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DESCRIPCION
Complejos génicos sintéticos

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno con las subvenciones numeros CFF0943385 y EEC0540879
otorgadas por la Fundacion Nacional para la Ciencia. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes de la invenciéon

Las células con programacion genética requieren sensores para recibir informacion, circuitos para procesar las
entradas y actuadores para vincular la salida del circuito a una respuesta celular (Andrianantoandro E, et al., Mol
Syst Biol 2 (2006); Chin JW Curr Opin Struct Biol 16: 551-556 (2006); Voigt CA Curr Opin Biotech 17: 548-557
(2006); Tan C, Mol Biosyst 3: 343-353 (2007)). En este paradigma, la deteccion, la integracion de la sefial y la
actuacioén estan codificadas por distintos 'dispositivos' compuestos por genes y elementos reguladores (Knight TK,
Sussman GJ Unconventional Models of Computation 257-272 (1997); Endy D Nature 438: 449-453 (2005)). Estos
dispositivos se comunican entre si a través de cambios en la expresion y actividad génica. Por ejemplo, cuando se
estimula un sensor, esto puede conducir a la activacion de un promotor, que luego actia como la entrada a un
circuito. Voigt, CA, describié la refactorizacion de complejos génicos en “Gaining Access: Rebuilding Genetics from
the Ground Up”, recuperado de: http://www.iom.edu/~/media/Files/ActivityFiles/PublicHealth/Microbial Threats/2011-
MAR -14/Voigt.pdf.

Breve sumario de la invencion

La presente invenciéon proporciona un método para reemplazar la regulacién nativa de un conjunto de genes
asociados colectivamente con una funcién con regulacion sintética, comprendiendo el método proporcionar
secuencias codificantes de un conjunto de polipéptidos codificados por genes asociados colectivamente con una
funcion;

cambiar la identidad del codén en al menos una secuencia codificante, eliminando asi al menos una secuencia
reguladora dentro de la secuencia codificante, en el que eliminar la al menos una secuencia reguladora comprende
el reemplazo de codones nativos en la secuencia codificante con codones sinénimos no nativos que tienen una
distancia méaxima de los codones de la secuencia codificante nativa;

organizar las secuencias codificantes en uno o mas operones sintéticos, en el que la organizacion comprende
ordenar secuencias codificantes dentro de los operones de modo que el gen de mayor expresion (basado en la
expresion nativa) ocurra primero y el gen de menor expresion (basado en la expresion nativa) ocurra el ultimo;

unir operativamente una o mas secuencias reguladoras transcripcionales heterélogas al operén u operones,
controlando asi la magnitud de la expresion génica del operdon u operones; y expresar el uno o mas operones
sintéticos en una célula bajo el control de un polipéptido que se une directa o indirectamente a la secuencia
reguladora transcripcional heteréloga.

En el presente documento se describe un polinucleétido que comprende un operdn sintético, en el que el operon
comprende al menos dos secuencias codificantes bajo el control de una secuencia reguladora transcripcional
heterdloga, en el que cada secuencia codificante esta operativamente unida a un sitio de unién al ribosoma (RBS)
heterélogo. En algunos aspectos, las secuencias codificantes son del mismo operdn nativo y los RBS heterélogos
regulan la traduccion de las secuencias codificantes en una proporcién que es sustancialmente similar a la
proporcién de traduccién nativa del operdn nativo. En algunos aspectos, las secuencias codificantes son de
diferentes operones nativos y los RBS heterélogos regulan la traduccién de las secuencias codificantes en una
proporcion que es sustancialmente similar a la proporcion de traduccién nativa del operén nativo. En algunos
aspectos, las secuencias codificantes son del mismo operdén nativo y las secuencias codificantes en el operén
comprenden uno o mas codones alterados en comparacion con el operdn nativo. En algunos aspectos, los codones
de una o mas secuencias codificantes se han seleccionado para la distancia maxima del uso de codén de una
secuencia codificante correspondiente en el operdn nativo.

En algunos aspectos, al menos dos secuencias codificantes codifican diferentes proteinas codificadas por el
complejo génico nif de Klebsiella pneumoniae. En algunos aspectos, las proteinas se seleccionan del complejo que
consiste en nifd, nifH, nifD, nifK, nifY, nifE, nifN, nifU, nifS, nifV, nifw, nifZ, niM, nifF, nifB, y nifQ (por ejemplo, en el
que las secuencias codificantes son sustancialmente idénticas a las enumeradas en la Fig. 18). En algunos
aspectos, el operon comprende secuencias codificantes de nifH, nifD, nifK y nifY de Klebsiella pneumoniae. En
algunos aspectos, el operén comprende secuencias codificantes de nifE y nifN de Klebsiella pneumoniae. En
algunos aspectos, el operdon comprende secuencias codificantes de nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ y nifM de Klebsiella
pneumoniae. En algunos aspectos, el operén comprende secuencias codificantes de nifB y nifQ de Klebsiella
pneumoniae.

En algunos aspectos, al menos dos secuencias codificantes codifican diferentes proteinas del sistema de secrecion
tipo lll de Salmonella typhimurium. En algunos aspectos, las proteinas se seleccionan del complejo que consiste en
PrgH, Prgl, PrgJ, PrgK, OrgA, OrgB, InvA, InvC, InvE, InvF, InvG, Invl, Invd, SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR, y SpaS (por
ejemplo, en el que las secuencias codificantes son sustancialmente idénticas a las enumeradas en la Fig. 24). En



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2752081 T3

algunos aspectos, el operén comprende secuencias codificantes de PrgH, Prgl, PrgJ, PrgK, OrgA y OrgB de
Salmonella typhimurium. En algunos aspectos, el operén comprende secuencias codificantes de InvA, InvC, InvE,
InvF, InvG, Invl, Invd, SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR y SpaS de Salmonella typhimurium.

También se describe en el presente documento una célula hospedadora (opcionalmente aislada) que comprende un
polinucledtido como se describe anteriormente o en otro lugar del presente documento. En algunos aspectos, la
célula hospedadora es una célula procariota o eucariota (que incluye, pero sin limitacion, una célula de mamifero,
vegetal o fungica).

También se describe en el presente documento un sistema que comprende un conjunto de dos 0 mas operones
sintéticos diferentes, comprendiendo cada uno del dos o mas operones al menos dos secuencias codificantes bajo el
control de una secuencia reguladora transcripcional heteréloga, en el que cada secuencia codificante esta
operativamente unida a un sitio de unién al ribosoma (RBS) heterdlogo, en el que la secuencia reguladora
transcripcional de cada operdn en el conjunto esta controlada por el mismo polipéptido o polipéptidos activadores o
represores transcripcionales.

En algunos aspectos, el sistema comprende ademas un casete de expresién que comprende un promotor unido
operativamente a un polinucledtido que codifica el polipéptido o polipéptidos activadores o represores
transcripcionales. En algunos aspectos, el promotor del casete de expresion es un promotor inducible. En algunos
aspectos, el polinucleétido en el casete de expresion codifica un represor transcripcional. En algunos aspectos, el
polinucledtido en el casete de expresion codifica un activador transcripcional. En algunos aspectos, el activador
transcripcional es una ARN polimerasa (ARNP). En algunos aspectos, la ARNP es la ARNP de T7 o es
sustancialmente similar a la ARNP de T7.

En algunos aspectos, las secuencias reguladoras de la transcripcion de al menos dos de los operones son
diferentes.

En algunos aspectos, las secuencias codificantes en los operones estan organizadas de tal manera que las
secuencias codificantes que tienen una expresion nativa sustancialmente similar se agrupan en el mismo operén. En
algunos aspectos, la secuencia reguladora transcripcional de al menos dos operones tiene diferentes promotores
que estan regulados diferencialmente por la ARN polimerasa de T7 y en el que la diferente fuerza de los promotores
corresponde a la fuerza relativa de los promotores nativos de las secuencias codificantes.

En algunos aspectos, el casete de expresion y los operones sintéticos se expresan en una célula. En algunos
aspectos, la célula es de una especie diferente a la especie de la que se aisld el operén nativo. En algunos
aspectos, la célula es de la misma especie de la que se aislo el operdn nativo.

En algunos aspectos, el sistema codifica una nitrogenasa. En algunos aspectos, el sistema comprende un primer
operon que comprende secuencias codificantes de nifH, nifD, nifK y nifY de Klebsiella pneumoniae; un segundo
operdn que comprende secuencias codificantes de nifE y nifN de Klebsiella pneumoniae; un tercer operén que
comprende secuencias codificantes de nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ y nifM de Klebsiella pneumoniae; y un cuarto
operdn que comprende secuencias codificantes de nifB y nifQ de Klebsiella pneumoniae. En algunos aspectos, el
primer, segundo, tercer y cuarto operén que comprende un promotor de ARN polimerasa (ARNP) de T7 y el sistema
comprende ademas un casete de expresion que comprende un promotor unido operativamente a un polinucleétido
que codifica una ARNP sustancialmente idéntica a la ARN polimerasa de T7 (ARNP).

En algunos aspectos, el sistema codifica un sistema de secrecion tipo Ill. En algunos aspectos, el sistema de
secrecion tipo lll es un sistema de secrecion tipo Ill de Salmonella typhimurium. En algunos aspectos, el sistema
comprende un primer operdon que comprende secuencias codificantes de PrgH, Prgl, PrgJ, PrgK, OrgA y OrgB de
Salmonella typhimurium y un segundo operdn que comprende secuencias codificantes de InvA, InvC, InvE, InvF,
InvG, Invl, Invd, SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR y SpaS de Salmonella typhimurium.

Las realizaciones de la presente invencién también proporcionan un método para reemplazar la regulacion nativa de
un conjunto de genes asociados colectivamente con una funcién con regulacion sintética. En algunas realizaciones,
el método comprende proporcionar secuencias codificantes de un conjunto de polipéptidos codificados por genes
asociados colectivamente con una funcion; cambiar la identidad del codon en al menos una secuencia codificante,
eliminando asi al menos una secuencia reguladora dentro de la secuencia codificante; organizar las secuencias
codificantes en uno o mas operones sintéticos; unir operativamente una o mas secuencias reguladoras
transcripcionales heterélogas al operén u operones, controlando asi la magnitud de la expresion génica del operén u
operones; y expresar el uno o mas operones sintéticos en una célula bajo el control de un polipéptido que se une
directa o indirectamente a la secuencia reguladora transcripcional heteréloga.

En algunas realizaciones, el polipéptido es heterélogo de la célula.

En algunas realizaciones, la provision comprende obtener las secuencias de nucleétidos del gen y eliminar
secuencias no codificantes.
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En algunas realizaciones, el conjunto de genes es de un complejo génico. En algunas realizaciones, el conjunto de
genes son de un procariota. En algunas realizaciones, los genes son de un operén nativo.

En algunas realizaciones, la al menos una secuencia reguladora se identifica usando el calculo. En algunas
realizaciones, el calculo comprende busquedas de secuencias codificantes de sitios de unién a ribosomas,
terminadores y/o promotores.

En algunas realizaciones, la eliminaciéon de la al menos una secuencia reguladora comprende el reemplazo de
codones nativos en la secuencia codificante con codones sinénimos no nativos. En algunas realizaciones, la
eliminacion comprende seleccionar codones no nativos que tienen una distancia maxima de los codones de la
secuencia codificante nativa. En algunas realizaciones, la eliminacion comprende seleccionar codones no nativos
para una expresion 6ptima en una célula hospedadora.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas identificar y eliminar uno o mas de los sitios de insercion de
transposones, sitios que promueven la recombinacién, sitios para la escision por endonucleasas de restriccion y
sitios que estan metilados.

En algunas realizaciones, la organizacién comprende agrupar secuencias codificantes en operones basados en un
nivel de expresién nativa sustancialmente similar.

En algunas realizaciones, la organizacion comprende ordenar secuencias codificantes dentro de los operones de
modo que el gen de mayor expresion (basado en la expresion nativa) aparece primero y el gen de menor expresion
(basado en la expresion nativa) ocurre el ultimo. En algunas realizaciones, la organizaciéon se basa en la expresion
temporal nativa, la funcién, la facilidad de manipulacion del ADN y/o el disefio experimental. En algunas
realizaciones, la magnitud de la expresién de las secuencias codificantes corresponde sustancialmente a la
proporcion de proteinas codificadas por las secuencias codificantes medidas en el sistema nativo. En algunas
realizaciones, la magnitud de la expresion de las secuencias codificantes se determina mediante calculo. En algunas
realizaciones, el calculo comprende un algoritmo de optimizacion numérica.

En algunas realizaciones, el algoritmo de optimizacion numérica es un algoritmo de Nelder-Mead, un método de
Newton, un método cuasi-Newton, un método de gradiente conjugado, un método de punto interior, un descenso de
gradiente, un método de subgradiente, un método de elipsoide, un método de Frank-Wolfe, un método de
interpolacion y métodos de busqueda de patrones, o un modelo de colonia de hormigas.

En algunas realizaciones, la secuencia o secuencias reguladoras transcripcionales heterélogas comprenden un
promotor o promotores ANRP de T7.

En algunas realizaciones, la secuencia o secuencias reguladoras transcripcionales heterélogas comprenden un
promotor inducible.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas unir operativamente un sitio de unién al ribosoma (RBS)
heterélogo a una o mas secuencias codificantes en el operén sintético. En algunas realizaciones, diferentes RBS
estan unidos operativamente a diferentes secuencias codificantes. En algunas realizaciones, los RBS regulan la
traduccion de las secuencias codificantes en una relacién que es sustancialmente similar a la proporciéon de
traduccion nativa del operén nativo.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas unir operativamente una secuencia de terminacion
transcripcional heteréloga a una o mas secuencias codificantes en el operon sintético. En algunas realizaciones, los
terminadores son terminadores ARNP de T7. En algunas realizaciones, los terminadores para diferentes operones
son diferentes.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas unir operativamente secuencias amortiguadoras entre dos
secuencias funcionales en un operdn en el que las secuencias funcionales se seleccionan del complejo que consiste
en un promotor, sitio de union al ribosoma, secuencia codificante y terminador. En algunas realizaciones, la
secuencia amortiguadora se selecciona del complejo que consiste en una secuencia aleatoria, una regién UP de un
promotor, una secuencia 5-UTR extendida y un sitio de escision de ARNasa.

En algunas realizaciones, los operones se expresan a partir de un plasmido. En algunas realizaciones, el plasmido
tiene un origen de replicacién con numero de copias bajo.

En algunas realizaciones, el polipéptido que se une directa o indirectamente a la secuencia reguladora
transcripcional heteréloga se expresa a partir de un casete de expresion de control, comprendiendo el casete de
expresion un promotor de control operativamente unido a una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido.
En algunas realizaciones, el casete de expresion esta contenido en un plasmido de control separado de un plasmido
que contiene los operones. En algunas realizaciones, el promotor de control es un promotor inducible.
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En algunas realizaciones, el polipéptido heterélogo comprende una ARN polimerasa (ARNP). En algunas
realizaciones, la ARNP es la ARNP de T7. En algunas realizaciones, el casete de expresion es un sensor ambiental.

También se describe en el presente documento un método para determinar un punto de experimentacion para
controlar la magnitud de la expresion de dos o mas genes (por ejemplo, dentro de un operdn sintético). En algunos
aspectos, el método comprende: recibir uno 0 mas puntos de datos de entrada, en el que los puntos de datos de
entrada proporcionan informacién sobre uno o mas elementos reguladores y una propiedad del sistema; y
determinar, con un ordenador, un siguiente punto de datos usando un método de calculo, en el que el siguiente
punto de datos proporciona informacién sobre uno o mas elementos reguladores.

En algunos aspectos, el método comprende ademas usar el siguiente punto de datos para una experimentacion
adicional para optimizar la expresion de los dos o mas genes. En algunos aspectos, los elementos reguladores
incluyen, por ejemplo, sitios de union al ribosoma y/o elementos reguladores de la transcripcion.

En algunos aspectos, el método de calculo es una técnica de analisis numérico. En algunos aspectos, el método de
optimizaciéon numérica es el algoritmo de Nelder-Mead, el método de Newton, el método cuasi-Newton, un método
de gradiente conjugado, un método de punto interior, un descenso de gradiente, un método de subgradiente, un
método de elipsoide, el método de Frank-Wolfe, un método de interpolacién y métodos de busqueda de patrones, o
un modelo de colonia de hormigas. En algunos aspectos, el método de optimizacién numérica utilizado para
determinar el siguiente punto de datos para una mayor experimentacién requiere considerar el punto de reflexion, el
punto de expansion o el punto de contraccién en funcién de uno o méas puntos de datos de entrada.

En algunos aspectos, el método de calculo es un método de disefio de experimentos (DoE).

También se describe en el presente documento un producto de programa informatico que comprende un medio
tangible legible por ordenador que almacena una pluralidad de instrucciones para controlar un procesador para
realizar una operacién para determinar un punto de experimentacion para controlar la magnitud de la expresion de
dos o mas genes, comprendiendo las instrucciones recibir uno 0 mas puntos de datos de entrada, en los que los
puntos de datos de entrada proporcionan informacién sobre uno o mas elementos reguladores y una propiedad del
sistema; y determinar, con un ordenador, un siguiente punto de datos usando un método de calculo, en el que el
siguiente punto de datos proporciona informacion sobre uno o mas elementos reguladores.

DEFINICIONES
Cuando se cita “un(o)”, “una”, “el” o “la” pretende significar “uno o mas” a menos que se indique especificamente lo
contrario.

Una secuencia de polinucledétidos o polipéptidos es “heteréloga de” un organismo o de una segunda secuencia si
procede de una especie extrafia o, si es de la misma especie, estd modificada respecto a su forma original. Por
ejemplo, un promotor unido operativamente a una secuencia codificante heteréloga se refiere a una secuencia
codificante de una especie diferente de la que se deriva el promotor o, si es de la misma especie, una secuencia
codificante que no esta naturalmente asociada con el promotor (p.ej., un promotor de la ARN polimerasa de T7
operativamente unido a un operén nif sintético).

La expresién “operativamente unido” se refiere a una union funcional entre una secuencia de control de la expresion
de un &cido nucleico (tal como un promotor, o conjunto de sitios de union al factor de transcripcién) y una segunda
secuencia de acido nucleico, en la que la secuencia de control de la expresion dirige la transcripcion del acido
nucleico correspondiente a la segunda secuencia. En el contexto de un sitio de uniéon a ribosomas (RBS) y
secuencias codificantes, la expresion se refiere a la unién funcional del RBS con la secuencia codificante en la que
el RBS recluta ribosomas para la traduccién de la secuencia codificante en un ARN.

