, para la eliminacion facil de la lactosa residual no
deseada al final de las fermentaciones, o para fines de control de calidad de la fermentacion durante el proceso (es
decir, como un fenotipo no estandar, la provisiéon de un fenotipo débil lacz ayuda en las evaluaciones de pureza del
cultivo).

Los métodos para purificar un oligosacarido sialilado o que contiene N-acetilglucosamina producido por los métodos
de la invencién o descritos se llevan a cabo uniendo el oligosacarido de un lisado de células bacterianas o de un
sobrenadante de cultivo de células bacterianas de la bacteria a una columna de carbono, y luego eluyendo de la
columna. Los oligosacaridos purificados que contienen N-acetilglucosamina o sialilados se producen mediante los
métodos de la invencién o descritos en el presente documento.

Se describe un vector, por ejemplo, un vector que contiene un acido nucleico. El vector puede incluir ademas uno o
mas elementos reguladores, por ejemplo, un promotor heterélogo. Los elementos reguladores pueden unirse
operativamente a un gen de proteina, a un gen de proteina de fusidon o a una serie de genes unidos a un operén
para expresar la proteina de fusion. Para mantener estable el vector plasmidico dentro de la célula, se incluye un
marcador seleccionable dentro de su secuencia, como un gen de resistencia a los antibiéticos o un gen que
complemente una auxotrofia nutricional de la bacteria huésped. Por ejemplo, en E. coli, una deficiencia de timidina
causada por un defecto cromosémico en el gen de la timidilato sintasa (thyA) puede complementarse con una copia
de tipo natural transmitida por el plasmido del gen thyA (M. Belfort, GF Maley, F. Maley, Proceedings of the National
Academy of Sciences 80, 1858 (1983)). Alternativamente, una deficiencia de adenina causada por una deficiencia
cromosomica en el gen de la adenilosuccinato sintetasa (purA) (S.A. Wolfe, J. M. Smith, J. Biol Chem 263, 19147-53
(1988)) puede complementarse con una copia de purA de tipo natural de plasmido. Se pueden utilizar dos vectores
de plasmidos simultaneamente dentro de la misma célula bacteriana empleando marcadores seleccionables
separados, por ejemplo, un plasmido que utilice la seleccion de thyA y uno que utilice la seleccion de purA, y
utilizando dos replicones de plasmidos compatibles, por ejemplo, en E. coli. Los dos dichos replicones compatibles
comprenden el replicén ColE1 (pUC) y el replicon p15A (pACYC) (RE Bird, J Bacteriol 145, 1305-9 (1981)). En otro
aspecto mas, la invencion comprende una célula recombinante aislada, por ejemplo, una célula bacteriana que
contiene la(s) molécula(s) de acido nucleico mencionada(s) o vector(es). Las secuencias de acido nucleico pueden
integrarse opcionalmente en el genoma.

Se describe un método para tratar, prevenir o reducir el riesgo de infecciéon en un sujeto que comprende administrar
a dicho sujeto una composicién que comprende un oligosacarido de leche humana, purificado a partir de un cultivo
de una cepa recombinante de la presente invencion, en donde el hMOS se une a un patégeno y en el que el sujeto
esta infectado o en riesgo de infeccion con el patégeno. La infeccion puede estar causada por un virus tipo Norwalk
o Campylobacter jejuni. El sujeto es preferiblemente un mamifero que necesita tal tratamiento. El mamifero es, por
ejemplo, cualquier mamifero, por ejemplo, un ser humano, un primate, un ratén, una rata, un perro, un gato, una
vaca, un caballo o un cerdo. Por ejemplo, las composiciones se formulan en piensos para animales (por ejemplo,
peletes, croquetas, puré) o complementos alimenticios para animales de compafia, por ejemplo, perros o gatos, asi
como ganado o animales criados para el consumo de alimentos, por ejemplo, ganado vacuno, ovejas, cerdos,
gallinas y cabras. Preferiblemente, el hMOS purificado puede formularse en un polvo (por ejemplo, polvo de férmula
infantil o polvo de suplemento nutricional para adultos, cada uno de los cuales se mezcla con un liquido como agua
o zumo antes del consumo) o en forma de tabletas, capsulas o pastas o se incorpora como componente en
productos lacteos como la leche, cremas, quesos, yogures o kéfir, o como componente en cualquier bebida, o se
combina en una preparacién que contiene cultivos microbianos vivos destinados a servir como probiéticos, o en
preparaciones prebidticas destinadas a mejorar el crecimiento de microorganismos benéficos ya sea in vitro o in
vivo. Por ejemplo, el azucar purificado (por ejemplo, LNNnT o 6'-SL) se puede mezclar con un Bifidobacterium o
Lactobacillus en una composicion nutricional probidtica (es decir, las bifidobacterias son componentes beneficiosos
de una flora intestinal normal y también se sabe que utilizan hMOS para el crecimiento).

Todos los genes descritos en el presente documento también incluyen una descripcion de los productos génicos
codificados correspondientes. Como tales, los usos de genes exdgenos como se describen en este documento
abarcan acidos nucleicos que codifican las secuencias de productos génicos descritos en este documento. El
experto en la materia podria generar facilmente secuencias de acido nucleico que codifiquen las secuencias de
proteinas descritas en este documento e introducir dichas secuencias en vectores de expresion para llevar a cabo la
presente invencion.

La expresion "sustancialmente puro”, en referencia a un polipéptido, polinucleétido u oligosacarido dado significa que
el polipéptido, polinucledtido u oligosacarido esta sustancialmente libre de otras macromoléculas bioldgicas. El
polipéptido, polinucleétido u oligosacarido sustancialmente puro es al menos un 75% (por ejemplo, al menos 80, 85,
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95 6 99%) puro en peso seco. La pureza se puede medir mediante cualquier método estandar calibrado apropiado,
por ejemplo, mediante cromatografia en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida, cromatografia en capa fina
(TLC) o analisis por HPLC.

Se describen polinucledtidos, polipéptidos y oligosacaridos que se purifican y/o se aislan. Purificado define un grado
de esterilidad que es seguro para la administracién a un sujeto humano, por ejemplo, que carece de agentes
infecciosos o toxicos. Especificamente, como se usa en este documento, una molécula de acido nucleico,
polinucledtido, polipéptido, proteina u oligosacarido "aislada" o "purificada", esta sustancialmente libre de otro
material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o precursores quimicos u
otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. Por ejemplo, las composiciones de hMOS purificadas
tienen al menos un 60% en peso (peso seco) del compuesto de interés. La preparacion puede tener al menos el
75%, al menos el 90%, y al menos el 99% en peso del compuesto de interés. La pureza se mide mediante cualquier
método estandar calibrado apropiado, por ejemplo, mediante cromatografia en columna, electroforesis en gel de
poliacrilamida, cromatografia en capa fina (TLC) o analisis por HPLC. Por ejemplo, una "proteina purificada" se
refiere a una proteina que se ha separado de otras proteinas, lipidos y acidos nucleicos con los que esta
naturalmente asociada. La proteina puede constituir al menos 10, 20, 50 70, 80, 90, 95, 99-100% en peso seco de la
preparacion purificada.

Por "acido nucleico aislado" se entiende un acido nucleico que esta libre de los genes que lo flanquean en el
genoma natural del organismo del cual se deriva el acido nucleico. El término cubre, por ejemplo: (a) un ADN que
forma parte de una molécula de ADN genémico natural, pero no esta flanqueado por las dos secuencias de acido
nucleico que flanquean esa parte de la molécula en el genoma del organismo en el que ocurre naturalmente (b) un
acido nucleico incorporado en un vector o en el ADN gendémico de un procariota o eucariota de manera tal que la
molécula resultante no sea idéntica a ningun vector natural o ADN gendmico; (c) una molécula separada tal como un
ADNCc, un fragmento gendmico, un fragmento producido por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o un
fragmento de restriccion; y (d) una secuencia de nucleotidos recombinante que forma parte de un gen hibrido, es
decir, un gen que codifica una proteina de fusion. Las moléculas de acido nucleico aisladas incluyen ademas
moléculas producidas sintéticamente, asi como cualquier acido nucleico que se haya alterado quimicamente y/o que
tenga estructuras modificadas. Por ejemplo, el acido nucleico aislado es un polinucleétido de ADNc o ARN
purificado.

Un "promotor heterdélogo”, cuando esta unido operativamente a una secuencia de acido nucleico, se refiere a un
promotor que no esta asociado naturalmente con la secuencia de acido nucleico.

El término "sobreexpresar”, como se usa en este documento, se refiere a que la transcripcion del gen o al producto
genético codificado tiene 10%, 20%, 50%, 2 veces, 5 veces, 10 veces o mas que el nivel expresado o producido por
un gen nativo, natural o endégeno en una bacteria en la que ocurre naturalmente. Por ejemplo, la bacteria huésped
descrita en el presente documento esta disefiada para sobreexpresar una transcripcion génica exdgena o un
producto génico codificado de UDP-GIcNAc:Gala/B-R 8 3-N-acetilglucosaminiltransferasa, nagC, glmS, gimY, gimZ,
una sialil-transferasa, una 3-galactosiltransferasa, una a-fucosiltransferasa, CMP-Neu5Ac sintetasa, una acido sialico
sintasa o una UDP-GIcNAc 2-epimerasa, es decir, un gen o producto génico con una secuencia correspondiente a la
de una bacteria distinta de la bacteria huésped.

Los términos "tratar" y "tratamiento”, como se usan en este documento, se refieren a la administracion de un agente
o formulacién a un individuo clinicamente sintomatico afectado por una afeccién, trastorno o enfermedad adversos, a
fin de lograr una reduccion en la severidad y/o frecuencia de los sintomas, eliminar los sintomas y/o su causa
subyacente, y/o facilitar la mejora o la reparacion del dafio. Los términos "prevenir" y "prevencion” se refieren a la
administracion de un agente o composicion a un individuo clinicamente asintomatico que es susceptible a una
condicion, trastorno o enfermedad adversa en particular y, por lo tanto, se relaciona con la prevencion de la
aparicion de sintomas y/o o su causa subyacente.

Por las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad terapéuticamente eficaz" de una formulacion o componente de
formulacién se entiende una cantidad no téxica pero suficiente de la formulacién o componente para proporcionar el
efecto deseado.

La expresion de transicion "que comprende”, que es sindnimo de "que incluye", "que contiene" o "caracterizado por",
es inclusiva o abierta y no excluye elementos o pasos de métodos no citados adicionales. Por el contrario, la frase
de transicion "que consiste en" excluye cualquier elemento, paso o ingrediente no especificado en la reivindicacion.
La frase de transicidon "que consiste esencialmente en" limita el alcance de una reivindicacién a los materiales o
pasos especificados "y aquellos que no afectan materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas" de la
invencion reivindicada.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion y de las
reivindicaciones. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este
documento tienen el mismo significado que entiende cominmente cualquier experto en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Aunque se puedan usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento en la practica o en el ensayo de la presente invencion, a continuacion, se describen métodos y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2700274 T3

materiales adecuados. En caso de conflicto con todas las patentes y solicitudes de patentes extranjeras publicadas
citadas en este documento, las presentaciones de Genbank y NCBI indicadas por el nimero de acceso citado en
este documento y la literatura cientifica publicada en este documento, la presente memoria descriptiva, incluidas las
definiciones, prevalecera. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser
limitativos.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1 es un esquema que muestra las rutas metabdlicas y los cambios introducidos en ellas para disefiar la sintesis
de 2'-fucosil-lactosa (2'-FL) en Escherichia coli (E. coli). Especificamente, se ilustran la ruta de la sintesis de lactosa
y la ruta de la sintesis de GDP-fucosa. En la via de la sintesis de GDP-fucosa: manA = fosfomanosa isomerasa
(PMI), manB = fosfomanomutasa (PMM), manC = manosa-1-fosfato guanililtransferasa (GMP), gmd = GDP-manosa-
4,6-deshidratasa, fcl = GDP-fucosa sintasa (GFS), y AwcaJ = UDP-glucosa transferida portadora lipidica de glucosa.

Fig. 2 es un esquema que muestra las rutas metabdlicas involucradas en la sintesis de UDP-GIcNAc (uridina
difosfato N-acetilglucosamina) y catabolismo de la glucosamina y N-acetilglucosamina en E. coli. En el esquema:
(GlcNAc-1-P) N-acetilglucosamina-1-fosfato; (GIcN-1-P) glucosamina-1-fosfato; (GIcN-6-P) glucosamina-6-fosfato;
(GIcNACc-6-P) N-acetilglucosamina-6-fosfato; y (fruc-6-P) fructosa-6-fosfato; gimS (L-glutamina: D-fructosa-6-fosfato
aminotransferasa), glmM (fosfoglucosamina mutasa), gimU (N-acetil glucosamina-1-fosfato uridiltransferasa y
glucosamina-1-fosfato acetiltransferasa fusionada), nagC (activador transactivo bifuncional/proteina represora), nagA
(N-acetilglucosamina-6-fosfato desacetilasa) y nagB (glucosamina-6-fosfato desaminasa), nagE (transportador de N-
acetilglucosamina) y manXYZ (transportador de glucosamina).

Fig. 3 es un esquema que muestra las rutas metabdlicas y un ejemplo (que utiliza deleciones nanT, nanA y nanK) de
los cambios introducidos en ellos para disefiar la sintesis de 6'-sialil-lactosa (6'-SL) en E. coli. Las abreviaturas
incluyen: (Neu5Ac) acido N-acetilneuraminico, acido siadlico; (AnanT) transportador del acido N-acetilneuraminico
mutado; (AnanA) liasa del acido N-acetiineuraminico mutada; (ManNAc) N-acetiimanosamina; (AnanK) N-
acetiimanosamina quinasa mutada; (nankE) epimerasa de N-acetiimanosamina-6-fosfato de tipo natural; (ManNAc-6-
P) N-acetiimanosamina-6-fosfato; (GIcNAc-6-P) N-acetilglucosamina-6-fosfato; (GIcN-6-P) glucosamina-6-fosfato;
(Fruc-6-P) Fructosa-6-fosfato; (neuA), sintetasa del acido CMP-N-acetilneuraminico; (CMP-Neu5Ac) acido CMP-N-
acetilneuraminico; (neuB), sintasa del acido N-acetiineuraminico; (neuC) UDP-GIcNAc-2-epimerasa; y (UDP-
GIcNAc) uridina difosfato N-acetilglucosamina.

Fig. 4 es un esquema que ilustra la nueva configuracion de genes disefiados en el locus thyA de Escherichia coli en
cepas utilizadas para producir oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina.

Fig. 5 es un mapa de plasmido de pG292, que expresa el gen de la 8 (1,3)-N-acetilglucosaminiltransferasa de N.
meningitidis IgtA.

Fig. 6 es un mapa plasmidico de pG221, que expresa, como un operon, el gen IgtA de B (1,3)-N-
acetilglucosaminiltransferasa de N. meningitidis y el gen de E. coli 055:H7 wbgO £ (1,3)-galactosiltransferasa.

Fig. 7 es un mapa plasmidico de pG222, que expresa, como un operon, el gen IgtA de N. meningitidis B (1,3)-N-
acetilglucosaminiltransferasa y el gen 4GalT (jhp0765) B (1,4)-galactosiltransferasa de H. pylori.

Fig. 8 ilustra esquematicamente las reacciones enzimaticas necesarias para producir a partir de la lactosa, a través
del trisacarido intermedio lacto-N-triosa 2 (LNT2), los dos oligosacaridos de la leche humana: Lacto-N-tetraosa (LNT)
y Lacto-N-neotetraosa (LNnT). Se presenta un cromatograma de capa fina (a la izquierda) de muestras de medio de
cultivo tomadas de cultivos de E. coli a pequefa escala y que demuestran la sintesis de LNT2, LNT y LNnT. Se
presenta un segundo cromatograma de capa fina (a la derecha) de muestras de medio de cultivo tomadas de un
cultivo de biorreactor de E. coli de 15 L que demuestra la sintesis de LNnT.

Fig. 9 es un mapa plasmidico de pG317, un vector de baja copia que se expresa como un operén, bajo el control del
promotor lac de E. coli, los genes neuB, neuC y neuA del Campylobacter jejuni ATCC43438, que codifican la N-
acetilneuraminato sintasa, UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerasa, y N-acetilneuraminato citidililtransferasa,
respectivamente.

Fig. 10 es un mapa plasmidico de pG315, un vector de copias multiples que expresa un gen que codifica una
sialiltransferasa a(2,6) de Photobacterium spp JT-ISH-224, bajo el control del promotor lac de E. coli.

Fig. 11 es una fotografia de un cromatograma de capa fina que muestra 6'-SL en medio de cultivo producido por la
cepa E547 de E. coli (AnanRATEK), que contiene plasmidos que expresan una a(2,3) sialiltransferasa bacteriana y
neuA, neuB y neuC. La Fig. 11 también muestra un anadlisis de TLC de sobrenadantes de cultivos de dos
fermentaciones que producen 6'-sialilactosa (6'-SL). Las muestras a la izquierda de la figura se toman de una
fermentacion de una cepa de E. coli que contiene pG315 (que lleva un RBS fuerte frente al gen de la a(2,6)
sialiltransferasa en el vector). Las muestras a la derecha de la figura se toman de una fermentacién de una cepa de
E. coli que contiene una variante cercana de pG315 que porta un RBS mas débil frente al gen de la a(2,6)
sialiltransferasa.
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Fig. 12 es un mapa plasmidico de pG345, un vector de copias multiples que expresa un gen que codifica una a(2,6)
sialiltransferasa de Photobacterium spp JT-ISH-224, bajo el control de un sitio de unién ribosémico mas débil (SEQ
ID NO: 8) y el promotor lac de E. coli.

Fig. 13 es un esquema que muestra las rutas metabdlicas y un segundo ejemplo (que utiliza deleciones nanT, nanA
y nanE) de los cambios introducidos en ellos para disefiar la sintesis de 6'-sialil-lactosa (6'-SL) en E. coli. Las
abreviaturas incluyen: (Neu5Ac) acido N-acetilneuraminico, acido sialico; (AnanT) transportador del acido N-
acetilneuraminico mutado; (AnanA) liasa del acido N-acetilneuraminico mutada; (ManNAc) N-acetiimanosamina;
(nanK) N-acetiimanosamina quinasa de tipo natural; (AnanE) N-acetiimanosamina-6-fosfato epimerasa mutada;
(ManNAc-6-P) N-acetilmanosamina-6-fosfato; (GIcNAc-6-P) N-acetilglucosamina-6-fosfato; (GIcN-6-P) glucosamina-
6-fosfato; (Fruc-6-P) Fructosa-6-fosfato; (neuA), sintetasa del acido CMP-N-acetilneuraminico; (CMP-Neu5Ac) acido
CMP-N-acetilneuraminico; (neuB), sintasa del acido N-acetilneuraminico; (neuC) UDP-GIcNAc-2-epimerasa; y (UDP-
GIcNAc) uridina difosfato N-acetilglucosamina.

Fig. 14 ilustra el analisis de TLC de sedimentos celulares y/o sobrenadantes de tres experimentos de fermentacién a
escala piloto que usan tres cepas de E. coli que llevan varias combinaciones de mutaciones nan.

Fig. 15 es un esquema que ilustra la ubicacién de la eliminacion del gen realizada dentro del operén nan de E. coli
para generar el locus mutante [nanR+, nanA, nanT, nanE, nanK+] de las cepas E1017 y E1018.

Fig. 16 es una grafica de la curva de crecimiento de la densidad celular de cuatro cultivos de E680 transformados
con pG292, inducidos o no inducidos por la adicion de triptéfano, y en presencia o ausencia de lactosa en el medio
de crecimiento. Se observa abundante lisis celular en los cultivos que contienen lactosa.

Fig. 17 es un mapa plasmidico de pG356, que expresa, como un operon, los genes gimS y nagC de E. coli. pG356
tiene un origen de replicacion p15A y marcadores seleccionables tanto ampC como purA.

Fig. 18 es una traza de parametros de fermentacion y un analisis del sobrenadante del cultivo de TLC (para la
produccion de LNnT) de un cultivo de biorreactor de 1,5 | de E796 transformado con pG222.

Fig. 19 es una traza de parametros de fermentacion y un analisis del sobrenadante del cultivo de TLC (para la
produccion de LNNnT) de un cultivo de biorreactor de 1,5 | de E866 transformado con pG222 y pG356.

Descripcion detallada de la invenciéon

En este documento se describen construcciones genéticas y métodos para la produccion de oligosacaridos de leche
humana (hMOS) que contienen N-acetilglucosamina y sialiloligosacaridos. Con el fin de producir tanto hMOS que
contengan N-acetilglucosamina como que contengan sialilo, se necesita aprovechar la acumulacién celular de UDP-
GIcNAc. Hacerlo puede ser dificil, ya que UDP-GIcNAc es un metabolito esencial para las bacterias (usado para
fabricar la pared celular). Las construcciones, composiciones y métodos de la invencion o como se describen
superan las dificultades del pasado al mejorar la acumulacién de UDP-GIcNAc, una estrategia que representa una
ventaja en la produccién de ambas clases de hMOS. Otras distinciones sobre los enfoques anteriores representan
mejoras y/o confieren ventajas sobre las estrategias anteriores.

hMOS

Los glicanos de la leche humana, que comprenden tanto oligosacaridos (hMOS) como sus glicoconjugados,
desempefian un papel importante en la proteccion y el desarrollo de los lactantes humanos y, en particular, en el
tracto gastrointestinal (Gl) infantil. Los oligosacaridos de leche que se encuentran en varios mamiferos difieren
mucho, y su composicion en humanos es Unica (Hamosh M., 2001 Pediatr Clin North Am, 48: 69-86; Newburg D. S.,
2001 Adv Exp Med Biol, 501: 3-10). Ademas, los niveles de glucano en la leche materna cambian a lo largo de la
lactancia y también varian ampliamente entre individuos (Morrow A. L. et al.,, 2004 J Pediatr, 145: 297-303;
Chaturvedi P et al., 2001 Glycobiology, 11: 365-372). Anteriormente, una exploracién completa de los roles de hMOS
estaba limitada por la incapacidad de caracterizar y medir adecuadamente estos compuestos. En los ultimos afios se
han desarrollado métodos cuantitativos sensibles y reproducibles para el analisis de hMOS neutros y acidos (Erney,
R., Hilty, M., Pickering, L., Ruiz-Palacios, G., y Prieto, P. (2001) Adv Exp Med Biol 501, 285-297. Bao, Y., y Newburg,
D. S. (2008) Electrophoresis 29, 2508-2515). Se han identificado aproximadamente 200 oligosacaridos distintos en
la leche humana, y las combinaciones de un pequefio nimero de epitopos simples son responsables de esta
diversidad (Newburg DS, 1999 Curr_Med Chem, 6: 117-127; Ninonuevo M. et al., 2006 J Agric Food Chem, 54:
7471-74801). Los hMOS se componen de 5 monosacaridos: D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), N-
acetilglucosamina (GlcNAc), L-fucosa (Fuc) y acido sialico (acido N-acetil neuraminico, Neu5Ac, NANA). Los hMOS
generalmente se dividen en dos grupos segun sus estructuras quimicas: compuestos neutros que contienen Gilc,
Gal, GIcNAc y Fuc, unidos a un nucleo de lactosa (GalB1-4Glc), y compuestos acidos que incluyen los mismos
azucares y, a menudo, las mismas estructuras del niucleo, mas NANA (Charlwood J. y otros, 1999 Anal_Biochem,
273: 261-277; Martin-Sosa y otros, 2003 J Dairy Sci, 86: 52-59; Parkkinen J. y Finne J., 1987 Methods Enzymol, 138:
289-300; Shen Z. et al., 2001 J Chromatogr A, 921: 315-321). Aproximadamente el 70-80% de los oligosacaridos en
la leche humana estan fucosilados. Una proporcion mas pequefia de los oligosacaridos en la leche humana esta
sialilada, o esta fucosilada y sialilada.
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Curiosamente, los hMOS, como clase, sobreviven de manera muy eficiente a través del intestino de los bebés, en
funcién de su transporte deficiente a través de la pared intestinal y de su resistencia a la digestion por las enzimas
intestinales humanas (Chaturvedi, P., Warren, CD, Buescher, CR, Pickering, LK y Newburg, DS Adv Exp Med Biol
501, 315-323 (2001)). Una consecuencia de esta supervivencia en el intestino es que los hMOS pueden funcionar
como prebidticos, es decir, estan disponibles para servir como una fuente de carbono abundante para el crecimiento
de microorganismos comensales del intestino residentes (Ward, RE, Nifionuevo, M., Mills, DA, Lebrilla, CB y
German, JB (2007) Mol Nutr Food Res 51, 1398-1405). Recientemente, hay un creciente interés en el papel de la
dieta y los agentes prebioticos en la determinacion de la composicion de la microflora intestinal, y en la comprension
del vinculo entre la microflora intestinal y la salud humana (Roberfroid, M., Gibson, GR, Hoyles, L., McCartney, AL,
Rastall, R., Rowland, I., Wolvers, D., Watzl, B., Szajewska, H., Stahl, B., Guarner, F., Respondek, F., Whelan, K.,
Coxam, V., Davicco, MJ, Léotoing, L., Wittrant, Y., Delzenne, NM, Cani, PD, Neyrinck, AM y Meheust, A. (2010) Br J
Nutr 104 Suppl 2, S1-63).

Varios glicanos de la leche humana poseen homologia estructural con los receptores celulares para los
enteropatdgenos, y cumplen funciones en la defensa de los patdgenos al actuar como "sefiuelos" de los receptores
moleculares. Por ejemplo, las cepas patdgenas de Campylobacter se unen especificamente a los glucanos en la
leche humana que contiene el epitopo H-2, es decir, 2'-fucosil-N-acetillactosamina o 2'-fucosillactosa (2'-FL); la union
de Campylobacter y la infectividad son inhibidas por 2'-FL y otros glicanos que contienen este epitopo H-2 (Ruiz-
Palacios, GM, Cervantes, LE, Ramos, P., Chavez-Munguia, B., y Newburg, DS (2003) J Biol Chem 278, 14112-
14120). De manera similar, algunos patégenos diarreogénicos de E. coli son fuertemente inhibidos in vivo por hMOS
que contiene restos de fucosa unidos por 2'. Varias cepas principales de calicivirus humanos, especialmente los
norovirus, también se unen a los glucanos fucosilados unidos por 2', y esta union es inhibida por los glucanos
fucosilados unidos por enlaces 2' de la leche humana. El consumo de leche humana con altos niveles de estos
fucosiloligosacaridos ligados en 2' se ha asociado con un menor riesgo de norovirus, Campylobacter, ST de diarrea
asociada a E. coli y diarrea de moderada a grave de todas las causas en una cohorte mexicana de nifios lactantes
(Newburg DS et al., 2004 Glycobiology, 14: 253-263; Newburg DS et al., 1998 Lancet, 351: 1160-1164).

También se sabe que varios agentes patdgenos utilizan glicanos sialilados como sus receptores anfitriones, como la
influenza (Couceiro, JN, Paulson, JC & Baum, LG Virus Res 29, 155-165 (1993)), parainfluenza (Amonsen, M.,
Smith, DF, Cummings, RD y Air, GM J Virol 81, 8341-8345 (2007) y rotovirus (Kuhlenschmidt, TB, Hanafin, WP,
Gelberg, HB y Kuhlenschmidt, MS Adv Exp Med Biol 473, 309-317 (1999)). El epitopo sialil-Lewis X es usado por
Helicobacter pylori (Mandavi, J., Sondén, B., Hurtig, M., Olfat, FO, y col. Science 297, 573-578 (2002)),
Pseudomonas aeruginosa (Scharfman, A., Delmotte, P., Beau, J., Lamblin, G., y otros, Glycoconj J 17, 735-740
(2000)), y algunas cepas de norovirus (Rydell, GE, Nilsson, J., Rodriguez-Diaz, J., Ruvoén-Clouet, N., et al.
Glycobiology 19, 309-320 (2009)).