Un “par afin”, como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido de unién a ADN especifico de la
secuencia y una secuencia de ADN diana que esta unida por el polipéptido de uniéon al ADN especifico de la
secuencia particular. Para los polipéptidos de unién a ADN especificos de la secuencia que se unen a mas de un
acido nucleico diana, el par afin puede formarse con el polipéptido de unién a ADN especifico de la secuencia y una
cualquiera de las secuencias de ADN diana a las que se une el polipéptido.

Los sistemas transcripcionales “ortogonales” se refieren a sistemas (p. €j., uno, dos, tres o mas) de elementos
reguladores de la transcripcion que comprenden secuencias de ADN diana reguladas por su polipéptido de unién a
ADN especifico de la secuencia afin de tal manera que los polipéptidos de unién a ADN especifico de la secuencia
en el sistema no “interaccionan”, es decir, los polipéptidos de unién a ADN especificos de la secuencia no interfieren
ni regulan elementos reguladores de la transcripcion en el sistema que no sean los elementos reguladores de la
transcripcion que contienen la secuencia de ADN diana afin del polipéptido de union a ADN especifico de la
secuencia.
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Los “polipéptidos de unidn a ADN especificos de la secuencia” se refieren a polipéptidos que se unen al ADN de una
manera especifica de la secuencia de nucledtidos. Los ejemplos de polipéptidos de uniéon a ADN especificos de la
secuencia incluyen, pero sin limitacion, factores de transcripcion (por ejemplo, activadores transcripcionales), ARN
polimerasas y represores transcripcionales.

Un “activador transcripcional” se refiere a un polipéptido, que cuando se une a una secuencia promotora, activa o
aumenta la transcripcion de un ARN que comprende la secuencia codificante unida operativamente. En algunas
realizaciones, el activador transcripcional unido a una secuencia objetivo en un promotor puede ayudar al
reclutamiento de ARN polimerasa al promotor. Un “represor transcripcional” se refiere a un polipéptido, que cuando
se une a una secuencia promotora, bloquea o disminuye la transcripcion de un ARN que comprende la secuencia
codificante unida operativamente. En algunas realizaciones, el represor transcripcional bloquea el reclutamiento de
la ARN polimerasa al promotor o bloquea el movimiento de la ARN polimerasa a lo largo del promotor.

La expresion “secuencia codificante” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de
nucleotidos que comienza en el coddn para el primer aminoacido de una proteina codificada y termina con el codon
para el ultimo aminoacido y/o termina en un codoén de parada.

La expresion “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula capaz de replicar y/o transcribir y/o traducir un gen
heterélogo. Por lo tanto, una “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula procariota (que incluye pero sin
limitacion E. coli) o célula eucariota (incluidas, pero sin limitacion, células de levadura, células de mamiferos, células
de aves, células de anfibios, células vegetales, células de peces y células de insectos), ya sea localizadas in vitro o
in vivo. Por ejemplo, las células hospedadoras pueden estar localizadas en un animal transgénico o una planta
transgénica. célula procariota (que incluye pero sin limitacidon E. coli) o célula eucariota (incluidas, pero sin limitacion,
células de levadura, células de mamiferos, células de aves, células de anfibios, células vegetales, células de peces y
células de insectos).

Los “elementos reguladores de la transcripcion” se refieren a cualquier secuencia de nucleétidos que influye en el
inicio y la velocidad de la transcripcion, o la estabilidad y/o movilidad de un producto de transcripcion. Las
secuencias reguladoras incluyen, pero sin limitacién, promotores, elementos de control del promotor, secuencias de
union a proteinas, UTR &' y 3', sitios de inicio de la transcripcién, secuencias de terminacion, secuencias de
poliadenilacion, intrones, etc. Tales secuencias reguladoras de la transcripcion pueden ubicarse en 5'-, 3'-, o dentro
de la regién codificante del gen y puede promover (elemento regulador positivo) o reprimir (elemento regulador
negativo) la transcripcién del gen.

La expresion “acido nucleico” o el término “polinucledtido” se refiere a desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos y
polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. A menos que esté especificamente limitado, el
término abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades
de unién similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a los nucleétidos
naturales. A menos que se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular también abarca
implicitamente variantes modificadas conservadoramente de la misma (p.€j., sustituciones de codones degenerados)
y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, las sustituciones
de codones degenerados se pueden lograr mediante la generaciéon de secuencias en las que la tercera posicion de
uno o mas codones seleccionados (o todos) se sustituye con restos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer et al.,
Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem 260: 2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell.
Probes 8:91-98 (1994)). La expresion acido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por
un gen.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a
un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a los polimeros de aminoacidos en los que uno o
mas restos de aminoacidos es un imitador quimico artificial del correspondiente aminoacido natural, asi como a los
polimeros de aminoacidos naturales y los polimeros de aminoacidos no naturales. Como se usa en el presente
documento, los términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluidas proteinas de longitud
completa, en las que los restos de aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos covalentes.

Se dice que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son “idénticas” si la secuencia de nucledtidos o de
restos de aminoacidos, respectivamente, en las dos secuencias es la misma cuando se alinea para una
correspondencia maxima como se describe a continuacion. La expresion “complementario a” se usa en el presente
documento para indicar que la secuencia es complementaria a toda o una parte de una secuencia de polinucleétidos
de referencia.

Ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-
3402 (1997) y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), respectivamente. El software para realizar analisis
BLAST esta disponible publicamente en la Web a través del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica primero identificar pares de secuencia de alta puntuacion (HSP)
mediante la identificacion de la longitud de palabra (W) corta en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen
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alguna puntuacion de umbral (T) de valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una
base de datos secuencia. T se conoce como el umbral de puntuacidon de palabras vecinas (Altschul et al., supra).
Estas coincidencias iniciales de palabras vecinas actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP
mas largos que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia hasta que se pueda aumentar la puntuacion de alineacion acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se
calculan utilizando, para las secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacidon de recompensa para un par
de restos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacién para restos que no coinciden; siempre < 0).
Para las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacién para calcular la puntuacién acumulativa. La
extension de los aciertos de palabras en cada direccidn se detiene cuando: la puntuacion de alineaciéon acumulativa
se reduce en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacién acumulativa llega a cero o0 menos, debido a
la acumulacion de uno o mas alineamientos de restos de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquiera de
las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la
alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de nucledétidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de
11, una expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4 y una comparaciéon de ambas cadenas. Para las secuencias de
aminoacidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra de 3 y una expectativa (E) de 10, y la
matriz de puntuacion BLOSUMG62 (ver Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, (1989))
alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M =5, N = -4, y una comparacioén de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (ver, por ejemplo,
Karlin et Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787, (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
de que se produzca una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos por casualidad. Por
ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas
pequefa en una comparacion del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menos de
aproximadamente 0,2, mas preferiblemente menos de aproximadamente 0,01, y lo mas preferiblemente menos de
aproximadamente 0,001.

El “porcentaje de identidad de secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas de manera 6ptima
sobre una ventana de comparacién, en la que la porcién de la secuencia de polinucledtidos en la ventana de
comparacién puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de
referencia (que no comprenden adiciones o deleciones) para una alineacién 6ptima de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que se produce la misma base de acido nucleico
o resto de aminoacido en ambas secuencias para producir el numero de posiciones coincidentes, dividiendo el
numero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando
el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

La expresion “identidad sustancial” de secuencias de polinucleétidos significa que un polinucleétido comprende una
secuencia que tiene al menos un 25 % de identidad de secuencia con una secuencia de referencia designada. Como
alternativa, el porcentaje de identidad puede ser cualquier nimero entero del 25 % al 100 %, por ejemplo, al menos:
25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 % , 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % en
comparacién con una secuencia de referencia que usa los programas descritos en el presente documento; usando
preferiblemente BLAST parametros estandar, como se describe a continuacion. Un experto reconocera que los
valores de porcentaje de identidad anteriores se pueden ajustar de manera apropiada para determinar la identidad
correspondiente de proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo en cuenta la degeneracion de
codones, la similitud de aminoacidos, el posicionamiento del marco de lectura y similares. La identidad sustancial de
las secuencias de aminoacidos para estos fines normalmente significa una identidad de secuencia de al menos 40
%. El porcentaje de identidad de los polipéptidos puede ser cualquier nimero entero del 40 % al 100 %, por ejemplo,
al menos 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 %. En algunas
realizaciones, los polipéptidos que son “sustancialmente similares” comparten secuencias como se indico
anteriormente, excepto que las posiciones de restos que no son idénticas pueden diferir por cambios conservadores
de aminoacidos. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que
tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un complejo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas
es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un complejo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas-
hidroxilo es serina y treonina; un complejo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es
asparagina y glutamina; un complejo de aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina,
tirosina y triptéfano; un complejo de aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina;
y un complejo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los
ejemplos de complejos de sustitucion conservadora de aminoacidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-
tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, acido aspartico-acido glutamico y asparagina-glutamina.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 representa un esquema que ilustra los genes nifE y nifN bajo el control de promotores de T7 Unicos.

La Fig. 2 ilustra la medicidn cuantitativa de la capacidad del operdn sintético para complementar una cepa con
nifEN inactivado y recuperar la capacidad de fijar el nitrégeno.
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La Fig. 3 ilustra una biblioteca de promotores de T7 de tipo silvestre y mutante y su fuerza para controlar la
expresion génica.

La Fig. 4 ilustra las fuerzas de los promotores T7 para controlar los genes nifE y nifN en cepas mutantes
seleccionadas. La Fig. 4A representa las fuerzas de tres cepas. La Fig. 4B representa las coordenadas de
reflexion calculadas.

La Fig. 5 ilustra la fijaciéon de nitrégeno en la cepa Reflexion y las cepas iniciales.

La Fig. 6 ilustra el método de refactorizacion de la fijacion de nitrégeno.

La Fig. 7 ilustra el complejo génico nif de Klebsiella oxytoca.

La Fig. 8 representa un esquema de un plasmido indicador fluorescente en el que los 150 pb que rodean el
codon de inicio de un gen (de -60 a +90) se fusionaron con el gen mRFP y se expresaron bajo el control del
promotor Ptac.

La Fig. 9 ilustra la fluorescencia medida por citometria de flujo.

La Fig. 10 ilustra los multiples clones utilizados para identificar el sitio de union al ribosoma sintético que mejor
coincide con el sitio de unién al ribosoma nativo.

La Fig. 11 ilustra los operones quiméricos.

La Fig. 12 enumera los errores en los operones totalmente sintéticos.

La Fig. 13 muestra que cada operdn sintético requeria diferentes niveles de concentracion de IPTG para una
funcién éptima. También muestra el rendimiento de operones individuales en el sistema de conexiones de T7
bajo el control del promotor Ptac.

La Fig. 14 muestra una tabla del control de los operones sintéticos en el sistema.

La Fig. 15 muestra la fijacion de nitrégeno de un complejo sintético completo expresado en una cepa completa
con nif inactivado.

La Fig. 16 ilustra el uso del controlador N.° 1 o del controlador N.° 2 para producir el mismo rendimiento del
complejo sintético completo.

La Fig. 17 representa un esquema detallado del complejo sintético completo.

La Fig. 18 muestra secuencias de ADN para genes nativos y genes sintéticos, asi como el porcentaje de
identidades comunes de nucleétidos y codones entre cada par.

La Fig. 19 muestra los nombres y secuencias de partes del controlador sintético.

La Fig. 20 enumera los nombres, secuencias y fuerzas de cada componente del complejo completo.

La Fig. 21 muestra un diagrama del vector de prueba RBS.

La Fig. 22 representa esquemas de los operones inv-spa y prg-org y los plasmidos utilizados. La Fig. 22A
muestra un esquema de la cepa de Salmonella SL1344 con inactivacién Aprg-org. Los operones inv-spa y prg-
org se muestran en un recuadro. La Fig. 22B muestra un esquema del vector de prueba del operdn prg-org y el
plasmido indicador. El plasmido de control y el plasmido indicador estan a la derecha.

La Fig. 23 muestra una transferencia Western de una proteina secretada expresada a partir del operon sintético
prg-org en la cepa con inactivacion Aprg-org. La Fig. 23A muestra que la cepa con inactivacion Aprg-org no
expresa el operdn prg-org. La Fig. 23B muestra que el operén prg-org refactorizado sintético en células de
Salmonella Aprg-org puede controlarse mediante la adicion de IPTG.

La Fig. 24 muestra las secuencias sintéticas de RBS y del operdn sintético de T3SS.

La Fig. 25 muestra un diagrama de bloques de un sistema informatico.

La Fig. 26 ilustra el proceso de refactorizacion de un complejo génico. El complejo génico de fijacion de nitrégeno
de K. oxytoca de tipo silvestre se muestra en la parte superior. Los genes estan coloreados por funcién: azul
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(nitrogenasa), verde (biosintesis de cofactores, el sombreado corresponde a los operones), amarillo (transporte
electronico) y gris (desconocido). Las flechas delgadas muestran la longitud y la orientacién de los siete
operones y una barra horizontal indica el solapamiento de genes. Los genes recodificados se muestran como
lineas discontinuas. Los simbolos utilizados para definir el complejo y el controlador refactorizados se definen en
las Figs. 29 y 30, respectivamente.

La Fig. 27 ilustra la robustez de la via de fijacion de nitrégeno a los cambios en la expresion de las proteinas
componentes. (A) Se muestra la via para la maduraciéon de nitrogenasas y las proteinas estan coloreadas por
funcién (Fig. 26). Los complejos metalicos se sintetizan por la via biosintética (23, 24). La fijacion de nitrégeno
catalizada por la nitrogenasa madurada se muestra con su cadena de transporte electrénico in vivo. (B) Se
muestra la tolerancia de la actividad de nitrogenasa a los cambios en la expresién de las proteinas componentes.
La actividad se mide mediante un ensayo de reduccidn de acetileno y se presenta el % en comparacion con K.
oxytoca de tipo silvestre. Los operones de tipo silvestre se expresan a partir de un promotor Ptac €n un plasmido
de bajo numero de copias. La actividad del promotor se calcula como la produccion del promotor Pwc @ una
concentracién dada de IPTG y en comparacion con un promotor constitutivo. El efecto de no incluir NifY (-Y) y
NifX (-X) se muestra en rojo. (C) Se muestra la comparacion de la fuerza de los sitios de unidn al ribosoma (RBS)
de tipo silvestre (negro) y sintético (blanco). Los RBS se midieron a través de una fusion transcripcional en marco
(-60 a +90) con mRFP. La fuerza se mide como el promedio geométrico de una distribucion de células medida
por citometria de flujo. Los RBS sintéticos de nifF y nifQ no estan destinados a coincidir con la medicién de tipo
silvestre. Las barras de error representan la desviacion estandar de al menos tres experimentos realizados en
dias diferentes.

La Fig. 28 ilustra la conversion a ARNP de T7* Control. (A) La actividad nitrogenasa se muestra en funcién de la
fuerza del promotor para cada operon refactorizado en cada cepa inactivada de K. oxytoca (AnifHDKTY,
AnifENX, Anifd, AnifBQ, AnifF, y AniftUSVWZM). Las lineas discontinuas verticales indican la fuerza del promotor
de T7 mutante que controla cada operén en el complejo génico refactorizado completo. (B) Un plasmido
controlador desacopla la expresion del operéon del promotor inducible. Se disefié una variante de ARNP de T7
(T7*) para reducir la toxicidad. Se us6 un conjunto de 4 promotores de T7 mutados para controlar la expresion de
cada operon (los numeros de parte y las secuencias para los mutantes 1-4 se enumeran en la seccién Materiales
y Meétodos). La actividad de Ptwc bajo la induccion IPTG 1 mM se indica mediante una linea horizontal
discontinua. (C) La actividad nitrogenasa se compara para cada operon refactorizado bajo el control del promotor
Ptac @ la concentracién 6ptima de IPTG (negro) y el controlador (parte D) con IPTG 1 mM y expresion controlada
por diferentes promotores de T7 (blanco). Los promotores de T7 utilizados son WT para operones HDKY, EN y J;
el promotor 2 para operones BQ y USVWZM; y el promotor 3 para F. Las barras de error representan la
desviacion estandar de al menos tres experimentos realizados en dias diferentes.

La Fig. 29 muestra un esquema completo para el complejo génico y el controlador refactorizados completos.
Cada una de las 89 partes esta representada de acuerdo con el estandar visual SBOL (www.sbolstandard.org), y
se muestran el nimero de parte del Registro SynBERC (register.synberc.org) y la actividad de la parte. Las
fuerzas del promotor de T7 se miden con proteina fluorescente roja (MRFP) y se expresan en REU (ver
Materiales y Métodos). Las fuerzas del terminador se miden en un plasmido indicador y se expresan como el
factor de reduccion en la expresion de mRFP en comparacién con un indicador sin un terminador. La fuerza de
RBS se expresa como unidades de expresion arbitrarias del promotor Ptc inducido (IPTG 1 mM) y un gen de
fusién entre los primeros 90 nucledtidos del gen y la proteina fluorescente roja. Se muestran los numeros de
nucleétidos para los plasmidos que contienen el complejo y el controlador refactorizados. La identidad del codén
de cada gen recodificado en comparacion con el tipo silvestre se muestra como un porcentaje.

La Fig. 30 muestra la regulacion del complejo génico refactorizado completo. (A) Se muestra la actividad
nitrogenasa para los tres controladores: inducible por IPTG, inducible por aTc y logica IPTG Y aTc. El registro de
la cromatografia de gases se muestra para cada uno, asi como el porcentaje calculado de actividad de tipo
silvestre, (7,4 % + 2,4 %, 7,2 % + 1,7 % y 6,6 % * 1,7 % respectivamente). La desviacion estandar se calcula
utilizando datos de al menos dos experimentos realizados en dias diferentes. (B) Se muestra la incorporacion de
5N en la biomasa celular. La fijacién de nitrégeno del gas N2 por el complejo génico refactorizado fue rastreado
usando "Nz y medido usando la espectrometria de masas de relaciones isotopicas (IRMS). Los datos se
representan como la fraccion de nitrdgeno celular que es 'N. La desviacién estandar representa dos
experimentos realizados en dias diferentes. (C) Se muestra el efecto del amoniaco en la regulacién de la
expresion de la nitrogenasa. Las trazas de reduccién de acetileno se muestran con (rojo) y sin adicion (azul) de
acetato de amonio 17,5 mM para las células de tipo silvestre (izquierda) y las células que llevan el sistema nif
sintético (derecha). El sistema sintético fue inducido por el Controlador N.° 1 usando IPTG 1 mM y exhibié una
actividad nitrogenasa de 1,1 % + 0,5 % y 6,1 % % 0,4 % con y sin acetato de amonio respectivamente. (D) Se
muestra la expresién de la ARNP de T7* del Controlador N.° 1 correspondiente a la Parte C. Las cepas que
portaban el Controlador N.° 1 y un plasmido indicador RFP se caracterizaron por induccién con IPTG 1 mM con o
sin adicion de acetato de amonio.