El nucledtido azucar uridina difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc) es un intermediario metabdlico clave en las
bacterias, donde participa en la sintesis y el mantenimiento de la envoltura celular. En todas las clases bacterianas
conocidas, UDP-GIcNAc se usa para elaborar peptidoglicanos (mureina); un polimero que comprende la pared
celular bacteriana cuya integridad estructural es absolutamente esencial para el crecimiento y la supervivencia.
Ademas, las bacterias gramnegativas utilizan UDP-GIcNAc para la sintesis de lipido A, un componente importante
de la membrana celular externa. Por lo tanto, para las bacterias, la capacidad de mantener una acumulaciéon
intracelular adecuada de UDP-GIcNACc es critica.

La biosintesis de ciertos oligosacaridos de la leche humana (hMOS) se ha logrado en cepas modificadas por
ingenieria genética de la bacteria, Escherichia coli K12. Como se describe en este documento, hMOS fucosilados
simples, p. €j. la 2'-fucosillactosa (2'-FL), la 3-fucosillactosa (3-FL) y la lactodifucotetraosa (LDFT) se producen de
manera eficiente por la E. coli viva mediante la mejora artificial de las reservas intracelulares existentes de GDP-
fucosa (el nucledtido donante de azucar) y la lactosa (el azicar aceptante), y para usar estas reservas mejoradas
como sustratos para fucosiltransferasas recombinantes heterélogas (Figura 1). Dado que ni las reservas de lactosa
ni de GDP-fucosa son esenciales para la supervivencia de E. coli, la biosintesis de hMOS fucosilado simple se logra
con buenos rendimientos sin consecuencias negativas sobre el crecimiento o la viabilidad de la bacteria huésped.
Sin embargo, para sintetizar hMOS mas complejos en E. coli, se requiere el uso de la reserva bacteriana critica de
UDP-GIcNAc, con los consiguientes impactos potenciales en la viabilidad celular.

La reserva de UDP-GIcNAc en E. coli se produce a través de la accion combinada de tres genes gimS, gimS (L-
glutamina:D-fructosa-6-fosfato aminotransferasa), gimM (fosfoglucosamina mutasa) y el gimU bifuncional (N-acetil
glucosamina-1-fosfato uridiltransferasa y glucosamina-1-fosfato acetil transferasa fusionadas) (Figura 2). Estos tres
genes dirigen un flujo constante de carbono a UDP-GIcNAc, un flujo que se origina con fructosa-6-fosfato (una
molécula abundante del metabolismo central de energia). La expresion de los genes glm esta bajo control positivo
por la proteina activadora de la transcripcion, NagC.

Cuando E. coli encuentra glucosamina o N-acetil-glucosamina en su ambiente, estas moléculas se transportan a la
célula a través de proteinas de transporte de membrana especificas y se usan para complementar el flujo de
carbono a la reserva de UDP-GIcNAc o, alternativamente, son consumidos para generar energia, bajo la accion de
los productos génicos del operon nag (es decir, nagA [N-acetilglucosamina-6-fosfato desacetilasa] y nagB
[glucosamina-6-fosfato desaminasal). En contraste con los genes gim, la expresion de nagA y nagB estan bajo el
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control transcripcional negativo, pero por la misma proteina reguladora que los genes glm, es decir, NagC. NagC es,
por lo tanto, bifuncional, capaz de activar la sintesis de UDP-GIcNAc, mientras que al mismo tiempo reprime la
degradacion de la glucosamina-6-fosfato y la N-acetilglucosamina-6-fosfato.

La union de NagC a secuencias de ADN reguladoras especificas (operadores), ya sea que dicha unién resulte en la
activacion o represion de genes, es sensible a las fluctuaciones en el nivel citoplasmico del inductor y metabolito de
molécula pequefia, GIcNAc-6-fosfato. Las concentraciones intracelulares de GlcNAc-6-fosfato aumentan cuando la
N-acetilglucosamina esta disponible como una fuente de carbono en el medio ambiente y, por lo tanto, en estas
condiciones, la expresion de los genes glm (esenciales para mantener la reserva vital de UDP-GIcNAc) disminuiria,
a menos que se ponga en juego un mecanismo compensatorio. E. coli mantiene un nivel basico de sintesis de UDP-
GIcNACc a través de la expresion continua de nagC dirigida por dos promotores constitutivos, ubicados dentro del gen
nagA en sentido ascendente. Este nivel constitutivo de la expresion de nagC se complementa aproximadamente tres
veces en condiciones en las que se induce el operdn degradante de nag y, de este modo, E. coli garantiza un nivel
adecuado de expresion del gen glm en todas las condiciones, incluso cuando se utiliza N-acetilglucosamina como
fuente de carbono.

Muchos hMOS incorporan GIcNAc en sus estructuras directamente, y muchos también incorporan acido sialico, un
azucar cuya sintesis implica el consumo de UDP-GIcNAc (FIG. 3, FIG. 13). Por lo tanto, la sintesis de muchos tipos
de hMOS en E. coli disefiada por ingenieria genética conlleva el riesgo significativo de una reduccion del rendimiento
del producto y de la viabilidad celular comprometida que resulta del agotamiento de la reserva de UDP-GIcNAc de la
bacteria. Una forma de abordar este problema durante la sintesis por ingenieria de hMOS que contiene GIcNAc o
acido sialico es aumentar la reserva de UDP-GIcNAc mediante la sobreexpresion simultanea de nagC, o
preferiblemente mediante la sobreexpresion simultanea de nagC y gimS.

Si bien los estudios sugieren que los glicanos de la leche humana podrian usarse como prebidticos y como agentes
antimicrobianos antiadherentes, la dificultad y el costo de producir cantidades adecuadas de estos agentes de una
calidad adecuada para el consumo humano ha limitado sus pruebas a gran escala y su utilidad percibida. Lo que se
ha necesitado es un método adecuado para producir los glicanos apropiados en cantidades suficientes a un costo
razonable. Antes de la invencién, hubo intentos de usar varios enfoques sintéticos distintos para la sintesis de
glicanos. Los nuevos enfoques quimicos pueden sintetizar oligosacaridos (Flowers, HM Methods Enzymol 50, 93-
121 (1978); Seeberger, PH Chem Commun (Camb) 1115-1121 (2003)), pero los reactivos para estos métodos son
caros y potencialmente toxicos (Koeller, KM & Wong, CH Chem Rev 100, 4465-4494 (2000)). Enzimas expresadas a
partir de organismos modificados (Albermann, C., Piepersberg, W. y Wehmeier, UF Carbohydr Res 334, 97-103
(2001); Bettler, E., Samain, E., Chazalet, V., Bosso, C., y otros, Glycoconj J 16, 205-212 (1999); Johnson, KF
Glycoconj J 16, 141-146 (1999); Palcic, MM Curr Opin Biotechnol 10, 616-624 (1999); Wymer, N. & Toone, EJ Curr
Opin Chem Biol 4, 110-119 (2000) proporcionan una sintesis precisa y eficiente (Palcic, MM Curr Opin Biotechnol
10, 616-624 (1999)); Crout, D. H. y Vic, G. Curr Opin Chem Biol 2, 98-111 (1998)), pero el alto costo de los reactivos,
especialmente los nucledtidos de azucar, limita su utilidad para la producciéon a gran escala y bajo costo. Los
microbios han sido disefiados genéticamente para expresar las glicosiltransferasas necesarias para sintetizar los
oligosacaridos de la reserva innata de bacterias de los azucares de nucleotidos (Endo, T., Koizumi, S., Tabata, K.,
Kakita, S. y Ozaki, A. Carbohydr Res 330, 439-443 (2001); Endo, T., Koizumi, S., Tabata, K. y Ozaki, A. Appl
Microbiol Biotechnol 53, 257-261 (2000); Endo, T. y Koizumi, S. Curr Opin Struct Biol 10, 536-541 (2000); Endo, T.,
Koizumi, S., Tabata, K., Kakita, S. y Ozaki, A. Carbohydr Res 316, 179-183 (1999); Koizumi, S., Endo, T., Tabata, K.
y Ozaki, A. Nat Biotechnol 16, 847-850 (1998)). Sin embargo, los bajos rendimientos generales del producto y la alta
complejidad del proceso han limitado la utilidad comercial de estos enfoques.

Antes de la invencion, que permite la produccion barata de grandes cantidades de hMOS neutros y acidos, no habia
sido posible investigar completamente la capacidad de esta clase de molécula para inhibir la unién de patégenos, o
incluso explorar su gama completa de potenciales funciones adicionales.

Antes de la invencion, las sintesis quimicas de hMOS eran posibles, pero estaban limitadas por problemas de
estéreo-especificidad, disponibilidad de precursores, impurezas del producto y alto costo general (Flowers, HM
Methods Enzymol 50, 93-121 (1978); Seeberger, PH Chem Commun (Camb) 1115-1121 (2003); Koeller, KM &
Wong, CH Chem Rev 100, 4465-4494 (2000)). Ademas, antes de la invencion, también eran posibles las sintesis
enzimaticas in vitro, pero estaban limitadas por un requisito de precursores costosos de nucleétido-azlcar. La
invencion supera los inconvenientes de estos intentos previos al proporcionar nuevas estrategias para fabricar
grandes cantidades de oligosacaridos de la leche humana para usar como suplementos dietéticos. La invencion
hace uso de una bacteria disefiada por ingenieria genética E. coli (u otra bacteria) disefiada para producir
oligosacaridos sialilados en niveles comercialmente viables, por ejemplo, los métodos de la invencion, o como se
describen, permiten la produccién de 3'-SL a > 50 g/L en biorreactores.

Variantes y fragmentos funcionales.

La presente invencion presenta la introduccion de genes exdgenos en bacterias para manipular las vias para
aumentar las reservas de UDP-GIcNAc, para producir oligosacaridos sialilados y para producir oligosacaridos que
contienen N-acetilglucosamina. En cualquiera de los métodos de la invencion, o como se describen, los genes o
productos génicos pueden ser variantes o fragmentos funcionales de los mismos.
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Una variante de cualquiera de los genes o productos genéticos descritos en este documento puede tener 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98 %, 0 99% de identidad de secuencia con las secuencias
de acido nucleico o aminoacidos descritas en el presente documento. La expresion "% de identidad”, en el contexto
de dos 0 mas secuencias de acido nucleico o polipéptido, se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que
son iguales o tienen un porcentaje especifico de residuos de aminoacidos o nucleétidos que son iguales, cuando se
comparan y alinean para una maxima correspondencia, segun lo medido utilizando uno de los siguientes algoritmos
de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. Por ejemplo, el % de identidad es relativo a la longitud
total de las regiones codificantes de las secuencias que se comparan, o la longitud de un fragmento particular o
dominio funcional del mismo.

Las variantes, como se describen, también incluyen homadlogos, ortélogos o paralogos de los genes o productos
génicos, como se describen, que conservan la misma funcion biolégica que los genes o productos génicos
especificados en el presente documento. Estas variantes se pueden usar indistintamente con los genes enumerados
en estos métodos. Tales variantes pueden demostrar un porcentaje de homologia o identidad, por ejemplo, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% de identidad en dominios conservados
importantes para la funcion biolégica, tal como en un dominio funcional, por ejemplo, un dominio catalitico.

Para la comparacion de secuencias, una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la que se
comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias
de prueba y referencia se ingresan en una computadora, las coordenadas de la subsecuencia se designan, si es
necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencia. El algoritmo de comparacion de
secuencia calcula luego el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia o secuencias de prueba en
relacion con la secuencia de referencia, en funcion de los parametros de programa designados. El porcentaje de
identidad se determina utilizando BLAST y PSI-BLAST (Altschul et al., 1990, J Mol Biol 215: 3, 403-410; Altschul et
al,, 1997, Nucleic Acids Res 25:17, 3389-402). Para la busqueda de PSI-BLAST, se emplean los siguientes
parametros ejemplares: (1) El umbral esperado era 10; (2) El costo de la brecha era Existencia: 11 y Extension: 1;
(3) La matriz empleada fue BLOSUMG62; (4) El filtro para regiones de baja complejidad estaba "activado".

Los cambios pueden introducirse por mutacién en la secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos de
cualquiera de los genes o productos genéticos descritos en el presente documento, lo que lleva a cambios en la
secuencia de aminoacidos de la proteina o enzima codificada, sin alterar la capacidad funcional de la proteina o
enzima. Por ejemplo, las sustituciones de nucledtidos que conducen a sustituciones de aminoacidos en residuos de
aminoacidos "no esenciales" pueden realizarse en la secuencia de cualquiera de las secuencias expresamente
descritas en este documento. Un residuo de aminoacido "no esencial" es un residuo en una posicién en la secuencia
que se puede alterar de la secuencia de tipo natural del polipéptido sin alterar la actividad bioldgica, mientras que un
residuo de aminoacido "esencial" es un residuo en una posicion que se requiere para la actividad bioldgica. Por
ejemplo, no es probable que los residuos de aminoacidos que se conservan entre los miembros de una familia de
proteinas sean susceptibles de mutacién. Sin embargo, otros residuos de aminoacidos (por ejemplo, aquellos que
estan mal conservados entre los miembros de la familia de proteinas) pueden no ser tan esenciales para la actividad
y, por lo tanto, es mas probable que sean susceptibles de alteracion. Por lo tanto, se describen moléculas de acido
nucleico que codifican las proteinas o enzimas descritas en el presente documento que contienen cambios en los
residuos de aminoacidos con respecto a las secuencias de aminoacidos descritas en el presente documento que no
son esenciales para la actividad.

Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una proteina homéloga a cualquiera de los genes descritos en
el presente documento puede crearse introduciendo una o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de
nucleétidos en la secuencia de nucleétidos correspondiente, de manera que se introducen una o mas sustituciones,
adiciones o eliminaciones de aminoacidos. en la proteina codificada.

Se pueden introducir mutaciones en una secuencia de acido nucleico de modo que la secuencia de aminoacidos
codificada se altera mediante técnicas estandar, como la mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis mediada por
PCR. Las sustituciones de aminoacidos conservativas se realizan en uno o mas restos de aminoacidos no
esenciales predichos. Una "sustitucién conservadora de aminoacidos" es aquella en la que el residuo de aminoacido
se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica
familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Ciertos aminoacidos tienen cadenas
laterales con mas de una caracteristica clasificable. 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, triptéfano, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, tirosina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (por ejemplo, treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, un
residuo de aminoacido no esencial predicho en un polipéptido dado se reemplaza con otro residuo de aminoacido de
la misma familia de cadenas laterales. Alternativamente, en otra realizacién, pueden introducirse mutaciones
aleatoriamente a lo largo de todo o parte de una secuencia de codificacion dada, tal como mediante mutagénesis de
saturacion, y los mutantes resultantes pueden seleccionarse para determinar la actividad biolégica del polipéptido
dado para identificar mutantes que retienen la actividad. A la inversa, la invencién también proporciona variantes con
mutaciones que mejoran o aumentan la actividad biolégica endégena. Después de la mutagénesis de la secuencia
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de acido nucleico, la proteina codificada puede expresarse mediante cualquier tecnologia recombinante conocida en
la técnica y puede determinarse la actividad de la proteina. El experto en la materia puede medir faciimente un
aumento, disminucioén o eliminacién de una actividad biolégica dada de las variantes descritas como se describe, es
decir, midiendo la capacidad para mediar en la modificacion, sintesis o degradacién de los oligosacaridos (a través
de la deteccion de los productos).

También se describen fragmentos funcionales de los genes o productos génicos como se describe en el presente
documento. Un fragmento, en el caso de estas secuencias y todas las demas que se proporcionan en este
documento, se define como una parte del todo que es menor que el todo. Ademas, un fragmento varia en tamafo
desde un solo nucleétido o aminoacido dentro de una secuencia de polinucleétidos o polipéptidos hasta unos pocos
nucledtidos o aminoacidos que la secuencia completa de polinucleétidos o polipéptidos. Finalmente, un fragmento se
define como cualquier porcién de una secuencia completa de polinucleétidos o polipéptidos que es intermedia entre
los extremos definidos anteriormente.

Por ejemplo, los fragmentos de cualquiera de las proteinas o enzimas descritas en este documento o codificadas por
cualquiera de los genes descritos en este documento pueden ser de 10 a 20 aminoacidos, de 10 a 30 aminoacidos,
de 10 a 40 aminoacidos, de 10 a 50 aminoacidos, de 10 a 60 aminoacidos, de 10 a 70 aminoacidos, 10 a 80
aminoacidos, 10 a 90 aminoacidos, 10 a 100 aminoacidos, 50 a 100 aminoacidos, 75 a 125 aminoacidos, 100 a 150
aminoacidos, 150 a 200 aminoacidos, 200 a 250 aminoacidos, 250 a 300 aminoacidos, 300 a 350 aminoacidos, 350
a 400 aminoacidos, 400 a 450 aminoacidos, o de 450 a 500 aminoacidos. Los fragmentos abarcados en la presente
invencion comprenden fragmentos que retienen fragmentos funcionales. Como tales, los fragmentos pueden retener
los dominios cataliticos que se requieren o son importantes para la actividad funcional. Los fragmentos pueden
determinarse o generarse utilizando la informacion de secuencia en el presente documento, y los fragmentos
pueden probarse para determinar la actividad funcional utilizando métodos estandar conocidos en la técnica. Por
ejemplo, la proteina codificada se puede expresar mediante cualquier tecnologia recombinante conocida en la
técnica y se puede determinar la actividad de la proteina. La funcién biolégica de dicho fragmento puede medirse
midiendo la capacidad para sintetizar o modificar un sustrato oligosacarido o, por el contrario, para catabolizar un
sustrato oligosacarido.

Ejemplo 1. Ingenieria de E. coli para generar cepas huésped para la produccién de oligosacaridos de leche humana
que contienen N-acetilglucosamina

El protétrofo de E. coli K12, W3110, se eligié6 como fondo progenitor para la biosintesis de hMOS. Esta cepa habia
sido modificada previamente en el locus ampC por la introducciéon de un constructo represor Pyos-cl+ inducible por
triptéfano (McCoy, J. y Lavallie, E. Current protocols in molecular biology/edited by Frederick M. Ausubel et al.,
(2001)), que permite la produccién econdmica de proteinas recombinantes del promotor del fago A PL (Sanger, F.,
Coulson, AR, Hong, GF, Hill, DF y Petersen, GB J Mol Biol 162, 729-773 (1982)) mediante la induccién con
concentraciones milimolares de triptéfano (Mieschendahl, M., Petri, T. & Hanggi, U. Nature Biotechnology 4, 802-808
(1986)). La cepa G1724, un derivado de E. coli W3110 que contiene la construccion del represor Pyps-cl+ inducible
por triptéfano en ampC, se us6 en la base para otras manipulaciones de la cepa de E. coli.

La biosintesis de hMOS requiere la generacion de un reserva celular mejor de lactosa. Esta mejora se logro en la
cepa G1724 mediante varias manipulaciones del cromosoma usando la recombinacién A Red (Court, DL, Sawitzke,
JA y Thomason, LC Annu Rev Genet 36, 361-388 (2002)) y la transduccion de fagos generalizada P1 (Thomason,
LC, Costantino, N. & Court, DL Mol Biol, Capitulo 1, Unidad 1.17 (2007)). La capacidad de la cepa huésped de E.
coli para acumular lactosa intracelular se disefid por primera vez mediante la eliminacion simultanea del gen
enddgeno de B-galactosidasa (lacZ) y el gen represor del operon de lactosa (lacl). Durante la construccion de esta
delecion, el promotor laclg se colocd inmediatamente cadena arriba del gen de la lactosa permeasa, lacY. La cepa
modificada mantiene asi su capacidad para transportar lactosa desde el medio de cultivo (a través de LacY), pero se
elimina para la copia de tipo natural del gen lacZ (B-galactosidasa) responsable del catabolismo de la lactosa. Por lo
tanto, se crea una reserva de lactosa intracelular cuando la cepa modificada se cultiva en presencia de lactosa
exogena.

Una modificacion adicional util para aumentar la acumulacién citoplasmico de lactosa libre (y, por lo tanto, el
rendimiento final de hMOS) es la incorporaciéon de una mutacioén lacA. LacA es una acetiltransferasa de lactosa que
solo es activa cuando se acumulan altos niveles de lactosa en el citoplasma de E. coli. La alta osmolaridad
intracelular (p. €j., causada por una alta acumulacion de lactosa intracelular) puede inhibir el crecimiento bacteriano,
y la E. coli ha desarrollado un mecanismo para protegerse de la alta osmolaridad intracelular causada por la lactosa
al "marcar” el exceso de lactosa intracelular con un grupo acetilo utilizando LacA, y luego expulsando activamente la
acetil-lactosa de la célula (Danchin, A. Bioessays 31, 769-773 (2009)). La produccién de acetil-lactosa en E. coli
disefiada para producir oligosacaridos de la leche humana es, por lo tanto, indeseable: reduce el rendimiento
general. Ademas, la acetil-lactosa es un producto secundario que complica los esquemas de purificacion de
oligosacaridos. La incorporacion de una mutacion lacA resuelve estos problemas, ya que llevar una delecién del gen
lacA hace que la bacteria sea incapaz de sintetizar acetil-lactosa.

Se introdujo una mutacién thyA (timidilato sintetasa) eliminando casi por completo el gen thyA y reemplazandolo por
un gen de E. coli lacZ* funcional insertado, de tipo natural, pero sin promotor, que portaba el sitio de unién del
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ribosoma 2.8 (SEQ ID NO: 10) (AthyA::(2.8RBS lacZ+, kan')). Se us6 la recombinacion A Red para realizar la
construccion. La Fig. 4 ilustra la nueva configuracion de genes asi disefiados en el locus thyA. Se describe la
secuencia completa de ADN de la region, con anotaciones en formato GenBank. La secuencia de ADN gendmico
que rodea la insercion lacZ+ en la region thyA se establece en la SEQ ID NO: 1.

El defecto thyA puede complementarse en trans suministrando un gen thyA de tipo natural en un plasmido multicopia
(Belfort, M., Maley, G. F. & Maley, F. Proceedings of the National Academy of Sciences, 80, 1858 (1983)). Esta
complementacion se usa en el presente documento como un medio de mantenimiento del plasmido (eliminando la
necesidad de un esquema de seleccion de antibiéticos mas convencional para mantener el nimero de copias del
plasmido).

El genotipo de la cepa E680 se da a continuacion. E680 incorpora todos los cambios descritos anteriormente y es
una cepa hospedadora adecuada para la produccion de oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina.

F'402 proA+B+, Placlg-lacY, A(lacl-lacZ)158, AlacA398/araC, Agpt-mhpC, AthyA::(2.8RBS lacZ+, KAN), rpoS+, rph+,
ampC::(Ptrp T7g10 RBS-Acl+, CAT)

E796 es una cepa similar a E680 y porta una mutacién thyA (timidilato sintetasa), introducida eliminando casi por
completo el gen thyA y reemplazandolo por un gen de E. coli lacZ+ insertado, funcional, pero sin promotor, pero que
lleva el sitio de union del ribosoma 0.8 (SEQ ID NO: 11) [AthyA::(0.8RBS lacZ+, KAN)]. El genotipo de la cepa E796
se da a continuacion. E796 incorpora todos los cambios descritos anteriormente y es una cepa hospedadora
adecuada para la produccion de oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina.

F'402 proA+B+, Placlg-lacY, A(lacl-lacZ)158, AlacA398/araC, Agpt-mhpC, AthyA::(2.8RBS lacZ+, KAN), rpoS+, rph+,
ampC::(Ptrp T7g10 RBS-Acl+, CAT)

E866 es una cepa similar a E796 y es util para la seleccion de plasmidos duales. E866 también tiene una mutacion
thyA (timidilato sintetasa), introducida al eliminar casi por completo el gen thyA y reemplazarlo por un gen de E. coli
lacZ+ funcional insertado, de tipo natural, pero sin promotor, y que lleva el sitio de union al ribosoma 0.8 (SEQ ID
NO: 11) [AthyA::(0.8RBS lacZ+)]. Ademas de la eliminacion de thyA, E866 también conlleva una eliminacion del gen
purA. El genotipo de la cepa E866 se da a continuacion. E866 incorpora todos los cambios descritos anteriormente y
es una cepa hospedadora adecuada para la produccion de oligosacaridos que contienen N-acetilglucosamina.

F'402 proA+B+, Placlg-lacY, A(lacl-lacZ)158, AlacA398/araC, Agpt-mhpC, AthyA::(0.8RBS lacZ+), rpoS+, rph+,
ampC::(Ptrp T7g10 RBS-Acl+, CAT), ApurA727::KAN

Ejemplo 2. Produccién de oligosacaridos de leche humana que contienen N-acetilglucosamina en E. coli: Lacto-N-
tetraosa (LNT) y Lacto-N-neotetraosa (LNnT)

El primer paso en la sintesis (a partir de un precursor de lactosa) tanto de Lacto-N-tetraosa (LNT) como de Lacto-N-
neotetraosa (LNnT) es la adicion de un residuo de 3(1,3)N-acetilglucosamina a la lactosa, utilizando una B(1,3)-N-
acetilglucosaminiltransferasa heterdloga para formar Lacto-N-triosa 2 (LNT2). El plasmido pG292 (ColE1, thyA+,
bla+, P.-IgtA) (SEQ ID NO: 2, FIG. 5) porta el gen IgtA B(1,3)-N-acetilglucosaminiltransferasa de N. meningitidis y
puede dirigir la produccion de LNT2 en la cepa de E. coli E680 en condiciones de cultivo apropiadas. pG221 (ColE1,
thyA+, bla+, P.-IgtA-wbgO) (SEQ ID NO: 3, FIG. 6) es un derivado de pG292 que transporta (dispuesto como un
operon) tanto el gen de IgtA B(1,3)-N-acetilglucosaminiltransferasa de N. meningitidis como el gen de wbgO B(1,3)-
galactosiltransferasa de E. coli O55:H7. pG221 dirige la produccion de LNT en la cepa de E. coli E680 en
condiciones de cultivo apropiadas. pG222 (ColE1, thyA+, bla+, P -IgtA-4GalT) (SEQ ID NO: 4, FIG. 7) es un
derivado de pG292 que ftransporta (dispuesto como un operon) tanto el gen de IgtA B(1,3)-N-
acetilglucosaminiltransferasa de N. meningitidis como el gen 4GalT (jhp0765) B(1,4)-galactosiltransferasa de H.
pylori. pG222 dirige la produccion de LNnT en la cepa de E. coli E680 en condiciones de cultivo apropiadas.

La adicién de ftriptéfano al medio de crecimiento que contiene lactosa de cultivos de cualquiera de las cepas
derivadas de E680 transformadas con los plasmidos pG292, pG221 o pG222 conduce, para cada combinacion
particular de E680/plasmido, a la activacion del triptéfano del hospedador de E. coli, utilizacién del represor TrpR, la
subsiguiente represion de Pips y la consiguiente disminucion de los niveles citoplasmicos de cl, lo que resulta en una
des-represion de Py, expresion de IgtA, IgtA+wbgO, o IgtA+4GalT, respectivamente, y la produccion de LNT2, LNT o
LNNT, respectivamente.

Para la produccion de LNT2, LNT o LNNnT en cultivos de laboratorio a pequefa escala (<100 ml), las cepas se
cultivaron a 30°C en un medio selectivo que carecia tanto de timidina como de triptéfano hasta la fase exponencial
temprana (p. €j., sales M9, glucosa al 0,5%, 0,4% de casaminoacidos). Luego se agregd lactosa a una
concentracion final de 0,5 o 1%, junto con triptéfano (200 pM final) para inducir la expresion de las respectivas
glicosiltransferasas, impulsadas por el promotor P.. Al final del periodo de induccién (~ 24 h), se realizdé un analisis
de TLC en partes alicuotas del medio de cultivo libre de células. La Fig. 8 ilustra esquematicamente las reacciones
enzimaticas necesarias para producir, a partir de la lactosa, a través del trisacarido intermedio lacto-N-triosa 2
(LNT2), los dos oligosacaridos de la leche humana; Lacto-N-tetraosa (LNT) y Lacto-N-neotetraosa (LNnT). Se
presenta un cromatograma de capa fina (a la izquierda) de muestras de medio de cultivo tomadas de cultivos de E.
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coli a pequefia escala y que demuestran la sintesis de LNT2, LNT y LNnT (utilizando cultivos de E680 inducidos que
contienen lactosa transformados con pG292, pG221 o pG222, respectivamente). Se presenta un segundo
cromatograma de capa fina (a la derecha) de muestras de medio de cultivo tomadas de un cultivo de biorreactor
E680/pG222 de 15 L de E. coli y que demuestra la sintesis de LNNnT (asi como el hMOS de mayor peso molecular,
Lacto-N-neohexaosa, LNnH ).

Aunque los resultados anteriores demuestran claramente cédmo es posible sintetizar oligosacaridos que contienen
GIcNAc (es decir, LNT2, LNT y LNnT) en E. coli modificada, la FIG. 14 ilustra un problema serio al tratar de usar la
reserva de UDP-GIcNAc de E. coli durante tales sintesis. En la Fig. 14 se cultivaron cuatro cultivos separados de
E680, transformados con pG292, en presencia y en ausencia de lactosa, y con la expresion de LgtA, se indujo y no
se indujo por adicién de triptéfano. Se puede ver claramente que se produce una lisis celular masiva en los cultivos
donde esta presente la lactosa, es decir, en aquellos cultivos en los que LgtA reduce la acumulacion celular de UDP-
GIcNAc agregando GIcNAc a la lactosa (y haciendo LNT2). Al hacerlo, la UDP-GIcNAc se desvia de la biosintesis de
la pared celular hacia la biosintesis de hMOS y resulta en lisis celular. Esta lisis puede controlarse faciimente no solo
por la caida precipitada en la densidad del cultivo como se ve en la figura, sino también por la aparicion de ADN en
el medio de cultivo.

Ejemplo 3. El aumento de la acumulacion de UDP-GIcNAc celular previene la lisis celular durante la biosintesis de
LNnT en E. coli modificada

Para examinar el impacto de la mejora de la acumulacion celular de UDP-GIcNAc de E. coli durante la sintesis de
hMOS que contiene N-acetilglucosamina, se construy6 el plasmido p15A de replicén pG356 (Figura 19 y SEQ ID
NO: 12). pG356 transporta un replicén p15A (compatible con los replicones ColE1), marcadores seleccionables purA
y ampC, y un operén sintético (bajo el control del promotor pL) que lleva el gimS de E. coli (que codifica L-
glutamina:D-fructosa-6-fosfato aminotransferasa) y nagC (que codifica el activador/represor transcripcional bi-
funcional de los operones glm y nag). Cuando pL esta activo en las cepas que llevan el plasmido pG356, aumenta la
acumulacion de UDP-GIcNAc. La cepa E796 (ver ejemplo 1) se transformé con pG222 (FIG. 7), y la cepa E866 (ver
ejemplo 1) se transformé con pG222 (FIG. 7) y pG356 (FIG. 19). (Las cepas E796 y E866 son isogénicas excepto
por la mutacion purA encontrada en E866 que se usa para la retencion del plasmido pG356). Se realizaron corridas
de fermentacion idénticas de 1.5 L en cada una de las cepas transformadas. Se siguié la densidad o6ptica de los
cultivos y la biosintesis de LNnT, junto con los parametros de fermentacion estandar. Como puede verse en la fig.
18, el cultivo E796/pG222 produjo LNNT, pero se lisé cuando la densidad celular alcanzé 75 OD600, y alcanzé una
densidad celular final al final de la fermentacion de solo 50 OD600. En contraste (Figura 19) con el cultivo
E866/pG222+pG356 (donde la expresion de los genes gimS y bagC mejora la acumulacion intracelular de UDP-
GIcNAc), también se produjo LNnT, pero sin lisis celular observada. En este cultivo, la densidad celular al final de la
fermentacioén alcanzé 108 OD600, mas del doble de la densidad alcanzada para E796/pG222.

Ejemplo 4. Produccion de 6'-sialil-lactosa (6'-SL) por E. coli disefiada por ingenieria (AnanRATEK)

Para la produccién de 6'-sialil-lactosa, se disefid Escherichia coli GI724 (ATCC55151) con un conjunto de
mutaciones que causaban la acumulacion citoplasmica del precursor de lactosa no acetilado y prevenian la
degradacion del acido N-acetil-5-neuraminico (Figura 3). En particular, se eliminaron los genes lacZ (B-
galactosidasa) y lacA (lactosa acetil transferasa) del operdn lac, dejando el represor Laclg y la permeasa LacY
completamente funcionales. La permeasa LacY puede ser activada por promotores débiles (por ejemplo, lac8) o
fuertes (por ejemplo, Ptac). El operén nan completo (nanRATEK; genes estructurales y reguladores involucrados en
la degradacion del acido neuraminico) se elimind en este ejemplo. Las manipulaciones del genoma de E. coli se
lograron utilizando una combinacion de técnicas genéticas moleculares estandar, especificamente la recombinacion
de lambda-Red, los intercambios de alelos con vectores de suicidio de seleccion positiva y las transducciones P1
(Figura 3). El genotipo huésped de la cepa E781, adecuado para la produccién de hMOS sialilados, se presenta a
continuacion:

ampC::( Ptrp-Acl+), laclqg lacPL8, AnanRATEK471, AlacZ690, AlacA 745

Para producir 6'-sialil-lactosa, la acumulacién celular de UDP-GIcNAc se debe convertir en el precursor activado de
azucar-nucleétido, CMP-NeuAc, que, a su vez, puede funcionar como una molécula donante para un aceptor de
azucar (es decir, lactosa) en una reaccion catalizada por sialiliransferasa (figura 3). Para este proposito, se
expresaron de forma constitutiva tres genes de Campylobacter jejuni ATCC43438, que codificaban i) UDP-N-
acetilglucosamina 2-epimerasa (NeuC), ii) N-acetilneuraminato sintasa (NeuB), y iii) N-Acetilneuraminato citidlil-
transferasa (NeuA), en la cepa de E. coli disefiada anteriormente, junto con un gen que codificaba una a(2,6)
sialiltransferasa de Photobacterium spp JT-ISH-224 (SEQ ID NO: 21 Acceso de la proteina del Genbank BAF92026).
Los genes neu se expresaron a partir de un vector plasmidico de bajo nimero de copias (pG317, Figura 9, SEQ ID
NO: 5) que llevaba un promotor lac constitutivo (pBBR1 ori, cat+, Plac), mientras que el gen de la
a(2,6)sialiltransferasa fue expresado a partir de un vector plasmidico de alto nimero de copias (pG315, Figura 10,
SEQ ID NO: 6) que llevaba un promotor lac constitutivo (ColE1 ori, bla+, Plac). Para evitar la sintesis de productos
secundarios, la expresion relativa para el gen de la a(2,6)sialiliransferasa en comparacion con los genes neu se
modula mediante la ingenieria de diferentes sitios de unién ribosémica (RBS) que proporcionan diversos grados de
eficiencia de la traduccion cadena arriba del gen de la a(2,6)sialiltransferasa. Las cepas disefiadas se cultivaron a
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alta densidad en fermentadores a escala piloto utilizando una estrategia de lote a lote de alimentacion. La Fig. 11 es
un analisis de TLC de sobrenadantes de cultivos de dos fermentaciones de este tipo, con muestras a la izquierda de
la figura tomadas de una fermentacién de una cepa que contiene pG315 (y, por lo tanto, que lleva el RBS
presentado en la SEQ ID NO: 7 frente al gen de a(2,6)sialiltransferasa en el vector). Las muestras a la derecha de la
figura se toman de una fermentacion de una cepa que contiene una variante cercana de pG315 (pG345, FIG. 12,
SEQ ID NO: 9, que lleva el RBS mas débil presentado en la SEQ ID NO: 8 delante del gen de a(2,6)sialiltransferasa
y reemplazando el RBS presentado en la SEQ ID NO: 7). En ambos casos, el precursor de lactosa se afiadié a una
densidad celular de 50 ODggp y la conversion eficiente a productos finales se logré en las 48 horas posteriores a la
adicion de lactosa. El rendimiento final de 6'SL se incrementd cuando se utilizd el plasmido con el RBS mas débil
cadena arriba del gen de la a(2,6)sialiltransferasa y, ademas, el nivel del producto secundario KDO-lactosa se redujo
significativamente al usar este RBS mas débil. La identidad de la 6'-SL purificada mediante cromatografia en
columna de carbon activado se confirmé mediante espectrometria de masas ES| y RMN.

Ejemplo 5. Produccion de 6'-sialil-lactosa (6'-SL) por E. coli disefiada. (AnanA, AnanATE)

Para la produccion de 6 'sialil-lactosa, se disefid Escherichia coli GI724 (ATCC55151) con un conjunto de
mutaciones que causaban la acumulacion citoplasmica del precursor de lactosa no acetilada y que prevenian la
degradacion del acido N-acetil-5-neuraminico (Figura 13). En particular, se eliminaron los genes lacZ (B-
galactosidasa) y lacA (lactosa acetil transferasa) del operon lac, dejando el represor Laclg y la permeasa LacY
completamente funcionales. La permeasa LacY puede ser activada por promotores débiles (por ejemplo, lac8) o
fuertes (por ejemplo, Ptac). Si bien todo el operdn nan (nanRATEK; genes estructurales y reguladores implicados en
la degradacion del acido neuraminico) se puede eliminar para suprimir el catabolismo del acido neuraminico como
en el Ejemplo 4, también son adecuadas eliminaciones menores que abarcan solo los genes nanA, o nanA, nanT y
nanE, o nanA y nanE. En todos los casos en los que se mutd el gen nanE, los ultimos 104 bp del gen nanE se
dejaron intactos para permitir la transcripcion/traduccion imperturbada de nanK cadena abajo, aunque son posibles
otras longitudes de la secuencia nanE residual. Las manipulaciones del genoma de E. coli se lograron utilizando una
combinacién de técnicas genéticas moleculares estandar, especificamente la recombinacién de lambda-Red, los
intercambios de alelos con vectores suicidas de seleccion positiva y las transducciones P1 (Figura 13). Los
genotipos hospedadores de las cepas E971, E1017 y E1018, adecuados para la produccién de hMOS sialilados con
diversos rendimientos y purezas, se presentan a continuacion:

ampC::(Ptrp-Acl+), laclq lacPL8, AnanA::kanR, AlacZ690, AlacA::scar,
ampC::(Ptrp-Acl+), laclq lacPL8, AnanATE::kanR::nanK+, AlacZ690, AlacA::scary
ampC::(Ptrp-Acl+), laclq lacPL8, AnanATE::cicat::nanK+, lacz690 AlacA::scar, respectivamente.

Para producir 6'-sialil-lactosa, la acumulacién celular UDP-GICNAc se debe convertir en el precursor activado de
azucar-nucleétido, CMP-NeuAc, que, a su vez, puede funcionar como una molécula donante para un aceptor de
azucar (es decir, lactosa) en una reaccidon catalizada por sialiltransferasa (figura 13). Para este propésito, se
expresaron de forma constitutiva tres genes de Campylobacter jejuni ATCC43438, que codificaban i) UDP-N-
acetilglucosamina 2-epimerasa (NeuC), ii) N-acetilneuraminato sintasa (NeuB), y iii)) N-Acetilneuraminato
citidililtransferasa (NeuA), en la cepa de E. coli disefiada anteriormente, junto con un gen que codificaba una a(2,6)
sialiltransferasa de Photobacterium spp JT-ISH-224. Los genes neu se expresaron a partir de un vector plasmidico
de bajo nimero de copias (pG317, Figura 9, SEQ ID NO: 5) que llevaba un promotor lac constitutivo (pBBR1 ori,
cat+, Plac), mientras que el gen de la a(2,6) sialiliransferasa fue expresado desde el RBS débil de la SEQ ID NO: 8
en un vector plasmidico de alto numero de copias (pG345, Figura 12, SEQ ID NO: 9) que lleva un promotor lac
constitutivo (ColE1 ori, bla +, Plac). Las cepas disefiadas se cultivaron a alta densidad en fermentadores a escala
piloto utilizando una estrategia de lote a lote de alimentacion. La Fig. 14 es un analisis de TLC de granulos de cultivo
o sobrenadantes de tres de tales fermentaciones. El panel A muestra la produccion y acumulacion de 6'SL en las
células de tres fondos genéticos (solo se muestran las mutaciones nan relevantes para las cepas E971, E1017 y
E1018), el panel B y C muestran la produccion y acumulacion de 6'SL en el medio extracelular (sobrenadantes) en
las cepas E971, E1017 y E1018 (solo se muestran las mutaciones nan relevantes) con rendimientos volumétricos
maximos estimados de 15 g por litro de sobrenadante. En todos los casos, el precursor de lactosa se agrego a una
densidad celular de 40 ODggpo Yy la conversidon en estado estacionario a productos finales se logré en
aproximadamente 90 horas a partir de la adicién de lactosa (EFT es el tiempo de fermentacion transcurrido).

Las diversas secuencias presentadas en este documento se enumeran a continuacion.

SEQ ID NO: 1

>E680_thyA::2.8RBS_lacZ cepa de Escherichia coli
GCAGCGGAACTCACAAGGCACCATAACGTCCCCTCCCTGATAACGCTGATACTGTGGTCG
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CGGTTATGCCAGTTIGGCATCTTICACGTAAATAGAGCAAATAGTCCCGCGCCTGGCTIGGEG
GTTTGCCATAGCCGTTGCGACTGCTGCCAGTATTGCCAGCCATAGAGTCCACTTGCGCTT
AGCATGACCAAAATCAGCATCGCGACCAGCGTTTCAATCAGCGTATAACCACGTTGTGTT
TTCATGCCGGCAGTATGGAGCGAGGAGAAARARRAAGACGAGGGCCAGTTTCTATTTICTTCG
GCGCATCTICCGGACTATTTACGCCGTITGCAGGACGTTGCAARATTTCGGGRAAGGCGTCT
CGRAGARATTTARCGGAGGGTARARARNCCGRACGCACACTGGCGTCGGCTCTGGCAGGRTG
TTTCGTRATTAGATAGCCACCGGCGCTTTattaaacctactATGACCATGATTACGGATT
CACTGGCCGTICGTITITTACAACGTCGTGACTGGGAARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATC
GCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGARAGAGGCCCGCACCGATC
GCCCTITCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTITGCCTGGTITICCGGCAL
CAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCG
TCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATC
CCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTITCCCACGGAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCA
CATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGARATTATTTTTGATGGCG
TTAACTCGGCGTITTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGTTACGGCCAGGACAGTC
GTTTGCCGTCTGARATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAARAACCGCCTCGCGG
IGATGGTGCTGCGCTIGGAGTGACGGCAGTTATCTGGARGATCAGGATATGTGGCGGATGA
GCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATARACCGACTACACAAATCAGCGATTICC
ATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGRAAGTTCAGA
TIGTIGCGGCGAGTITGCGTGACTACCTACGGGTARCAGTTTICTTITATGGCAGGGTIGARARCGT
AGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTICGGUGGTGAAATTATCGATGAGCGTIGGIGGITATG
CCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAARACCCGARACTGTGGAGCGCCGARRTCC
CGAATCTCTATCGTGCGGTGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAG
AAGCCTGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAALG
GCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATGGTCAGG
TCATGGATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGARGCAGAACRACTTTAACG
CCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTACG
GCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTGAARCCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTC
TIGACCGATGATCCGCGCTGGCTACCGGUGATGAGCGAACGCGCTARCGCGRATGGTGCAGT
GCGATCGTAATCACCCGAGTIGTIGATCATCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCG
CTAATCRACGACGCGCTGTATCGCTGGATCARATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGGTGCAGT
ATGAAGGCGGCGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGEG
TGGATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCARARARTGGCTTTICGC
TACCTGGAGAGACGCGCCCGUTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGTC
TTGGCGGTTITCGCTRAAATACTGGCAGGCGTTITCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGGET
TCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAARACGGCARCCCGTGGT
CGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGARCGGTC
IGGTCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCARARCACCAGCAGCAGT
TTTTCCAGTTCCGTTTATCCGGGCARACCATCGAAGTGACCAGCGRATACCTGTITCCGTC
ATAGCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGGECGCTGGATGGTARGCCGCTGGCARAGCG
GTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTAC
CGCAGCCGGAGAGCGLCGEGCARCTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCARCCGAACGCGA
CCGCATGGTCAGARGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGARARCT
TCAGTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGG
ATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTT
CACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGETGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCACCC
GTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCT
GGGTCGRACGCTGGAAGGCGGUGGGCCATTACCAGGCCGARGCAGCGTTGTITGCAGTGCA
CGGCAGATACACTTIGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGG
GGAARACCTTATTTATCAGCCGGAARACCTACCGGATTGATGGTAGTIGGTCAAATGGCGA
TTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACT
GCCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAARCT
ATCCCGACCGCCTITACTGCCGCCTIGTITTGACCGUTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGT
ATACCCCGTACGTCTTCCCGAGUGARAACGETCTGCGCTGCGGGACGCGCGAATTGAATT
ATGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCAACAGC
ARCTGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATA
TCGACGGTTTCCATATGGGGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGTICAGTATCGGCGE
AATTCCAGCTGAGCGCCGGTCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCARARATARGCGG
CCGCELTTATGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTT
CGGAATAGGAACTTCAAGATCCCCTTATTAGARGAACTCGTCARGRAAGGCGATAGARGGC
GATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGARGCGGTCAGCCCATTIC
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GCCGCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGC
CACACCCAGCCGGCCACAGTCGATGAATCCEGRAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATT
CGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTT
GAGCCTGGCGAACAGTTCEGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTG
ATCGACRAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTG
GTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCARGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGAT
GGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCC
CRAATAGCAGCCAGTCCCTITCCCGCTTICAGTGACAACGCTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAAC
GCCCGTCGTGECCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCCTCCTCCAGTTCATTCAGGGCALCC
GGACAGGTCGGTCTTIGACAAARAGARCCGGGCGCCCCTGCGCTCGACAGCCGGAACACGGC
GGCATCAGAGCAGCCGATTIGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGARTAGCCTCTCCACCCA
AGCGGCCGLAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGARACGATCCTCATCC
TGTCTCTTGATCAGATCTTGATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCAAGAAAGCCAT
CCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCARCCTTACCAGAGGGCGCCCCAGCTGGCAATTCCGG
TTCGCTTGCTGTCCATAARRCCGCCCAGTCTAGCTATCGCCATGTAAGCCCACTGCRARGT
TACCTGCTTTCTCTTTGCGCTTGCGTTITTCCCTTGTCCAGATAGCCCAGTAGCTGACATT
CATCCGGGGETCAGCACCGTTTICTGCGGACTGGCTITTCTACGTGTTCCGCTTCCTTTAGCA
GCCCTTGCGCCCTGAGTGCTTGUGGCAGCGTGAGCTTCARAAGCGCTCTGARGTTCCTAT
ACTTITCTAGAGAATAGGARCTICGAACTGCAGGICGACGGATCCCCGGAATCATGGTTICC
TCAGGARACGTGTTGCTGTIGGGCTGCGACGATATGCCCAGACCATCATGATCACACCCEC
GACAATCATCGGGATGGAAAGAATTTGCCCCATGCTGATGTACTGCACCCAGGCACCGGT
ARACTGCGCGTCGGGCTGGCGGAAARACTCAACAATGATGUGAARCGCGCCGTAACCAAT
CAGGAACAAACCTGAGACAGCTCCCATTGGGCGTGGTITTACGAATATACAGGTTGAGGAT
AATAAACAGCACCACACCTTCCAGCAGCAGCTCGTAAAGCTGTCGATGGGETGGCGCGEGCAG
CACACCGTAAGTGTCGAARATGGATTGCCACTGCGGETTGGTTTGCAGCAGCARAATATC
TTCTGTACGGGAGCCAGGGARCAGCATGGCARRACGGGAAGTTCGGETCARCGCGGCCCCA
CAATTCACCGTITAATAAAGTTGCCCAGACGCCCGGCACCAAGACCAAACGGRATGAGTGG
TGCGATAAAATCAGAGACCTGGAAGAAGGAACGTTTAGTACGGCGGGCGAAGATAATCAT
CACCACGATAACGCCAATCAGGCCGCCGTGGARAGACATGCCGCCGTCCCAGACACGGAR
CAGATACAGCGGATCGGCCATAAACTGCGGGARATTGTAGAACAGAACATARCCAATACG
TCCCCCGAGGAAGACGCCGAGGAAGCCCGCATAGAGTAAGTTTTCAACTTICATTITTIGGT
CCAGCCGCTGCCCGGACGATTCGCCCGTICGIGTTGCCAGCCACATTGCARARATGAMACC
CACCAGATACATCAGGCCGTACCAGCTGAAGCGCCACGGGTCCTATTGAGAARATGACCGG
ATCAAACTCCGGARAATGCAGATAGCTACTGGTCATCTGTCACCACAAGTTCTTGTTATT
TCGCTGAAAGAGARCAGCGATTGAARATGCGCGCCGCAGGTTTCAGGCGCTCCAAAGGETGC
GRATAATAGCACARGGGGACCTGGCTGGTTGCCGGATACCGTTARAAGATATGTATA

SEQID NO: 2

>pG292, secuencia completa.
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TCGCGCGITTICGGTIGATGACGGTGARARCCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCA
CAGCTTGTCTGTAAGCGGAT GCCGEGAGCAGACARGCCCETCAGGGCGCGTCAGCGGGTG
ITTGGCGEETGTCGGGGECTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
ACCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGARRATACCGCATCAggCY
CCTCCTCAACCTGTATATTCGTAAACCACGCCCAATGGGAGCTGTCTCAGGTTITGITCCT
GATTGGTTACGGCGCGTITICGCATCATTIGTTGAGTTTTTCCGCCAGCCCGACGCGCAGTT
TACCGGTGCCTGGGTGCAGTACATCAGCATGGGGCAAATTCTTTCCATCCCGATGATTGT
CGCGGGETGTGATCATGATGGTCTGGGCATATCGTCGCAGCCCACAGCAACACGTTTICCTG
AGGAACCATGARACAGTATTTAGAACTGATGCAAAAAGTGCTCGACGAAGGCACACAGAR
ARACGACCGTACCGGAACCGGAACGCTTTCCATTTTTGGTCATCAGATGCGTTTTAACCT
GCAAGATGGATTCCCGCTGGTGACAARCTAAACGTTGCCACCTGCGTTCCATCATCCATGA
ACTGCTGIGGITICTGCAGGGUGACACTAACATTGCTTATCTACACGAARACAATGTCAC
CATCTGGGACGAATGGGCCGATGAARACGGCGACCTCGGGCCAGTGTATGGTARACAGTG
GCGCGCCTGGCCARCGCCAGATGGTCGTCATATTGACCAGATCACTACGGTACTGARCCA
GCTGAARAACGACCCGGATTCGCGCCGCATTATTGTTTCAGCGTGGAACGTAGGCGAACT
GGATAARATGGCCCTGGCACCGTGCCATGCATTCTTCCAGTTCTATCTGGCAGACGGCAR
ACTCICTITGCCAGCTTTATCAGCGCTCCTIGIGACGTICTICCTCGGCCTGCCGTITCAACAT
TGCCAGCTACGCGTTATTGGTGCATATGATGGUGCAGCAGTGCGATCTGGARGTGGGTGA
TTTTGTCTGGACCGGTGGCGACACGCATCTGTACAGCAACCATATGGATCAAACTCATCT
GCAATTAAGCCGCGAACCGCGTCCGUTGCCGAAGTTGATTATCARACGTAARCCCGRATC
CATCTTCGACTACCGTTTCGAAGACTTTGAGAT TGAAGGCTACGATCCGCATCCGGGCAT
TAAAGCGCCGETGGCTATCTAATTACGARAACATCCTGCCAGAGCCGACGCCAGTGTGCGT
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CGGTTTTTTTACCCTCCGTTAAATTCTTCGAGACGCCTTCCCGARgyecgecATTCGCCAT
TCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGC
TGGCGARAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGT
CACGACGTTGTAARACGACGGCCAGTGCCARGCTTACTGCTCACRAGAARRRARGGCACGT
CATCTGRACGTGCCTITTTITATTTGTACTACCCTGTACGATTACTGCAGGTCGACTCTAGA
TGCATGCTCGAGTCAACGGTTTTTCAGCAATCGGTGCARRATGCCGARGTATTGCCTCAR
GGTARACAGCCGCCGCATCCTGCCGICTGCCGCAARAATCCAGCCACGCGCCGGLGGEGCAG
CGIGTICCGICCGITIGAAGCATTGGTACAARAACCGGCGGGCGCGTTCARARTCTTICTTIC
CGGCARATGITICTICCAGCAATTICATACGCTACTGCTITITATTITGGCGGTATTICAAGGCT
GTCGAACCGGGTITITTAAARCCCATAGACTGCARRAARATCGTITICTGGCGGTITITTTGGAT
GCCTTGCGCGATTTCGTGTTGGCGGATGCTGTATTTGGATGARACCTGATTGGCGTGARG
GCGGTATTTGACCAAGGCTTCGGGATAATAAGCCAGCCTGCCCAATTTGCTGACATCGTA
CCAAAATTGGTAATCTTCCGCCCAATCCCGCTCGGTGTTGTAACGCAAACCGCCGTCAAT
GRACGCTGCGCCTCATAATCATCGIGTIGTIGIGTATGGGGTTGCCGAAAGGGAAARARGTC
GGCAATGTCTTCGTGTCGGGTCGGTTTTTTCCARATTTTGCCGTGTTCGTGGTGCCGCGT
CAGCCGGTTGCCGTCCTTITICTICCGACAARACTTCCAGCCACGCACCCATCGCGATGAT
GCTGCGGICTTTTTCCATCTCACCCRCGATTTTCTCARTCCAGTCGGGGGCGGCARTATC
GTCTGCATCGGTGCGCGCAATATATTCCCCCCCCCCCCCCGACTTTGCCAATTCATCCAG
CCCGAIGTITTARAGAGGGAATCAGACCGGAATTGCGCGGCTGCGCGAGGATGCGGATIGCG
GCCGTCCIGITCTITGGARRCGCTGGGCARTGGCAAGCGTACCGTCCGTCGAGCCGTCATC
GACAATCAAAATATCCAAGTTGCGCCAAGTITGATTCACGACGGCGGECTAATGATTGGGC
GRAATATTTTITCTACGTTGTAGGCGCAAATCARTACGCTGACTARAGGCTGCAATTTATT
CTCCCGATAGGCACGATGCCGTCTGRAGGCTTCAGACGGCATATGtatatctcecttettg
aalTTCTAACAATTGATTGAATGTATGCARATARATGCATACACCATAGGTGTGGTTTAAT
TTGATGCCCTTTTTCAGGGCTGGAATGTGTAAGAGCGGGGTTATTTATGCTGTTGTTTTT
TTGTTACTCGGGAAGGGCTTTACCTCTTCCGCATARACGCTTCCATCAGCGTTTATAGTT
ARRRAARTCTTTCGGAACTGGTITTITGCGCTTACCCCARCCAACAGGGGATTTGCTGCTTT
CCATTGAGCCTGITICTCTGCGCGACGTTCGCGGCGGCGTGTTTGTGCATCCATCTGGAT
ICTCCTIGTCAGTITAGCTTTIGGTIGGTIGIGIGGCAGTTIGCTAGTCCTGAACGAARACCCCCCG
CGATTGGCACATTGGCAGCTAATCCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGTTTICGTAT
CACACACCCCARAGCCTICIGCTITTGAATGCTGCCCTITICTICAGGGCTTAATITTITARAGA
GCGTCACCTICATGGTGGICAGTGCGICCTGCTIGATGTIGCTCAGTATCACCGCCAGTGGT
ATTTATGTCAACACCGCCAGAGATARTTTATCACCGCAGATGGTTATCTGTATGTTTTTIT
ATATGAATTTATTTTITTGCAGGGGGGCATTGTTIGGTAGGTGAGAGATCAATTCTGCATT
ARTGAATCGGCCARCGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGETCTTCCGCTTCCT
CGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTICGTTCGGCIGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAR
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGARAGRACATGTGAGCAR
AAGGCCAGCAARAGGCCAGGAACCGTAARARGGCCGCGTITGCTGGCGTTTTTCCATAGGC
TCCGCCCCCCTGACGAGCATCACARARRATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGA
CAGGACTATAARGATACCAGGCGTITTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTC
CGACCCTGCCGCTITACCGGATACCIGICCGCCTITTICTICCCITCGGGAAGCGTGGCGCTITT
CTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTICGCTCCARGCTGGGCT
GTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGICTTIG
AGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTARCAGGATTA
GCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTARCTACGGCT
ACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGARRRA
GAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAARCAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTT
GCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAARRRAAGGATCTCARGAAGATCCTTTGATCTTTICTA
CGGGGTCTGACGCTCAGTGGARCGARRACTCACGTTARGGGATTTTGGTCATGAGATTAT
CAAARAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAARAARTGAAGTTTTAARTCAATCTARA
GTATATATGAGTARACTIGGTCTGACAGTTACCAATGCTITAATCAGTGAGGCACCTATICT
CAGCGATCTGTICTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTA
CGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTIGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCT
CACCGGCICCAGATTITATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGECCGAGCGCAGARGTG
GTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAA
GTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGITGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGT
CACGCTCGTCGTTITGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTA
CATGATCCCCCATGTTGTGCARARRRGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCA
GAAGTARGTITGGCCGCAGTGITATCACTCATGGITATGGCAGCACTGCATAATTCTICTTA
CTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTICTGTGACTGGTGAGTACTCAACCARGTCATTCT
GAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTIGCTICTITGCCCGGCGTCARTACGGGATAATACCG