La Fig. 31 muestra las deleciones del operdn nif utilizadas en este estudio. Las lineas continuas muestran la
region de los operones nif eliminados. La linea discontinua en NF25 muestra el operdn nifLA retenido.
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La Fig. 32 muestra una tabla de construccion y verificacion de todos los mutantes de deleciéon del gen nif de K.
oxytoca.

La Fig. 33 muestra la caracterizacion del promotor utilizando Unidades de Expresion Relativa. (A) Conversion de
unidades arbitrarias a Unidades de Expresion Relativa (REU). Los promotores se caracterizaron usando la
proteina indicadora fluorescente mMRFP1 en N155 (Promotores medidos). Los datos se normalizaron primero por
la fluorescencia de N110 (patrén interno) y después se escalaron por la fluorescencia de N155 (J23100) para
tener en cuenta las diferencias de RBS entre N155 y N110 (ajuste de RBS). Para comparar directamente
nuestras mediciones con los niveles de expresion de los patrones de Kelly et al., multiplicamos ademas por la
proporcion entre la fluorescencia de N110 y la fluorescencia de un plasmido patron de Kelly que expresa mRFP1
(patrén de promotor de RFP). Se aplica un factor de conversion final para comparar todas las mediciones con el
patrén del promotor J23101-EGFP de Kelly et al. basado en una fuerte correlacion lineal de la fuerza del
promotor (RPU) entre construcciones que expresan mRFP y EGFP. Se dibujaron recuadros rellenos y rayados
para indicar qué plasmidos se midieron en diferentes instalaciones. Las unidades con asterisco y sin asterisco se
midieron en diferentes instalaciones y corresponden a los factores de conversién anteriores. (B) Caracterizacion
del promotor para el promotor Pic (izquierda) y el promotor Pt (derecha). Las fuerzas del promotor en el caso
del promotor Piac y del promotor Pt se midieron a concentraciones variadas de inductores (IPTG o aTc). Las
fuerzas de los promotores de T7 (WT y mutantes, Fig. 28B) se muestran como lineas de puntos horizontales.

La Fig. 34 ilustra la depuracion de los operones refactorizados. (A) El proceso se muestra para la identificacion
de secuencias problematicas dentro de un operdn refactorizado. Después del disefio y la sintesis, el ADN
problematico se cruza con el tipo silvestre para crear una biblioteca quimérica, la cual se analiza. Esto se hace
de forma iterativa para reducir el tamafio de la region problematica hasta que se identifiquen los errores
especificos. (B) El proceso de depuracion condujo a la correccidon de las fuerzas de RBS (flechas rojas), la
secuencia recodificada de nifH, y los numerosos errores de nucleétidos encontrados en el complejo secuenciado
en la base de datos. Se muestran mutaciones de aminoacidos para corregir errores en la secuencia sintética.

La Fig. 35 representa una tabla de errores de secuencia de ADN en la secuencia del complejo nif X13303.1.

La Fig. 36 muestra el crecimiento celular soportado por la fijacion de nitrogeno. La linea de puntos indica la
densidad de siembra inicial de OD600 0,5. La Klebsiella de tipo silvestre crecié a una OD600 de 2,57 + 0,07
después de 36 horas de incubacion en condiciones de depresién. La eliminacién del complejo nif completo
inhibié fuertemente el crecimiento celular (Anif, OD600 0,76 + 0,02). La complementacion de la cepa inactivada
con el complejo refactorizado y el Controlador N.° 1 bajo la induccién de IPTG 1 mM produjo un crecimiento de
OD600 1,10 + 0,03.

La Fig. 37 muestra la expresion de las variantes nifH sintéticas. Transferencia Western para detectar la expresion
de nifHv1 sintética (izquierda) y nifHv2 sintética (derecha). Todas las construcciones llevaban Ptc-nifHDK con el
gen sintético indicado. Los cultivos se indujeron con IPTG 50 pM.

La Fig. 38 representa una tabla de secuencias de ADN de partes sintéticas.

La Fig. 39 muestra mapas de plasmidos clave. La notacion grafica SBOL se usa para describir partes genéticas:
el prefijo y el sufijo BioBrick son cuadrados en blanco y los terminadores tienen la forma de una T.

Descripcion detallada de los dibujos
1. Introduccion

La presente invencién se refiere a la ingenieria de complejos génicos. Se ha descubierto cémo manipular y
seleccionar de manera recombinante y mediante calculo las secuencias codificantes de complejos génicos nativos y
las secuencias reguladoras heterélogas de modo que las secuencias codificantes estén bajo el control de la
regulacion heterdloga y produzcan el producto funcional del complejo génico (por ejemplo, un operén nativo). Al
eliminar elementos reguladores nativos fuera y dentro de las secuencias codificantes de complejos génicos, y luego
agregar sistemas reguladores sintéticos, los productos funcionales de operones genéticos complejos y otros
complejos génicos se pueden controlar y/o mover a células heterdlogas, incluidas células de diferentes especies
distintas de las especies de las cuales se derivaron los genes nativos.

Como se demuestra a continuacion, los inventores han redisefiado el complejo génico Nif de Klebsiella oxytoc, asi
como un sistema de secrecion de proteinas tipo Il de Salmonella, que genera productos funcionales (por ejemplo,
enzimas fijadoras de nitrdgeno y complejos de secrecion de péptidos, respectivamente) bajo el control de un sistema
regulador heterdlogo. Una vez redisefiados, los complejos génicos sintéticos pueden controlarse mediante circuitos
genéticos u otros sistemas reguladores inducibles, controlando asi la expresion de los productos segun se desee.

Il. Generacion de complejos génicos sintéticos
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Se cree que los métodos descritos en el presente documento pueden usarse y adaptarse para redisefiar la
regulacién de esencialmente cualquier operén u otro complejo génico. En general, los operones nativos o los
complejos génicos que se disefiaran tendran el mismo producto funcional en el hospedador nativo. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, al menos la mayoria de los productos génicos dentro del operén nativo o complejo génico
para ser redisefiados funcionaran cada uno para producir un producto o funcién especifica del hospedador nativo.
Los productos funcionales pueden incluir, por ejemplo, enzimas multicomponentes, complejos asociados a
membranas, incluidos, pero sin limitacion, complejos que transportan moléculas biolégicas a través de membranas u
otros complejos biolégicamente activos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los productos funcionales son, por
ejemplo, un sistema de secrecion de proteinas Tipo Ill, un microcompartimento bacteriano, una vesicula de gas, un
magnetosoma, un celulosoma, una via de degradacion de alcanos, un complejo de fijacién de nitrogeno, un
complejo de degradacién de polibifenilo, una via para la biosintesis de poli(3-hidroxbutirato), enzimas para la
biosintesis de péptidos no ribosomales, productos de complejos génicos para la biosintesis de policétidos, una via
de biosintesis de terpenoides, una via de biosintesis de oligosacaridos, una via de biosintesis de indolocarbazol, un
complejo fotosintético para captacion de luz, un estresosoma, o un complejo de percepcion de quérum. Véase,
Fischbach y Voigt, Biotechnol. J., 5: 1277-1296 (2010) para obtener una descripcion detallada y ejemplos de cada
uno.

Los operones nativos o complejos génicos utilizados en las realizaciones de la presente invencidon pueden derivarse
(originarse) de procariotas o eucariotas.

Como se usa en el presente documento, “nativo” pretende referirse a la célula hospedadora o al genoma del
hospedador del cual se deriva originalmente un operén o complejo génico (por ejemplo, como el operén que se
encuentra en la naturaleza). Por lo tanto, la “expresion nativa” de un operdn se refiere a los niveles y patrones de
expresion especificos de un conjunto de genes en un operdén o complejo génico en un hospedador nativo.

Un operon se refiere a una unidad de ADN que comprende multiples secuencias codificantes separadas bajo el
control de un unico promotor. Las secuencias codificantes separadas se expresan normalmente dentro de una Unica
molécula de ARN y posteriormente se traducen por separado, por ejemplo, con niveles de traduccion variables
debido a la fuerza de los sitios de unién a ribosomas (RBS) asociados con las secuencias codificantes particulares.
Los operones se encuentran mas normalmente en las células procariotas.

Los complejos génicos se refieren a conjuntos de genes que tienen una funcion o producto funcional comun. Los
genes se encuentran normalmente en proximidad fisica entre si dentro del ADN gendmico (por ejemplo, dentro de
un centiMorgan (cM)). Los complejos génicos pueden existir en células procariotas o eucariotas.

A. Secuencias codificantes

Una vez que se ha identificado un operén nativo o complejo génico para redisefiarlo, se pueden identificar las
secuencias codificantes que se van a redisefiar. En general, sera deseable comenzar solo con las secuencias
codificantes del operdn nativo o complejo génico, eliminando asi los promotores nativos y otras secuencias
reguladoras no codificantes. Dependiendo de la funcion de los diversos productos génicos del operén nativo o
complejo génico, en algunas realizaciones, todas las secuencias codificantes de un operén nativo o complejo génico
se redisefan.

Como alternativa, una o mas secuencias codificantes pueden omitirse del proceso de redisefio. Por ejemplo, se
puede saber que uno o mas de los productos génicos en un operén nativo o complejo génico no contribuyen al
producto funcional del operén o pueden no ser necesarios para la generacion del producto del operéon o complejo.
Por ejemplo, como se describe en los ejemplos a continuacion, en el redisefio del operén Nif, el gen nifT no tenia
una funcién conocida y, en particular, se sabia que la eliminaciéon de nifT no afectaba significativamente a la funcion
ultima del operdn, es decir, la fijacion de nitrégeno. Asi, nifT no se incluyd en el proceso de redisefio.

En algunas realizaciones, el operén o complejo génico incluird secuencias codificantes de proteinas reguladoras que
regulan la expresion o actividad de uno o mas de los otros productos del operén o complejo génico. En tales
realizaciones, puede ser deseable omitir tales proteinas reguladoras del proceso de redisefio porque en su lugar se
empleara la regulacion sintética. Por ejemplo, como se describe en los ejemplos a continuacion, en el redisefio del
operon nif, se sabia que nifL y nifA actuaban como genes reguladores para el operén nify, por lo tanto, se omitieron
de modo que se pudo utilizar en su lugar la regulacion sintética.

Una vez que se ha identificado el conjunto de productos génicos a redisefiar, se puede comenzar con la secuencia
codificante nativa, o las secuencias de aminoacidos de los productos génicos. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, las secuencias de aminoacidos de los productos génicos pueden usarse para producir una secuencia
codificante sintética para la expresion en la célula hospedadora en la que los productos redisefiados deben
expresarse en ultima instancia.

En algunas realizaciones, las secuencias codificantes nativas del conjunto de productos génicos a redisefiar se usan
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como punto de partida. En este caso, en algunas realizaciones, se eliminan las secuencias que no son esenciales
para la produccién de los productos génicos. Por ejemplo, se pueden eliminar los sitios de unién a ribosomas,
terminadores o promotores dentro de las secuencias codificantes. En algunas realizaciones, las secuencias de
nucledtidos de las secuencias codificantes se analizan usando un algoritmo (es decir, en un ordenador) para
identificar sitios de union a ribosomas, terminadores o promotores dentro de la secuencia o secuencias.

Las secuencias reguladoras no esenciales dentro de las secuencias codificantes pueden reducirse o eliminarse
alterando los codones de las secuencias codificantes nativas. Las secuencias reguladoras que comprenden codones
se pueden interrumpir, por ejemplo, cambiando los codones por codones sinénimos (es decir, que codifican el
mismo aminoacido) dejando de ese modo la secuencia de aminoacidos codificada intacta mientras se cambia la
secuencia codificante. Se pueden alterar uno o mas codones de una o mas secuencias codificantes.

En algunas realizaciones, se reemplazan al menos 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o mas codones de una o mas secuencias
codificantes nativas para insertar en un operén sintético. En algunas realizaciones, se reemplazan al menos 5 %, 10
%, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o mas codones de cada una de las secuencias codificantes nativas a insertar en
un operon sintético.

En algunas realizaciones, los codones de reemplazo pueden seleccionarse, por ejemplo, para ser significativamente
divergentes de los codones nativos. Los cambios en el codén pueden dar como resultado la optimizacion del codon
para la célula hospedadora, es decir, la célula en la que se va a expresar el polinucleétido para la prueba y/o para la
expresion final. Se conocen métodos de optimizacion de codones (p.ej., Sivaraman et al., Nucleic Acids Res. 36:e16
(2008); Mirzahoseini, et al., Cell Journal (Yakhteh) 12(4):453 Winter 2011; patente US-6.114.148) y puede incluir
referencias a codones de uso comun para una célula hospedadora particular. En algunas realizaciones, uno o0 mas
codones se asignan al azar, es decir, un codon nativo se reemplaza con un codén aleatorio que codifica el mismo
aminoacido. Este Ultimo enfoque puede ayudar a eliminar cualquier secuencia de accion cis involucrada en la
regulacién nativa del polipéptido. En algunas realizaciones, los codones se seleccionan para crear una secuencia de
ADN que esté a la maxima distancia de la secuencia nativa. En algunas realizaciones, se usa un algoritmo para
eliminar secuencias transcripcionalmente funcionales en un gen que codifica el polipéptido. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los sitios de unién a ribosomas, elementos reguladores de la transcripcién, terminadores u otras
secuencias de ADN unidas por proteinas se eliminan de la secuencia codificante nativa. En particular, las
secuencias funcionales eliminadas pueden ser funcionales en las especies nativas (de las cuales se deriva
originalmente la secuencia), en la célula hospedadora heteréloga, o en ambas. En algunas realizaciones, la
optimizaciéon comprende la eliminacién de secuencias en la secuencia codificante nativa que son funcionales para
activadores o represores transcripcionales heterélogos que se usaran para regular los operones sintéticos que se
generaran.

En muchos casos, la generacién de secuencias codificantes sintéticas, asi como las porciones restantes del operon
sintético, se realizaran de novo a partir de oligonucleétidos sintéticos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los
codones se seleccionan para crear una secuencia de ADN que no genera dificultades para la produccién o
combinacién de oligonucledtidos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se evitan las secuencias de codones que
darian como resultado la generacién de oligonucleétidos que forman horquillas.

En algunas realizaciones, como se indicé anteriormente, la alteracién del codon dependera de la célula hospedadora
utilizada. Las células hospedadoras pueden ser cualquier célula procariota (incluidas, sin limitacion, E. coli) o células
eucariotas (incluidas, sin limitacién, células de levadura, células de mamiferos, células de aves, células de anfibios,
células vegetales, células de peces y células de insectos).

Las secuencias reguladoras no esenciales dentro de las secuencias nativas pueden identificarse, en algunas
realizaciones, usando un algoritmo realizado por un procesador que ejecuta instrucciones codificadas en un medio
de almacenamiento legible por ordenador. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los sitios de unién a ribosomas se
identifican usando un modelo termodinamico que calcula la energia libre de la unién de ribosomas al ARNm. En
algunas realizaciones, los promotores se identifican con un algoritmo que usa una matriz ponderada por posicién. En
algunas realizaciones, los terminadores transcripcionales se identifican mediante un algoritmo que identifica las
horquillas y/o pistas de poli-A dentro de las secuencias. En algunas realizaciones, un algoritmo identifica otras
secuencias transcripcionalmente funcionales, que incluyen pero sin limitacién sitios de insercién de transposones,
sitios que promueven la recombinacion, sitios para la escision por endonucleasas de restriccidon y/o secuencias que
estan metiladas.

En vista de las alteraciones descritas anteriormente, en algunas realizaciones, una secuencia codificante en un
operon sintético descrita en el presente documento es menos del 90, 85, 80, 75 o 70 % idéntica a la secuencia
codificante nativa. En algunas realizaciones, la secuencia codificante codifica una secuencia de proteina que es
idéntica a la proteina nativa o es al menos 80, 85, 90 0 95 % idéntica a la proteina nativa. En algunas realizaciones,
menos del 70 %, 60 % o 50 % de los codones en una, dos 0 mas secuencias codificantes en un operon sintético son
idénticos a los codones en la secuencia codificante nativa.

B. Organizacién de secuencias codificantes en operones sintéticos
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Una vez que se han seleccionado las secuencias codificantes (por ejemplo, y estan sustancialmente “limpias” de
secuencias reguladoras nativas o espurias), las secuencias codificantes se organizan en uno o mas operones
sintéticos. La organizacion del operéon u operones sintéticos incluye la insercion de varias secuencias
transcripcionales y traduccionales heterdlogas entre, antes y/o después de las secuencias codificantes, de modo que
la expresion de cada secuencia codificante se controla como se desee. Asi, por ejemplo, las secuencias del
promotor 5' se pueden seleccionar para conducir la expresion de un ARN de operén que comprende las secuencias
codificantes del operdn. La seleccion de uno o mas terminadores de fuerza apropiada también afectara a los niveles
de expresion. Ademas, el orden de las secuencias codificantes dentro de un operén sintético y/o la seleccion de
RBS para las secuencias codificantes permite el control de las tasas de traduccién relativas de cada secuencia
codificante, permitiendo asi varios niveles de control para los niveles absolutos y relativos de los productos proteicos
finales.

Debido a que cada operdn sintético puede tener su propio promotor, se pueden expresar diferentes operones
sintéticos con diferentes potencias. Por lo tanto, en algunas realizaciones, las secuencias codificantes se organizan
en diferentes operones en funcién de los niveles relativos de expresion nativa. Dicho de otra manera, en algunas
realizaciones, las secuencias codificantes se organizan en operones agrupando secuencias codificantes expresadas
sustancialmente en el mismo nivel nativo en un operoén sintético particular.

Ademas, debido a que las secuencias codificantes en el extremo 5' (frontal) de un ARN pueden expresarse a un
nivel mas alto que las secuencias codificantes mas hacia 3', en algunas realizaciones, las secuencias codificantes se
ordenan dentro de un operodn sintético de manera que la secuencia codificante de mayor expresién (en el contexto
nativo) aparece primero y el gen de expresiébn mas baja aparece en ultimo lugar. En algunas realizaciones, la
organizacion de genes dentro de los operones se basa en la expresion temporal nativa, la funcién, la facilidad de
manipulacion del ADN y/o el disefio experimental.