21



ES 2700274 T3

CGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAARAACGTTCTTCGGGGCGARARC
TCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTRAACCCACTCGTGCACCCAACT
GATCTICAGCATCTITITACTTTICACCAGCGTITICTGGGTGAGCARAAACAGGAAGGCARD
ATGCCGCAAARARLGGGAATAAGGGCGACACGGAAATCGTTGAATACTCATACTCTTCCTTT
TTCAATATTATTGRAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGART
GTATTTAGAARRARTAAACARATAGCGGTICCGCGCACATTICCCCGARARRAGTGCCACCTG
ACGTCTRAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAARAAATAGGCGTATCACGAGGC
CCTTICGIC

SEQID NO: 3

>pG221, secuencia completa.
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TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGARAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCA
CAGCTTIGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTG
TTGGCOGGTGTCGGGECTGGCTTAAC TATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGE
ACCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAARATACCGCATCAGYCY
ceTCCTCAACCTGTATATTCGTAAACCACGCCCAATGGGAGCTGTCTCAGGTTTGTTCCT
GATTGGTTACGGCGCGTTTCGCATCATTGTTGAGTTTTTCCGCCAGCCCGACGCGCAGTT
TACCGGTGCCTGGGTGCAGTACATCAGCATGGGGCARATTCTTTCCATCCCGATGATTGT
CGCGGGETGTGATCATGATGGTCTGGGCATATCGTCGCAGCCCACAGCAACACGTTTCCTG
AGGAACCATGAAACAGTATTTAGAACTGATGCAAAAAGTGCTCGACGAAGGCACACAGAA
BAACGACCGTACCGGAACCGGAACGCTTTCCATTTTTGGTCATCAGATGCGTTTTAACCT
GCAAGATGGATICCCGCTGGTGACAACTAARCGTTGCCACCTGCGTICCATCATCCATGA
ACTGCTGTGGTITCTGCAGGGCGACACTAACATTGCTTATCTACACGARAACAATGICAC
CATCTGGGACGAATGGGCCGATGARARCGGCGACCTCGGGCCAGTGTATGGTAAACAGTG
GCGCGCCTGGCCAACGCCAGATGGTCGTCATAT TGACCAGATCACTACGGTACTGAACCA
GCTGAARAACGACCCGGAT TCGCGCCGCATTATTGT TTCAGCGTGGAACGTAGGCGAACT
GGATAARATGGCGCTGGCACCGTGCCATGCATTCTTCCAGT TCTATGTGGCAGACGGCAA
ACTCTCTTGCCAGCTTTATCAGCGCTCCTGTGACGTCTTCCTCGGCCTGCCGTTCAACAT
TGCCAGCTACGCGT TATTGGTGCATATGATGGCGCAGCAGTGCGATC TGGAAGTGGGTGA
TTTTGTCTGGACCGGTGGCGACACGCATCTGTACAGCAACCATATGGATCARACTCATCT
GCAATTAAGCCGCGAACCGCGTCCGCTGCCGAAGTTGATTATCAAACGTAAACCCGAATC
CATCTTCGACTACCGTITTCGAAGACTTTGAGAT TGARGGCTACGATCCGCATCCGGGCAT
TAAAGCGCCGGTGGCTATCTAATTACGARACATCCTGCCAGAGCCGACGCCAGTGTGCGT
CGGTTTTTTTACCCTCCGTTAAATTCTTCGAGACGCCTTCCCGARGgCgecATTCGCCAT
TCAGGCTGCGCAACTGT TEGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGT
TGGCGARAGGGGGATGTGC TGCAAGGCGATTAAGT TGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGT
CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTACTGCTCACAAGAAAARAGGCACGT
CATCTGACGTGCCTTTTTTATTTGTACTACCCTGTACGATTACTGCAGGTCGACTCTAGA
TGCATGCTCGAGTTATTATTTAATATATTTACAATAGATGAAGGACGCAATCGTACGGAT
ACCGCCGAACAGGTAGTTAATGTTACCGGTCAGGAAGARGCACTTCATTTTGATAACCAG
GICGTTAACCATCACCATGTACAGGTTTTTTTTTGCGGTAGACTGACCTICGTGCAGGCG
GIAGTAGAACAGGTATTCCGGCAGGTTTTGGAACTTGATTTTTGCCAGGCTCAGACGGTT
CCACAGCTCGTAATCTTCGGAGTAGT TAGARAARCATATAACCACCGATGCTCGCGATGAC
TTTTTTACGAAACATTACGCTCGGGTGAACAATACAACACTTATACGGCAGGTTTTTAAC
GATGTCCAGGTICTCTTCCGGCAGT TTGGTCTIGTTGATTTCACGACCTI TGTCGTCAAT
AAAGATTGCGTTGGTACCCACAACATCTACGTACGGATTGTTCTTCAGGAAGTCARCCTG
TTTAGTAAARACGGTCCGGGTGAGAGATGTCGTCAGAGTCCATACGGGCARTAAATTCGCC
GTTGCTCAGGTCGATCGCT TTGT TCAGGGAGTACGGCAGGTAAGCGATGT TAGTGCGGAT
CAGTTTGATTTIGTCGTTAACTTTGTGTTTCAGTTCGTTATAGAAGTCGTCAGTGCAGCA
GITCGCAACGATGATGATTTCGAAGCTGCTGAAGGTCTGAGACAGGATGCTGTTGATCGC
TTCGTCCAGAARAGGGTTTTTCTTGT TAACAGGCAGGATAACGCTCACARCCGGGTGGGT
AGATTCCGCGGATTCCGCTTCATCGATGATCATATGTATATCTCCTTCTICTCGAGTCAA
CGGTTTTTCAGCAATCGGTGCARAATGCCGAAGTATTGCCTCAAGGTAAACAGCCGCCGE
ATCCTGCCGTCTIGCCGCARAATCCAGCCACGCGCCGGCGGGCAGCGTGTCCGTCCGITTG
AAGCATTGGTACAAARACCGGCGGGCGCGTTCARARATCTTCTTICCGGCAARTGITTICTCC
AGCAATTCATACGCTACTGCTTTTATTTGGCGGTATTCAAGGCTGTCGAACCGGGTTTTA
AAACCCATAGACTGCAAARAATCGTTTCTGGCGGTTTTTTGGATGCCTTGCGCGATTTCG
TGTTGGCGGATGCTGTATT TGGATGAAACCTGATTGGCGTGAAGGCGGTATTTGACCAAG
GCTTCGGGATAATAAGCCAGCCTGCCCAATTTGCTGACATCGTACCARAATTGGTAATCT
TCCGCCCAATCCCGCTCGGTGTTGTAACGCARACCGCCGTCAATGACGCTGCGCCTCATA
ATCATCGTGTTGTTGTGTATGGGGT TGCCGARAGGGARARAGTCGGCARTGTCTTCGTGT
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CGGETCGGTTTITTCCAARATTTTGCCGTGTTCGTGGTGCCGLGCCAGCCGGTTGCCGTCC
TTTTCTTCCGACARAACTTCCAGCCACGCACCCATCGCGATGATGCTGCGGTCTTTITCT
ATCTCACCCACGATTTTCTICRAATCCAGTCGGGGGECGGCAATATCGTCTGCATCGGTGCGT
GCRAATATATTCCCCCCCCCCCCCCGACTTTGCCAATTCATCCAGCCCGATGTTTAAAGAG
GGAATCAGACCGGRAATTGCGCGGCTGCGCGAGGATGCGGATGCGGCCGTCCTGTTCTTGG
AAACGCTGGGCAATGGCARGCGTACCGTCCGTCGAGCCGTCATCGACAATCAAAATATCC
AAGTTGCGCCARGTTTGATTCACGACGGCGGCTAATGATTGGGCGAAATATTTTTCTACG
TTGTAGGCGCAAATCAATACGCTGACTAAAGGCTGCAATTTATTCTCCCGATAGGCACGA
TGCCGTCTGAAGGCTTCAGACGGCATATGEatatctecttettgaaTICTARCAATTGAT
TGAATGTATGCAARATARATGCATACACCATAGGTIGTIGGTITTAATTTGATGCCCTITTITICA
GEGCTGGAATCTGTAAGAGCGGGGTTATTTATGCTGTTGTTITTITTITGTTACTCGGGARAGG
GCTTTACCTCTTCCGCATAAACGCTTCCATCAGCGTTTATAGTTAAARAARATCTTTCGGA
ACTGGTTTTGCGCTTACCCCAACCARCAGGGGATTTGCTGCTTITCCATTGAGCCTGTTTC
TCTGCGCGACGTTCGCGECGGCGTGTITGTGCATCCATCTGGATTCTCCTGTCAGTTAGC
TTTGGTGGTGTGTGGCAGTTGTAGTCCTGARACGAARAACCCCCCGCGATTGGCACATTGGEC
AGCTAATCCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGTTTCGTATCACACACCCCAARGCC
TTCTGCTTTGAATGCTGCCCTTCTTCAGGGCTTAATTTTTAAGAGCGTCACCTTCATGET
GGTCAGTGCGTCCTGCTGATGTGCTCAGTATCACCGCCAGTGGTATTTATGTCAACACCG
CCAGAGATAATTTATCACCGCAGATGGTTATCTIGTATGTTTTTTATATGAATTTATTTTT
TGCAGGGGGEGCATTGTTTGGTAGGTGAGAGATCAATTCTGCATTAATGARTCGGCCAACS
CGCCGGGAGAGGCGGTITIGCGTATTGGGCGCTICTTICCGCTICCTCGUTCACTGACTCGCET
GCGCTCGGETCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAARGGCGGTAATACGGTT
ATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGARCATGTGAGCAARAGGCCAGCAAARLGGC
CAGGAACCGTARARAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTITTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAARARTCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACAGGACTATAAAGATA
CCAGGCGTTTCCCCCTGGRAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTAC
CGGATACCTGTCCGCCTTITICTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTITCTCATAGCTCACGCTG
TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCARGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCC
CGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGT
AGGCGGTGCTACAGAGTTICTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGCCTACACTAGAAGGACAGT
ATTTGGTATCTIGCGCICTIGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTITG
ATCCGGCAAACAAACCACCGCTGETAGCGGTGGTITTTITTIGTITTGCAAGCAGCAGATTAC
GCGCAGAAAAARAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTICTACGGGGTCTGACGCTCA
GTGGAACGAAARCTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAARGGATCTTCAC
CTAGATCCTTTTARATTARARATGARGTTTTARATCAATCTAAAGTATATATGAGTARRC
TTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATT
TCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTT
ACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTT
ATCAGCARATAARCCAGCCAGCCGGARGGGCCGAGCGCAGRAGTGGTCCTGCAACTTTATC
CGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAA
TAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTITIGG
TATGGCTTICATTICAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTT
GTIGCAARRARAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTIGTCAGAAGTAAGTTGGCCGC
AGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGT
ARGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCG
GCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGART
TTTAAARGTGCTCATCATTGGAARAACGTTCTTCGGLGCGAAAMACTCTCARAGGATCTTACC
GCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTT
TACTTTCACCAGCGITTICTIGGGTGAGCARARACAGGARAGGCARAATGCCGCARARAMRGGG
ARTAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTICCTITTICAATATTATTGAAG
CATTTATCAGGGTTATTGTICTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAANTAR
ACAANATAGGGGTTCCGUGCACATTTCCCCGAARAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCAT
TATTATCATGACATTAACCTATAAARATAGGCGTATCACGAGGCCCTITCGTC
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SEQID NO: 4
>pG222, secuencia completa.

TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGARAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCA
CAGCTTGTICTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTG
TTGGCGGETGTCGEGECTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
ACCATATATGCGGTGTGARATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAARATACCGCATCAgYCY
CcCTCCTCAACCTGTATATTCGTAARCCACGCCCAATGGGAGCTGTCTCAGGTTTIGTTCCT
GATTGGTTACGGCGCGTTITCGCATCATTGTTIGAGTTTTTICCGCCAGCCCGACGCGCAGTT
TACCGGTGCCTGGGTIGCAGTACATCAGCATGGGGCAAATTCTITCCATCCCGATGATTGT
CGCGGGETGTGATCATGATGGTCTGGGCATATCGTCGCAGCCCACAGCRAACACGTTTICCTG
AGGAACCATGAAACAGTATTTAGAACTGATGCAAAAAGTGCTCGACGAAGGCACACAGAR
ARACGACCGTACCGGAACCGGAACGCTTTCCATTTITTIGGTCATCAGATGCGTTTTAACCT
GCAAGATGGATTCCCGCTGGTGACAACTAAACGTTGCCACCTGCGTTCCATCATCCATGA
ACTGCTGTIGGTTTCTGCAGGGCGACACTAACATTGCTTATCTACACGAARARCAATGTCAC
CATCTGGGACGAATGGGCCGATGAARACGGCGACCTCGGGCCAGTGTATGGTAAACAGTG
GCGCGCCTIGGCCAACGCCAGATGGTCGTCATATTGACCAGATCACTACGGTACTGARCCA
GCTGAARAACGACCCGGATTCGCGCCGCATTATTGTTITCAGCGTGGARCGTAGGCGAACT
GGATAARATGGCGCTGGCACCGTGCCATGCATTCTTCCAGTTICTATGTGGCAGACGGCAA
ACTCTICTIGCCAGCTTTATCAGCGCTCCTGTIGACGTCTICCTCGGCCTGCCGTTCARCAT
TGCCAGCTACGCGTITATTGGTGCATATGATGGCGCAGCAGTGCGATCTGGAAGTGGGTGA
ITTTTIGTCTIGGACCGGTGGCGACACGCATCTGTACAGCAACCATATGGATCAAACTCATCT
GCAATTRAAGCCGCGAACCGCGTCCGCTGCCGARGTTGATTATCARACGTAARCCCGRATC
CATCTTCGACTACCGTTTCGAAGACTTTGAGATTGAAGGCTACGATCCGCATCCGGGCAT
TRAAGCGCCGGTGGCTATCTAATTACGAAACATCCTGCCAGAGCCGACGCCAGTGTGCGT
CGGTTTTITTACCCTCCGTTARATTCTTCGAGACGCCTTCCCGARgyecgecATTCGCCAT
TCAGGCTGCGCARCTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGT
TGGCGARAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTARGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGT
CACGACGTTGTARAACGACGGCCAGTGCCARGCTTACTGCTCACRAGRARRAAGGCACGT
CATCTIGRACGTGCCTTITTITTATTTGTACTACCCTGTACGATTACTGCAGGTCGACTCTAGA
TGCATGCcLcgagTTATACAAACTGCCAATATTTCARATATTTAARATGGCAGTTCTCTCAT
TAAGGCGATTITTAGGGCTATAAGGTTICTICTITITCGTIGCTATCGTAGAGATTTIGCTCATC
ATCAGCGATCACAAAAGGTTGTAACACCAGATTTTTCACGCCATGGATARAAGTAGCGTC
CATTATCGTATCCACAGGRACRACCCATTTICGGCTCGCATTTCARAARARACTTTGGCAAT
CTTAGGCGTGATCACATAGCCTTGAGTCCCCACCCCTTCGCTATAAGCTTTAATGATCCC
CACACGCTCTTGTATCTCGTGGTTTTTATGGCTCAATGGCTCACTTTTTACACTGGCATC
ATACAATAAATGCATCAAGCGGATATAGCCTARCTCTTGGATGTGTTTTTCTAAAARATC
CAAGCCCTCTTITARAAATCCTCTTTCAAGGTTATATCGTCTTCTARAATACAGATCGCTTC
ATTGAGTTCTATGCATTTTTCCCACRAGGAATAATGACTCGCATAGCACCCAAGCTCCCC
CAAGCTCATAAACTTCGCATGGTATTITARAGCGTAATARAACTTAGAAACCTCACTGAT
GAGATTGGTTGTAATCCCCATGTCTTTGATGTTTTGCGTGATGARATAAGGGTGTARATG
CITTITCACTAAGGGGTGCAACCCGCCTICAARAGTTTTAGAATAAATCGCATCAARART
TTGCGCTIGGTGGTGEGTGGCATTGATGCTATTIGAGTAAAGTTIGTGGTGCTCTCTAARAAC
TAAACCAAATGTATCGCACACTITTITGATTTARAGAARTGGCAARAACACGCALATGL AL
atctecttcttCICGAGTCAARCGGTTTTTICAGCAATCGGTGCAARATGCCGRAAGTATTGC
CTCAAGGTAAACAGCCGCCGCATCCTGCCGTICTGCCGCAAAATCCAGCCACGCGLCGGLG
GGCAGCGTIGTCCGTCCGTTTGAAGCATTGGTACAAAAACCGGECGEGGLGCGTTCAAAATCT
TCTTCCGGCAAATGTTTCTCCAGCAATTCATACGCTACTGCTTTTATTTGGCGGTATTCA
AGGCTGTCGAACCGGGETTTTAAAACCCATAGACTGCAAAARATCGTTTCTGGCGGTTTTT
ITGGATGCCTIGCGCGATTICGIGTTGGCGGATGCTGTATTTGGATGAAACCTGATTGGCG
TGAAGGCGGTATTTGACCAAGGCTTCGGGATARATAAGCCAGCCTGCCCAATTTGCTGACA
TCGTACCAAAATTGGTAATCTTICCGCCCAATCCCGCTCGGTGTTGTAACGCAAACCGCCG
TCAATGRCGCTGCGCCTICATAATCATCGIGTIGITGIGTATGGGGT TGCCGRAAAGGGARA
AAGTCGGCAATGTCTITCGIGTCGGGTCGGTITITTICCARATTITGCCGTGTITCGTGGIGC
CGCGCCAGCCGGTTGCCGICCTITTTICTTCCGACAARAACTTCCAGCCACGCACCCATCGCG
ATGATGCIGCGGTICTTTITTICCATCTCACCCACGATTTITCTCAATCCAGTCGGGEGGECGEGLA
ATATCGTCTGCATCGGTGCGCGCAATATATTCCCCCCCCCCCCCCGACTTTGCCAATTCA
TCCAGCCCGATGTTTAAAGAGGGARTCAGACCGGAATTGCGCGGCTGCGCGAGGATGCGE
ATGCGGCCGTCCTGTITCTTGGAAACGCTGGGCAATGGCARGCGTACCGTCCGTCGAGCCG
TCATCGACAATCARAATATCCAAGTTGCGCCARGTTTGATTCACGACGGCGGCTAATGAT
TGGGCGRAATATTTTTCTACGTTGTAGGCGCARATCAATACGCTGACTARAGGCTGCAAT
TTATTCTCCCGATAGGCACGATGCCGTICTGAAGGCTTCAGACGGCATATGtatatctecct
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tettgaal TCTAACAATTGATTGAATGTATGCARATARATGCATACACCATAGGTGTGGET
TTAATTTGATGCCCTTTTTCAGGGCTGGAATGTGTAAGAGCGGGGTTATTTATGCTGTTG
TTTTTTTGTTACTCGGGARGGGCTTTACCTCTTCCGCATRAACGCTTCCATCAGCGTTTA
TAGTTARRAAARTCTTTCGGARACTGGTTTTGCGCTTACCCCAACCAACAGGGGATTTGCT
GCTTTCCATTGAGCCTGTTTCTCTGCGCGACGTTCGCGGLGGCGTGTTTGTGCATCCATC
TGGATTCTCCTGTCAGTTAGCTTTGGTGGTGTGTGGCAGTTGTAGTCCTGAACGRAARACT
CCCCGCGATTIGGCACATTGGCAGCTAATCCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGTTT
CGTATCACACACCCCAAAGCCTITCTGCTITITGAATGCTGCCCTTCTTCAGGGCTTAATTTT
TRAGAGCGTCACCTTICATGGTGGTCAGTGCGTCCTGCTGATGTGCTCAGTATCACCGCCA
GIGGTATTTATGICAACACCGCCAGAGATAATTTATCACCGCAGATGGTTATCTGTATGT
TTTTTATATGAATTTATITITIGCAGGGGGGCATTGTTTGGTAGGTGAGAGATCAATTCT
GCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGEEGAGAGGCGGETTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGC
TTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA
CTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGARAGARACATGTG
AGCAAARRAGGCCAGCAAAAGGCCAGGARCCGTARAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCA
TAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARARTCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARA
CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTICCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCC
TGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTITCTCCCTTCGGGAAGCGTGGC
GCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCARAGCT
GGGCTCTGTGCACGAACCCCCCGTTICAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCG
TCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG
GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTARCTA
CGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGARGCCAGTTACCTTCGG
ARARAGAGTTIGGTAGCTCTIGATCCGGCAARCARACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTITTITT
TGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAARARAGGATCTCAAGRAGATCCTTTGATCTT
TTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGRACGARAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAG
ATTATCRARAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTARARATGAAGTTTTAAATCAAT
CTAARAGTATATATGAGTARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACT
TATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGAT
ARCTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCC
ACGCTCACCGGCTCCAGATTITATCAGCAATARRCCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAG
AARGTGETCCTIGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAG
AGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGET
GGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCG
AGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGET
TGTCAGRAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATARTTC
TCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTITCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCARGTC
ATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTITGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAA
TACCGCGCCACATAGCAGRACTTTARAAGTGCTCATCATTGGAARACGTTCTTCGGGGCG
ARAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACT
CRACTGATCTITCAGCATCTIITIACTTTICACCAGCGTTITCTGGGTIGAGCARARACAGGAAG
GCAAAATGCCGCARAAANGGGAATARGGGCGACACGGARATGTTGAATACTCATACTICTT
CCTTTTTCAATATTATTGRAGCATTTATCAGGGTITATTGTCTCATGAGCGGATACATATT
TGAATGTATTTAGAAARATAARMCAMATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGARACCATTATTATCATGACATTARCCTATARAAATAGGCGTATCAC
GAGGCCCTTTCGTC