Al disefiar los controles transcripcionales (p.ej., promotores) y traduccionales (p.ej., RBS) de los operones sintéticos,
se puede considerar la proporcion de proteinas medida en el sistema nativo. Por lo tanto, en algunas realizaciones,
dos 0 més secuencias codificantes que se expresan en un contexto nativo sustancialmente al mismo nivel y/o que se
expresan deseablemente en una proporcion de aproximadamente 1:1 para lograr la funcionalidad (por ejemplo,
donde dos 0 mas miembros son parte de un complejo funcional en una relacion 1:1) se colocan cerca uno del otro
dentro de un operéon sintético. “Proximidad” generalmente significara que las secuencias codificantes son
adyacentes entre si en el operon sintético.

En algunas realizaciones, los niveles de expresién relativa de las secuencias codificantes dentro y, en algunas
realizaciones, entre operones sintéticos se determinan probando uno o mas operones de prueba en cuanto a la
expresion deseada y/o funcionalidad deseada y luego mejorando la expresion en base a los resultados iniciales. Si
bien este método puede realizarse en una base de “prueba y error”, en algunas realizaciones, se emplea un método
de optimizaciéon numérica para guiar la seleccion de elementos reguladores para alterar la expresion génica y
mejorar las propiedades deseadas del sistema. Tales métodos, por ejemplo, pueden ser realizados por un
procesador ejecutando instrucciones codificadas en un medio de almacenamiento legible por ordenador (descrito
mas adelante). Los ejemplos de métodos de optimizacidon numérica incluyen, entre otros, un algoritmo de Nelder-
Mead, un método de Newton, un método cuasi-Newton, un método de gradiente conjugado, un método de punto
interior, un descenso de gradiente, un método de subgradiente, un método de elipsoide, un método de Frank-Wolfe,
un método de interpolacién y métodos de busqueda de patrones, o un modelo de colonia de hormigas. En algunas
realizaciones, se emplea un método de disefio mediante célculo de experimentos (DoE) para alterar la expresion
génica y mejorar las propiedades deseadas del sistema en los operones sintéticos.

Los elementos reguladores de la transcripcion, los sitios de unién al ribosoma, los terminadores y otras secuencias
que afectan a la transcripcion o la traduccién pueden seleccionarse de colecciones existentes de tales secuencias,
y/o pueden generarse mediante el rastreo de bibliotecas generadas por disefio o por mutacién aleatoria. Los
ejemplos de secuencias reguladoras incluyen secuencias de nucleétidos que actian en cis unidas por un polipéptido
de union a ADN especifico de la secuencia, por ejemplo, un activador transcripcional o un represor transcripcional.
Los ejemplos de activadores transcripcionales incluyen, pero sin limitacién, factores sigma, ARN polimerasas
(ARNP) vy activadores asistidos por chaperona. En algunas realizaciones, el par afin activador
transcripcional/secuencia de accion en cis sera ortogonal a la célula hospedadora. Dicho de otra manera, la
secuencia reguladora no estara unida por otras proteinas de las células hospedadoras, excepto por el activador
transcripcional heterélogo que se une a la secuencia de accion en cis.

i. Factores sigma

En algunas realizaciones, el polipéptido de uniéon a ADN especifico de la secuencia es un factor sigma (o) y la
secuencia reguladora del operén sintético comprende la secuencia de nucledtidos de accion en cis afin al factor
sigma. Los factores sigma reclutan ARN polimerasa (ARNP) para secuencias promotoras especificas para iniciar la
transcripcion. La familia o 70 consiste en 4 grupos: el Grupo 1 son los o constitutivos y son esenciales; los grupos 2-
4 son o alternativos que dirigen la transcripcion celular para necesidades especializadas (Gruber y Gross, Annu.
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Rev. Microbiol., 57:441-466 (2003)). ElI Grupo 4 de ¢ (también conocido como ECF o; funcién extracitoplasmatica)
constituye el grupo mas grande y diverso de o, y se han clasificado en 43 subgrupos (Staron et al., Mol Microbiol
74(3): 557-81 (2009)).

En algunas realizaciones, el conjunto de polipéptidos de union a ADN especificos de la secuencia comprende
multiples factores sigma. En algunas realizaciones, el conjunto comprende factores sigma del Grupo 1, Grupo 2,
Grupo 3 y/o factores Sigma del Grupo 4. Se cree que el subgrupo ECF del Grupo 4 reconoce diferentes secuencias
promotoras, lo que hace que estos o sean particularmente Utiles para construir sistemas ortogonales de promotores
0. Sin embargo, se apreciara que cualquier complejo de factores sigma se puede usar de acuerdo con los métodos
de las realizaciones de la invencion para desarrollar pares afines.

Tabla 1
Grupo
N D GI° ESPECIE’' CLASE' FILO"
ECF01 =>3473 109899616 | Pseudoalteromonas atlantica T6¢ Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECFO1 >4085 114562024 | Shewanella frigidimarina NCIMB 400 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECE02 >2817 16130498 | Escherichia coli K12 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF02 =915 119774011 | Shewanella amazonensis SB2B Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF03 =1198 29350055 | Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 Bacteroidetes
ECF03 =1244 34541012 | Porphyromonas gingivalis W83 Bacteroidetes
ECF04 =1609 21673117 | Chlorobium tepidum TLS Chlorobi
ECF04 =>1617 68549683 | Pelodictyon phacoclathratiforme BU-1 Chlorobi
ECF05 =065 28868416 | Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF05 =1054 67154316 | Azotobacter vinelandii AvOP Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF06 >3576 15595669 | Pseudomonas aeruginosa PAOI Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF06 =853 26987094 | Pseudomonas putida KT2440 Gammaproteobacieria | Proteobacteria
ECF07 =080 67154823 | Azotobacter vinelandii AvOP Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF07 =1134 15598606 | Pseudomonas aeruginosa PAOI Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF03 =3580 15595872 | Pseudomonas acruginosa PAOI Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECFO08 >3627 70730114 | Pseudomonas fluorescens Pf-5 Gammaproteobacteria | Proteobacieria
ECF09 >3581 15597622 | Pseudomonas acruginosa PAO]1 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF09 =>1009 70730971 | Pseudomonas fluorescens Pf-5 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF10 >3486 77360766 | Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF10 >2914 88706154 | gamma proteobacterium KT 71 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF11 >3726 28868260 | Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF11 =987 28899132 | Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF12 =807 86158800 | Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-C Deltaproteobacteria Proteobacteria
ECF12 =808 108762328 | Myxococcus xanthus DK 1622 Deltaproteobacteria Proteobacteria
ECF13 =1146 33152898 | Haemophilus ducreyi 35000HP Gammaproteobacteria Proteobacteria

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii

ECF13 >1025 37524103 | TTO1 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF14 =3200 15608361 | Mycobacterium tuberculosis H37TRv Actinobacteria
ECF14 >1324 21223516 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
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ECF15 =436 77464848 | Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 Alphaproteobacteria Proteobacteria
ECF15 >524 16127705 | Caulobacter crescentus CB15 Alphaproteobacteria Proteobacteria
ECF16 >3622 | 104782321 | Pseudomonas entomophila L48 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF16 =973 161378140 | Pseudomonas putida K'T2440 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF17 =1691 15607875 | Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria
ECF17 >1458 21221399 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
Xanthomonas campestris pv. campestris str.
ECF18 >4451 21230791 | ATCC 33913 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF18 >4438 21242133 | Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF19 >3197 15607586 | Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria
ECF19 >1315 21219164 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
ECF20 =092 70731405 | Pseudomonas fluorescens PE-5 G proteobacteria Proteobacteria
ECF20 >2913 88706222 | gamma proteobacterium KT 71 Gammaproteobacteria_ | Proteobacteria
ECF21 =>1280 20350128 | Bacteroides thetaiotaomicron VP1-5482 Bacteroidetes
ECF21 >2825 89889680 | Flavobacteria bacterium BBFL7 Bacteroidetes
Xanthomonas campestris pv. campestris sir.
ECF22 >4450 21232074 | ATCC 33913 G proteobacteria | Proteobacteria
ECF22 =>1147 21243541 | Xanth axonopodis pv. citri str. 306 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF23 >231 15895043 | Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Firmicutes
ECF23 =>1851 20261806 | Bacillus anthracis str. Ames Firmicutes
ECF24 =69 16079737 | Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 Fir i
ECF24 >1034 32470052 | Escherichia coli Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF25 >1645 170078575 | Synechococcus sp. PCC 7002 Cyanobacteria
ECF25 =1643 17230772 | Nostoc sp. PCC 7120 Cyanobacieria
ECF26 >4464 58581966 | Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF26 >837 77459110 | Pseudomonas fluorescens PRO-1 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF27 >4265 21222299 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
ECF27 >1331 21795084 | Mycobacterium bovis AF2122/97 Actinobacteria
ECF28 >1088 114563849 | Shewanella frigidimarina NCIMB 400 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF28 =1040 15641058 | Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF29 >371 13476734 | Mesorhizobium loti MAFF303099 Alphaproteobacteria Proteobacteria
ECF29 >2688 71281387 | Colwellia psychrerythraca 34H Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF30 235 16079766 | Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 Fir
ECF30 >83 18309341 | Clostridium perfringens str. 13 Fir
ECF31 >2963 85713274 | Idiomarina baltica OS145 Gammaproteobacieria Proteobacieria
ECF31 >34 16080921 | Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 Firmicutes
ECF32 >1122 4581629 | Erwinia amylovora G proteobacteria | Proteobacteria
ECF32 >3724 28868612 | Pseudomonas syringae pv. tomato str. DE3000 Gammaproteobacteria | Proteobacteria
ECF33 >375 27378153 | Bradyrhizobium japonicum USDA 110 Alphaproteobacteria Proteobacteria
ECF33 >423 39934888 | Rhodopseudomonas palustris CGA009 Alphaproteobacteria Proteobacteria
ECF34 >3302 77164965 | Nitrosococeus oceani ATCC 19707 G proteohacteria | Proteobacteria
ECF34 >1384 21218750 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
ECF35 >3582 15598092 | Pseudomonas acruginosa PAO1 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF35 >1119 24375055 | Shewanella oneidensis MR-1 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF36 >3196 15609206 | Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria
ECF36 >1595 21219385 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
ECF37 >3390 89094252 | Oceanospirillum sp. MED92 Gammaproteobacteria Proteobacteria
ECF37 >2513 83718468 | Burkholderia thailandensis E264 Betaproteobacteria Proteobacteria
ECF38 >1322 21222029 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
ECF33 >1442 152967344 | Kineococcus radiotolerans SRS30216 Actinobacteria
ECF39 =1438 21223369 | Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria
ECF39 >2973 84494624 | Janibacter sp. HTCC2649 Actinobacteria
ECF40 >3198 15610550 | Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria
ECF40 >1380 62389491 | Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 Actinobacteria
ECF41 >491 16127496 | Caulobacter crescentus CB135 Alphaproteobacteria Proteobacteria

15




10

15

20

25

30

35

ES 2752081 T3

ECF41 >1141 77459658 | Pseudomonas fluorescens PIO-1 Gammaproteobacteria Proteobacteria

ECF42 >3583 15596548 | Pseudomonas aeruginosa PAOI Gammaproteobacteria | Proteobacteria
Xanthomonas campestris pv. campestris str.

ECF42 >4454 77747962 | ATCC 33913 Gammaproteobacteria | Proteobacteria

ECF43 >4437 21244845 | Xanthomonas axonopodis pv. ciin str. 306 Gammaproteobacteria Proteobacteria

ECF43 >3477 109897287 | Pseudoalteromonas atlantica T6c Gammaproteobacteria Proteobacteria

Ademas de los factores sigma nativos, también se pueden usar factores sigma quiméricos u otras variantes en el
método de la invencion. Por ejemplo, en algunas realizaciones, uno o mas factores sigma se someten a mutacion
para generar una biblioteca de variantes del factor sigma y la biblioteca resultante se puede explorar en busca de
nuevas actividades de union al ADN.

En algunas realizaciones, se pueden usar factores sigma quiméricos formados a partir de porciones de dos o mas
factores sigma. Por consiguiente, los aspectos de la divulgacion proporcionan la generacién de una biblioteca de
polinucledtidos que codifican factores sigma quiméricos, en el que los factores sigma quiméricos comprenden un
dominio de al menos dos factores sigma diferentes, en el que cada uno de los dominios se une a la regién -10 o -35
de un elemento regulatorio; y la expresion de factores sigma quiméricos de la biblioteca de polinucleétidos,
generando asi una biblioteca de factores sigma quiméricos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se generan
factores sigma quiméricos que comprenden una “Regiéon 2” de un primer factor sigma y una “Region 4” de un
segundo factor sigma, generando asi factores sigma quiméricos con actividades de uniéon de ADN novedosas. La
“Regidn 2" de factores sigma es un dominio conservado que reconoce -10 regiones de promotores. La “Region 4” es
un dominio conservado de factores sigma que reconoce -35 regiones de promotores. Se apreciara que los factores
sigma quiméricos se pueden generar a partir de dos factores sigma nativos que se unen a diferentes secuencias de
ADN diana (por ejemplo, diferentes secuencias promotoras). Se ha encontrado que los factores sigma quiméricos
formados a partir de los subgrupos ECF2 y ECF11 tienen actividades de unidon de ADN Unicas Utiles para generar
conjuntos ortogonales como se describe en el presente documento. Los ejemplos de factores sigma quiméricos
incluyen, pero sin limitacion, ECF11_ECFO02 (que contiene los aminoacidos 1-106 de ECF02_2817 y 122-202 de
ECF11_3726) y ECF02_ECF11 (que contiene los aminoacidos 1-121 de ECF11_3726 y 107-191 de ECF02_2817).

La secuencia de aminoacidos ECF11_ECFO02 es la siguiente:

1 MRITASLRTFCHLSTPHSDSTTSRLWIDEVTAVARQCRDRDSFMRIYDHFAPRLLRYLTGL
61 NVPEGOAEELVQEVLLELWHKAESFDPSKASLGTWLFRIARNLY IDSVREDRGWVQVONS
121 LEQLERLEAISNPENLMLSEELRQIVFRTIESLPEDLRMAITLRELDGLSYEEIAAIMDC
181 PVGTVRSRIFRAREAIDNKVQPLIRR*

La secuencia de aminoacidos ECF02_ECF11 es la siguiente:

1 MSEQLTDOVLVERVOKGDOKAFNLLVVRYQHKVASLVSRYVPSGDVPDVVOEAFIKAYRA
61 LDSFRGDSAFYTWLYRIAVNTAKNYLVAQGRRFPSSDYVDAIEAENFEQLERLEAPVDRTL
121 DYSQRQEQQLNSAIQNLPTDQAKVLRMSYFEALSHREISERLOMPLGTVESCLRLAFQKL

181 RSRIEES*
ii. ARN polimerasas
En algunas realizaciones, el polipéptido de unién a ADN especifico de la secuencia es un polipéptido que tiene
actividad de union a ADN y que es una variante de la ARN polimerasa (ARNP) de T7 y la secuencia de accion en cis

afin de la ARNP (por ejemplo, un promotor reconocido por la ARNP) esta operativamente unido al operén sintético
para controlar la expresion del operdn. La secuencia de aminoacidos de la ARNP de T7 es la siguiente:
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El promotor de la ARNP de T7 también se ha caracterizado (ver, por ejemplo, Rong et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 95(2):515-519 (1998)) y es bien conocido.

Se han divulgado métodos para generar pares ortogonales de variantes de la ARNP y variantes del promotor diana.
Debido a la toxicidad de la expresion de la ARNP de T7 nativa, se puede disefiar una serie de mutaciones y
modificaciones de modo que se pueda expresar y analizar una biblioteca de variantes de ARNP para determinar su
actividad en células sin toxicidad excesiva. Por consiguiente, los aspectos de la divulgacion proporcionan una o mas
de las siguientes modificaciones (y, por lo tanto, un aspecto de la divulgacién proporciona células hospedadoras que
comprenden casetes de expresion, o acidos nucleicos que comprenden casetes de expresion, en el que el casete de
expresion codifica una variante de ARNP sustancialmente idéntica a la ARNP de T7, en el que el casete de
expresion comprende uno o mas de los siguientes):

La expresion de la variante de la ARNP de T7 se puede expresar a partir de un plasmido con bajo niumero de
copias. La expresion de la ARNP puede controlarse mediante una proteina codificada por separado de un vector
separado, bloqueando asi la expresién de la ARNP hasta que se agrega un segundo vector a las células que
promueven la expresion de la ARNP;

Control de la traduccion: un codoén de inicio GTG; se pueden usar sitios de union a ribosomas débiles y/o
espaciadores de ADN aleatorios para aislar la expresion de la ARNP;

Una etiqueta molecular para promover la degradacion rapida de la ARNP. Por ejemplo, una etiqueta Lon N-
terminal dara como resultado una degradacion rapida de la ARNP etiquetada por el sistema de proteasa Lon.

Un sitio activo de la ARNP mutado (por ejemplo, entre los aminoacidos 625-655 de la ARNP de T7). Por ejemplo, se
ha descubierto que una mutacién de la posicion correspondiente al aminoacido 632 (R632) de la ARNP de T7 se
puede mutar para reducir la actividad de la ARNP. En algunas realizaciones, la ARNP contiene una mutacion
correspondiente a R632S.

Ademas, se ha descubierto una variedad de promotores de T7 mutantes que pueden usarse en un circuito genético.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, la secuencia reguladora de un operdn sintético comprende una secuencia
mutante como se expone en la tabla a continuacion.

Nombre del promotor Secuencia Fuerza (2009.10.02 a 2009.10.09)
TAATACGACTCACTANNNNNAGA
WT TAATACGACTCACTATAGGGAGA 5263
Mut1 TAATACGACTCACTACAGGCAGA 365
Mut2 TAATACGACTCACTAGAGAGAGA 366
Mut3 TAATACGACTCACTAATGGGAGA 577
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Nombre del promotor

Secuencia
TAATACGACTCACTANNNNNAGA

Fuerza (2009.10.02 a 2009.10.09)

Mut4 TAATACGACTCACTATAGGTAGA 1614
Mutb TAATACGACTCACTAAAGGGAGA 1018
Mut6 TAATACGACTCACTATTGGGAGA 3216

También se han descubierto varias estructuras diferentes de horquilla que funcionan como terminadores para la
ARNP de T7. Ver, la siguiente Tabla. Por consiguiente, un aspecto de la divulgaciéon proporciona un operén sintético
que comprende un promotor funcional para una ARNP de T7 nativa o una ARNP sustancialmente idéntica a la
misma, en el que el polinucledtido unido operativamente comprende un terminador seleccionado de la siguiente
tabla. Se pueden seleccionar terminadores con diferentes secuencias para diferentes transcritos para evitar la

recombinacion homadloga.

Nombre del terminador

Secuencia

Fuerza (Ensayo 2009.12.16)

TANNNNAACCSSWWSSSSSSTCWWW
WCGSS5558SWWSSGGTTTTTTGT

52

TATAAAACGGGGGGCTAGGGGTTTTTT
GT

107

23

TACTCGAACCCCTAGCCCGCTCTTATC
GGGCGGCTAGGGGTTTTTTGT

714

72

TAGCAGAACCGCTAACGGGGGCGAAG
GGGTTTTTTGT

1051

48

TACTCGAACCCCTAGCCCGCTCTTATC
GGGCGGCTAGGGGTTTTTTGT

1131

TACATATCGGGGGGGTAGGGGTTTTTT
GT

1297

TACATATCGGGGGGGTAGGGGTTTTTT
GT

1333

WT

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAAC
GGGTCTTGAGGGGTITTTTGT

1395

31

TACCCTAACCCCTTCCCCGGTCAATCG
GGGCGGATGGGGTTTTTTGT

1586

58

TAGACCAACCCCTTGCGGCCTCAATCG
GGGGGGATGGGGTTTTTTGT

1608

25

TACTCTAACCCCATCGGCCGTCTTAGG
GGTTTTTTGT

1609
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Nombre del terminador Secuencia Fuerza (Ensayo 2009.12.16)

TACCTCAACCCCTTCCGCCCTCATATC

GCGGGGCATGCGGTTTTTTGT 1887

17

En algunas realizaciones, las variantes de ARNP pueden disefiarse con un bucle de especificidad alterado
(correspondiente a las posiciones entre 745y 761). Por lo tanto, en algunas realizaciones, se proporciona una ARNP
que es idéntica o sustancialmente idéntica a la ARNP de T7 o T3 pero que tiene una secuencia de bucle
seleccionada de las de las tablas siguientes entre las posiciones 745y 761.
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B
promotor T7 promotor T3 promotor K1F promotor N4
ARNP T7 2177 24 17 14
ARNP T3 83 1062 14 14
ARNP K1F 45 26 463 13
ARNP N4 51 147 46 2616

iii. Activadores que requieren chaperonas

En algunas realizaciones, el conjunto de polipéptidos de union a ADN especificos de la secuencia comprende
polipéptidos que tienen actividad de uniéon a ADN y que requieren una proteina chaperona separada para unirse al
polipéptido de uniéon a ADN especifico de la secuencia para que el polipéptido de uniéon a ADN especifico de la
secuencia sea activo. Los ejemplos de activadores transcripcionales que requieren una chaperona para la actividad
incluyen, pero sin limitacidn, el activador que es sustancialmente similar a InvF de Salmonella typhimurium, MxiE de
Shigella flexneri, y ExsA de Pseudomonas aeruginosa. Estos activadores enumerados requieren la union de SicA de
Salmonella typhimurium, |pgC de Shigella flexneri, o ExsC de Pseuodomas aeruginosa, respectivamente, para la
activacion.

La informacion de secuencia para los componentes anteriores se proporciona a continuacion:

Nombre Tipo Secuencia de ADN que codifica el polipéptido . .
Mutacion opcional
nombrado
SicA Gen
alggallaicadaatlaatgleage gaagaacglgltgeggaaal galllgggal geegllaglgaag
geaccacgetaaaagacgricatgggatcectcaagaratgaiggacggtttatargeteargetta
lgaglll[ul:laucalgggacgaclggulgﬁugclgﬂgucgllclllcglltcllalgcnlllulgallll
tacaatcccgattacaccatggpactggegecagiatgecaactgaaaaaacaatitcagaaage
atgtgacetttatgcagragegtitacgtiacitanaaatgattatcgeceegitittitaceggecagt
etcaattattaatgcgraaggcagcaaaagecagacagtotitteaacttgtcaatpaacgtactea
apatgagtetefpeggacaaaagegtigptctateiggapacgctaaaaacggepgagacagag
cageacagigaacaagaaaaggaataa
SicA* sicA mutante La “t” grande de la
alggatialcaaaataal gleagegaagaacglgligeggaaatgalliggealgecgllagigaag secuencia de sicA
gepccacgetaaaagacacargaoatccetcaagatatgarggacgortratatpcteargerta . .
anterior se muto a
lgaglrrtalaacc&gggacgactggatgaagctgagacgttctttcgttacrtatgcatttatgalt[ “aQ” por PCR
ttacaatcecgattacaccatagacteacgecagtargccaactgaaaaaacaatticaganage propensa a errores
alglgaccitlalgeaglageglilacgiacitaaaaat gallaicgeccegliltiitacegggeagl Est tacio
gtcaattattaargegtaagecagcaaaagecagacagrattitgaactigtcaatgaacgtaciga .S a mutacion S_e
agalgaglelelgegegcanangeeligglelalelggaggepclanacegceagacagag | NiZO para reducir la
interferencia entre
SicA 'y MxiE.
cageacaglgaacaagaaaaggaalay
invF Gen con nuevo Se determiné que el
codon de inicio algelasatacgeaggaagtacll Zdgadgeggaandtecgeageceggaages cododn de inicio
tggtttatacagacgtgttccgcgcaaaagctgcatatgtcattrtctgaaagccgacacaarga aceptado (e| “atg”
aaattacctgattcappgaagecocpctactitittgecgageagecegtigtcgeaccagtatcagy, grande) era
agacctpgrtrttcgaccatanaaartgaagtactcageaaatractgpcatrtatcgargacgcag incorrecto v se
gaftagtggacacgacatatgelgaatccgataaalgeltcrgagrecrgagrcgegctartt , y .
gacaagatcaraaacgctacgagractegttrttecagcaaattattacgectrcrecgacctrcaar encontré un codon
zagglactegegeigliacgaaaaagegagagiiactepitpetrggctattactcgcicagicaa de inicio correcto en
ceageggcadcacgalgagaatgel gggagangactatggeglitetialacecaltiregregtit direccion 5’
gigcageagageaitggocgoaaaagegaagagreaanacgaaacigecetatgececaate
gcigetgaaragigiagaaggccacgagaacatcacecaattageegttaarcatggitacicarc
geclicacalltitclagigagalcagagagelgateggegliicgesgegsaadlialcagal attal
tcaattggeagacaaatga
pSicA Promotor
ccacaagaaacgaggtacggeatigagocgegtaaggcagtagegatgtaticattggocptirtt
rgaatgttcactaaccaccgtcggggittaataactgcatcagataaacgcagregttaagrtctaca
aagtepgteacapataacaggastaagta
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Nombre Tipo Secuencia de ADN que codifica el polipéptido . .
Mutacién opcional
nombrado
ipgC Gen
algleltlanalalcace gaaaalgaangenicictacigeaglaali gatgeaaltaacielggegel
acactpaaapatattaatgcaattectgatgatateatgpatgacatttatteatatgettatgacticta
cascaaaggaagaatagaggaagetgaagrittctrcagertittatgtataracgacttttacaargt
agaclacallalgggaclegeagetalitatcagalaaaagaacagliccancaageageagaccl
ttatgctetepctittgeattaggaaaaaatgactatacaccagtattccatactgpacaatgteaget
leggltganageceecitanaagelanaga glgellegaacieglaal lcaacacageaal galga
aaaattanaaataanagcacaatcatactiggacgeaartcaggatatcaaggagtaa
mxiE Gen con El gen de tipo
optimizacic')n de dtgaptasataraaaggectgancaceageaacatattctacatctaca petetgarcarzaace silvestre tiene
codones gatgaacgttgaactgptgaaagatanagaacgraacatcatcgaactggcacegpegtagaaa “ttttttttt” en esta
ggctttttctttglgcglﬂuccagaaculcaaullcugcgalaacgllnuclaccac[ﬂcc region de secuencia
getteaacatcaactettgegeaaaattcetggegttttggeattatittageggeecectggttgaac ampliada. Se agregé
attctcacpeapaaaaatpeatecatitctaccacganaacpatctpeptpatapetotaatacgpa una “t” mas para
aletatgelggataaacigalgelgegeticatliitaglagegateagaacglglclaalgeccigge “ »
aatgatccgtargaccgaaagitatcatetggttergtaccigergcgracgattganaaagaaana hacer “tttttttttt y .
gaagrgegealcaaaageclgaccgaacaclatggegliiclgaageglactlicglagiclgtgic |U990 con GenSCrlpt
geanageactgeataccaaaglgaaagaacagelgaacacarggcgectgargnarggectec se optimizé todo el
tggatgttttectgcataaccagaccattacgagegepgecatgaacaatgetiatgcatctaccag gen. Se agregc’) la “t”
leaclicagenalgnaatlanancgeglelgggciilaglgecegegnaclgageaacaleacelle dici I h
Clggteaagaaaartaatgaaaaaatcraa adicional para hacer
este ORF en marco.
Ademas, el gen de
tipo silvestre
comienza con “g” y
este gen sintético
comienza con “a”.
pipaH9.8 Promotor
gegasaalgacalcaagaacgecaltaacetgalgliclgggganlalaaatgleaggelagggle
aaaaatcatepcetteacaaaatppotacattacptcattpagcatatccapgactpeccopcaa
accggptacgegatctgttgecttggaaagttgatctgacctctcagtaaatatcaatacggttciga
cgagecgettacegitcaaatatgaagiacgatgittaactaaccgaaaaacaagaacaatacggt
gczmucu.ggccalwucgglmﬂL‘Lguuuc‘dgtﬂlugtllllllacugccuumlglll‘dlchl:tt[u.t
Aataanaaagract
pipaH9.8* Promotor con La “ta” ampliada
mutacion gegaaaalgacatcagagacgecatlaacelgalgliclggggaalalaaalglcaggelaggglc arriba de p,paHg 8
aasdaleglggegtigacanaalggelgegliacgleallgagealal ceaggactggee ggeaa )
accsugtacec salolgllsccllnmumaallgalelgice i lcagamalaicanacsaticlgs | 1U€ Mutada a “ag”
g etacgegatelgligeeliggaaagiigateligaceeteagl lalcaatacggliciga i i
cgagecgetlaccglicanalalgaaglacgatgltiaactaacegaaaaacaagaacaalacggl por mutageneS|s de
geaaacaggecaticacggitaactgaaacagrate guittrttacagecaattit gtttatectiatta saturacion. Esta
agulzmzmaaglgcl mutacion se hizo
para reducir la
expresion parcial de
pipaH9.8.
exsC Gen
alggalltaacgageaaggleaacegaclgeli gecgagltegeaggeeglaiegglitgecitce
ctgtccetcgacgaggagggcatggegagectecigticgacgaacagetgggcgteaccetgt
tgetgetcgccpagegegagegtelgligelggagoccgatgiggesageatcgatgtectggg
cgagggealclilegecagelegecagellcaace gecatiggeacegltlegaletgealtlegge
ttegacgagetgaccggeaaggiccagitgtargegeagattctegeagegcaactgacecioga
atgettegaggoepaccttggecaatetpetegateacgecgagprictggacagegcctoctaecpr
gegacagtgarcgcgaggcgategetecgarcgecatgagggiga
exsD Gen

slggageaggangacgalnageaglacicecgagaagegglglilegelggeaggeggglalee
glggtgggetcggacgeecgelegeggggicgggigecggatiacgeatcgageagitigtae
nteqntrcgn11rrﬂrcagtgcornncq’lrtggcorrocrnrﬂscosﬂrortgccgcgcctgcg

gelggageaaciglicegetgegagiggligeageagegectggegegeggeclggegelgeg
gogcgaagaggtecgrcagaticteclcigegegge seagegacgacgucggclggtgelocga
actggacgaccggptcaacctegecgigecgeagtcgargatcgactggarectactaccgate
tatgpcteataepanagectactepaccaggcgateccegactggepcctacactgataaaac
lggagacceagleccggeaactgegagleaaglcegaaliclggleccgeglggecgagelgga
2CCERALCAFACCCOCEATIANCIZECCASEETCaCCAAgIoCCAgACICACACCCAREA
acagataeccgaaciggecgacaagetgaagacgacticgacactacaangageacctage
cgauclggeageggegcalggegacgeigelegecageggegggelggeeggeitegageeg
atccecgaggtectegaatgecictgacaacctetetgecgactogacgacpacgicpocecag
cggacgoegtccagpectgactgcacgaacgcaacctgtgecaggeacaggateacticracty
geagagetga
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Nombre Tipo Secuencia de ADN que codifica el polipéptido
nombrado

Mutacion opcional

exsA Gen
algeaaggageesdateletiggecganageagalaacgletigleallggaacallecaaciticg
aatacagggtaaacaaggaagaggecgtataigtictaetegagggcgaacigaccatecagga
catcgaticcactittigectggegectgecgagitgetiticgtecgecgeggaagetatgiegtaa

glaccanggganaggacageegaataciclggaliceallatetgeceagiticlacaaggetlicgl
ceagegellcggegegclgitgagliraagicgagcgligerac ragoceglgecgygealeale
geglicgelgecacgeelelgelggecggligegleaaggggtigasggaallgetigligealgag
carccgecgafgctegectgcctgaagarcpaggagttecteatgcteticgegtrcagtecacag
gegccgcrectaatetcggtcetgeggeaactgageaaccggeatgicaagegtcracagctatt
carggagaageaciacctcaacgagtpgaagetarccgacticreccacgagticgacatgeng

clgaccaccllcaaggagelgticggeagtelclalggggiticgeegegegeclggaleagega

gcgoagaatectcratgeccatcagttactigetcaacagegacatpagcatcgicgacategecar
gaggegggellliccagicagleclatlicacceagagelalegeegeeglileggelgeagee

agcegctcgepgeagegeaagpacgaateccgegctaanaataactea

g

pexsD Promotor
gagggacgaalgecggecladaaataaclgacglititigaaagecegglageggelgealgagl
agaalcggcccansl

pexsC Promotor
gatgtggctittitcttaanagaaaagtctcteagtgacaaaagegatgeatageecggtgctagea
tecgetgageltl

rfp Gen

alggeticelccgaagacgllatcaaagaglicatgepliicaaaglicglalggaagglicegltaa
cgglcacgagttcgaaatcgaagoteaagetoaaggicgtecptacgaaggtacgcagaccgct
aaactgaaagttaccaaagetggiecgeigecgricgetigggacatestgiccecgeagiiceag
tacggiiceanageiacgitaaacaccegacigacateceggactaccigaaacigiectteceg
ganggtitcaaatpgoaacgtettatgaacttcgaagacg efgptprtettaccgttacccaggact
ccteectgeaagacggtgagticatctacaaagtiaaactgegrggractaacticecgtecgacg,
gleeggltalgeagaaaaasaccatgggltpgeaagcticcaccgaacglalglacceggaagac
gelgeterganaggiganateanaalgegrctganactgaangacggtggieactacgacgetga
agllanaaccacclacatggelaaaaaaccgglicagelgecggal gellacaasacegacalea
aactggacatcaccicccacaacgaagactacaccatcgtigaacagtacgaacgtgctgaaggr
cgleaciccacegglgelgeageaaacgacgaaaaclacgetiaa

C. Control de la expresion del operén

Como se sefialé anteriormente, el uno o mas operones sintéticos estan controlados por elementos reguladores que
responden a un polipéptido de unién a ADN especifico de la secuencia (por ejemplo, un activador transcripcional).
Cuando se usa mas de un operdn, puede ser deseable que cada operdn responda al mismo activador
transcripcional, aunque con una secuencia reguladora diferente que controla la “fuerza” de expresion de un operén
particular. Como se sefiald anteriormente, en algunas realizaciones, el activador transcripcional es una ARNP de T7
0 una variante de la misma.

La expresiéon del polipéptido de unidon al ADN especifico de la secuencia se puede controlar en un casete de
expresion separado, comprendiendo el casete de expresion un promotor unido operativamente a un polinucleétido
que codifica el polipéptido de unién al ADN especifico de la secuencia. En algunas realizaciones, el promotor es
inducible, impartiendo asi el control de la expresién del operén basado en el inductor. Los ejemplos de promotores
inducibles (con inductor entre paréntesis) incluyen, por ejemplo, Ptac (IPTG), Ptrc (IPTG), Pbad (arabinosa), Ptet
(aTc), Plux (Al-1). Como alternativa, en algunas realizaciones, el promotor es constitutivo.