SEQID NO: 5

>pG317, secuencia completa.
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GTACCCAGCTTTITGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCA
TAGCTGTITCCTGTGTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGA
AGCATAARGTGTARAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTARATTGCGTTG
COCTCACTGCCCGCTTITCCAGTCGEGEAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGC
CRAACGCGCGGEGEAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCATGCATAAARACTGTITGTAATTCA
TTAAGCATTCTGCCGACATGGALGCCATCACARACGGECATGATGAACCTGARTCGCCAGC
GGCATCAGCACCTTIGTCGCCTTGCGTATAATATTITGCCCATGETGAAAACGGGGGCGARG
ARGTTGTCCATATTGGCCACGTTTARATCAAAACTGETGAAACTCACCCAGGGATTGGCT
GAGACGRAARAAACATATTCTCAATAARCCCTTTAGGGARATAGGCCAGGTTTTCACCGTAA
CACGCCACATCTTIGCGAATATATGTGCTAGARACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTC
CAGAGCGATGARARCGTTTCAGTTITGCTCATGGAARAACGGTGTAACAAGGGTGAACACTA
TCCCATATCACCAGCTCACCGTICTTTICATTGCCATACGGAATTCCGGATGAGCATTCATC
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AGGCGGGCAAGAATGTGARTAAAGGCCGGATARAACTTGTGCTTATTTTTICTTTACGGTC
TTTAAARAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGAC
TGAAATGCCTCAARATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCA
GTGATTTITITCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGARARATCTCGATARCTCARARAAT
ACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGRAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCA
ACGTCTCATTTTCGCCRARAGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGTATCRAACAGGGACACCAGGA
TTTATTTATICTGCGAAGTGATCTTICCGICACAGGTATTTATTCGAAGACGRAAGGGCCT
CGIGATACGCCTATTITTITATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGG
TGGCACTTTTCGGGGARATGTGCGCGCCCGCGTTICCTGCTGGCGCTGGGCCTGTTTCTGG
CGCTGGACTTCCCGCTGITCCGICAGCAGCTITICGCCCACGGCCTITGATGATCGCGGEG
GCCTTGGCCTGCATATCCCGATTCAACGGCCCCAGGGUGTCCAGRACGGGCTTCAGGCGC
TCCCGAAGGTCTCGGGCCGTCTICTTGGGCTTGATCGGCCTTCTTIGCGCATCTCACGCGET
CCTGCGGCGGCCTGTAGGGCAGGCTCATACCCCTGCCGAACCGCTITTGTCAGCCGGTCG
GCCACGGCTTCCGGCGTCTCRAACGCGCTTTGAGATTCCCAGCTTITTCGGCCRAATCCCTGE
GGTGCATAGGCGCGTGGCTCGACCGCTTGCGGGECTGATGGTGACGTGGCCCACTGGTGGC
CGCTCCAGGGCCTCGTAGRACGCCTGAATGCGCGTGTIGACGTGCCTITGCTGCCCTCGATG
CCCCGTTGCAGCCCTAGATCGGCCACAGCGGCCGCARRCGTGGTCTGGETCGCGGGTCATC
TGCGCTTTGTTGCCGATGRACTCCTTGGCCGACAGCCTGCCGTCCTGCGTCAGCGGCACC
ACGAACGCGGTICATGTGCGGGCIGGTITCGTICACGGTGGATGCTGGCCGTCACGATGCGA
TCCGCCCCGTACTTGTCCGCCAGCCACTTIGTGCGCCTTCTCGARGAACGCCGCCTGCTGT
TCTTGGCTIGGCCGACTTCCACCATTCCGGGCTGGCCGTCATGACGTACTCGACCGCCAAC
ACAGCGTCCTTGCGCCGCTTICTCTGGECAGCAACTCGCGCAGTCGGCCCATCGETTCATCG
GTGCTGCTGGCCGCCCAGTGCTCGTTCTCTGGCGTCCTGCTGGCGTCAGCGTTGGGCGTC
TCGCGCTCGCGGETAGGCGTGCTTGAGACTGGCCGCCACGTTGCCCATTITTCGCCAGCTTC
TTGCATCGCATGATCGCGTATGCCGCCATGCCTGCCCCTCCCTTTTGGTGTCCAACCGGT
TCGACGGGGGCAGCGCAAGGCGGTGCCTCCGGCGGGCCACTCARTGCTTGAGTATACTCA
CTAGACTITGCTITCGCAARGTCGTGACCGCCTACGGCGGUTGCGGCGCCCTACGGGCTTG
CTCTCCGGGCTTCGCCCTGCGCGGTCGCTGCGCTCCCTTGCCAGCCCGTGGATATGTGGA
CGATGGCCGCGAGCGGCCACCGECTGGCTCGCTTCGCTCGGCCCGTGGACARCCCTGCTG
GACAAGCTGATGGACAGGCTIGCGCCTIGCCCACGAGCTTGACCACAGGGATTGCCCACCGG
CTACCCAGCCTTCGACCACATACCCACCGGCTCCARACTGCGCGGCCTGCGGCCTTGCCCC
ATCAATTITITTAATTTTICICTGGGGAAAAGCCTICCGGCCTGCGGCCTGCGLGCTTCGET
TGCCGETIGGACACCAAGTGGAAGGCGGGTCAAGGCTCGCGCAGCGACCGCGCAGCGGET
TGGCCTTGACGCGCCTGGRACGACCCAAGCCTATGCGAGTGGGGGCAGTCGAAGGCGARG
CCCGCCCGCCTGCCCCCCGAGCCTCACGGCGGCGAGTGCGGGGGETTCCAAGGGGGCAGLG
CCACCTTGGGCAAGGCCGAAGGCCGCGCAGTCGATCARCAAGCCCCGGAGGGGCCACTTT
TTGCCGGAGGGGGAGCCGCGCCGRAGGCGTGGGGGRACCCCGCAGGGGTGCCCTTCTTTG
GGCACCRAAGAACTAGATATAGGGCGAAATGCGAARAGACTTAARAATCAACAACTTAAAR
AMGGGGGGTACGCAACAGCTCATTGCGGCACCCCCCGCAATAGCTCATTGCGTAGGTTAR
AGRARATCTGTAATTGACTGCCACTTTTACGCAACGCATAATTGTTGTCGCGCTGCCGAR
AAGTTGCAGCTGATTGCGCATGGETGCCGCAACCGTGCGGCACCCTACCGCATGGAGATAR
GCATGGCCACGCAGTCCAGAGAARTCGGCATTCAAGCCAAGARCRAAGCCCGGTCACTGGE
TGCARAACGGAACGCAARAGCGCATGAGGCGTGGGCCGGGCTTATTGCGAGGARACCCACGG
CGGCAATGCTGCTGCATCACCTCGTGGCGCAGATGGGCCACCAGAACGCCGTGGETGGTICA
GCCAGARAGACACTTTCCAAGCTCATCGGACGTTCTTTGCGGACGGTCCAATACGCAGTCA
AGGACTTGGTGGCCGAGCGCTGGATCTCCGTCGTGAAGCTCAACGGCCCCGGCACCGTGT
CGGCCTACGTGGTCAATGACCGCGTGGCGTGGGECCAGCCCCGCGACCAGTTGCGCCTGT
CGGTGTTCAGTGCCGCCGTIGGTGGTTGATCACGACGACCAGGACGAATCGCTGTTGGGGC
ATGGCGACCTGCGCCGCATCCCGACCCTGTATCCGGGCGAGCAGCAACTACCGACCGGCC
CCGGCGAGGAGCCGCCCAGCCAGCCCGGCATTCCGGEGECATGGAACCAGACCTGCCAGCCT
TGACCGARAACGGAGGAATGGGARACGGCGCGGGCAGCAGCGCCTCGCCGATGCCCGATGAGC
CGIGITTTICTGGACGATGGCGAGCCGTTGGAGCCGCCGACACGGGTCACGCTGCCGCGLC
GGTAGCACTTGGGTITIGCGCAGCAACCCOTAAGTGCGCTGTITCCAGACTATCGGCTGTIAGC
CGCCTCGCCGCCCTATACCTITGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGG
GCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCACCGTTTITTATICA
GGCTCTGGGAGGCAGAATAARATGATCATATCGTCAATTATTACCTCCACGGGGAGAGCCT
GAGCAARCTGGCCTCAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACACTGCTTCCGGTAGTCAATA
AACCGGTAARCCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTTAACGACCCTGCCCTGAACCGACGA
CCGGGTCGAATTTGCTTTCGAATTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCACTTATTCAGGC
GTAGCACCAGGCGTTTAAGGGCACCAATAACTGCCTTARRAAAATTACGCCCCGCCCTGC
CACTCATCGCAGTCGGCCTATTGGTTAARAARATGAGCTGATTTARCARAMMTTTAACGCG
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AATTTTAACAARAATATTARCGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTT
GGGAAGGGCGATCGGTGCGEGECCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGUGAAAGGGGGATGTG
CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARALCGA
CGGCCAGTGAGCGCGUGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTG
GCGGCCGCTCTAGRACTAGTGGATCCCCCGGGUTGCAGGAATTCGATATCARGCTTATCG
ATACCGTCGACCTCGAGTTAAGTCTCTAATCGATTGTTTTCCAATGGAATGGTTATRARRR
TCTTIGGTITITTAGTCTTGARRATCTICTAGGATTTTCTATGTAAGTTTTTGTATARRTA
ITTATATTGCT T TAATAAATTTAATATATTTTTATTGCATTTTAAGGTTATTTITTTCCATA
TCTGTTCAACCTTITITTARATCCTCCARACAGTCAATATCTAAACTTGAGCTTITCGTCCA
TTAAAAR A TGCTTIGGTITTITIGCTTTGTAAAAAGCTAGGATTGTTTAAAAATTCTTTTATCT
TTAARRATATAAATTGCACCATTGCTCATATAAGTTTTAGGCAATTTTTGCCTTGGCATAR
AAGGATATTCATCATTACAAATCCCTGCTAAATCGCCACAATCATTACARARACARAAGGCTT
TTAGAATTTTATTATCACATTCGCTTACGCTAATTAGGGCATTTGCATTGCTATTTTTAT
ARAGATTAAAAGCTTCATTAATATGRAATATTTGTTCTTAGCGGTGAAGTGGETTGTARARR
AARCTACATCTTCATAATCTTTATARRATTTTAGAGCATGTAACAGCACTTTATCGCTTG
TGGTATCATCTTGTGCAAGGCTAATTGGGCGTTTTAARATATCARCATTTTGACTTTTTG
CATAATTTARARRTTTICATCACTATCACTGCTTACAACRACTTITACTARTGCTTITTAGCAT
TTAGTGCAGCTTTGATCGTGTAGTARATTARAGGTTTATTGTTTAATAARACCARATTTT
TATTTITTAATACCCTTTGAGCCACCACGAGCAGGGATTATTGCTAAGCTCATTTTATATC
CTTAARRRACTTTTIGTIGTIGCTGAGTTTARARAARATCTCCGCTTITGTARATATTCARRARRL
TAATTTTGAGCTATCTAARATCTCTRAACTTAGCGCTARATAAATCTTGTTITTTTATGAAT
AGTGTTAATAGCTTTTAGTATTTCATCACTATTTGCATTAACTTITTAGTGTATTTTCATT
GCCAAGTCTTCCATTTTGTICTTGAGCCAACTARAATCCCTGCTGTTTTTAAGTATAAGGC
CTCTTTTAAAATACAACTTGRATTACCTATTATARAATCAGCATTTTTTARCARAAGTTAT
ARAATACTCAAATCTAAGCGATGGARAAAGCTTAAATCTAGGGTTATTTTTARACTCTTC
ATAGCTTTGCAAGATTAATTCAAARCCTAARATCATTATTTGGATAAATARCARATATAATT
ITTTATTACTTTGTATCAGTGCTTTTACTAAATTGTCTGCTTGATTTITTAATGC TAGTAAT
TTCAGTTGTAACAGGATGRAAACATARGCAARGCGTAGTTTTCATAATTTATATCATAATA
TTTTITTGCTTICGCTAAGTGRAATTTTATTATCGTTTARRAGTTCTARATCAGGCGARCC
TATGATARAAATAGATTTTTCATCTTCTCCAAGCTGCATTARACGCCTTITTTGCAARACTC
ATCATTTACTARATGAATATGAGCTAGTTTTIGATATAGCGTGGCGTAAGC TATCGTCAAT
AGTTCCTGAARATCTICTCCGCCTTCAATATGCGCTACTAAGATATTATTTAATGCTCCAAC
AATAGCTGUTGCTAAAGGCTCAATTCTATCTCCATGTACTACGATTAAATCAGGTTTTAG
CTCATTTGCATACCTTGARAATCCATCAATTGTAGTAGCTAAAGCCTTATCAGTTTGATA
ATATTTATCATAATTTATAAATTCATAAATATTTTTARAGCCATTTTTATARAGTTCTTT
ARCTGTATAGCCARAATTTTTACTTAAGTGCATTCCTGTTGCAAAGATGTARAGTTCARA
TTCGCTTGAGTTTTGCACCCTGTACATTAARGATTTAATCTTAGAATAATCAGCCCTAGA
GCCTGTTATARRAAGGATTTTTTTCACGCARRATCCTCATAGCTTAACTGAGCATCATTT
TCTATATCTCTTAATGCTTTTTTGCCTARAARATATTTTCARATTCAGCCGCACTAATTCCA
CCRAGTCCAGGTCTITTARCCCARARATATTATCCATAGRATARAACTTCGCCTTITTTTAATA
TCTTTAATGCTAACTACACTTGCAAAGGCAAMATCAATTGTAACTIGTTCTTGTTTAGCC
GCTTTITTTACTTITCATTATITCCTICTTATTATAGCCATTITGCTCACTTTGTATAATTAGC
TCTTITTARAGCCTITIGTATCCATAGAACAAACTATATCAGGGCCACTICTATGCATACTA
TCAGTARAATGETCTITCARAGCACACAAGCTCCAAGTACAACTGCACCTARACACGCARGA
TTATCTGTTGTGTIGGTCGCTTAAGCCTACCATACAAGAAAATTCTTTTTTITAACTCAAGC
ATAGCGTTTAATCTTACARAGATTATGCGGGETTGGGETAARAGATTGGTCGTGTGCATTAAR
ACAAAAGGAATTTCATTGTC TAATARGATTTTTACAGTTGGTTTTATACTTTCAATACTA
TTCATTCCTGTGCTAACTATCATAGGCTTTTTAAAGGCTGCTATGTGTTTARTARGCGGA
TAATTATTACACTCACCTGARACCAATCTTARAAAGCACTAACTCCCATATCTTCTARGCGS
TTCGCACCTGCACGAGARAARAGGTGTGCTARGATARAACAAGACCTAATTITTTCTGTGTAT
TCTTTAAGTGCTAGCTCATCTTTATAATCCARRGCACATTTTTGCATAATCTCATARRTG
CTTATTTTTGCATTACCAGGRATTACTTITTTTAGCGGCCTTACTCATCTCATCTTCAACA
ATATGAGTTTGATGCTTTATAATCTTAGCACCTGCGCTAAAGGCTGCATCTACCATAATT
TTAGCTAGTTCTARACTGCCATTATGATTAATGUCTATTTCAGGTACGACTRAAGGGTGCT
TTTTCTTCACTTATGATTATATTTTGTATTTTITATTTICTTTCATTTATTTITICCTCCTTAG
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SEQID NO: 6
>pG315, secuencia completa

CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTARATCAGCTC
ATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAARATCCCTTATAAATCAARAGARTAGACCGA
GATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTITGGAACARGAGTCCACTATTARAAGRRCGTGGACTC
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CAACGICAAAGGGCGAAAARCCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACC
CTAATCAAGTTTTITIGGGGTCGAGGTGCCGTARAGCACTRAATCGGAACCCTAARGGGAG
CCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGLGAACGTGGCGAGAAAGGARGGGAAGAR
AGCGRARGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCRAGTGTAGCGGTCACGLTGCGCGTAACCAC
CACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGUGCGTICCCATTCGLCATTCAGGCTGCG
CRARACTGTTGGGRAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTRACGCCAGC TGGCGARAGS
GGGATGTGLIGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTITTTCCCAGTCACGACGTTG
TAAARACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCA
CCGCGGETGGECEGECCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCTAGACTGCAATACARACACCTGTTT
CACAATTTIGGCAGATCAGCCCAAARARGTACATTCTCTITCTTTTACAATACCTAGTTTTA
TCATTACTTGAACTAAAGGACTTCTCAARGCAGTTTCACGATCAGTTATAGTITCTGTCG
ATGTAAARACTATAAATTTAATTTTTTCAGCTGGTATCGTGAAATATAAAGAGCTCGCTA
TACCAGCAACTGCATCAGGAAGCATATCTGTCATCATCAARACTTCARATGATATTTTTG
ATGGAATATCAACCATTGARGGATAGTTTTGCATTATTAATGTATTAATGATACCGCCAC
CAGGGIGACCTTTGAAGAACARATCATAACTATTGCCTARATAATGTGGGCTCGATTCAT
TAATTGCATTATTAATGACATTAATTTGTTGTTTCGCATRAATACTCTCTTTCATGGTTAC
CAGCCCATACAGTCGTACCTGTARACACAAAGT TTGGTARATTAGATGAATTATATTCAT
TTTGTAATTTTTGTITGTCAARATTARCAATCGATAAGAATARTTCTTGTTGTTTGCTAT
TGAATTTITIGAARACCATCCCATTGCATTITGCTTTAAACTATCACCAATATAGTCTCGTA
ACTCATGTAATGATGGTICTARAGTTAAATAATCTITICTTAAAARATGGTAGTTAGCTG
GATATAGITTTTGCCAGT TATAAACAGATGATGTTCCIGTATTIGAAGTGTICTTCATTGA
TACCATTAATGACATCCTCAAGATAATCTTTACCAATTTTTAAATTATCTGTTTTATTTA
ATGIATCTCTCCAGTTATATAAATTTACATATTCTGCTGAACCATCATCATATAAATCTA
TATTTGTTACCGTAACGTTATTARACGAATTTAATTCTTTTAGTATTGGCACTARATTAT
CAAATGAATGAGCAGTGT TAGAGCTAAGT TTAACATTCARTCTATGCTTIGTI TTGTGCTT
GCTTAACARATTTCTTGTACTAAGTCAGCTGGTGTATGGTTATTTATCAATGCARARCGATG
TAATATTTAACTCTTTCATTTGCTCATCAGTCGGAACTATTCTCCCCCAAGCTATATATC
TTTGTGCTGTAGGATTTTCTTCTTCCGATTTARTAATATCCATTAGCTGCTGAAGAGTTG
GAAGAGATGCATGATCAACATAAACCTCTAAAGATGGAGCCACTACGTTIAATGTTACTT
TTGTTATATATTTTTCACCTTTATTACTAACACCAT TAARATCARAGCAGTACTTTTCAT
CGTCATCTAATCGTIGGCGCCACTACAGATAATGATATIGACTCTTTIATTITGITCTGTITA
ATAGTTGTTGCGTACCACAAGTTTGTACCCAAGAGTGT TTTGTAARAGAGATGTTTGATT
GATTAATTGGCTCTAAATTAACATACTCCTCATCAATARTAGTTTTATTARTATCATTITT
TAATAATAGATTGTGTATTTTCTTCTGACATggtctgtttcet cCTCGAGGGGGGGCCCG
GTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGT TAATTGCGCGCTTGGCGTARTCATGGTCA
TAGCTGTTTCCTGTGTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGA
AGCATARAGTGTARAGCCTGGGETGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTG
CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGARTCGGC
CAACGCGCGGEGEGEAGAGGCGETTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC
TCGCTGCGUTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAARGGCGGTAATA
CGGITATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCARARGGCCAGCAR
AAGGCCAGGAACCGTAAARAAGGCCGCGTTIGCTGGUGTITTITCCATAGGCTCCGCCCCCCT
GACGAGCATCACARARARTCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARARCCCGACAGGACTATAR
AGATACCAGGCGITTICCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTITCCGACCCTGCCG
CTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCA
CGCTIGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAR
CCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTARACTATCGTCTTGAGTCCAACCCG
GTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG
TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGARAGTGGTGGCCTAACTACGGCTRACACTAGRAGS
ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAARAAGAGTTGGTAGC
TCTTGATCCGGCARACRAARCCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCRAAGCAGCAG
ATTACGCGCAGAARAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATICTITITICTACGGGGTCTIGAC
GCTCAGTGGAACGARARCTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCARRARGGATC
TTCACCTAGATCCTITTARATTAAAARTGARGTTTTARATCAATCTARAGTATATATGAG
TARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGT
CTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAG
GGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCA
GATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGARGGGCCGAGCGCAGRAGTGGTCCTGCAACT
TTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCA
GTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTITGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCG
TTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCARCGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCC

31



ES 2700274 T3

ATGTTGTGCAAAARAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTG
GCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCA
TCCGTARGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGT
ATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCARTACGGGATAATACCGCGCCACATAGC
AGAACTTTAAANGTGCTCATCATTGGAAAACGTTICTTCGGGGCGAARACTCTCAAGGATC
TTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCA
ICTTITITACTITCACCAGCGITICTIGGGTGAGCAAARMCAGGARGGCAAANTGCCGCAARD
AMGGGARTAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTICTTICCTITITICAATATTAT
TGAAGCATTTATCAGGGTITATIGCTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGARS
AATAAACAARATAGGGGTITCCGCGCACATTTCCCCGAARAGTGCCAC

SEQID NO: 7
CTCGAGgaggaaacagaccATG

SEQID NO: 8
CTCGAGgaaagaggggacaaactagATG

SEQID NO: 9

>pG345, secuencia completa
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CTARATTGTAAGCGTTAATATTITGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTARATCAGCTC
ATTTTTTAACCARATAGGCCGARAATCGGCAARATCCCTTATAAATCARARAGAATAGACCGA
GATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACARGAGTCCACTATTAARGAACGTGGACTC
CAACGTCRAAGGGCGARARACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGARCCATCACC
CTAATCAAGTTTTITTIGGGGTCGAGGTGCCGTARAGCACTARATCGGAACCCTAARGGGAG
CCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGARAGCCGGCGAACGTGGCGAGARAGGARGGGARAGAA
AGCGAARGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCAC
CACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCG
CARACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGARRAGG
GGGATGTGCTGCARAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG
TARAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCA
CCGCGETGECEECCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCTAGACTGCAATACARACACCTGTTT
CACAATTTGGCAGATCAGCCCAAARAAGTACATTCTCTTCTTTTACAATACCTAGTTTTA
TCATTACTTGAACTAAAGGACTTCTCAAAGCAGTTTCACGATCAGTTATAGTTITCTGTCG
ATGTAARARCTATRAAATTTARTTTTTTCAGCTGGTATCGTGAAATATAARGAGCTCGCTA
TACCAGCAACTGCATCAGGAAGCATATCTGTCATCATCARAACTTCARATGATATTITIG
ATGGAATATCARCCATTGAAGGATAGTTTTGCATTATTAATGTATTAATGATACCGCCALC
CAGGGTGACCTTTGAAGAACAAATCATAACTATTIGCCTARATAATGTGGGCTCGATTCAT
TAATTGCATTATTAATGACATTAATTTGTIGTTITCGCATAATACTCTCTITCATGGTITAC
CAGCCCATACAGTCGTACCTGTAAACACAAAGTTTGGTARATTAGATGAATTATATTCAT
TTTGTAATTTTIGTTTGTCARAATTARCAATCGATAAGAATAATTCTTIGTTGTTTGCTAT
TGAATTTTTTGAAACCATCCCATTGCATTTGCTTTAAACTATCACCAATATAGTCTCGTA
ACTCATGTAATGATGGTTCTAAAGT TAAATAATCTTTTCTTAARAAAATGETAGTTAGCTG
GATATAGTTTTTGCCAGTTATAAACAGATGATGTTCCTGTATTTGAAGTGTCTTCATTGA
TACCATTAATGACATCCTCAAGATAATCTITACCAATTTTTAAATTATCTGTTTTATTTA
ATGTATCTCTCCAGTTATATAAATTTACATATTCTGCTGAACCATCATCATATARATCTA
TATTTGTTACCGTAACGTTATTAARACGAATTTAATTCTTITAGTATTIGGCACTARATTAT
CAARATGAATGAGCAGTGTTAGAGCTAAGTTTARCATTCARTCTATGCTTTIGTTTGTGCTT
GCTTAACAATTTICTTIGTACTAAGTCAGCTGGTGTATGGTTATTITATCAATGCARACGATG
TAATATTTAACTCTITITCATTITGCTCATCAGTCGGAACTATTICTCCCCCARAGCTATATATC
TTTGTGCTGTAGGATTTTCTTCTTCCGATTTAATAATATCCATTAGCTGCTGAAGAGTTG
GAAGAGATGCATGATCAACATAAACCTCTARAGATGGAGCCACTACGTTTAATGTTACTT
TTGTTATATATTTTTCACCTTTATTACTAACACCATTARAARTCARAGCAGTACTTTTICAT
CETCATCTAATCGTGGCGCCACTACAGATARATGATATTGACTCTTTATTTITGTTCTGTTA
ATAGTTGTTGCGTACCACRAGTTTGTACCCAAGAGTGTTTTGTARAAGAGATGTTTGATT
GATTAATTGGCTCTAAATTAACATACTCCTCATCAATAATAGTTITTATTAATATCATTITT
TAATAATAGATTGTGTATTITTICTTCTIGACATctagtttgtccecct et ttecCTCGAGGGGE
GGCCCGGTACCCAGCTTTTIGTTCCCTTITAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTARTCA
TGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGARAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGA
GCCGGAAGCATARAGTGTARAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT
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GCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGA
ATCGGCCAACGCGCGGGEEAGAGGCGETTTGUCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGLTC
ACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTITCGGUTGCGGLGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCG
GTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAARGAACATGTGAGCAAARGGC
CAGCAARAGGCCAGGAACCGTAAAANGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGE
CCCCCTGACGAGCATCACARRAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACAGGA
CTATAARGATACCAGGCGTTITCCCCCTGGARAGCTCCCTCGTIGCGCTCTCCTIGTTCCGACT
CTGCCGCTTACCGGATACCTGTICCGCCTITCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAT
AGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTIGCTAGGTCCTTCGCTCCAAGCTGGGLTGTGTG
CACGAACCCCCCGITCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGETAACTATCGICTTGAGTCC
ARCCCGGETAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA
GCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAARAAGAGTT
GGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTITGTTTGCARG
CAGCAGATTACGCGCAGARARAARAGCGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGE
TCTGACGCTCAGTGGAACGARAAACTCACGTTARGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAARA
AGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATA
TATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCG
ATCTGICTATITICGITCATCCATAGTIGCCTGACTCCCCGICGTIGTAGATARCTACGATA
COGGAGGGCTTACCATCTGOGCCCCAGTGCTGCAATGATACCECGAGACCCACGCTCACCS
GCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGCAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTICCT
GCAACTTTATCCGUCTCCATCCAGTUTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT
TCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGC
TCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCARAGGCGAGTTACATGA
TCCCCCATGTTGTGCAARARAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGT
AAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTC
ATGCCATCCGTAAGATGCTITITICTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAA
TAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCA
CATAGCAGAACTTTAAARAGTGCTCATCATTGGRAARRCGTTCTTCGGGGCGARARCTCTCA
AGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCT
TCAGCATCTTITTACTTITCACCAGCGTTITCTGGGTGAGCARAARACAGGAAGGCAARATGCC
GCAARAAMAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTIGAATACTCATACTCTICCTTTITICAA
TATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT
TAGAAARATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAARGTGCCAC

SEQID NO: 10

CTTTattaaacctactATG

SEQ ID NO: 11
CTTTecttcaacctactATG
SEQ ID NO: 12
>pEC3"-(T7)GImS-(T7)NagC-purA_(pG356)
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TCGCGCGTTTCGGTGATCGACGGTGARAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCA
CAGCTIGTCTGTARGCGGATGCCCGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTG
TTGGCGGEGETGTCGGEGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGC
ACCATATATGCGGTGTGARATACCGCACAGATGCGTARGGAGAARATACCGCATCAGGCG
CCactagtGITGAGGAAARCGATTGGCTGAACAARAAANCAGACTGATCGAGGTCATTTITT
GAGTGCAAARAAGTGCTGTAACTCTGRARARAAGCGATGCTAGAATCCATTITITRAAGCARRCG
GITGATTITTGAARAARTGGGTAACAACGTCGTCGTACTGGGCACCCAATGGGGTGACGRAAGG
TAAAGGTAAGATCGTCGATCTICTGACTGARCGGGCTAAATATGTTIGTACGLTACCAGGG
CGGTCACAACGCAGGCCATACTCTCGTAATCAACGGTGARAAAMCCGTTCTCCATCTTAT
TCCATCAGGTATTCTCCGCGAGAATGTARCCAGCATCATCGETARCGETGTTGTGCTGTC
TCCGGCCGCGCTGATGAARGAGATGRAAGARCTGGAAGACCGTGGCATCCCCGTTCGTGA
GCGTCTGCTGCTGTCTGARGCATGTCCGCTGATCCTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAR
CGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGRAAAGCGATCGGCACCACCGGTCGTGGTATCGGGCT
TGCTTATGAAGATRAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGACCTTTTCGACARAGR
AACCTTCGCTGAARAACTGARAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCCAGTTGGTTAACTA
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CTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAARGTTCTGGATGATACGATGGCTGTTGCCGA
CATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGLGCGTCAGCGTGG
CGATTTCGTCATGTITTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTA
TCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGE
CCCGCGTTATGTITGATTACGTTICTIGGGTATCCTCARAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGC
AGGTCCGTTCCCGACCGARCTGTTTGATGARACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAR
CGAATTCGGCGCARACTACGGGGCGICGTCGTCGTIACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGT
TCGTCGIGCGGTACAGCTGAACTCCCIGICTGGCTTCTIGCCTGACTARACTGGACGTTCT
GGATGGCCTGARAGAGGTTARACTCTGCGTGGCTTACCGTATGCCGGATGGTCGCGARAGT
GACTACCACTCCGCTIGGCAGCTGACGACTGGAAAGGTGTAGAGCCGATTTACGAAACCAT
GCCGGGCTGGTCTGAATCCACCTTCGGEGTGARAGATCGTAGCGGCCTGCCGLAGGCGGT
GCTGAACTATATCAAGCGTATTGAAGAGCTGACTGGTGTGCCGATCGATATCATCTCTAC
CGGTCCGGATCGTACTGARACCATGATTCTGCGCGACCCGTTCGACGCGTAATTCTGGETA
CGCCTGGCAGATATTTTGCCTGCCGGGLGARCAGTGTGATACATTGCTGTGTCGGGTARG
CCATTACGCTATCCGACACAGTIGTTARATCCTCGCTTITITITICCTTCCCCagatctGGCGC
CATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGITGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTA
TTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTARGTTGGGTAACGCCRAGGG
TTTTCCCAGTCACGACGTTGTARARAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTACTGCTCACARAGARR
ARAGGCACGICATCTIGACGTIGCCTITITIITIATITGTACTACCCTIGTACGATTACTGCAGGT
CGACTTRATTTTICCAGCARATGCTGGAGCARAATACCGTTGAGCATGGCGCGTITTTACCA
GCGCAAAAGCGCCGATTGCCGAGCGGIGATCCAGCTCAGAACGTACCACCGGCAGATTAG
TGCGAARCGCCTTCAGCGCCTGGGTATTAATGCAGCTTTCAATAGCAGGGAGCAGCACTT
TATCGGCTTCGGTGATTTCACCGGCAATARACAATTTTTTGCGGATTAAATARGTTGATAG
CAATGGCGATGGTTTTACCCAGATGACGACCGACATACTCAATTACTTCCGACGCCAGAC
TATCGCCTTTIGTTCGCGGCTTTGCAGATAGTTTTGATGGTGCAGTCGTCCAGCGGCACGT
GGCTCTGGTAGCCCTGCTTTAACAGATTCARCACCCGTTIGTTCAATGGCAGCGTTGGCAG
CGATAGTTTCCAGGCAGCCAAAGTIGCCGCAGTGGCAGCGTTCACCCAGCGGTTCGACCT
GAATATGGCCAATTTCACCGACGTTIGCCGTITGCGGCCRAATAARARTGCGCCCGTTAGAGA
TAATCCCGGCCCCGGTTCCGCGATGGACACGCACCAGRATGGAGTCTTCGCAATCCTGAC
ITGCACCGAAGTAGTGCTICCGCCAGCGCCAGACTACGGATATCGTGACCAACGAANCAGS
TCACTTTAARACGTICTTCCAGAGCTICTACCAGCCCCCAGTTITTICTACCTGAATATGCG
GCATGTAATGAATTTTGCCGCTGICCGGGTCAACAAGCCCTGGCAGGATCACCGAAATCG
COATCAGCTCGCGCAGTTTIGCGCTGGTAGCTATCAATARACTGAGCAATGGCATTCAACA
GGGCATGTTCCAGCGTTTGCTGGGTACGTTCCGGCAGCGGGTAATGTTCTTCTGCCAGCA
CTTTGCTGCTGAGATCAARCAGAGTGATGGTGGCGTCATGACGACCAAGCCGTACGCCGA
TTGCGTGGAARTTGCGGGTTTCGGTGACGATGGAGATAGCGCGGCGGCCCCOGGTGGAGS
CCTGCTGATCARCTTCTTTGATCAGCCCGCGTTCGATRARAGCTGACGCGTAATTTTGGTTA
CGCTGGCGGGGGCAAGCTGGCTTITGCTCGGCARTCTGRATCCGCGAGATTGGCCCGTACT
GGTCAATCAGGCGATAAACCGCCGCGCTIGTTARGCTGTTITTACGAGATCAACATTACCTA
TCTGAGCTTGTCCGCCTGGTGTCATATGTATATCTCCTTICTTgtcgacTCTAGATGCATG
CTCGAGATTACTCAACCGTAACCGATTITTGCCAGGTTACGCGGCTGGTICAACGTCGGTIGT
CTTTGATCAGCGCGACATGGTAAGCCAGCAGCTGCAGCGGAACGGTGTAGARGATCGGTG
CAATCACCTCTTCCACATGCGGCATCTICGATGATGTGCATGTTATCGCTACTTACARRAC
CCGCATCCTGATCGGCGAAGACATACAACTGACCGCCACGCGCGCGAACTTICTTCAATGT
TGGATTTCAGTTTTTCCAGCARATTCGTITGTTCGGTGCAACAACARTAACCGGCATATCGG
CATCAATTAGCGCCAGCGGACCGTGTTTCAGTTCGCCAGCAGCGTAGGCTTCAGCGTGAA
TGTAAGAGATCTCTITCARCTTCAATGCGCCTITCCAGCGCGATTGGGETACTGATCGCCAC
GGCCCAGGAACAGCGCGTGATGTTTIGTICAGAGRAATCTTICTGCCAGCGCTTCAATGCGTT
TGTCCTGAGACAGCATCTGCTCAATACGGCTCGGCAGCGCCTGCAGACCATGCACGATGT
CATGITCAATGGAGGCATCCAGACCTITCAGGCGAGACAGCTTICGCCACCAGCATCAACA
GCRCAGTTAACTGAGTGGTGAATGCTTTAGTGGATGCCACGCCGATTTCTGTACCCGCGT
TGGTCATTAGCGCCAGATCGGATTCGCGCACCAGAGAAGRACCCGGARCGTITACAGATTG
CCAGTGAACCAAGGTAACCCAGCTICTIITCGACAGACGCAGGCCAGCCAGGGTATCCGCGG
TTTCGCCAGACTGTGACARGGTGATCATCAGGCTGTTACGACGCACGGCAGATTTGCGAT
AGCGGAATTCAGAGGCGATTTCGACGTCGCACGGAATACCTGCTAGCGATTCAAACCAGT
AGCGGGAAACCATACCGGAGTTATARGAAGTACCACAGGCGAGGATCTGAATATGCTCAA
CCTTCGACAGCAGTTCGTCGGCGTTCGGTCCCAGCTCGCTTAAATCAACCTGACCGETGGC
TGATGCGTCCGGTAAGGGTGTTTTTGATCGCGTICGGCTGTTCGTAGATCTCTTTCTGCA
TGTAGTGACGGTARATGCCTTTATCGCCCGCGTICATATTGCAGATTIGGATTCGATATCCT
GACGTTTTACTTCCGCGCCAGTTTTATCGARGATGTTTACCGAACGGCGAGTGATTTCCG
CAATATCGCCCICTTCAAGGAAGATARAGCGACGGGTCACCGGCAACAGCGCCAGCTGGT
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CAGAAGCGATAAAGTTTTCGCCCATCCCCAGGCCAATCACCAGCGGACTACCAGAACGTG
CCGCCAGCAGGGTATCCGGGTGACGGGAGTCCATGATCACTGTACCGTACGCACCACGCA
GCTGCGGGATAGCACGCAGARCGGCCTCACGCAGAGTCCCGCCTTGTTTCAGCTCCCAGT
TCACCAGATGGGCAATCACTTCGGTGTCGGT TTCAGARACGARGGTATAGCCACGCGCTT
TTAGCTCITCACGCAGCGGTTCATGGTTTTCGATGATGCCGTTATGCACCACCACARTGT
GTTCAGRAACATGCGGATGCGCATTCACTTCTGAAGGT TCACCGTGGGETCGCCCAGCGAG
IGTGAGCAATACCAGTGCCGCCATGCAGAGGATGTTCTTICCGCTGCCTGTGCCAGCATCT
GGACTTTACCGAGGCGACGCAGGCGGGTCATATGACCTITCTGCATCAACRAACGGCCAGAC
CGGCAGAGTCATATCCGCGGTATTCCAGACGACGTAAACCTTCARGAAGGATTTCTGCTA
CATCACGTITGCGCGATCGCGCCAACAATTCCACACATATGEatatctecttcttgaalTTIC
TAACAATTGATTGAATGTATGCARATAAATGCATACACCATAGGTGTGGTTTAATTTGAT
GCCCTTTTTCAGGGCTGGRATGTGTAAGAGCGGGGTTATTTATGCTGTTGITTITTTITGTT
ACTCGGGAAGGGCTTITACCTCTTCCGCATAARRCGCTTCCATCAGCGTTTATAGTTARRRR
ARTCTTTCGGAACTGGTTTTGCGCTTACCCCARCCAACAGGGGATTTGCTGCTTTCCATT
GAGCCTGTTTCTCTGCGCGACGTTCGCGGCGGCGTGTTTGTGCATCCATCTGGATTCTCC
IGTCAGTTAGCTTITIGGTGGTIGIGTGGCAGTTGTAGTCCTGAACGAAAACCCCCCGCGATT
GGCACATTGGCAGCTAATCCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGTTTCGTATCACALC
ACCCCARAGCCTTCIGCTTTGAATGCTGCCCTTCTTCAGGGCTTAATTTTTRAAGAGCGTC
ACCTTCATGGTGGTICAGTGCGICCTIGCTGATGTIGCTCAGTATCACCGCCAGTGGTATTTA
TGTCAACACCGCCAGAGATAATTITATCACCGCAGATGGTTATCTGTATGTTITTITTATATG
ARTTTATTTITTTGCAGGGGGGCATTGTTTGGTAGGTGAGAGATCAATTCTGCATTAATGA
ATCGGCCAACGCGLGGGEAGAGECGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTGCTAGCGGA
GIGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGTCAGTGAAGTGCTTCATGTGGC
AGGAGARARAAGGCTGCACCGETGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCT
TCCTCGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAARTGGCTTAC
GRAACGGGGUGGAGATTTCCTGGAAGATGCCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGSG
CCGCGGCARAGCCGTITTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGRAATCTGAC
GCTCAARATCAGTGGTGGCGARACCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTG
GCGGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCTGCCTTITCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGT
TATGGCCGCGITTIGICTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCGGGTAGGCAGTITCGCTCC
ARGCTGGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGLCTTATCCGGTAALC
TATCGICTTGAGTICCAACCCGGAAAGACATGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGET
ARTTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCATGCGCCGGTTAAGGCTAAACTGARAAGGAC
ARGTTTTGGTGACTGCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCARAGAGTTGGTAGCTCA
GAGAACCTTCGAARAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTITTTCAGAGCARGAGATTAC
GCGCAGACCAARACGATCTCAAGAAGATCATCTTATTRAATCAGATAAAATATTTCTAGGC
ggecgcGRACGAARACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCARRRAAGGATCTT
CACCTAGATCCTTTTAAATTARAAATGAAGTTTTAAATCAATCTARAGTATATATGAGTA
AACTTGGTICTGACAGTTACCRATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCT
ATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGG
CTITACCATCTGGCCCCAGTGCTGCARATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGA
TTTATCAGCAATARACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGARGTGGTCCTGCAACTTT
ATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGT
TAATAGTTTGCGCARAACGTTGTTIGCCATTGCTACAGGCATCGTGETGTCACGCTCGTCGTT
TGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGT TACATGATCCCCCAT
GTTGTGCAARARRARGCGGTTAGCTCCTTICGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGC
CGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATC
COGTAAGATGCTTTTICTGTGACTGGTGAGTACTCAACCRAAGTCATTCTGAGAATAGTGTAT
GCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAG
AACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGARAACGTTCTTCGGGGCGAARACTCTCAAGGATCTT
ACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCARCTGATCTTCAGCATC
TTTTACTITCACCAGCGTITTCTGGGTGAGCAARAACAGGAAGGCARAATGCCGCAARAAD
GEGAATAAGGGCGACACGGARATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTG
ARGCATTTATCAGGGTTATTIGTCTCATGAGCGGATACATATTITGAATGTATTTAGARARA
TAAACARATAGGGOETITCCGCGCACATTITCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTICTAAGAAAC
CATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC
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SEQID NO: 13
>neuC_N-acetylglucosamine-6-phosphate-2-epimerase_GI_15193223_in_pG317

MEKILFITGSRADY SKIKSLMYRVONSSEFELY IFATGMHELSENFGY TVEELYENGFENT
YEFINYDKYYQTDEALATTIDGFSRYANELKPDLIVVHGDRIEPLAAATVGALNNILVAH
IEGGEISGTIDDSLEHATI SKLAHTHLVNDEFAKRRLMOLGEDEKSIFITGSPDLELLINDN
KISLSEAKKYYDINYENYALLMFHPVITEITSIKNQADNLVKALIQSNKNY IVIYPNNDL
GFELILOSYEEFKNNPRFELFPSLRFEYFITLLENADFITIGNSSCILEEALYLKTAGILY

GSRONGRLGNENTLEVNANSDEILKAINT IHKEQDLF SAKLEILDSSELFFEYLQSGDEFFE
ELSTOEVEFEDIE

SEQ ID NO: 14
>neuB_sialic_acid_synthase_GI_151932 2 2_in_pG317

MEEIRIQNIIISEEKAPLVVPEIGINHNGSLELAKTMYVDAAFSAGAKITKHOTHIVEDEM
SKAARKVIPGNAKISIYEIMOKCALDYKDELALEKEY TEKLGLVYLSTPF SRAGANRLEDM
GVSAFKIGSGECNNYPLIKHIAAFKEPMIVETGMNSIESTEPTVEILLDNEIPEVLMHTT
NLYPTPHNLVRLNAMLELEKEF SCMVGLSDHTTDNLACLGAVVLGACVLERHFTDSMHRS
GPDIVCEMDTEKALEELTITQSEQMAT TRGNNE SEEKAAKQEQVTIDEAFASVVSIKDIKKGE
VLSMDHNIWVERPGLGGISAAEFENILGEFALRDIENDAQLSYEDEA

SEQ ID NO: 15
>neuA_CMP-Neu5Ac_synthase_GI_15193224 in_pG317

MSLATTPARGGSEGIENKNLVLLNNEPLIYYTIKAAT NAKSTISEVVVSSDSDEILNYAKS
ONVDILERPISLAQDDTTSDEVLLHALKEYEDYEDVVELOPTSFLRTNIHINEAFNLYEN
SHANALISVSECDNEILEKAFVCNDCGDLAGICNDEYPFMPROELPETYMSNGATIYILKIK
EFLNNPSFLOSKTKHFLMDESSSLOTDCLEDLEKVEQIWEKE

SEQID NO: 16

>AAF42258 lacto-N-neotetraosa biosintesis glicosilo transferasa LgtA [Neisseria meningitidis MC58].

MESEAFREHEAYRENELOPLYVSVLICAYNVEEYFAQSLAAVVNUTWRNLDILIVDDGSTD
GTLATAQRFOEQDGRIRILAQPRNSGLIPSLNIGLDELAKSGGGGEYTARTDADDIAAPD
WIEKIVGEMEKDRSI TAMGAWLEVLSEEEDGNRLARHHEHGEIWEKPTRHEDIADFFPEG
NPIHNNTMIMRRSVIDGGLRYNTERDWAEDYQFWYDVSKLGRLAYYPEALVEYRLHANQV
SSEYSIROQHETAQGIQETARNDFLOSMGEFETRFDSLEYROTKAVAYELLEKHLPEEDFER
ARRFLYQCFKRTDTLPAGAWLDFAADGRMRRLEFTLRQYFGILHRLLENR

SEQ ID NO: 17
>NP_207619 epitopo lipopoligosacarido 5G8 proteina asociada a la biosintesis Lex2B [Helicobacter pylori 26695].

MRVFALSLNOQKVCDTFGLVFRDTTTLLNS INATHHOQAQIFDATIY SKTFEGGLHPLVEKHL
HPYFITOQNIKDMGITTNLISEVSEE Y YALKYHARFMSLGELGCYASHY SLWEKCIELNEA
ICILEDDITLEEDFEEGLDFLEKHIQELGY IRLMHLLYDASVESEPLSEHENHETQERVGT
IKAY SEGVGTOGYVITPKIAKVELECSREWVVEVDT IMDATEF THGVENLYVLOPEVIADDE
QISTIARKEEPY SPRIALMRELHFEYLEYWOFVY

SEQ ID NO: 18

> E.coli_WbgO_YP_003500090 supuesta glicosil-transferasa WbgO [cepa de Escherichia coli 055: H7 CB9615].

MIIDEAESAESTHPVVSVILPVNEENPFLDEATINSILSQTFSSFEITIIVANCCTDDEFYNE
LEHEVNDEIKLIRINIAYLPYSLINEAIDLSNGEF IARMDSDDISHPDRFTEQVDF LKNNP
YVDVVGTHAIF IDDEGREINKTELPEENLDIVENLPYECCIVHPSVMEREEVIASIGGYM
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FENYSEDYELWNRLSLAKTIKFQNLPEYLEYYRLHEGOSTAKENLYMVMVNDLVIEMECEE
LTGHNINYLFGGIRTIASFIYCEYIK

SEQID NO: 19

>BAA35319 regulador doble transcripcional de unidn al ADN nagC [cepa de Escherichia coli K-12 sustr. W3110].

MIPGGQAQIGNVDLVEQLNSAAVYRLIDQYGPISRIQIAERQSQLAPASVIKITRQLIERG
LIKEVDOOASTGGRRAISIVIETRNFHATGVRLGREDATITLEFDLSSEVLAEEHYPLPER
TOOTLEHALLNAIAQFIDSYOQRKLRELTAISVILPGLVDPDSGEKIHYMPHIQVENWGLVE
ALEERFEVICEFVGHDIRSLALAERYFGASQDCEDSILVRVHRGTGAGITISHNGRIF IGRNG
NVGEIGHIOQVEPLGERCHCGHNFGCLETIAANAATEQRVLNLLEQGYQSRVPLDDCTIKTT
CEKAANKGDSLASEVIEYVGRHLGET IATATINLENPORKIVIAGEI TEADEKVLLPATESCIN
TOALEAFRTNLPVVRESELDHRSATGAFALVERAMLNGILLOHLLEN

SEQ ID NO: 20

>NP_418185 L-glutamina: D-fructosa-6-fosfato aminotransferasa gimS [cepa de Escherichia coli
MG1655].

MCGIVGATAQRDVAETLLEGLERRLEYRGYDEAGLAVVDAEGHMTRLRRLGEVQMLAQARAR
EHPLHGGTGIAHTRWATHGEPSEVNAHPHVSEHIVVVHNGI IENHEPLREELEARGY TEV
SETDTEVIAHLVNWELEQGGTLREAVLRATPOLRGAYGTVIMDSEHPDTLLAARSGSPLY
IGLGMGENFIASDOLALLEPVTRRFIFLEEGDIAEITRREVIIFDETGAEVERODIESNLO
YDAGDRGIYRHYMOKEIYEQPNATIKNTLTGRISHGOVDLSELGPNADELLSEVEHIQILA
COTSYNSGMVSRYWFESLAGIPCODVEIASEFRYRESAVRRNSLMITLSQSGETADTLAGL
RLSEELGYLGSLAICHNVPGSSLVRESDLALMTNAGTEIGVASTEAFTTOQLTVLLMLVAEL
SRLEGLDASIEHDIVHGLOALPSRIEQMLSQDERIEALAEDF SDEHHALFLGRGDOYPIA
LEGALELEEISYIHAEAYARAGELKHGPLALTIDADMPV IVVAPNNELLEKLEKSNIEEVREAR
GGOLYVEADQDAGEVSSDNMHI TEMPHVEEVIAPIFYTVPLOLLAYHVALTEGTDVDOPER
NLAKSVIVE

SEQ ID NO: 21
> BAF92026 beta-galactosido alfa-2,6-sialiltransferasa [Photobacterium sp. JT-ISH-224].

MENFLLLTLILLTACHNSEENTOSITKNDINKTIIIDEEYVNLEFINQSNISEFTEKHSWVOT
CGTOOLLTEQNEESISLSVVAPRLDDDEEKY CFDFNGV SNEGEEY ITEVILNVVAPSLEVY
VDHASLPTLOQLMDI IESEEENPTAQRY IAWGRIVPTDEQMKELNITSFALINNHTEPADL
VOEIVEQAQTEHRLNVELSSNTAHSFDNLVPILEELNSFNNVIVTNIDLYDDGSAEYVNL
YNWRDTLNETDNLEIGEDY LEDVINGINEDTSNTGTSSVYHWORLYPANYHFLREDYLTL
EPSLHELRDYIGDSLEOQMOWDGFEKENSEQOELFLS IVNEFDEOKLONEYNSSNLPNEVET
GTTVWAGHNHEREY YAKQQINVINNAINESSPHYLGNSYDLEFEGHPGGGT INTLIMONYP
SMVDIPSEISFEVLMMTDMLEDAVAGIASSLYFTIPAEKIKFIVETSTETITDRETALRS
PLVOVMIKLGIVEEENVLEWADLPNCETGVCIAV

K-12 sustr.

A continuacién, se proporciona la secuencia de ADN en formato Genbank de la nueva configuracion de genes
disefiados en el locus thyA de Escherichia coli en cepas utilizadas para producir oligosacaridos que contienen N-

acetilglucosamina.

LOCUS E680_thyA::2.8RBS_lacZ 5877 bp ADN lineal BCT 04 MAR. 2013
DEFINICION cepa de Escherichia coli K-12 sustr. MG1655, genoma completo.
ACCESO NC_000913

VERSION NC_000913.2 GI: 49175990

PALABRAS CLAVE

FUENTE cepa de Escherichia coli K-12 sustr. MG1655 (desconocido)
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cepa de Escherichia coli K-12 sustr. MG1655

Bacterias; Proteobacterias; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Escherichia.

1 (bases 1 a 4639675)

Riley, M., Abe, T., Arnaud, MB, Berlyn, MK, Blattner, FR, Chaudhuri, RR,
Glasner, JD, Horiuchi, T., Keseler, IM, Kosuge, T., Mori, H., Perna, NT, Plunkett,
G. lll, Rudd, K.E., Serres, M.H., Thomas, G.H., Thomson, N.R., Wishart, D. y
Wanner, B.L.

Escherichia coli K-12: a cooperatively developed annotation snapshot--2005
Nucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006)

16397293

Estado de la publicacién: solo en linea

2 (bases 1 a 4639675)

Blattner, FR, Plunkett, G. Ill, Bloch, CA, Perna, NT, Burland, V., Riley, M.,
Collado-Vides, J., Glasner, JD, Rode, CK, Mayhew, GF, Gregor, J., Davis, NW,
Kirkpatrick, HA, Goeden, MA, Rose, DJ, Mau, B. y Shao, Y.

La secuencia completa del genoma de Escherichia coli K-12
Science 277 (5331), 1453-1474 (1997)

9278503

3 (bases 1 a 4639675)

Arnaud, M., Berlyn, MKB, Blattner, FR, Galperin, MY, Glasner, JD, Horiuchi, T.,
Kosuge, T., Mori, H., Perna, NT, Plunkett, G. Ill, Riley, M., Rudd, K.E., Serres,
M.H., Thomas, G.H. y Wanner, B.L.

Workshop on Annotation of Escherichia coli K-12
Sin publicar

Woods Hole, Massachusetts, el 14-18 Noviembre de 2003 (correcciones de
secuencia)

4 (bases 1 a 4639675)

Glasner, JD, Perna, NT, Plunkett, G. Ill, Anderson, B.D., Bockhorst, J., Hu, J.C.,
Riley, M., Rudd, K.E. y Serres, M.H.

ASAP: Escherichia coli K-12 strain MG1655 version m56

Sin publicar

descarga ASAP del 10 de junio de 2004 (actualizaciones de anotacion)
5 (bases 1 a 4639675)

Hayashi, K., Morooka, N., Mori, H. y Horiuchi, T.

Una comparacion de secuencias mas precisa entre los genomas de las cepas de
Escherichia coli K12 W3110 y MG1655

Sin publicar

accesiones GenBank AG613214 a AG613378 (correcciones de secuencia)
6 (bases 1 a 4639675)

Perna, N. T.
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Escherichia coli K-12 MG1655 yqiK-rfakE intergenic region, genomic sequence
correction

Sin publicar

accesion GenBank AY605712 (correcciones de secuencia)
7 (bases 1 a 4639675)

Rudd, KE

A manual approach to accurate translation start site annotation: an E. coli K-12
case study

Sin publicar

8 (bases 1 a 4639675)
Proyecto de genoma NCBI
Presentacion directa

Enviado (04-MAR-2013) National Center for Biotechnology Information, NIH,
Bethesda, MD 20894, EE.UU.

9 (bases 1 a 4639675)
Rudd, KE
Presentacion directa

Enviado (06-FEB-2013) Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Universidad de Miami Miller School of Medicine, 118 Gautier Bldg., Miami, FL
33136, EE.UU.

Actualizacién de la secuencia por el remitente
10 (bases 1 a 4639675)

Rudd, KE

Presentacion directa

Enviado (24-ABR-2007) Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Universidad de Miami Miller School of Medicine, 118 Gautier Bldg., Miami, FL
33136, EE.UU.

Actualizacién de anotacion de ecogene.org como una colaboracién de base de
datos multiple

11 (bases 1 a 4639675)
Plunkett, G. Ill.
Presentacion directa

Presentado (07-FEB-2006) Laboratorio de Genética, Universidad de Wisconsin,
425G Henry Mall, Madison, WI 53706-1580, EE.UU.

Actualizaciones de proteinas por el remitente
12 (bases 1 a 4639675)

Plunkett, G . lll.

Presentacion directa

Presentado (10-JUN-2004) Laboratorio de Genética, Universidad de Wisconsin,
425G Henry Mall, Madison, WI 53706-1580, EE.UU.

Actualizaciéon de secuencia por el remitente

41



10

15

20

25

30

35

40

REFERENCIA
AUTORES
TiTULO
REVISTA

REFERENCIA
AUTORES
TiTULO
REVISTA

REFERENCIA
AUTORES
TiTULO
REVISTA

COMENTARIO

CARACTERISTICAS

Gen

CDS

ES 2700274 T3

13 (bases 1 a 4639675)
Plunkett, G . lll.
Presentacion directa

Presentado (13-OCT-1998) Laboratorio de Genética, Universidad de Wisconsin,
425G Henry Mall, Madison, WI 53706-1580, EE. UU.

14 (bases 1 a 4639675)
Blattner, F.R. y Plunkett, G. Ill.
Presentacion directa

Presentado (02-SEP-1997) Laboratorio de Genética, Universidad de Wisconsin,
425G Henry Mall, Madison, WI 53706-1580, EE. UU.

15 (bases 1 a 4639675)
Blattner, FR y Plunkett, G. III.
Presentacion directa

Presentado (16-JAN-1997) Laboratorio de Genética, Universidad de Wisconsin,
425G Henry Mall, Madison, WI 53706-1580, EE. UU.

REFSEQ PROVISIONAL: Este registro aun no ha sido sujeto a final revision de
NCBI. La secuencia de referencia es idéntica a U00096. El 24 de junio de 2004,
esta version de secuencia reemplazé gi: 16127994. Las actualizaciones de
anotacion actuales de U00096 se derivan de EcoGene http://ecogene.org. Las
sugerencias para las actualizaciones se pueden enviar al Dr. Kenneth Rudd
(krudd@miami.edu). Estas actualizaciones se estan generando a partir de una
colaboracion que también incluye ASAP/ERIC, el Coli Genetic Stock Center,
EcoliHub, EcoCyc, RegulonDB y UniProtKB/Swiss-Prot.

COMPLETO: longitud completa.