En algunas realizaciones, se insertan secuencias de nucleétidos “amortiguadores” adicionales entre los promotores
y los sitios de unién al ribosoma, entre las secuencias codificantes y los terminadores, y/o entre las secuencias
codificantes y un sitio de union al ribosoma posterior. Estas secuencias actdan como “amortiguadores” en el sentido
de que reducen o eliminan la interferencia reguladora entre diferentes secuencias codificantes. En algunas
realizaciones, el espaciador forma una horquilla, es una secuencia nativa de una ruta metabdlica, o es de una 5'-
UTR, por ejemplo, obtenida de un fago. En algunas realizaciones, la horquilla es una ribozima. En algunas
realizaciones, la ribozima es RiboJ. En algunas realizaciones, la secuencia amortiguadora se selecciona de
secuencias de una longitud dada con nucledtidos seleccionados al azar. En algunas realizaciones, la secuencia
amortiguadora es una region UP de un promotor. Las regiones UP pueden influir positivamente en la fuerza del
promotor y generalmente estan centradas en la posicion -50 de un promotor (como se mide desde el inicio de la
transcripcion). Ver, por ejemplo, Estrem, et al., PNAS, 95 (11): 9761-9766 (1988) En algunas realizaciones, la
secuencia amortiguadora es una secuencia extendida de 5-UTR.
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Los ejemplos de secuencias amortiguadoras incluyen las enumeradas en la tabla a continuacion:

Fuentes Secuencias
Fago T5 agttcgatgagagcgataaccctctacaaataattttgtttaa
Fago T5 ataaattgataaacaaaaacctctacaaataattttgtttaa
Fago T5 ataaatttgagagaggagttcctctacaaataattttgtttaa
Fago T5 attaaagaggagaaattaaccctctacaaataattttgtttaa
Fago T5 aaacctaatggatcgaccttcctctacaaataattttgtttaa
Fago T7 atcgagagggacacggcgacctctacaaataattttgtttaa
Fago T7 gctaggtaacactagcagccctctacaaataattttgtttaa
Fago T7 atgaaacgacagtgagtcacctctacaaataattttgtttaa
Fago T7 agggagaccacaacggtttccctctacaaataattttgtttaa

Escape con niveles altos de
transcripcion

attaaaaaacctgctaggatcctctacaaataattttgtttaa

Escape con niveles altos de
transcripcion

ataaaggaaaacggtcaggtcctctacaaataattttgtttaa

Escape con niveles altos de
transcripcion

ataggttaaaagcctgtcatcctctacaaataatttigtttaa

Utilizacion de carbono

acaataaaaaatcatttacatgtticctctacaaataattttgtttaa

Utilizacion de carbono

agaagcagcgcgcaaaaatcagctgcctctacaaataattttgtttaa

Utilizacion de carbono

atgagttcatttcagacaggcaaatcctctacaaataattttgtttaa

Utilizacion de carbono

aacttgcagttatttactgtgattacctctacaaataattttgtttaa

Utilizacion de carbono

agccacaaaaaaagtcatgttggttcctctacaaataattttgtttaa

Utilizacion de carbono

acacagtcacttatcttttagttaaaaggtcctctacaaataattttgtttaa

Antisecuencias de escape

atccggaatcctcttcccggcectctacaaataattttgtitaa

aacaaaataaaaaggagtcgctcaccctctacaaataattttgtttaa

Fago T5 agttcgatgagagcgataacagttccagattcaggaactataa
Fago T5 ataaattgataaacaaaaaagttccagattcaggaactataa
Fago T5 ataaatttgagagaggagttagtticcagattcaggaactataa
Fago T5 attaaagaggagaaattaacagtticcagatticaggaactataa
Fago T5 aaacctaatggatcgaccttagtticcagattcaggaactataa
Fago T7 atcgagagggacacggcgaagttccagattcaggaactataa
Fago T7 gctaggtaacactagcagcagttccagattcaggaactataa
Fago T7 atgaaacgacagtgagtcaagticcagattcaggaactataa
Fago T7 agggagaccacaacggtttcagtticcagattcaggaactataa

Escape con niveles altos de
transcripcion

attaaaaaacctgctaggatagttccagattcaggaactataa

Escape con niveles altos de
transcripcion

ataaaggaaaacggtcaggtagttccagattcaggaactataa

Escape con niveles altos de
transcripcion

ataggttaaaagcctgtcatagtticcagattcaggaactataa

Utilizacion de carbono

acaataaaaaatcatttacatgtttagticcagattcaggaactataa

Utilizacion de carbono

agaagcagcgcgcaaaaatcagctgagticcagattcaggaactataa

Utilizacion de carbono

atgagttcatttcagacaggcaaatagttccagattcaggaactataa

Utilizacion de carbono

aacttgcagttatttactgtgattaagticcagattcaggaactataa

Utilizacion de carbono

agccacaaaaaaagtcatgttggttagttccagattcaggaactataa

Utilizacion de carbono

acacagtcacttatcttttagttaaaaggtagttccagattcaggaactataa

Antisecuencias de escape

atccggaatcctcttcccggagttccagattcaggaactataa

aacaaaataaaaaggagtcgctcacagticcagatticaggaactataa

Horquillas gatcaccagggggatcccccggtgaaggat

Horquillas gatcgcccaccggcagetgecggtgggegatcaaggat

Horquillas gatcatcggtagagttaatatigagcagatcccccggtgaaggat
Horquillas attgatctggttattaaaggtaatcgggtcatttta

Horquillas gttctccacgggtgggatgagceccctegtggtggaaatgeg

Horquillas agcatgaggtaaagtgtcatgcaccaa

Horquillas acgtcgacttatctcgagtgagatattgttgacggtac

Horquillas acgtcgacttatctcgagtgagataagttgacggtac

Horquillas acgtcgacttatctcgagactgcagttcaatagagatattgtigacggtac
Horquillas (ribozima) gactgtcaccggatgtgctttccggtctgatgagtccgtgaggacgaaacag
Horquillas gatcaccagggggatcccccggtgaaggatcctctacaaataattttgttaa
Horquillas

Gatcgeccaccggeagetgecggigggepatcaaggatectctacaaataatt
{glttan
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(continuacién)

Fuentes Secuencias
Horquillas
gatcatcggragagttaatattgagcagatceccegprgaaggatectetacaaa
taatttigtttaa
Horquillas attgatctggttttaaaggtaatcgggtcattttacctctacaaataattttgtttaa
Horquillas
(etecacggptggpatgageeceicgtgatgpaaatgegectetacaaataa
irgttiaa
Horquillas agcatgaggtaaagtgtcatgcaccaacctctacaaataattttgtttaa
Horquillas
Acglegactiatcicgaglgagataligliigacgtacciclacaaataaltigt
ttaa
Horquillas
Acgreoacttatetegagtoagataagitpacgatacectc tacaaataatiitgtt
a8
Horquillas
acglcgacttatele gagactgeagricaatagagatartgirgacpgracectet
acaaataatttigtttaa
Horquillas (ribozima)
gactgicaccggatatoctiiccopteigatgaptecatoiaoacpaaacagec
tetacanataatttigitan

Los operones sintéticos y/o el casete de expresion para expresar el polipéptido de union a ADN especifico de la
secuencia se pueden transportar en uno o mas plasmidos, por ejemplo, en una célula. En algunas realizaciones, el
operon y el casete de expresion estan en diferentes plasmidos. En algunas realizaciones, el plasmido con el casete
de expresion y/o el o los plasmidos con el operén son plasmidos con bajo nivel de copias. Los plasmidos con bajo
nivel de copias pueden incluir, por ejemplo, un origen de replicaciéon seleccionado de PSC101, PSC101*, plasmido
F, R6K o IncW.

Ill. Operones sintéticos

También se describen operones sintéticos, por ejemplo, los generados por los métodos descritos en el presente
documento.

IV. Sistemas de operones sintéticos

También se describen sistemas que comprenden operones sintéticos y uno o mas casetes de expresion de control,
en los que el casete de expresion codifica un polipéptido de uniéon a ADN especifico de la secuencia que controla la
expresion del operén o los operones sintéticos. En algunas realizaciones, el casete o casetes de expresion de
control son circuitos genéticos. Por ejemplo, los casetes de expresion pueden disefiarse para actuar como puertas
I6gicas, generadores de impulsos, osciladores, interruptores o dispositivos de memoria. En algunas realizaciones, el
casete de expresion de control esta unido a un promotor de tal manera que el casete de expresién funciona como un
sensor ambiental. En algunas realizaciones, el sensor ambiental es un sensor de oxigeno, temperatura, tacto, estrés
osmotico, estrés de membrana o redox.

Como se explicd anteriormente, en algunas realizaciones, el casete de expresion codifica la ARNP de T7 o una
variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, la ARNP de T7 es la salida del circuito o circuitos
genéticos.

Los operones y los casetes de expresion se pueden expresar en una célula. Asi, en algunos aspectos, una célula
contiene los sistemas descritos en el presente documento. Cualquier tipo de célula hospedadora puede comprender
el sistema.

V. Célculo

En el presente documento se describe un producto de un programa informatico que determina valores
experimentales para controlar la magnitud de la expresién de dos o mas genes. Esto puede usarse, por ejemplo,
para optimizar una propiedad del sistema (por ejemplo, niveles de fijacién de nitrégeno). En una realizacion, el
cédigo del programa recibe uno o mas puntos de datos de entrada, en el que los puntos de datos de entrada
proporcionan informacién sobre uno o mas elementos reguladores y una propiedad del sistema. A continuacién se
un método de calculo para determinar el siguiente punto de datos. En un aspecto, el método de calculo puede ser un
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método de disefio de experimentos (DoE).

En algunas realizaciones, el siguiente punto de datos generado por el cddigo del programa puede usarse después
para experimentacién adicional, por ejemplo, para ver si el siguiente punto de datos sugerido da como resultado un
nivel de expresion optimizado para dos o mas genes, lo que conduce a una mejora en una propiedad del sistema
deseada. En un aspecto, la generacion de los siguientes puntos de datos se repite hasta que se obtiene un nivel de
propiedad del sistema deseado. En otro aspecto, los siguientes puntos de datos se generan iterativamente hasta
que la magnitud de expresion de dos 0 mas genes alcanza el nivel deseado.

En algunas realizaciones, el cédigo del programa informatico puede usar un método de calculo que emplea analisis
numeéricos o algoritmos de optimizacién. En algunos aspectos, los métodos de optimizacién numérica pueden usar el
algoritmo de Nelder-Mead, el método de Newton, el método cuasi-Newton, el método de gradiente conjugado, un
método de punto interior, un descenso de gradiente, un método de subgradiente, un método de elipsoide, el método
de Frank-Wolfe, un método de interpolaciéon y métodos de busqueda de patrones, o un modelo de colonia de
hormigas.

En una realizacidon especifica, el programa informatico para generar el siguiente punto de datos para la
experimentacion usa el algoritmo de Nelder-Mead. El método implementado por ordenador recibirda uno o mas
puntos de datos de entrada y calculara el punto de reflexion, el punto de expansion o el punto de contraccién para
determinar mediante calculo el siguiente punto de datos con el que experimentar, en base a los puntos de datos de
entrada.

En una implementaciéon del algoritmo de Nelder-Mead, el cédigo del programa tomara los puntos de datos de
entrada recibidos como los vértices simples de un espacio n-dimensional, que tiene n+1 vértices simples. Luego, se
evaluara la funcion objetivo para cada vértice del simplex, y el algoritmo usa esta informacién para proponer una
secuencia de nuevas coordenadas para la evaluacion. Las nuevas coordenadas seran determinadas por el cédigo
del ordenador de acuerdo con la siguiente |6gica algoritmica:

1. Ordenar los vértices simples: f(x1) < f(x2) < ... < f(Xn+1)

2. Calcular xo, el centro de gravedad de todos los puntos excepto Xn+1.

3. Calcular una coordenada de reflexion: xr = xo + a(Xo - Xn+1)

4. Calcular una coordenada de expansion: Xe = Xo + (Xo - Xn+1)

5. Calcular una coordenada de contraccion: xc = Xn+1 + p(Xo - Xn+1)

6. Calcular coordenadas de reduccion: xi = x1 + o(xi - x1) para todos i € {2,...,n + 1}

La funcion objetivo se evalla en estos puntos y se utiliza para determinar un nuevo simplex de acuerdo con los
siguientes criterios:

1. Si las coordenadas de Reflexién, Expansién o Contraccién son mejores que el peor punto simplex, xa+1, definir
un nuevo simplex reemplazando el peor punto simplex por el mejor de los tres (Reflexion, Expansion o
Contraccion).

2. De lo contrario, definir un nuevo simplex combinando el mejor punto simplex con las coordenadas de
reduccion.

En un aspecto, se proporciona un producto de un programa informatico que comprende un medio tangible legible por
ordenador que almacena una pluralidad de instrucciones para controlar un procesador para realizar una operacion
para determinar un punto de experimentacion para controlar la magnitud de expresion de dos o mas genes,
comprendiendo las instrucciones recibir uno o mas puntos de datos de entrada, en el que los puntos de datos de
entrada proporcionan informacién sobre uno o mas elementos reguladores y una propiedad del sistema; y
determinar, con un ordenador, un siguiente punto de datos usando un método de calculo, en el que el siguiente
punto de datos proporciona informacién sobre uno o mas elementos reguladores.

La Figura 25 muestra un diagrama de bloques de un ejemplo de sistema informatico 600 utilizable con un sistema y
métodos de acuerdo con las realizaciones de la presente invencién. El sistema informatico 600 puede usarse para
ejecutar el cédigo de programa para diversas reivindicaciones del método de acuerdo con realizaciones de la
presente invencion.

Cualquiera de los sistemas informaticos mencionados en el presente documento puede utilizar cualquier nimero
adecuado de subsistemas. En la Figura 25 se muestran ejemplos de tales subsistemas en el aparato informatico
600. En algunas realizaciones, un sistema informatico incluye un unico aparato informatico, donde los subsistemas
pueden ser los componentes del aparato informatico. En otras realizaciones, un sistema informatico puede incluir
multiples aparatos informaticos, cada uno de los cuales es un subsistema, con componentes internos.

Los subsistemas mostrados en la Figura 25 estan interconectados a través de un bus de sistema 675. Se muestran

subsistemas adicionales tales como una impresora 674, teclado 678, disco duro 679, monitor 676, que esta
acoplado al adaptador de pantalla 682, y otros. Los dispositivos periféricos y de entrada/salida (E/S), que se acoplan
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al controlador de E/S 671, se pueden conectar al sistema informatico por cualquier medio conocido en la técnica,
como el puerto en serie 677. Por ejemplo, el puerto en serie 677 o la interfaz externa 681 se puede usar para
conectar el sistema informatico 600 a una red de area amplia como Internet, un dispositivo de entrada de ratén o un
escaner. La interconexion a través del bus del sistema 675 permite que el procesador central 673 se comunique con
cada subsistema y controle la ejecucién de instrucciones desde la memoria del sistema 672 o el disco duro 679, asi
como el intercambio de informacion entre subsistemas. La memoria del sistema 672 y/o el disco duro 679 pueden
incorporar un medio legible por ordenador. Cualquiera de los valores mencionados en el presente documento puede
enviarse de un componente a otro y puede enviarse al usuario.

Un sistema informatico puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo,
conectados entre si por una interfaz externa 681 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas
informaticos, subsistemas o aparatos pueden comunicarse a través de una red. En tales casos, un ordenador puede
considerarse un cliente y otro ordenador un servidor, donde cada uno puede ser parte de un mismo sistema
informatico. Un cliente y un servidor pueden incluir multiples sistemas, subsistemas o componentes.

Debe entenderse que cualquiera de las realizaciones de la presente invencion puede implementarse en forma de
I6gica de control usando hardware y/o software informatico de manera modular o integrada. Segun la divulgacion y
las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, una persona de habilidad ordinaria en la técnica
conocera y apreciara otras formas y/o métodos para implementar realizaciones de la presente invencién usando
hardware y una combinacion de hardware y software.

Cualquiera de los componentes o funciones de software descritos en esta solicitud puede implementarse como
codigo de software para ser ejecutado por un procesador utilizando cualquier lenguaje informatico adecuado, como,
por ejemplo, Java, C++ o Perl, utilizando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas a objetos. El codigo de
software puede almacenarse como una serie de instrucciones o comandos en un medio legible por ordenador para
almacenamiento y/o transmisién, los medios adecuados incluyen memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria
de solo lectura (ROM), un medio magnético como un disco duro o un disquete, o un medio 6ptico como un disco
compacto (CD) o DVD (disco versatil digital), memoria flash y similares. EI medio legible por ordenador puede ser
cualquier combinacion de tales dispositivos de almacenamiento o transmision.

Dichos programas también pueden codificarse y transmitirse utilizando sefiales portadoras adaptadas para la
transmisién a través de redes cableadas, Opticas y/o inalambricas que se ajusten a una variedad de protocolos,
incluido Internet. Como tal, se puede crear un medio legible por ordenador de acuerdo con una realizacién de la
presente invencion usando una sefial de datos codificada con dichos programas.

Los medios legibles por ordenador codificados con el cédigo del programa pueden empaquetarse con un dispositivo
compatible o proporcionarse por separado de otros dispositivos (por ejemplo, mediante descarga de Internet).
Cualquier medio legible por ordenador puede residir en o dentro de un solo producto de programa informatico (por
ejemplo, un disco duro, un CD o un sistema informatico completo), y puede estar presente en o dentro de diferentes
productos de programas informaticos dentro de un sistema o red. Un sistema informatico puede incluir un monitor,
impresora u otra pantalla adecuada para proporcionar cualquiera de los resultados mencionados en el presente
documento a un usuario.

Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede realizarse total o parcialmente con un sistema
informatico que incluye un procesador, que puede configurarse para realizar las etapas. Por lo tanto, las
realizaciones pueden dirigirse a sistemas informaticos configurados para realizar las etapas de cualquiera de los
métodos descritos en el presente documento, potencialmente con diferentes componentes que realizan las etapas
respectivas 0 un grupo de etapas respectivas. Aunque se presentan como etapas numeradas, las etapas de los
métodos en el presente documento se pueden realizar al mismo tiempo o en un orden diferente. Ademas, partes de
estas etapas se pueden usar con partes de otras etapas de otros métodos. Ademas, todas o partes de una etapa
pueden ser opcionales. Ademas, cualquiera de las etapas de cualquiera de los métodos se puede realizar con
modulos, circuitos u otros medios para realizar estas etapas.

La descripcion anterior de ejemplos de realizaciones de la invencién se ha presentado con fines ilustrativos y
descriptivos. No pretende ser exhaustiva o limitar la invencion a la forma precisa descrita, y son posibles muchas
modificaciones y variaciones a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y describieron
para explicar mejor los principios de la invencion y sus aplicaciones practicas para permitir a otros expertos en la
técnica utilizar mejor la invencién en diversas realizaciones y con diversas modificaciones que sean adecuadas para
el uso particular contemplado.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invencion reivindicada.

Ejemplo 1: Uso del método de Nelder-Mead para optimizar la eficiencia del descubrimiento de operones
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Este ejemplo ilustra como manipular y seleccionar de manera recombinante y mediante calculo secuencias
codificantes de complejos génicos nativos y secuencias reguladoras heterdlogas. Hemos denominado a este
proceso “refactorizacion”, que comprende la optimizacion de mdltiples genes, la regulacion del complejo génico y el
establecimiento del contexto genético para el circuito bioldgico. La refactorizacion de complejos génicos complejos y
la ingenieria de rutas metabdlicas requiere numerosas iteraciones entre el disefio, la construccion y la evaluacion
para mejorar la propiedad deseada del sistema, p.ej. titulos mas altos del producto, menor toxicidad o mejor fijacion
de nitrégeno.

Una forma comun de afectar estas propiedades es modificar los niveles de expresion génica dentro del sistema,
incluso si se desconoce la relacién directa entre la expresion génica y la propiedad del sistema. Se pueden lograr
cambios cuantitativos en la expresién génica mediante el uso de elementos reguladores, p.ej. promotores y sitios de
union a ribosomas, que exhiben un comportamiento racionalmente predecible.