Ubicacion/Calificadores

complemento (<1..245)

/gene = "ppdA”

/locus_tag = "b2826"

/gene_synonym = "ECK2822; JW2794"

/db_xref = "EcoGene: EG12081"

/db_xref = "GenelD: 945393"

complemento (<1..245)

/gene = "ppdA”

/locus_tag = "b2826"

/gene_synonym = "ECK2822; JW2794"

/function = "enzima putativa; No clasificado”
/GO_component = "GO: 0009289 - pilus”

/GO_process = "GO: 0009101 - proceso biosintético de glicoproteina”
/note = "proteina A dependiente de la peptidasa prepilina”
/codon_start = 1

/trans|_table = 11
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/product = "proteina hipotética”
/protein_id = "NP 417303.1"

/db_xref = "GI: 16130730"

/db_xref = "ASAP: ABE-0009266"
/db_xref = "UniProtKB/Swiss: P33554"
/db_xref = "EcoGene: EG12081"
/db_xref = "GenelD: 945393"

/translation="MKTQRGYTLIETLVAMLILVMLSASGLYGWQYWQQSQRLWQTAS

QARDYLLYLREDANWHNRDHSISVIREGTLWCLVSSAAGANTCHGSSPLVEVPRWEPEWY

EMSDLTPSLAFFGLRNTAWAGHTIRFENSTGEWWLYVSPWGRLRLCQOGETEGCL™

fuente enlace (<1..449,4852 .. >5877)

(S5EQ ID NO:

/organism = "cepa de Escherichia coli K-12 sustr. MG1655"

/mol_type = "ADN genémico”

/strain = "K-12 "

/sub_strain = "MG1655"

/db_xref = "Taxén: 511145"
cebador 346..366

22)

/note = cagtcagtcaggcgccTTCGGGAAGGCGTCTCGAAGA (SEQ ID NO: 23)

/label = 0268-THYA-R

caracteristica mixta complemento (388..394)
[feature_type = "Bucle de horquilla”
/label = Terminador

cebador 400..449

/note=GGCGTCGGCTCTGGCAGGATGTITTCGTAAT TAGATAGCCACCGGCGCTTTay

GaaacctactATGACCATGATTACGGATTICAC

/label="homologia del cebador 50bp thyA 3"
cebador 400..483

(SEQ ID NO:

/note=GGCGTCGGCTCTGGCAGGATGTITTCGTAATTAGATAGCCACCGGCGCTITTat

taaacctactATGACCATGATTACGGATTCAC
/label=138%-thyAKANlacZ-R-2-8

cebador 400..483

(SEQ ID NO:

/note=GGCGTCGGCTCTGGCAGGATGTTTCGTAATTAGATAGCCACCGGCGCTTTCE

tCaacctactATGACCATGATTACGGATTCAC
/label=1516-thyAKANIacZ-R-0-8
cebador 400..483

(SEQ ID HNO:

/note=GGCGTCGGCTCTGGCAGGATGTTTCGTAATTAGATAGCCACCGGCGCTTTay

GaaacctactATGACCATGATTACGGATTCAC
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(SEQ ID HNO:

24)

25)

26)

27}



caracteristica mixta

5 Cebador

/note=CGGCTCTGGCAGGATGTTTCGTAATTAGATAGCCACCGGCGCTTTaTTaaac

gen

10 CDS
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/label="1041-thyAKANIlacZ-R (4-8)"
complemento(401..407)
[feature_type="Bucle de horquilla "
/label=Terminador

405..472

ctactATGACCATGAT
/label = 1394-2/8-F
complemento (union (429..449,4852..4854))
/gene = "ThyA”"
complemento (union (429..449,4852..4854))
/gene = "thyA"
/note = "ECK2823: JW2795: b2827"
/codon_start = 1
/trans|_table = 11
/product = "timidilato sintetasa”
/protein_id = "BAE76896 .1"
/db_xref = "Gl: 85675643"

/translation="MKQYLELMQKEVLDEGTQKNDRTGTGTLSIFGHOMRFNLODGFPL

VITEKRCHLRSITHELLWFLQGDTNIAYLHENNVT IWDEWADENGDLGPVYGEOWRAWE

TPDGRHIDQITTVLNOQLENDPDSRRI IVEAWNVGELDEMALAPCHAFFQFYVADGELS

COLYQRSCDVFLGLPFNIASYALLVHMMAQQCDLEVGDEFVWTGGDTHLY SNHMDQTHL

15
ID NO: 43)
RBS
20
fuente
25
caracteristica mixta
30

OLSREPRPLPKLITKERKPESIFDYRFEDFEIEGYDPHPGIEAPVATLY

450..461

/label="2.8 RBS"

450..3536

/organism =" Escherichia coli W3110"

"/mol_type = "ADN genémico”

[strain = "K-12"

/sub_strain = "W3110"

/db_xref = "taxén: 316407"

/note = "sinénimo: cepa de Escherichia coli K12 substr. W3110"
450..4851

[feature_type = Insercion

/note = "se origina a partir de KanR-lacZRBS (E403)"

/label = Insertar

44
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4497450
[feature type = "sitio de variacion de RBS"
/label = "C en 0/8"

450..453
[feature_type = "sitio de variacion de RBS"
/label = "CTTC en 0/8"

451..452
[feature_type = "sitio de variacion de RBS"
/label = "GG en 4/8"

451..452
[feature_type = "sitio de variacion de RBS"
/label = "TT en 2/8"
462 .. 3536
/gene = "lacZ"
/note = "ECK0341: JW0335: b0344"
/codon_start = 1
/trans|_table = 11
/producto = "beta-D-galactosidasa”
/protein_id= "BAE76126.1"
/db_xref = "Gl: 85674486"
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/translation="MTMITDSLAVVLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEAR
TDRPSQOQLRSLNGEWRFAWFPAPEAVPESWLECDLPEADTVVVPSNWOMHGYDAPTIYT
NVITYPITVNPPEVPTENPTGCYSLIENVDESWLOEGQTRIIFDGVNSAFHLWCHNGRWY
GYGODSRLPSEFDLSAFLRAGENRLAVMVLRWSDGSYLEDQDMWRMSGIFRDVSLLEE
PTTQISDFHVATRENDDF SRAVLEAEVOMCGELRDYLRVIVSLWOGETQVASGTAPFG
GEIIDERGGYADRVILRLNVENPELWSAEIPNLYRAVVELHTADGTLIEAEACDVGER
EVRIENGLLLLNGEPLLIRGVNREHEHHPLHGOVMDEQTMVODILLMEQNNFNAVRCSH
YPNHPLWYTLCDRYGLYVVDEANTIETHGMVPMNRLTDDPRWLPAMSERVTRMVQRDRN
HPSVIIWSLGNESGHGANHDALYRWIKSVDPSRPVOYEGGGADTTATDIICPMYARYD
EDOPFPAVPEWS IKKWLSLPGETRPLILCEYAHAMGN SLGGFAKYWQAFRQYPRLOGG
FVWDWVDOSLIKYDENGNPWSAYGGDEFGDTPNDROFCMNGLYVEADRTPHPALTEAKHQ
QOFFOFRLSGOTIEVTSEYLEFRHSDNELLHWMVALDGEPLASGEVPLDVAPQGKQLIE
LPELPQPESAGOLWLTVRVVQPNATAWSEAGHI SAWQOWRLAENLSVTLPARSHATFH
LTTSEMDFCIELGNERWQFNRQSGFLSQMWIGDEKQLLTPLRDQFTRAPLDNDIGVSE
ATRIDPNAWVERWHAAGHYQAEAALLOCTADTLADAVLITTAHAWOHQGKTLEISRET
YRIDGSGOMAITVDVEVASDTPHPARIGLNCQLAQVAERVNWLGLGPQENYPDRLTAA

CFDEWDLPLEDMYTPYVFEPSENGLRCGTRELNYGPHOWRGDEQEFNISRY SQOQQLMETS

HRHLLHAEEGTWLNIDGFHMGIGGDDSWSPSVSAEFQLSAGRYHYQLVWCQKY

{(SEQ ID MNO: 29)

/label ="lacZ+ CDS natural"

cebador complemento (1325..1345)
/note = TTCAGACGTAGTGTGACGCGA
/label = 1042-thyAlacZcheck

cebador 2754.2776
/note = TTTCTTTCACAGATGTGGATTGG
/label = "1395-mid lacZ-F"

cebador complemento (2779..2801)
/note = CGGCGTCAGCAGTTGTTTTTTAT
/label = "1396-mid lacZ-R"

mutacion 2793
/label = "C en MG 1655 lacZ (cambio silencioso)”

marca complemento (3549..3567)
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/label = "KD13 secuencia de marcas descendente”
3549..4851

/organism = "Plasmido plantilla pKD13"
/mol_type = "ADN genémico”

/db_xref = "taxén: 170493"

3549..3568

/label = "0339 Plw-P2b"

3568..3579

/label = "sitio FLP"

complemento (3568..3601)

[feature type = "sitio FRT"

/label = "sitio FRT de 34bp”

complemento (3568..4789)

/label = "regién suprimida tras la introduccién de pCP20"
complemento (3590..3601)

/label = "sitio de Flp"

complemento (3602..3615)

[feature type = "sitio FRT"

/note = "sitio FRT natural”

/label = "sitio FRT ascendente”

complemento (3604..3615)

/label = "sitio Flp"

complemento (3628..4422)

[feature type = "CDS (resistencia KAN)"

/note = "resistencia a la kanamicina”
/codon_start = 1

/trans|_table = 11

/producto = "Tn5 neomicina fosfotransferasa "
/protein_id="AAL02037.1"

/db_xref = "Gl: 15554336"

/translation="MIEQDGLHAGSPRAWVERLFGYDWAQQTIGCSDAAVFRLSAQGR

PVLEVKTDLSGALNELQDEAARLSWLATTGVPCAAVLDVVTEAGRDWLLLGEVPGQDL

LSSHLAPAEEVSIMADAMRRLHTLDPATCPFDHOAKHRIERARTRMEAGLYVDODDLDE

EHOGLAPARLFARLKARMPDGEDLVVITHGDACLPNIMVENGRFSGF IDCGRLGVADRY

ID NO: 30)

ODIALATRDIAEELGGEWADRFLVLYGIAAPDSQRIAFYRLLDEFFE"
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cebador

unién de cebador

cebador

mutacion

cebador

unién de cebador

unién de cebador

cebador

unidad de repeticion

marca

caracteristica mixta

unidad de repeticion

cebador

cebador

/note=TCTGGGCATATCGTCGCAGCCCACAGCAACACGTTTCCTGAGGRACCATGAT

sitio

gen

CDS

ES 2700274 T3

complemento (3677..3696)

/label = "0389 KD13 K4"
3791..3810

/label = "sitio de cebado comun kt"
3791..3810

/label = "cebador 0344 Wanner Kt"
3811

/label = "A en wt (cambio silencioso)”
complemento (4242..4261)

/label = "cebador 0343 Wanner K2"
4261..4280

/label = "sitio de cebado comun k2"
4352..4371

/label = "sitio de cebado comun k1"
4352..4371

/label = "cebador 0342 Wanner K1"
4790..4801

/label = "sitio FLP"

complemento (4790..4851)

/label = "marca ascendente KD13"
complemento (4790..4823)
[feature type = "sitio FRT"

/label = "sitio FRT de 34bp"
complemento (4812..4823)

/label = "sitio Flp"

complemento (4832..4851)

/label = "0338 P4w-P1b"
complemento (4832..4901)

TCCGGGGATCCGICGACC
/label=1040-thyAKANIlacZ-F
complemento (4858..4863)
[site_type = "sitio de enlace”
/label = "thyA RBS"
complemento (4861..5736)
/gene = "Igt"

complemento (4861..5736)
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/gene = "Igt"

/note = "ECK2824: JW2796: b2828"

/codon_start = 1

/trans|_table = 11

/product = "fosfatidilglicerol-prolipoproteina diacilgliceril transferasa”

/protein_id="BAE76897.1"

/db_xref = "Gl: 85675644"

/translation="MTSSYLHFPEFDPVIFSIGPVALHWYGLMYLVGFIFAMWLATRR

ANRPGSGWTENEVENLLYAGE LGVEFLGGRIGYVLEYNFPQFMADPLY LERVWDGGMEF

HGGLIGVIVVMIIFARRTRKRSFFOVSDEF IAPLIPFGLGAGRLGNFE INGELWGRVDPNE

PFAMLFPGSRTEDILLLOTINPOQWOSIFDIYGVLPRHPSOQLYELLLEGVVLFIILNLY I

REPRPMGAVSGLFLIGYGAFRIIVEFFROPDAQFTGAWVOQY ISMGOILSIPMIVAGY I
MMVWAYRRSPQQHVS™

promotor

promotor

cebador

Sitio

promotor

ORIGEN

1
6l
121
181
241
301
361
421
481

GCAGCGGAAC
CGGITATGCC
GTTTGCCATA
AGCATGACCA
TTCATGCCGG
GCGCATCTTC
CGAAGAATTT
TTTCGTAATT
CACTGGCCGT

complemento (4957..4962)

/label = "thyA WEAK -10"

complemento (4978..4983)

/label = "thyA -35"

complemento (5076..5099)
/note = cagtcagtcaggcgccTTCCTCAACCTGTATATTCGTAAAC (SEQ ID NO: 33)

/label = 0267-THYA-F

complemento (5739..5744)

/site type = "sitio de enlace”

Nlabel = "Igt RBS"

complemento (5823..5828)

/label = "Igt -10 (fuerte)”

TCACARGGCA
AGTTGGCAIC
GCCGTTGCGA
AAATCAGCAT
CAGTATGGAG
CGGACTATTT
AACGGAGGGET
AGATAGCCAC
CGTTTTACARA

CCATAACGTC
TTCACGTARAR
CTGCTGCCAG
CGCGACCAGC
CGAGGAGAAR
ACGCCGTTGC
ARRRAARMCCG
CGGCGCTTTa
CGTCGTGACT

CCCTCCCTGA
TAGAGCARAT
TATTGCCAGC
GTITTCAATCA
ARMRGACGAG
AGGACGTTGC
ACGCACACTG
ttaaacctac
GGGAARACCC

(SEQ

TAARCGCTGAT
AGICCCGCGC
CATAGAGTCC
GCGTATAACC
GGCCAGTTTIC
ARRATTTCGG
GCGTCGGCTC
tATGACCATG
TGGCGTTACC

ID HMO: 32}

ACTGIGGTCG
CTGGCTGGCG
ACTTGCGCTT
ACGTTGTIGTT
TATTTCTICG
GAAGGCGTCT
TGGCAGGATG
ATTACGGATT
CAACTTAATC

541 GCCTTGCAGC ACATCCCCCT TTCGCCAGCT GGCGTAATAG CGAAGAGGCC CGCACCGATC
601 GCCCTTCCCR ACAGTTIGCGC AGCCTGRATG GCGRATGGCG CTTTIGCCTIGG TTTCCGGCAC
TGGCTGGAGT GCGATCTTCC TGAGGCCGAT ACTGTCGTICG

661 CAGRAGCGGT GCCGGRARAGC

721 TCCCCTCAAR CTGGCAGATG CACGGTTACG ATGCGCCCAT CTACACCAAC GTGACCTATC
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841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

CCATTACGGT
CATTTAATGT
TTAACTCGGC
GTTTGCCGTC
TGATGGTGCT
GCGGCATTTT

ATGTTGCCAC
TGTGCGGCGA

AGGTCGCCRG
CCGATCGCGT

ES 2700274 T3

CAATCCGCCG
TGATGAAAGC
GTTTCATCTG
TGAATTTGAC
GCGCTGGAGT
CCGTGACGTC
TCGCTTTAAT
GTTGCGTGAC
CGGCACCGCG
CACACTACGT

TTTGTTCCCA
TGGCTACAGG
TGGTGCRACG
CTGAGCGCAT
GACGGCAGTT
TCGTTGCTGC
GATGATTTCA
TACCTACGGG
CCTTTCGGCG
CTGAACGTCG

CGGAGAATCC
AMGGCCAGAC
GGCGCTGGGT
TTTTACGCGC
ATCTGGARGA
ATAAACCGAC
GCCGCGCTGT
TARCAGTTTC
GTGAARTTAT
AMRACCCGARA

GACGGGTTGT
GCGAATTATT
CGGTTACGGC
CGGAGARRAC
TCAGGATATG
TACRCARATC
ACTGGAGGCT
TTTATGGCAG
CGATGAGCGT
ACTGTGGAGC

TACTCGCTCA
TTTGATGGCG
CAGGACAGTC
CGCCTCGCGG
TGGCGGATGA
AGCGATTTICC
GARGTTCAGA
GGTGAARCGC
GGTIGGTTATG
GCCGAAATCC

1381 CGAATCTCTA TCGTGCGGTG GTTGARCTGC ACACCGCCGA CGGCACGCTG ATTGAAGCAG
AAGCCTGCGEA TGTCGGTTTIC CGCGAGGTGC GGATTGAARR TGGTCTGCTG CTGCTGAACG

1441

1501 GCRAGCCGTT

1561 TCATGGATGA GCAGACGATG GTGCAGGATA TCCTGCTGAT
CCGTGCGCTG TTCGCATTAT CCGAARCCATC CGCTGIGGTA CACGCTGTIGC GACCGCTACG
GGTGGATGAA GCCAATATTG AAMCCCACGG CATGGTGCCA ATGAATCGTC
1741 TGRCCGATGR TCCGCGCTGG CTACCGGCGA TGAGCGAACG CGTRACGCGA ATGGTGCAGC
1801 GCGATCGTARA TCACCCGAGT GTGATCATCT GGTCGCTGGG GAARTGAATCA GGCCACGGCG
1861 CTAATCACGR CGCGCTGTAT CGCTGGATCA AATCTGTCGA TCCTITCCCGC CCGGTGCAGT

1621
1681

GCCTGTATGT

GAAGCAGAAC

GCTGATTCGA GGCGTTAACC GTCACGAGCA TCATCCTCTG CATGGTCAGG

AACTTTAACG

1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261

ATGAAGGCGG
TGGATGAAGA
TACCTGGAGA
TTGGCGGTTT
TCGTCTGGGA
CGGCTTACGG
TGGTCTTTGC
TTTTCCAGTT
ATAGCGATRA
GTGAAGTIGCC
CGCAGCCGGA
CCGCATGGTC
TCAGIGTIGAC
ATTTTTGCAT
CACAGATGTG
GTGCACCGCT
GGGTCGAACG
CGGCAGATAC
GGARAARCCTT
TTACCGTTGA
GCCAGCTIGGC
ATCCCGACCG
ATACCCCGTA
ATGGCCCACA
AACTGATGGA
TCGACGGTTT
ARTTCCAGCT
CCGCETTATG
CGGAATAGGA
GATGCGCTGC
GCCGCCRAGC
CRCACCCAGC
CGGCAAGCAG
GAGCCTGGCG
ATCGACAAGA
GTCGAATGGGE
GGATACTTTC
CAATAGCAGC
GCCCGTCGTG
GGACAGGTCG

CGGAGCCGAC
CCAGCCCTTIC
GACGCGCCCG
CGCTAAATAC
CTGGGTGGAT
CGGTGATTTT
CGACCGCACG
CCGTTTATCC
CGAGCTCCIG
TCTGGATGTC
GAGCGCCGGG
AGRAGCCGGG
GCTICCCCGCC
CGAGCTGGGT
GATTGGCGAT
GGATAACGAC
CTGGRAGGCG
ACTTGCTGAT
ATTTATCAGC
TGTTGAAGTG
GCAGGTAGCA
CCTTACTGCC
CGICTTICCCG
CCAGTGGCGC
AACCAGCCAT
CCATATGGGG
GAGCGCCGGT
TAGGCTGGAG
ACTTCAAGAT
GARTCGGGAG
TCTTCAGCAR
CGGCCACAGT
GCATCGCCAT
AACAGTTCGG
CCGGCTTICCA
CAGGTAGCCG
TCGGCAGGAG
CAGTCCCTTC
GCCRGCCARCG
GICTTGACAR

ACCRACGGCCA
CCGGCTGTGC
CTGATCCTTT
TGGCAGGCGT
CAGTCGCTGA
GGCGATACGC
CCGCATCCAG
GGGCARACCA
CACTGGATGG
GCTCCACARG
CAACTCTGGC
CACATCAGCG
GCGICCCACG
AATAAGCGTT
AARRARCAAC
ATTGGCGTAA
GCGGGCCATT
GCGGTGCTGA
CGGARARRCCT
GCGAGCGATA
GAGCGGGTAR
GCCIGTTITIG
AGCGARAACG
GGCGACTTCC
CGCCATCTGC
ATTGGETGGCG
CGCTACCATT
CTGCTTCGAA
CCCCTTATTA
CGGCGATACC
TATCACGGGT
CGATGAATCC
GGGTCACGAC
CTGGCGCGAG
TCCGAGTACG
GATCAAGCGT
CAAGGTGAGA
CCGCTTCAGT
ATAGCCGCGC
ARRGRACCGG

CCGATATTAT
CGAAATGGTC
GCGAATACGC
TTCGTCAGTA
TTAAATATGA
CGAACGATCG
CGCTGACGGA
TCGAAGTGAC
TGGCGCTGGA
GTRARCARGTT
TCACAGTACG
CCTGGCRGCA
CCATCCCGCA
GGCAATTTAA
TGETGACGCC
GTGAAGCGAC
ACCAGGCCGA
TTACGACCGC
ACCGGATTGA
CACCGCATCC
ACTGGCTCGG
ACCGCTGGGA
GICTGCGCTG
AGTTCARCAT
TGCACGCGGA
ACGACTCCTG
ACCAGTTGGT
GTTCCTATAC
GRAGAACTCG
GTAARGCACG
AGCCAACGCT
EGRAARAGCGG
GRGATCCTCG
CCCCTIGATGC
TGCTCGCTCG
ATGCAGCCGC
TGACAGGAGA
GACAACGTCG
TGCCTCGTCC
GCGCCCCTGC

TIGCCCGATG
CATCAAARRRA
CCACGCGATG
TCCCCGTTTA
TGAAARACGGC
CCAGTTCTGT
AGCAAAACAC
CAGCGAATAC
TGGTAAGCCG
GATTGRACTG
CGTAGTGCAA
GTIGGCGTCTG
TCTIGACCACC
CCGCCAGTCA
GCTGCGCGAT
CCGCATTGAC
AGCAGCGTTG
TCACGCGTGG
TGGTAGTGGT
GGCGCGGATT
ATTAGGGCCG
TCTGCCATTG
CGGGACGCGC
CAGCCGCTAC
AGRAGGCACA
GAGCCCGTCA
CTGGTGTCAA
TTTCTAGAGA
TCRAGAAGGC
AGGAAGCGGT
ATGTCCTGAT
CCATTTTCCA
CCGTCGGGCA
TCTTCGTCCA
ATGCGATGTT
CGCATTGCAT
TCCTGCCCCG
AGCACAGCTG
TGCAGTTCAT
GCTGACAGCC

TACGCGCGCG
TGGCTTTCGC
GGTAACAGTC
CAGGGCGGCT
AACCCGTGGT
ATGRACGGTC
CAGCAGCAGT
CTGTTCCGTIC
CTGGCAAGCG
CCTGARACTAC
CCGAACGCGA
GCGGABRACC
AGCGAAATGG
GGCTTTCTTIT
CAGTTCACCC
CCTAACGCCT
TTGCAGTGCA
CAGCATCAGG
CAARRTGGCGA
GGCCTGAACT
CAAGAARARCT
TCAGACATGT
GAATTGAATT
AGTCAACAGC
TGGCTGAATA
GTATCGGCGG
ARRTAAGCGE
ATAGGAACTT
GATAGAAGGC
CAGCCCATTIC
AGCGGTCCGC
CCATGATATT
TGCGCGCCTT
GATCATCCIG
TCGCTTGGTG
CAGCCATGAT
GCACTTCGCC
CGCAAGGAAC
TCRGGGCACC
GGAACACGGC

4321 GGCATCAGAG CAGCCGATTIG TCTGITGTGC CCAGTCATAG CCGRATAGCC TCTCCRCCCA
4381 AGCGGCCGGA GAACCTGCGT GCARATCCATC TTGTTCAATC ATGCGAAACG ATCCTCATCC
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4441 TGTCTCTTGA TCAGATCTTG ATCCCCTGCG CCATCAGATC CTTGGCGGCA AGAARGCCAT

4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
3581
5641
5701
5761
5821

Se proporciona a continuacion la secuencia de ADN en formato Genbank de la configuracion de genes en el locus
de Escherichia coli nan, y los detalles de los puntos finales de eliminacién encontrados en las cepas disefiadas por

CCAGTTTACT
TTCGCTTGCT
TACCTGCTTT
CATCCGGGGT
GCCCTTGCGC
ACTTICTAGA
TCAGGAAACG
GRCAATCATC
ARARCTGCGCG
CAGGAACRRR
AATAAACAGC
CACACCGTAA
TTCTGTACGG
CRARTTCACCG
TGCGATAARR
CACCACGATA
CAGATACAGC
TCCCCCGAGG
CCAGCCGCTG
CACCAGATAC
ATCAARCTCC
TCGCTGAARG
GAARTAATAGC

TTGCAGGGCT
GTCCATAAAR
CTCTTTGCGC
CAGCACCGTT
CCTGAGTGCT
GAATAGGAAC
TGTTGCTGTG
GGGATGGAAR
TCGGGCTGGC
CCTGAGACAG
ACCACACCTT
GTGTCGAAAR
GAGCCAGGGA
TTAATAAAGT
TCAGAGACCT
ACGCCRATCA
GGATCGGCCA
AAGACGCCGA
CCCGGACGAT
ATCAGGCCGT
GGAARRATGCA
AGARACAGCGA
ACRAGGGGAC

ingenieria genética E1017 y E1018.

LOCUS

DEFINICION

ACCESO

VERSION

PALABRAS CLAVE

ES 2700274 T3

TCCCARCCTT
CCGCCCAGTC
TTGCGTTTTC
TCTGCGGACT
TGCGGCAGCG
TTCGARCTGC
GGCTGCGACG
GAATTTGCCC
GGAAARACTC
CTCCCATTGG
CCAGCAGCAG
TGGATTGCCA
ACAGCATGGC
TGCCCAGACG
GGARGAAGGA
GGCCGCCGTG
TAARRCTGCGG
GGAAGCCCGC
TCGCCCGTCG
ACCAGTGAAG
GATAGCTACT
TTGAAATGCG
CTGGCTGGTT

ACCAGAGGGC
TAGCTATCGC
CCTTGTCCAG
GGCTTTCTAC
TGAGCTTCAA
AGGTCGACGG
ATATGCCCAG
CATGCTGATG
ARCAATGATG
GCGTGGTTTA
CTCGTAAAGC
CTGCGGGTTG
ARAACGGGAAG
CCCGGCACCA
ACGTTTAGTA
GARAGACATG
GAAATTGTAG
ATAGAGTAAG
TGTTGCCAGC
CGCCACGGGT
GGTCATCTGT
CGCCGCAGGT
GCCGGATACC

GCCCCAGCTG
CATGTAAGCC
ATAGCCCAGT
GIGTITCCGCT
AAGCGCTICTG
ATCCCCGGAA
ACCATCATGA
TACTIGCACCC
CGAAACGCGC
CGRATATACHA
TGTGATGGGT
GTITTGCAGCA
TTCGGGTCAA
AGACCAAACG
CGGCGGGCGA
CCGCCGTCCC
AACAGRACAT
TTITTCAACTT
CACATTGCAR
CCTATTGAGA
CACCACAAGT
TTCAGGCGCT
GTTAAAAGAT

(SEQ ID NO: 34)

GCAATTCCGG
CACTGCAAGC
AGCTGACATT
TCCTTTAGCA
AAGTTCCTAT
TCATGGTTCC
TCACACCCGC
AGGCACCGGT
CGTAACCAAT
GGTTGAGGAT
GGCGCGGCAG
GCAARATATC
CGCGGCCCCA
GAATGAGTGG
AGATAATCAT
AGACACGGAR
AACCAATACG
CATTTTTGGT
AAATGARAACC
AARTGACCGG
TCTTGTTATT
CCARAGGTGC
ATGTATA

W3110_nanRATEKyhcH_region 5861 pb ADN lineal BCT 19FEB. 2009

cepa de Escherichia coli K-12 sustr. W3110 cepa K-12.
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FUENTE cepa de Escherichia coli K-12 sustr. W3110 (desconocido)
ORGANISMO cepa de Escherichia coli K-12 sustr. W3110

Bacterias; Proteobacterias; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Escherichia.
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del NCBI . La secuencia de referencia se derivd de partir de AP009048.
COMPLETO: longitud completa.

Ubicacion/Calificadores
complemento (<1 ..> 5861)
/organism = "cepa de Escherichia coli K-12 sustr. W3110"
/mol_type = "ADN genémico”

[strain = "K-12 "

/sub_strain = "W3110"

/db_xref = "Taxoén: 316407"
complemento (<1..6)

/gene = "dcuD”

complemento (<1. .6)

/gene = "dcuD”

/note = "ECK3216: JW3196: b3227"
/codon_start = 1

/trans|_table = 11

/producto = "transportador predicho”
/protein_id = "AP 003769.1"
/db_xref = "Gl: 89109989"

73



10

15

20

ES 2700274 T3

/translation="MFGIIISVIVLITMGYLILENYKPQVVLAARAGIFLMMCGVWLGE

GGVLDPTESSGYLIVDIYNEILRMLSNRIAGLGLS IMAVGGYARYMERIGASRAMVEL

LSEPLELIRSPYITLSATYVIGOIMAQFITSASGLGMLLMVTLFPTLVSLGVSRLSAY

AVIATTMSIEWGILETHNSIFAAOVAGMEKIATYFFHYQLPVASCVIISVAISHEFVORA

FDEEDENINHEQAEQEALDNVPPLYYATLPVMPLILMLGESLFLAHVGLMOSELHLVYY

MLLSLTVITMEFVEFFREHNLRETMDDVOAFFDGMGTOFANVVTLVVAGETFARKGLTTIG

TVDAVIRGAEHSGLGGIGVMIIMALVIATCAIVMGSGNAPFMSFASLIPNIAAGLHVE

AVVMIMPMHFATTLARAVSPITAVVVVISGIAGVSPFAVVERTAIPMAVGEFVVNMIAT

cebador

gene

CDS

ITLFY"

330..348

/label="ck nanR3 control primer"
386..1177

/gene="nanR"

386..1177

/gene="nanR"
/note="ECK3215:JW3195:03226"
/codon_start=1

/trans|_table=11
/product="regulador doble transcripcional de enlace de ADN"
/protein_id="AP_003768.1"
/db_xref="Gl:89109988"

/translation="MGLMNAFDSQTEDSSPAIGRNLRSRPLARKKLSEMVEEELEQMI

RRREFGEGEQLPSERELMAFFNVGRPSVREALAALKREGLVQINNGERARVERPSADT

IIGELSGMAKDFL3HPGGIAHFEQLRLFFESSLVRYAAEHATDEQIDLLAKALEINSQ

SLDNNAAFIRSDVDEHRVLAEIPGNEIFMATHVALLDWLIAARPTVTDOQALHEHNNV S

ID NO: 36)

cebador

cebador

promotor

Sitio

YOOHIAIVDAIRRHDPDEADRALQSHLNSVSATWHAFGQTTNEKK"

1005..1025

/label = "cebador de control nanR ck2"
1126..1146

/label = "cebador de control nanAFck”
1178..1278

/label = "regién promotora del operén nan”

1187..1191
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[site_type = "sitio de enlace”

/label = "enlace CAP"

1198 .. 1202

[site_type = "sitio de enlace”

/label = "enlace de CAP”"

1241..1246

Nlabel = -10

1252..1301

/note = "para eliminaciones de dnanA:: o dnanATE::marca”
/label = "cebador H1-dnanA lambda rojo"
1255

/label = + 1

1267

/label = + 13

1279

/label = + 25

1299..2192

/gene = "nanA"

1299..2192

/gen = "nanA"

/note = "ECK3214: JW3194: b3225"
/codon_start = 1

/trans|_table = 11

/product = "N-acetilneuraminato liasa"
/protein_id = "AP 003767.1"

/d b_xref ="GI: 89109987"

/translation="MATNLRGVMAALLTPFDQQQALDKASLRRLVQFNIQQGIDGLYV

GGSTGEAFVOSLSEREQVLEIVAEEAKGRKIKLIAHVGCVSTAESQOLAASAKRYGFDA

VSAVIPEYYPFSFEEHCDHYRATITDSADGLPMVVYNIPALSGVELTLDOINTLYVTLEG

VEALEKQTSGDLYOMEQIRREHPDLVLYNGYDEIFASGLLAGADGGIGSTYNIMGHWRYQ

GIVEALEEGDIQTAQKLOTECHNKVIDLLIKTGVERGLETVLHYMDVVSVPLCREPEFGE

Region

enlace de cebador

VDEKYLPELEALAQOLMQERG" (SEQ ID NO:

1302..4424
/label ="DELECION nanATE"
complemento (2175..2224)
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/label = "H2-dnanA lambda rojo cebador "
gen 2301..3791
/gene = "nanT"
CDS 2301..3791
/gene = "nanT"
/note = "ECK3213: JW3193: b3224"
/codon_start = 1
/trans|_table = 11
/product = "transportador de acido sialico”
/protein_id = "AP 003766.1"
/db_xref = "Gl: 89109986"

/translation="MSTTTQNIPWYRHLNRAQWRAFSAAWLGYLLDGFDFVLIALVLT
EVQGEFGLTTVQAASLISAAF ISRWFGGLMLGAMGDRYGRRLAMVTSIVLF SAGTLAC
GEFAPGY ITMFIARLVIGHMGHMAGEYGSSATYVIESWPEHLRNEASGEFLISGE SVGAVVA
AOVY SLVVPVWGHWRALFFIGILPITFALWLRENIPEAEDWEEKHAGEAPVRTMVDILY
RGEHRIANIVMTLAAATALWEFCFAGNLONAATVAVLGLLCAATFISFMVQSAGKRWET
GVMLMVVVLFAFLY SWPIQALLPTYLETDLAYNPHTVANVLEFFSGFGAAVGCCVGGE L
GDWLGTREAYVCSLLASQLLITPVFAIGGANVWVLGLLLEFFQOMLGOGIAGILPELIG

GYFDTDORAAGLGF TYNVGALGGALAPIIGALIAQRLDLGTALASLSFSLTEFVVILLI
GLDMPSRVORWLRPEALRTHDAIDGEPFE SGAVPFGSAKINDLVETES"

ID NO: 38)
cebador complemento (2329..2350)
/label = "cebador de control nanARck"
enlace de cebador 3792..3841
/label = "cebador H1-dnanE lambda rojo”"
gen 3839..4528
/gene = "nankE"
CDS 3839..4528

/gene = "nanE"

/note = "ECK3212: JW3192: b3223"

/codon_start = 1

/trans|_table = 11

/product = "N-acetilmannosamina-6-P epimerasa predicha”
/protein_id = "AP 003765.1"

/db_xref = "GIl: 89109985"
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/translation="MSLLAQLDQKIAANGGLIVSCQPVPDSPLDEPEIVAAMALAARD
AGAVATRIEGVANLOATRAVVEVPIIGIVERDLEDSPVRITAYIEDVDALAQAGADTT
AIDGTDRPRPVPVETLLARIHHHGLLAMTDCSTPEDGLACQELGAEIIGTTLSGYTTPE

ETPEEFPDLALVETLSDAGCRVIAEGRYNTPAQAADAMRHGAWAVIVGSAITRLEHIC)
WYNTAMEEAVL" (SEQ ID HNO:
enlace de cebador complemento (4425..4474)
/note =" para la eliminacién de dnanato:: marca”

/label = "cebador H2-dnanE lambda rojo”

RBS 4425..4448

39)

/label = "péptido incomprensible C-terminal fusionado al péptido de

marca KD13"
RBS 4449..4451

/label = "péptido incomprensible NEW STOP péptido después de la

resolucion del casete”
enlace de cebador 4486..4530
/label = "cebador nanK-H1 lambda rojo”
RBS 4515..4520
/label = "nanK RBS"
gen 4525..5400
/gene = "nanK"
CDS 4525 .. 5400
/gene = "nanK"
/note = "ECK3211: JW5538: b3222"
/codon_start = 1
/transl_table = 11
/product = "N-acetilmannosamina quinasa predicha”
/protein_id = "AP 003764.1"
/db_xref = "GIl: 89109984"

/translation="MTTLAIDIGGTKLARALIGADGQIRDRRELPTPASQTPEALRDA
LSALVSPLOAHAQRVATASTGIIRDGELLALNPHNLGGLLHFPLVETLEQLTNLPTIA
INDAQARAWARFQALDGDITDMVE ITVSTGVGGGYVVSGCELLTGPGGLAGHIGHTLAD
PHGPVCGCGRTIGCVEATIASGRGIAARADGELAGADAKTIF TRAGOGDEQAQOLIHRSA

RTLARLIADIKATTDCOCVVVGGSVGLAEGY LALVETY LAQEPAAFHVDLLAAHYRHD

AGLLGAALLAQGEKL" {SEQ ID NO:

RBS 4526..4528

/label = "Native Stop para NanE"
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cebador complemento (5065..5083)
/label = "cebador de control nanKckl”
enlace de cebador complemento (5380..5424)

/label = "cebador nanK-H2 lambda rojo”

5 gen 5397..5861
/gene = "yhcH"

CDS 5397..5861
/gene = "yhcH"

/note = "ECK3210: JW3190: b3221"
10 /codon_start = 1

/trans|_table = 11

/product = "proteina hipotética”

/protein_id = "AP 003763.1"

/db_xref = "Gl: 89109983"

/translation="MMMGEVQSLPSAGLHPALQDALTLALAARPQEKAPGRYELQGDN

IFMNVMTENTQSPVEKRKAELHEQYIDIQLLLNGEERILFGMAGTARQCEEFHHEDDYQ
LCSTIDNEQATIILKPGMFAVFMPGEPHKPGCVVGEPGE IKEVVVKVEADLMA"
15 (SEQ ID NO: 41)

ORIGEN
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1 GARCATTGTT GARACTCCGTG TCARAARAGAARA ACGGTCAATC CCATRAACGG CAGATTGAAA
61 ACRACGATGT TATATTTTTT GCRAGGCTAT TTATGGTGCG GATGTCGTGT TTTTARATIGT

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
01
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
legl
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
Z64dl
2701

AGGTGAGGTG
ATAATATTCA
GCGTTACATT
CARAGAGAAR
ATGTTAATCA
AGATTCTTCA
CTCCGAARTG
TGARACAATTA
GCGTGRAGCG
CGCTCGCGTC
AGATTTCCTT
ATCCAGTCTG
AAMAGCACTG
CGTTGATTTC
CGITGCCCIG
CGARACATAAC
TGATCCTGAC
GCACGCTTTC
CATTATARGC
ATATCGTTTA
TAATGGCTGC
GTICGCCIGGT
CCGGCGAGGC
AAGAGGCGAA
GCCAACAACT
CGTTCTACTA
CGGCGGATGG
CCCTGGATCA
CTGGCGATCT
ACGGTTACGA
GTACCTACAR
ATATCCAGAC
ARRCGGGCGT
CGCTGTGCCG
TGGCCCAGCA
GTGAGGGGAA
CCCACCGCGG
TCAACCGTGC
TTGATTTCGT
CGGTGCAGGC
TGCTCGGCGC
TCTTCTCGGC
CTCGTICTGGT
TTGARAGCTG

ATTTTTCATT
TAATGCTCGT
AATTTTTCGC
ACCCTGCCAT
CACTGACCTT
CCTGCARATTG
GTGGEAAGAAG
CCGTCTGAAC
CTGGCAGCGT
TCGCGTCCTT
TCTCATCCCG
GTGCGCTATG
GAAMTCRACA
CACCGCGTGC
CTCGACTGGC
AACGTTAGTT
GAAGCCGATC
GGTCAGACCA
TTTCTGTATG
TCAGACAAGC
ACTCCTGACT
TCAGTTCAAT
CTTTGTACAR
AGGTRAGATT
TGCGGCATCG
TCCTTTCAGC
TTTGCCGATG
GATCRACACA
CTATCAGATG
CGRAATCTTC
CATCATGGGC
CGCGCAGARAR
ATTCCGCGGC
CARACCGTTT
GTTGATGCAR
ATARACGCAT
GAGACTCACA
ACAATGGCGC
TTTAATCGCC
GGCAAGTCTG
TATGGGTGAC
CGGGACGCTIG
CATCGGCATG
GCCARAAACAT

RARRRDLTATG
GAATAGTCTT
BRATAGTTAAT
TTTCCCCTAC
ARCAGAATGGGE
GTCGCAACTT
AGCTGGAACA
GCGAACTGAT
TAARARCGCAR
CTGCGGRCAC
GTGGGATTGC
CGGCTGRACA
GTCAGICGCT
TGGCGGAGAT
TTATTGCCGC
ATCAACAGCA
GTIGCGTTGCA
CCARCAAARNRA
GGGTGTTGCT
ATCACTTCAG
CCTTTTGACC
ATTCAGCAGG
AGCCTTTCCG
AARCTCATCG
GCTAAACGTIT
TTTGAAGAAC
GIGGIGTACA
CTTGTTACAT
GAGCAGATCC
GCCTCTGGTC
TGGCGCTATC
CTGCRAACTG
CTGRRAACTG
GGACCGGTAG
GAGCGCGGGT
CTGTACCCTA
ATGAGTACTA
GCATTITTICCG
CTGGTACTCA
ATCTCTGCAG
CGCTACGGGC
GCCIGCGGCT
GGGATGGCGGE
CTGCGTAACA

CGCTTATGAT
ATARATAMNTT
TATTCCGTTA
TTTCAATCCT
CCTTATGRAC
GCGTAGCCGC
GATGATCCGC
GGCGTTCTTT
AGGTCTGGTG
TATCATCGGT
CCATTTCGAA
TGCCACCGAT
GGATAACRAC
CCCCGGTARAC
ACGCCCAACG
TATTGCGATC
ATCGCATCTC
GRAATARATGC
TAATTGATCT
AGGTATTTAT
BRACARCRARAGC
GCATCGRCGG
BGCGTGRACA
CCCACGTCGG
ATGGCTTCGA
ACTGCGATCA
ACATTCCAGC
TGCCTGGCGT
GTCGTGARACA
TGCTGGCGGG
AGGGGATCGT
RATGCARTAA
TCCTCCATTA
ATGARARRATA
GAGTTIGTTTIC
CRATTTTCAT
CAACCCRGAA
CTGCCIGGTT
CCGAAGTACA
CCTTTATCTC
GTCGTCTGGC
ITGCGCCAGG
GTGAATACGG
AAGCCAGTGG

79

TATTTTGTAA
CAARCGGGAT
ATTATGGTAA
GTGATAGGAT
GCATTTGATT
CCGCTGGCGC
CGTCGTGAAT
AACGTCGGGC
CRAATARACH
GAGCTTTCCG
CAATTACGTC
GAGCARATCG
GCGGCATTICA
CCAATCTTCA
GITACCGATIC

GTTGATGCGA
AACAGCGICT
CACTTTAGTG
GGTATAACAG
GGCAACGAAT
ACTGGATARA
TTITATACGTIG
GGTACTGGAA
TTGCGTCAGC
TGCCGICTCC
CTATCGGGCA
CCTGAGTGGG
AGGTGCGCTG
TCCTGATCTT
CGCTGATGGT
TAAGGCGCTG
AGTCATTGAT
TATGGATGTC
TCTGCCAGAR
CCCTCGCTCG
ACCAARMGCGT
TATCCCGTGG
GGGATATCTG
AGGTGAATTC
TCGCTGGTTC
AATGGTCACC
CTACATCACC
TTCCAGCGCC
TTTTTTGATT

GARCARCATTC
GITITITTAICT
TGATGAGGCA
GTCACTGATG
CGCARACCGA
GTAARAAACT
TTGGCGAAGG
GTCCTTCGGT
ACGGCGAACG
GCATGGCGAA
IGTTCTTTGA
ATTTGCTGGC
TTCGTTCAGA
TGGCGATCCA
AGGCACTGCA
TCCGCCGTCA
CTGCTACCTG
AMGCAGATCG
GTATAAAGGT
TTACGTGGCG
GCGRGTCTGC
GGTGGTTCGA
ATCGTCGCCG
ACCGCCGARA
GCCGTCACGC
ATTATTGATT
GTAAAACTGA
AAMCAGACCT
GTGCTCTATA
GGTATCGGCA
AAAGARGGCG
TTACTGATCA
GITTCTGTGC
CTGRAGGCGC
CCCCTACCGG
GIGGGCATCG
TATCGCCATC
CTTGACGGTT
GGGCTGACGA
GGCGGCCTGA
AGCATCGTTC
ATGTTITATCG
ACCTATGTCA
TCAGGCTTCT



2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841l
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4521
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
/7

CTGTGGGGGEC
GTGCGCTGTT
TCCCGGAAGT
TGGATATTCT
CTACTGCGCT
TTGGGCTGTT
GGCCAACGGG
TTCAGGCGCT
CCAATGTIGCT
TCGGTGACTG
TGATTATTCC
TCTTCCAGCA
ATTTCGATAC
GCGGTGCACT
CGCTGGCATC
TGCCTTICTICG
ACGGTARACC
CCAAAAGTTA
GTCGTTACTT
CCAGCCGGTT
GGCAGARACAG
GCGTGCGGTG
GGTACGCATC
TATCGCCATT
TATTCACCAT
ATGCCARRAAG
AMCGCCAGRA
GATTGCCGARA
GTGGGCGGTG
CACAGCGATG
CTTGCCGCCG
CCAGCCAGCC
CAAGCTCATG
CTGGCGCTTA
GRACAACTTA
GAGTTTCAGG
GTTGGCGGCG
CATATCGGGC
TGCGTGGARAG
GGCGCGGATG
CTGATTCACC
GATTGCCAGT
GTGGAARACGT
TACCGCCATG
TGATGGGTGA
TARCGCTGGC
GCGACAATAT
CGGAATTGCA
TGTTTGGCAT
AGCTTTGCAG
TGTTTATGCC
AARAGGTTIGT

CGTCGTTGCC
CTTTATCGGC
GGRAGACTGG
CTARCCGTGGT
GIGGTITCTIGC
ATGCGCCGCA
CGTAATGCTG
GCTGCCAACG
GITCTTTAGT
GCTGGGAACC
GGTATTTGCG
AATGCTTGGA
CGACCAGCGT
GGCCCCAATC
GCTCTCGTTC
CGTTCAGCGT
ATTCAGCGGT
ATCCTGTTGC
GCACRACTGG
CCGGACAGCC
GCGGGCGCGEGE
GTGAGCGTGC
ACGGCCTATA
GACGGCACCG
CACGGTTTAC
CTGGGAGCCG
GAGCCGGATC
GGGCGTTACA
ACGGTCGGTT
AMRARGGCGG
CGCTGATTGE
AGACACCAGA
CGCAGCGGGET
ATCCGUATAR
CCRATTTGCC
CGCTGGATGE
GTGTAGTGAG
ATACGCTTGC
CGATTGCTTC
CGRAAACTAT
GCTCCGCACG
GCGTGGTGGT
ATCTGGCGCA
ATGCAGGTTT
AGTACAGTCA
ATTAGCTGCC
CTTTATGAAT
CGAGCAATAC
GGCAGGCACT
CACCATTGAT
AGGTGAACCG
GGTGAAGGTT

ES 2700274 T3

GCTCAGGTCT
ATTTTGCCAA
ARAGAGAAAC
GRACATCGCA
TTCGCCGGTA
ATCTTTATCA
ATGGIGGTCG
TATCTGAAAA
GGCTTTGGCG
CGCAAAGCGT
ATTGGCGGCG
CAAGGGATCG
GCAGCGEGGCC
ATCGGCGCGT
AGTCTGACGT
TGGTTGCGCC
GCCGTGCCGT
CCGGTCTATG
ATCAARARAT
CGCTCGATARA
TTGCCATTCG
CGATTATTGG
TTGAAGATGT
ACCGCCCGCG
TGGCGATGAC
AAATTATTGG
TGGCGCTGGT
ACACGCCTGC
CTGCAATCAC
TGCTATGACC
CGCTGACGGEGE
AGCCTTGCGT
TGCCATCGCT
TCTTGGTGGA
GACCATTGCC
CGATATRACC
CGGCTGCARR
CGATCCACAC
TGGTCGCGGET
TTTCACGCGC
TACGCTTIGCA
CGGTGGCAGC
GGAGCCAGCG
ACTTGGGGCT
TTACCGTICTG
AGACCGCAAG
GTCATGACGT
ATTGATATCC
GCGCGTCAGT
AACGAGCAAG
CATAARCCAG
AAGGCTGATT

80

ATAGCCTGGT
TCATCTTTGC
ACGCAGGTAA
TTGCCAATAT
ACCTGCRARAR
GCTTTATGGT
IGTTGTITIGC
CCGATCTGGC
CGGCGGTGEE
ACGTTTGTAG
CARACGTCTG
CCGGGATCTT
TGGGCTTTAC
TGATCGCTCA
TCGTGGTGAT
CGGAAGCGTT
TTGGCAGCGC
TACCGGGCCT
CGCTGCTAAC
ACCCGARATC
CATTGARGGT
ARTTGTGAAA
TGATGCGCTG
TCCGGTGCCT
CGACTGCTCA
CACTACGCTT
GRAAAMCGTTG
TCAGGCGGCG
GCGTCTTGAG
ACACTGGCGA
CAGATCCGCG
GATGCCTTAT
TCGACCGGGA
TTGCTACACT
ATTAACGACG
GATATGGTCT
CTGCTTACCG
GGCCCAGTCT
ATTGCAGCGG
GCCGGGCAGG
AGGCTGATCG
GTTGGTCTGG
GCATTTCATG
GCGCTGTTGG
CTGGGTTACA
ARARARGCGCC
TTAACACTCA
AGCTGTTATT
GTGAAGAGTT
CCATCATCTT
GATGCGTTGT
TAATGGCTTA

GGTTCCGGTC
TCTCTGGCTG
AGCACCAGTA
CGTRAATGACA
TGCCGCGATC
GCAGAGTGCA
TTITCCTCIAC
TTATAACCCG
ATGCTGCGTA
CCTIGCTGGCC
GGTGCTCGGT
ACCRAAAMCTG
CTACAACGTT
ACGTCTGGAT
CCTGCTGATT
GCGTACTCAT
CARABACGAT
TTCGCTARGG
GGTGGCCTGA
GTCGCCGCCA
GTGGCAAATC
CGCGATCTGG
GCGCAGGCGG
GTTGAARCGC
ACGCCGGAAG
TCTGGCTATA
AGCGACGCCG
GATGCGATGC
CACATTTGTC
TTIGATATCGG
ATCGTCGTIGA
CCGCATTAGT
TAATCCGTGA
TTCCGTTAGT
CGCAGGCCGC
TTATCACCGT
GCCCTGGCGE
GCGGCTGTGG
CAGCGCAGGG
GTGACGAGCA
CTGATATTAA
CAGAAGGGTA
TIGATTTACT
CCCAGGGAGA
TCCTGCGTTA
GGGTCGTTAC
ATCGCCCGTC
AARCGGTGAG
CCACCATGAG
AARRCCGGGA
CGGCGAGCCT
A

(SEQ ID MNO:

TGGEGGCTGGE
CGTRAAAAACA
CGCACAATGG
CTGGCGGCGGE
GTCGCTGTTIC
GGCRRACGCT
TCATGGCCGA
CATACTGTAG
GGTGGCTTCC
TCGCAGCTGC
CTGTTACTGT
ATTGGCGGTT
GGCGCATTGG
CTGGGTACTG
GGGCTGGATA
GACGCTATCG
TTAGTCAARR
GAAGATGTAT
TTGTCTCCTG
TGGCATTAGC
TGCRAGCCAC
AGGATTCTCC
GCGCGGACAT
TGCTGGCACG
ACGGCCTGGC
CCACGCCTGA
GATGTCGGGT
GCCACGGCGEC
AGTGGTACRR
CGGTACTARARA
ACTTCCTACG
CTICTCCGTTIG
CGGCAGCTTG
CAARACGCTG
AGCATGGGCG
TTCCACCGGC
TCTGGCGGGGE
ACGCACAGGT
GGAGTTGGCT
GGCGCAGCAG
AGCCACAACT
TCTGGCGCTG
GGCGGCGCAT
AABRATTATGA
CAGGACGCGT
GAATTACAGG
GAGRAAAARG
GAACGGATTC
GATGATTATC
ATGTTCGCCG
GGAGAGATTA
42)
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir un oligosacarido sialilado en una bacteria que comprende:

proporcionar una bacteria, comprendiendo dicha bacteria una sialil-transferasa exdgena, una ruta catabdlica de
acido sialico deficiente, una capacidad sintética de acido sialico, un gen de lactosa permeasa funcional y una mayor
capacidad de produccién de UDP-GIcNAc que comprende la sobreexpresion de nagC, tal que la bacteria produce al
menos 10% mas UDP-GIcNAc que una bacteria natural; y

cultivar dicha bacteria en presencia de lactosa.
2. El método de la reivindicacion 1, en donde

(a) dicha ruta catabdlica deficiente en acido sidlico comprende una mutacion en cualquiera de los genes
seleccionados del gen endoégeno de N-acetilneuraminato liasa (nanA), gen endogeno de N-acetiimanosamina
quinasa (nanK), gen enddgeno de N-acetiimanosamina-6-fosfato epimerasa (nanE), y el gen enddgeno del
transportador del acido N-acetilneuraminico (nanT), o cualquier combinacién de los mismos; o

(b) dicha ruta catabdlica deficiente en acido sidlico comprende una mutacién en el gen endégeno de la N-
acetilneuraminato liasa (nanA), y opcionalmente, una mutacién en el gen endégeno del transportador del acido N-
acetilneuraminico (nanT), de preferencia en donde dicho ruta catabdlica deficiente en acido sidlico comprende
ademas un gen endogeno de N-acetiimanosamina quinasa (nanK) y un gen enddgeno de N-acetiimanosamina-6-
fosfato epimerasa (nanE) que no estan mutados; o

(c dicha ruta catabdlica deficiente en acido sialico comprende una mutaciéon en el gen endégeno de la N-
acetilneuraminato liasa (nanA), una mutaciéon en el gen endégeno de la epimerasa N-acetiimanosamina-6-fosfato
(nanE), y opcionalmente, una mutacién en el gen endogeno del transportador del acido N-acetilneuraminico (nanT),
preferiblemente en el que dicha ruta catabdlica deficiente en acido sialico comprende ademas un gen endégeno de
quinasa N-acetilmanosamina (nanK) que no esta mutado.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la mutacién comprende una mutacion
nula.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha capacidad sintética del acido
sialico comprende un gen exogeno de la sintetasa CMP-Neu5Ac (neuA), un gen exogeno de la sintasa del acido
sialico (neuB) y una UDP-GIcNac 2-epimerasa exogena (neuC).

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho gen exégeno de sialil-
transferasa es a(2,3) sialil-transferasa, a(2,6) sialil-transferasa, o a(2,8) sialiliransferasa.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho oligosacarido sialilado comprende
3'-sialillactosa (3'-SL) o 6'-sialillactosa (6'-SL).

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha bacteria comprende un gen de
B-galactosidasa enddégeno eliminado o inactivado, por ejemplo, dicho gen de 3-galactosidasa eliminado o inactivado
comprende el gen de E. coli lac z.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha bacteria comprende un gen de (-galactosidasa recombinante
que proporciona un nivel bajo, pero detectable, de actividad de B-galactosidasa.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha bacteria comprende ademas un
gen lac A delecionado, inactivado o mutado.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que

(a) dicha mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc comprende ademas la sobreexpresiéon de un gen gimS,
un gen gimY, un gen glmZ o cualquier combinacion de los mismos; o

(b) dicha mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc comprende la sobreexpresion de nagC y gimS; o

(c) dicha mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc comprende la sobreexpresion de nagC y gimY; o

(d) dicha mayor capacidad de produccién de UDP-GIcNAc comprende la sobreexpresion de nagC y gimZ.

11. Un método para producir un oligosacarido que contiene N-acetilglucosamina en una bacteria que comprende:

proporcionar una bacteria, comprendiendo dicha bacteria un gen exdgeno UDP-GIcNAc:Gala/pR B 3-N-
acetilglucosaminiltransferasa, un gen funcional de la lactosa permeasa y un aumento de la capacidad de produccién
de UDP-GIcNAc que comprende la sobreexpresion de nagC, de modo que la bacteria produce al menos un 10%
mas de UDP-GIcNAc que una bacteria nativa; y
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cultivar dicha bacteria en presencia de lactosa.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que dicha bacteria comprende una mayor capacidad de produccion de
UDP-GIcNACc,

por ejemplo

(a) dicha mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc comprende ademas la sobreexpresion de un gen gimS,
un gen gimY, un gen glmZ o cualquier combinacion de los mismos; o

(b) dicha mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc comprende la sobreexpresion de nagC y gimS; o
(c) dicha mayor capacidad de produccion de UDP-GIcNAc comprende la sobreexpresion de nagC y gimY; o
(d) dicha mayor capacidad de produccién de UDP-GIcNAc comprende la sobreexpresion de nagC y gimZ.

13. El método de la reivindicacion 11 6 12, en el que dicho oligosacarido que contiene N-acetilglucosamina
comprende cualquiera seleccionado de Lacto-N-triosa 2 (LNT2), Lacto-N-tetraosa (LNT), Lacto-N-neotetraosa
(LNnNT), Lacto-N-fucopentaosa | (LNF 1), Lacto-N-fucopentaosa Il (LNF 1l), Lacto-N-fucopentaosa Il (LNF III), Lacto-
N-fucopentaosa V (LNF V), Lacto-N-difucohexaosa | (LDFH 1), Lacto-N-difucohexaosa Il (LDFH II), y Lacto-N-
neodifucohexaosa Il (LFNnDFH II).

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que dicha bacteria es E. coli.
15. Una bacteria E. coli aislada que comprende

(a) un gen de B-galactosidasa enddgeno eliminado o inactivado, un gen de sialil-transferasa exdgeno, una ruta
catabdlica deficiente en acido sialico, una capacidad sintética de acido sialico, un gen funcional de lactosa permeasa
y una mayor capacidad de produccién UDP-GIcNAc que comprende la sobreexpresion de nagC, de manera que la
bacteria produce al menos un 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria nativa, por ejemplo, dicha bacteria
comprende ademas un gen de [(-galactosidasa recombinante que proporciona un nivel bajo, pero detectable, de
actividad de B-galactosidasa; o

(b) un gen exdégeno UDP-GIcNAc:Gala/B-R B 3-N-acetilglucosaminiltransferasa, un gen funcional de lactosa
permeasa y un aumento de la capacidad de produccion de UDP-GIcNAc que comprende la sobreexpresion de nagC,
de modo que la bacteria produce al menos un 10% mas de UDP-GIcNAc que una bacteria nativa.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que comprende ademas recuperar dicho oligosacarido
sialilado de dicha bacteria o de un sobrenadante de cultivo de dicha bacteria; o el método de cualquiera de las
reivindicaciones 11-13, que comprende ademas recuperar dicho oligosacarido que contiene N-acetilglucosamina de
dicha bacteria o de un sobrenadante de cultivo de dicha bacteria.

17. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha bacteria comprende un gen endégeno de N-acetiimanosamina
quinasa (nanK) que no esta mutado, y un gen endégeno de N-acetilneuraminato liasa (nanA) y un gen endégeno de
N-acetilmanosamina-6-fosfato epimerasa (nanE) que estan mutados.
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Disefio de ruta para la produccién de 6’-
sialil-lactosa en E. coli
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sialil-lactosa en E. coli
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