Es posible utilizar métodos de optimizacion numérica para guiar la seleccién de elementos reguladores para alterar
la expresion génica y mejorar las propiedades deseadas del sistema. Un algoritmo relevante es el método de Nelder-
Mead, un algoritmo de optimizacion no lineal que minimiza una funcién objetivo en el espacio multidimensional.
Utilizamos el método de Nelder-Mead para optimizar una propiedad del sistema donde cada dimensién en el espacio
algoritmico corresponde a la expresioén de un gen en el sistema disefiado. Los puntos en este espacio representan
una combinacién particular de niveles de expresién para los genes en el sistema. Como resultado, cada punto puede
considerarse una cepa de disefio unico. El algoritmo se utiliza para sugerir nuevas coordenadas en el espacio que
mejoran la propiedad del sistema. Se pueden disefiar nuevas cepas modificando elementos reguladores para lograr
los niveles sugeridos de expresion génica. Después de evaluar el rendimiento de las nuevas cepas, el algoritmo se
puede usar para predecir modificaciones posteriores. Este proceso se repite hasta que la propiedad del sistema se
haya mejorado la cantidad deseada.

El método de Nelder-Mead se basa en el concepto de un simplex, que es un objeto en el espacio N dimensional que
tiene N+1 vértices. La funcion objetivo se evalua en cada vértice del simplex, y el algoritmo usa esta informacion
para proponer una secuencia de nuevas coordenadas para la evaluacién. Se proponen nuevas coordenadas de
acuerdo con el siguiente proceso:

1. Ordenar los vértices simples: f(x1) < f(x2) < ... < f(Xn+1)

2. Calcular xo, el centro de gravedad de todos los puntos excepto Xp+1.

3. Calcular una coordenada de reflexion: xr = xo + a(Xo - Xn+1)

4. Calcular una coordenada de expansion: xe = Xo + r(Xo - Xn+1)

5. Calcular una coordenada de contraccion: xc = Xn+1 + p(Xo - Xn+1)

6. Calcular coordenadas de reduccion: xi = x1 + o(xi - x1) para todos i € {2,....,n + 1}

La funcién objetivo se evallia en estos puntos y se utiliza para determinar un nuevo simplex de acuerdo con los
siguientes criterios:

1. Si las coordenadas de Reflexion, Expansion o Contraccion son mejores que el peor punto simplex, xn+1,, definir
un nuevo simplex reemplazando el peor punto simplex con el mejor de los tres (Reflexion, Expansion o
Contraccion).

2. De lo contrario, definir un nuevo simplex combinando el mejor punto simplex con las coordenadas de
reduccion.

Estas etapas constituyen una iteracion del algoritmo. El simplex recién definido se convierte en la semilla para
generar nuevas coordenadas durante la siguiente iteracion del algoritmo. Las iteraciones generalmente contindan
hasta que una de las coordenadas en el simplex cruza un umbral deseado para la evaluacion de la funcion objetivo.
Hemos optimizado el rendimiento de un operén de fijacion de nitrégeno variando la seleccion de promotores que
controlan la expresion de genes individuales. Inicialmente refactorizamos el operén nifEN para que cada gen se
exprese bajo el control de un promotor de T7 unico (Fig. 1). Para evaluar el impacto de refactorizar el operén nifEN,
medimos cuantitativamente la capacidad del operdn sintético para complementar una cepa con nifEN inactivado y
recuperar la capacidad de fijar nitrégeno (Fig. 2). Nuestro sistema refactorizado mostré capacidad limitada para fijar
nitrégeno (20 % de la actividad de tipo silvestre).

Posteriormente aplicamos el método de Nelder-Mead para optimizar la expresion de los genes nifE y nifN con el
objetivo de mejorar las tasas de fijacion de nitrégeno. Nuestro espacio algoritmico consistia en dos dimensiones, la
expresion de nifE y nifN. Nuestro sistema de coordenadas se ajustd a la fuerza de los promotores que controlan
estos genes. Para permitir niveles variados de expresion génica, generamos y caracterizamos una biblioteca de
promotores de T7 mutantes (Fig. 3). Nuestra biblioteca cubre tres 6rdenes de magnitud de expresiéon génica (esta es
la misma biblioteca que se describe en la Solicitud de patente provisional de los Estados Unidos N.° 61/493.733.
Aqui, se caracteriza por el comportamiento en Klebsiella oxytoca. A continuacién, seleccionamos al azar mutantes
de la biblioteca de promotores de T7 para generar dos cepas adicionales con niveles racionalmente alterados de
expresion de nifE y nifN. La fuerza de los promotores de T7 utilizados en estas tres cepas definié nuestro simplex
inicial. Evaluamos la fijaciéon de nitrégeno para cada cepa en el simplex (cepa 1: 20 %, cepa 2: 9 %, cepa 3: 12 %) y
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utilizamos el algoritmo para calcular las coordenadas de Reflexion (Fig. 4). Para construir una cepa que coincidiese
con las coordenadas de Reflexién, elegimos los promotores de nuestra biblioteca mas cercanos a las coordenadas
en fuerza. Evaluamos la fijacion de nitrégeno en esta cepa Reflexion y descubrimos que super6 significativamente
(52 %) a nuestras cepas iniciales (Fig. 5).

Nuestra cepa mejorada tuvo resultados sorprendentes y superé las expectativas, y tuvo un rendimiento suficiente
para las aplicaciones posteriores. Para alcanzar niveles mas altos de expresion génica, pueden disefarse y usarse
promotores mas fuertes en los métodos de la invencién. Como alternativa, para lograr los niveles de expresion
deseados se pueden usar cambios complementarios en multiples elementos reguladores, por ejemplo, el promotor y
el sitio de unién al ribosoma para un gen dado. Esto implica describir las fuerzas de cada tipo de elemento en
unidades comunes de expresion. Este ejemplo demuestra que pueden disefiarse nuevas cepas modificando
elementos reguladores para alcanzar los niveles deseados de expresion génica. El ejemplo también ilustra el uso de
métodos de optimizacion numérica, tales como, entre otros, el método de Nelder-Mead, para guiar la seleccién de
elementos reguladores a fin de alterar la expresion génica y mejorar las propiedades deseadas del sistema.

Ejemplo 2: Refactorizacion de la fijacion de nitrégeno

Este ejemplo demuestra el método de refactorizacion del complejo génico de fijacion de nitrdgeno. EI método incluye
etapas que comprenden: 1) eliminar la regulaciéon del hospedador e implementar la regulacién ortogonal sintética; 2)
rastrear la contribucion de cada parte reguladora a la funcion del complejo génico; 3) promover la modularidad y la
integracién con circuitos sintéticos; y 4) crear una plataforma susceptible de optimizacion racional. En ciertas
realizaciones, el método para refactorizar la fijacion de nitrégeno comprende reducir el complejo a genes
caracteristicos y ensamblar el complejo sintético.

El complejo génico nif de Klebsiella oxytoca ha sido uno de los principales modelos para el estudio de la enzima
nitrogenasa (Fig. 7; ver, Rubio y Ludden, Maturation of Nitrogenase: a Biochemical Puzzle, J. Bacteriology, 2005). Es
un complejo génico conciso, que abarca 20 genes en 7 operones dentro de 25kb de ADN. La enzima nitrogenasa se
compone de dos unidades principales, Componente | y Componente Il, que interactian para facilitar la reduccion de
gases con enlaces multiples como el N2. Dentro del complejo enzimatico, multiples complejos de Fe-S son
responsables de la quimica del sitio activo y la transferencia de electrones al sitio activo. La mayoria de los genes en
el complejo génico estan involucrados en la biosintesis del complejo Fe-S, el acompafiamiento y la insercion en el
complejo enzimatico final.

Casi todos los genes nif producen una proteina con una funcién que se sabe que es esencial para el ensamblaje o
funcién de la nitrogenasa (ver, Simon, Homer and Roberts, Perturbation of nifT expression in Klebsiella pneumoniae
has limited effect on nitrogen fixation, J. Bacteriology, 1996 y Gosink, Franklin y Roberts, The product of the
Klebsiella pneumoniae nifX gene is a negative regulator of the nitrogen fixation (nif) regulon, J Bacteriology, 1990).
Dos genes nifL y nifA, codifican las proteinas reguladoras maestras. El gen nifT no tiene una funcién conocida, y su
eliminacion tiene poco efecto sobre la fijacion de nitrégeno. Ademas, aunque la eliminacion de nifX tiene un efecto
menor en la fijacion de nitrdgeno, su sobreexpresion reduce perjudicialmente la actividad enzimatica. Por estas
razones, elegimos eliminar nifL, nifA, nifT y nifX de nuestro complejo génico refactorizado.

Disefiamos genes sintéticos mediante la codificacion aleatoria del ADN que codifica cada secuencia de aminoacidos.
Las secuencias codificantes de proteinas se basaron en la secuencia depositada en la base de datos NCBI (X13303;
ver, Arnold et al., Nucleotide sequence of a 24,206-base-pair DNA fragment carrying the entire nitrogen fixation gene
cluster of Klebsiella pneumonia. JMB 1988) La seleccion de codones se realizé mediante DNA2.0 usando un
algoritmo interno y dos criterios de guia. Especificamos que nuestros genes se expresan razonablemente bien en E.
coli y Klebsiella. Ademas, especificamos que nuestro uso de codones fuese lo mas divergente posible del uso de
codones en el gen nativo. Al disefar genes sintéticos, rastreamos cada secuencia propuesta en busca de una lista
de caracteristicas no deseadas y rechazamos cualquier en la que se encontré una caracteristica. La lista de
caracteristicas incluye sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, sitios de reconocimiento de transposones,
secuencias repetitivas, promotores sigma 54 y sigma 70, sitios de unién a ribosomas cripticos y terminadores
independientes de rho. La Figura 18 muestra secuencias de ADN para genes nativos y genes sintéticos, asi como el
porcentaje de identidades comunes de nucledétidos y codones entre cada par.

Se eligieron los sitios de union a ribosomas sintéticos para que coincidan con la fuerza de cada sitio de unién a
ribosomas nativo correspondiente. Para caracterizar la fuerza de un sitio de unién a ribosomas nativo dado,
construimos un plasmido indicador fluorescente en el que los 150 pb que rodean el codén de inicio de un gen (de -60
a +90) se fusionaron con el gen mRFP (Fig. 8). La quimera se expresé bajo el control del promotor Ptac, y la
fluorescencia se midié6 mediante citometria de flujo (Fig. 9). Para generar sitios de unién al ribosoma sintéticos,
construimos una biblioteca de plasmidos indicadores utilizando 150 pb (-60 a +90) de un casete de expresion
sintético. Brevemente, un casete de expresion sintético consistia en un espaciador de ADN aleatorio, una secuencia
degenerada que codifica una biblioteca RBS y la secuencia codificante para cada gen sintético. Examinamos
multiples clones para identificar el sitio de uniéon al ribosoma sintético que mejor coincidia con el sitio de unién al
ribosoma nativo (Fig. 10).
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Construimos operones sintéticos que consistian en los mismos genes que los operones nativos. Esta estrategia nos
permitié inactivar un operén nativo de Klebsiella y complementar la delecion usando la contraparte sintética.

Cada operon sintético consistia en un promotor Ptac seguido de casetes de expresién génica sintéticos (espaciador
de ADN aleatorio, rbs sintético, secuencia codificante sintética) y un terminador de la transcripcion. El espaciador de
ADN aleatorio sirve para aislar la expresion de cada secuencia codificante sintética de los casetes anteriores. Cada
operon sintético se examiné para eliminar secuencias reguladoras no deseadas (similar al proceso utilizado durante
el disefio y sintesis de genes sintéticos).

En dos casos, encontramos operones sintéticos que no mostraron complementacién funcional en la cepa inactivada
correspondiente (nifHDKTY y nifUSVWZM). Para depurar los operones sintéticos, dividimos el operén en casetes de
expresion génica constituyente. Luego construimos operones quiméricos, en los que algunos casetes tenian
componentes sintéticos y otros eran genes nativos y sus sitios de unién al ribosoma (Fig. 11). Esta estrategia nos
permitid probar cada operén quimérico para la complementacion funcional e identificar rapidamente los casetes de
expresion sintética problematicos. Con un analisis mas detallado de los casetes de expresion problematicos,
pudimos diagnosticar y corregir errores en los operones totalmente sintéticos. La Figura 12 ilustra una lista de
errores en los dos operones.

Cada operon sintético se disefid inicialmente para ser controlado por un promotor inducible por Ptac. Al valorar la
concentracion de IPTG, podriamos especificar con precision la fuerza del promotor y la correspondiente expresion
del operon sintético. Esto nos permitié variar el nivel de expresion para identificar la funcién 6ptima del operén.
Descubrimos que cada operdn sintético requeria diferentes niveles de concentracion de IPTG para una funcion
optima (Fig. 13).

Utilizamos el sistema de conexiones de T7 para desacoplar el promotor Ptac de cada operodn sintético. Al insertar la
conexiéon entre el promotor y la unidad transcripcional, logramos dos hitos importantes. Primero, obtuvimos la
capacidad de modular la sefial transcripcional mediante el uso de varios promotores de T7 mutantes. Esto nos
permitié6 cambiar la funcién éptima del operén a una concentracién de inductor Unico seleccionando los promotores
de T7 mutantes correspondientes. En segundo lugar, modulamos el control del operén sintético (Fig. 14). Es decir,
cualquier circuito genético puede controlar el operdén sintético siempre que pueda producir la concentraciéon
necesaria de ARNP de T7 para guiar cada conexion.

Adoptamos un enfoque jerarquico para ensamblar operones individuales en un complejo completamente sintético.
Primero, ensamblamos tres operones en semi-complejos ((nifd-nifHDKY-nifEN y nifUSVWZM-nifF-nifBQ) y
demostramos la capacidad de cada semi-complejo sintético para complementar la funcién en una cepa inactivada
correspondiente. A continuaciéon, combinamos los dos semi-complejos en un complejo sintético completo y
demostramos la fijacién de nitrégeno en una cepa con nif completo inactivado (Fig. 15).

Hemos demostrado que el uso de conexiones de T7 produce un complejo génico sintético modular. Hemos
demostrado que el uso del controlador N.° 1 o del controlador N.° 2 produce el mismo rendimiento funcional del
complejo sintético (Fig. 16). En el controlador N.° 1, la ARNP de T7 esta bajo el control del promotor Ptac. En el
controlador N.° 2, ARNP de T7 esta bajo el control del promotor Ptet.

La Figura 17 muestra un esquema del complejo biolégico completo, con cada parte detallada. La Figura 19 muestra
la lista de piezas de los controladores sintéticos. La Fig. 20 muestra nombres, secuencias y fuerzas de cada
componente del complejo completo.

Ademas, hemos demostrado que pueden usarse circuitos genéticos complejos para producir el rendimiento funcional
del complejo génico sintético. Construimos un circuito genético que codifica la légica “A y no B” y usamos este
circuito para controlar la ARNP de T7. En este circuito, la I6gica “A y no B” corresponde a la presencia o ausencia de
los inductores, IPTG y aTc, de modo que la célula calcula “IPTG y no aTc”. El circuito se construyd modificando el
controlador N.° 1 para incluir los sitios de unién al represén cl OR1 y OR2 en el promotor Ptac para producir el
controlador N.° 3. Ademas, el plasmido pNOR1020 (ver, por ejemplo, Tamsir y Voigt Nature 469:212-215 (2011)))
codifica el represor cl bajo control del promotor Ptet. Cuando pNOR1020 y el controlador N.° 3 se transforman
conjuntamente, producen el circuito lo6gico “IPTG y no aTc”.

Secuencia promotora del Controlador Ptac N.° 1:
tattctgaaatgagctgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatt

Secuencia promotora del Controlador N.° 3:
tattaacaccgtgcgtgttgacagctatacctctggcggttataatgctagcggaattgtgagcggataacaatt

Entrada Salida légica esperada Rendimiento de fijacion de
nitrégeno sintético (% en peso)
Sin inductor 0 <0,5 %
IPTG 1 mM 1 9%
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(continuacién)

Entrada Salida légica esperada Rendimiento de fijacion de
nitrégeno sintético (% en peso)
a Tc 50 ng/ml 0 <0,5 %
IPTG1mMyaTc 50 ng/ml 0 <0,5 %

En este experimento, también incluimos el controlador N.° 1 como referencia de rendimiento. En condiciones
inductoras (IPTG 1 mM), el controlador N.° 1 exhibe el 12 % de la fijacion de WT.

Ejemplo 3: refactorizacion del sistema de secrecion bacteriana tipo Il (T3SS)

Este ejemplo ilustra el uso del método descrito en el presente documento para refactorizar completamente el
sistema de secrecidon bacteriana tipo Il (T3SS). Este ejemplo también ilustra que los operones sintéticos
refactorizados de T3SS son controlables y funcionan independientemente de todo control y regulacién nativos.

Los sistemas de secreciéon bacteriana tipo Ill (T3SS) son valiosos porque, a diferencia de las vias Sec y Tat
utilizadas convencionalmente, translocan polipéptidos a través de las membranas internas y externas. Esto permite
la administracion de proteinas directamente a los medios de cultivo, que pueden ser uno de los requisitos criticos en
la tecnologia de manipulacién bacteriana. Por ejemplo, las proteinas téxicas se pueden eliminar del citoplasma sin
permitir que entren en el periplasma y las enzimas funcionales (p.ej., celulasas) que necesitan trabajar fuera de la
célula, se pueden administrar directamente a los medios.

Sin embargo, la dificultad para utilizar T3SS en sistemas bacterianos disefiados es doble. T3SS generalmente existe
en bacterias patdégenas que utilizan estos mecanismos para la invasion de las células hospedadoras. Por lo tanto,
los T3SS estan muy estrechamente regulados en la célula y son dificiles de controlar de forma independiente.
Debido a esto, elegimos usar los métodos de la presente invencién para refactorizar completamente el T3SS vy
probar la funcidn de los operones refactorizados en las células inactivadas.

El término “refactorizacion” se refiere a un proceso que implica la optimizacion de multiples genes, la regulacion de
un complejo génico y el establecimiento del contexto genético para un circuito bioldgico. La refactorizacion de
complejos génicos complejos y el disefio de rutas bioldgicas requiere numerosas iteraciones entre el disefio, la
construccion y la evaluacion para mejorar la propiedad deseada del sistema. Brevemente, la refactorizacién incluye
descomponer un sistema bioldgico en sus componentes y reconstruirlo sintéticamente. También implica eliminar
todo el control nativo y la regulacion del sistema biolégico para reemplazarlo con un mecanismo que proporcione un
control independiente.

Este ejemplo ilustra un método de recodificacion de 18 genes de los sistemas de secrecion bacteriana tipo Ill. El
término “recodificacion” se refiere a un método para eliminar o reemplazar la secuencia de un gen con el fin de
reducir o eliminar cualquier elemento de regulaciéon nativo, al tiempo que preserva la secuencia de proteina
codificada por el gen. Los genes del sistema de secrecidon tipo Il se recodificaron utilizando un algoritmo
proporcionado por DNA2.0 (Menlo Park, CA) en el que los codones individuales de cada gen se vuelven a
seleccionar de modo que el gen codifique la misma proteina, pero con la maxima diferencia con la secuencia nativa

Los 18 genes estan dispuestos en dos operones bacterianos. Cada gen es una version recodificada de un gen
nativo de Salmonella typhimurium. Cada gen esta acoplado a una secuencia de sitio de union al ribosoma (RBS)
sintético que establece un nivel de expresiéon apropiado para cada gen individual. Los detalles de la seleccion
sintética de RBS se describen a continuacién. Los operones se pueden inducir con cualquier promotor deseado. En
este ejemplo, se usan promotores inducibles simples. Los operones T3SS recodificados se pueden conectar a
cualquier circuito de control genético segun sea necesario.

Para seleccionar una secuencia de RBS sintética que coincida mejor con el nivel de expresion nativa de cada uno de
los 18 genes de los sistemas de secrecion bacteriana tipo Ill, medimos la expresion de cada gen en el sistema
natural. Clonamos la region de 36 bases en direccion 5’ en el codén de inicio, junto con las 36 bases de la regiéon de
codificacion fusionadas a una RFP (proteina fluorescente roja). Esto se cloné en un plasmido con un promotor
constitutivo.

Esta construccién se transformé en Salmonella typhimurium SL1344 y crecié durante la noche a 37 °C en medio
inductor de PI-1 (LB con 17 g/l de NaCl). El cultivo se subcultivé en medios de induccion frescos hasta una OD2s0 de
0,025, se cultivd durante 2 horas a 37 °C hasta que las células alcanzaron la fase logaritmica. La fluorescencia se
midi6é en un citdmetro. La media geométrica de la fluorescencia de RFP de al menos 10.000 células se utiliz6 como
medida de la expresion de proteinas.

Para encontrar secuencias de unién al ribosoma para probar, utilizamos la Calculadora de sitios de unién a
ribosomas (http://www.voigtlab.ucsf.edu/software/), identificamos secuencias RBS conocidas del Registro de partes
biologicas estandar (http://partsregistry. org/Main_Page), y se generd una serie de secuencias aleatorias. Las
secuencias aleatorizadas comprenden los siguientes formatos:
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CTTGGGCACGCGTCCATTAANNAGGANNAATTAAGC;
TGGGCACGCGTCCATTAANNAGGANNAATTATTAGC;
TACTTGGGCACGCGTCCATTAANNAGGANNAATAGC;
CTTGGGCACGCGTCCATTAANAAGGAGNAATTAAGC;
CTTGGGCACGCGTCCATTANTAAGGAGGNATTAAGC.

Todas las secuencias de RBS se clonaron en el vector de prueba de RBS (Fig. 21) junto con las primeras 36 bases
del gen sintético que se generaron como guia. Seguimos el mismo procedimiento experimental utilizado para medir
la expresién de cada gen en el sistema natural. De los RBS aleatorizados, se analizaron 12 - 48 colonias de cada
secuencia aleatorizada. La construccidon sintética que mejor se ajustaba al nivel de expresion nativa fue
seleccionada y secuenciada. Esta secuencia se us6 después en la construccién de los operones refactorizados.

Se ensamblaron dos operones. El primero, “prg-org” contiene 6 genes, y el segundo “inv-spa” contiene 13 genes.
Estos genes se asignan a cada operén de la misma manera que en el sistema de tipo silvestre. Sin embargo, el
orden de los genes en cada operdn se organiza en funcion del nivel de expresion medido de mas fuerte a mas débil.
Los operones se ensamblaron colocando el RBS sintético seleccionado frente a su secuencia genética sintética
correspondiente. Se agregaron sitios de unién de enzimas de restriccién entre genes o pares de genes para facilitar
la manipulacioén futura. La secuencia completa fue sintetizada por DNA2.0. El operoén sintético se cloné en un vector
de prueba de bajo nimero de copias y se coloco bajo el control de un promotor inducible (p.ej., pTac o pBad - IPTG
0 induccién de arabinosa). Se cred un plasmido indicador que contiene una proteina efectora secretable de
Salmonella nativa que se fusiond con una etiqueta de epitopo FLAG para identificacion. Este indicador se puso bajo
el control de un promotor constitutivo fuerte. La Figura 22B muestra un esquema del vector de prueba de operén
prg-org y un plasmido indicador.

También generamos lineas celulares SL1344 de Salmonella con dos operones inactivados (prg-org e inv-spa)
usando el método descrito en Datsenko, Wanner, Proc. Natl. Acad. U.SA., 2000. La Figura 22A muestra un esquema
de una cepa de SL1344 de Salmonella Aprg-org inactivada. Los operones inv-spa y prg-org se muestran en un
recuadro. La Figura 23A muestra que la cepa Aprg-org inactivada no expresa el operdn prg-org.

El plasmido de prueba (o el plasmido de control) y el plasmido indicador se transformaron en la cepa inactivada
apropiada. Las cepas se cultivaron a partir de una colonia durante la noche en medio con bajo contenido de sal (LB
con NaCl 5 g/l) a 37 °C. Los cultivos fueron subcultivados hasta una OD2so de 0,025 en medio con bajo contenido de
sal fresco y se cultivaron durante 2 horas. Los cultivos se diluyeron 1:10 en medios de induccién con alto contenido
de sal (LB con 17 g/l de NaCl) en matraces sin deflectores de 50 ml y se cultivaron durante 6-8 horas. Se centrifugd
1 ml de cada cultivo a 3000xg durante 5 minutos, y a continuacién el sobrenadante se filtré a través de un filtro de
0,2 pM. Este cultivo se analizd6 después en un gel SDS-PAGE y se realizé una transferencia Western con un
anticuerpo anti-FLAG.

La Figura 23B muestra que el operén prg-org refactorizado sintético en células de Salmonella Aprg-org puede
controlarse mediante la adicion de IPTG. El nivel de expresion es comparable al generado por el promotor natural
PprgH.

Ejemplo 4: Refactorizacion del complejo génico de fijacion de nitrégeno a partir de Klebsiella oxytoca

Los genes bacterianos asociados con un unico rasgo a menudo se agrupan en una unidad contigua del genoma
conocida como complejo génico. Es dificil manipular genéticamente muchos complejos génicos debido a la
compleja, redundante e integrada regulacion del hospedador. Hemos desarrollado un enfoque sistematico para
especificar por completo la genética de un complejo génico mediante la reconstruccion de abajo hacia arriba
utilizando solo partes sintéticas y bien caracterizadas. Este proceso elimina toda la regulacion nativa, incluida la que
no se ha descubierto. Primero, se elimina todo el ADN no codificante, las proteinas reguladoras y los genes no
esenciales. Los codones de genes esenciales se cambian para crear una secuencia de ADN tan divergente como
sea posible del gen de tipo silvestre. Los genes recodificados se exploran mediante calculo para eliminar la
regulacion interna. Se organizan en operones y se colocan bajo el control de partes sintéticas (promotores, sitios de
union al ribosoma y terminadores) que estan funcionalmente separados por partes aisladoras. Finalmente, un
controlador que consiste en sensores y circuitos genéticos regula las condiciones y la dinamica de la expresion
génica. Aplicamos este enfoque a un complejo génico agricolamente relevante de Klebsiella oxytoca que codifica la
via de fijacion de nitrégeno para convertir el N2 atmosférico en amoniaco. El complejo génico nativo consiste en 20
genes en 7 operones y esta codificado en 23,5kb de ADN. Construimos un complejo génico refactorizado que
comparte poca identidad de secuencia de ADN con el tipo silvestre y para el cual se define la funcién de cada parte
genética. Este trabajo demuestra el potencial de las herramientas de biologia sintética para reescribir la genética que
codifica funciones bioldgicas complejas para facilitar el acceso, la manipulacion y la transferibilidad.

INTRODUCCION

Muchas funciones de interés para la biotecnologia estan codificadas en complejos génicos, que incluyen vias
metabolicas, nanomaquinas, mecanismos de eliminaciéon de nutrientes y generadores de energia (1). Los complejos
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generalmente contienen regulaciéon interna que esta integrada en la red reguladora global del organismo. Los
promotores y las 5'-UTR son complejos e integran muchas entradas reguladoras (2, 3). La regulacion es altamente
redundante, conteniendo, por ejemplo, bucles de proalimentacién y retroalimentacion integrados (4). La regulacion
también puede ser interna a los genes, incluidos los promotores, los sitios de pausa y los ARN pequefios (5, 6).
Ademas, los genes a menudo se superponen fisicamente y las regiones de ADN pueden tener multiples funciones
(7). La redundancia y el alcance de esta regulacion dificultan la manipulacién de un complejo génico para romper su
control mediante estimulos ambientales nativos, optimizar su funciéon o transferirlo entre organismos. Como
consecuencia, muchos complejos son cripticos, lo que significa que no se pueden identificar las condiciones de
laboratorio en las que estan activos (8).

Los complejos génicos se han controlado de arriba a abajo manipulando la regulacién nativa o agregando regulacion
sintética en una constitucién por lo demas de tipo silvestre (9). Por ejemplo, inactivando un represor o
sobreexpresando un activador se han activado complejos que codifican rutas biosintéticas (10-14). Cuando el
complejo es un operén unico, se ha demostrado que se puede insertar un promotor en direccion 5 para inducir la
expresion (15). Todo el complejo biosintético de equinomicina se transfirié a E. coli colocando cada gen nativo bajo
el control de un promotor sintético (16).

En ingenieria, un enfoque para reducir la complejidad de un sistema es “refactorizarlo”, un término prestado del
desarrollo de software donde el cédigo subyacente a un programa se reescribe para lograr algun objetivo (por
ejemplo, estabilidad) sin cambiar la funcionalidad (17). Este término se aplicé por primera vez a la genética para
describir la simplificacion de arriba a abajo de un genoma de fago mediante el redisefio de elementos genéticos
conocidos para que se puedan cambiar individualmente por digestion de restriccion estandar (18). Aqui, lo usamos
para referirnos a un proceso integral de abajo a arriba para eliminar sistematicamente la regulaciéon nativa de un
complejo génico y reemplazarlo con partes y circuitos genéticos sintéticos (Fig. 26). El producto final es una versién
del complejo génico cuya secuencia de ADN ha sido reescrita, pero que codifica la misma funcién. El proceso de
disefio tiene lugar en un ordenador, y después la secuencia de ADN resultante se construye usando sintesis de ADN
(19). La primera etapa del proceso es eliminar todo el ADN no codificante y los genes reguladores. A continuacion,
cada gen esencial se recodifica seleccionando codones que producen una secuencia de ADN que esta lo mas
distante posible de la secuencia de tipo silvestre. La intencion es introducir mutaciones en todo el gen para eliminar
la regulacion interna (incluida la que no se ha descubierto), como operadores, promotores, estructura secundaria de
ARNmMm, sitios de pausa, sitios de metilacion y regulacion de codones. Las secuencias recodificadas se analizan
adicionalmente por métodos de calculo para identificar secuencias funcionales putativas, que luego se eliminan. Los
genes recodificados se organizan en operones artificiales y los niveles de expresidn estan controlados por sitios de
union a ribosomas sintéticos (RBS), y las secuencias aislantes separan fisicamente los genes. El resultado final es
un complejo génico refactorizado cuya regulacién nativa se ha eliminado y se ha organizado en un conjunto de
partes genéticas discretas y bien caracterizadas.

Una vez que se ha eliminado la regulacion nativa, se puede volver a agregar la regulacion sintética para controlar la
dinamica y las condiciones bajo las cuales se expresa el complejo. La construccion de dicha regulacion ha sido un
gran impulso de la biologia sintética e implica el disefio de sensores y circuitos genéticos y la comprension de como
conectarlos para formar programas (20). En nuestro disefio, separamos genéticamente la deteccidn/circuiteria de la
ruta refactorizada al transportarlo en diferentes plasmidos de bajo niumero de copias (Fig. 26). El plasmido que
contiene los sensores y circuitos se conoce como el “controlador” y la salida de los circuitos conduce a la expresion
de una polimerasa T7 manipulada (T7*). El complejo refactorizado esta bajo el control de los promotores de T7. Una
ventaja de esta organizacion es que la polimerasa T7 es ortogonal a la transcripcion nativa y los promotores de T7
estan muy apagados en ausencia del controlador. Ademas, cambiar la regulacién se simplifica para intercambiar el
controlador por uno que contenga diferentes sensores y circuitos, siempre que el rango dinamico de T7* sea fijo.

Como demostracion, hemos aplicado este proceso para refactorizar el complejo génico que codifica la fijacion de
nitrégeno en Kiebsiella oxytoca (21). La fijacion de nitrégeno es la conversion de N2 atmosférico en amoniaco (NHs),
para que pueda entrar en el metabolismo (22). La fijacion industrial de nitrégeno a través del proceso de Haber-
Bosch se utiliza para producir fertilizantes. Muchos microorganismos fijan el nitrégeno y los genes necesarios
generalmente se presentan juntos en un complejo génico, incluidas las subunidades de la nitrogenasa, las enzimas
biosintéticas del metalocomplejo y las chaperonas, el transporte electrénico y los reguladores (Fig. 27A) (23, 24). El
complejo génico de K. oxytoca ha sido un sistema modelo para estudiar la fijacion de nitrégeno y consiste en 20
genes codificados en 23,5 kb de ADN (Fig. 26, arriba) (25). La biosintesis de nitrogenasa esta estrechamente
regulada por una cascada transcripcional de dos capas en respuesta al nitrégeno, oxigeno y temperatura fijos (26).
El complejo completo se ha transferido a E. coli, demostrando asi que tiene todos los genes necesarios para la
fijacién de nitrogeno (27). La codificacion de esta funcién es compleja, muchos de los genes se superponen, los
operones estan orientados en direcciones opuestas y hay muchos posibles elementos reguladores ocultos, incluidos
los promotores internos y las horquillas (25). El propésito de la refactorizacion es reorganizar el complejo, simplificar
su regulacion y asignar una funcién concreta a cada parte genética.

RESULTADOS

Tolerancia del complejo génico nativo a los cambios en la expresion
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Antes de refactorizar un complejo, se realiza un anadlisis de robustez para determinar las tolerancias de un gen o
conjunto de genes a los cambios en el nivel de expresion (Fig. 27B). Esto aporta informacion sobre la agrupacion de
genes en operones Yy la seleccion de partes sintéticas para obtener los niveles de expresion deseados. En la
constitucion de tipo silvestre, los genes son inactivados y complementados bajo control inducible. La tolerancia se
obtiene midiendo la actividad de la nitrogenasa en funcion de la actividad del promotor inducible.

La funcién de la nitrogenasa es notablemente sensible a los cambios de expresion y cada tolerancia tiene un 6ptimo
claro (Fig. 27B). La chaperona NifY es necesaria para lograr una actividad completa y amplia la tolerancia a los
cambios en el nivel de expresion. NifT no tuvo ningln un efecto sobre la actividad, como se observé anteriormente
(28), y con frecuencia esta ausente de los complejos homdlogos (29). Los genes que controlan el transporte de
electrones (nifJ y nifF) deben expresarse a niveles bajos, y la actividad cae rapidamente a medida que aumenta la
expresion. Los valores éptimos para los genes que participan en las rutas biosintéticas de los complejos metalicos
varian. El operén nifUSVWZM, que codifica proteinas para la formacion temprana de complejos Fe-S y proteinas
para la maduracion de componentes, debe expresarse a niveles bajos, mientras que nifBQ, que codifica proteinas
para la sintesis del nicleo de FeMo-co y la integracion de molibdeno deben expresarse 10 veces mas. NifEN es
tolerante a niveles de expresién variados. Sin embargo, la actividad se pierde con la inclusién de nifX, que se ha
caracterizado como un regulador negativo (30). EI complejo nativo también incluye las proteinas reguladoras NifL y
NifA, que integran sefales ambientales (26). Los genes nifT, nifX, y nifLA no estan incluidos en el complejo
refactorizado.

El complejo génico refactorizado completo

Las actividades de nitrogenasa de los operones refactorizados se midieron en funcién del promotor Ptac inducible por
IPTG (Fig. 28A). Cada operon tiene un 6ptimo diferente. Para combinar los operones, los promotores Piac fueron
reemplazados por promotores de T7 que tienen una fuerza cercana al éptimo medido (Fig. 28B y seccién Materiales
y Métodos). Los genes de nitrogenasa (nijHDK) estan altamente expresados en Klebsiella en condiciones de fijacién
(hasta 10 % de proteina celular) (31), por lo que se utilizd el promotor mas fuerte para controlar este operon (T7.WT,
0,38 REU) (32). Se construyd un operdn largo para incluir los genes nifEN y nifJ, donde la menor expresion
requerida para nifJ se logré6 mediante atenuacion transcripcional. El gen nifF se codificod por separado bajo el control
de un promotor de fuerza media (T7.3, 0,045 REU). Finalmente, los operones nifUSVWZM vy nifBQ fueron
controlados por promotores débiles (T7.2, 0,019 REU). Cada uno de los operones refactorizados individuales bajo el
control de un promotor de T7 pudo recuperar la actividad observada del promotor Pic y la correspondiente
concentracion 6ptima de IPTG (Fig. 28C).

La transicion del control a los promotores T7* y T7 facilita el ensamblaje del complejo completo a partir de operones
refactorizados. Primero ensamblamos semicomplejos usando Gibson Assembly (33) y verificamos su funcién en
cepas con los genes correspondientes eliminados. El primer semicomplejo consistié en el operén nifHDKYENJ. El
segundo semicomplejo se ensamblo a partir de los operones nifBQ, nifF, y nifUSVWZM. Los semicomplejos
pudieron recuperar el 18 % + 0,7 % y el 26 % + 8,4 % de la actividad de tipo silvestre, respectivamente. El complejo
sintético completo se ensamblé a partir de ambos semicomplejos (Fig. 29), y su actividad se midié en una cepa
donde se ha eliminado el complejo completo. EI complejo génico sintético recupera la actividad de la nitrogenasa a
7,4 % + 2,4 % del tipo silvestre (Fig. 30A). Las cepas que portaban el complejo génico sintético utilizaron el ambiente
de N2 como fuente de nitrégeno, creciendo 3,5 veces mas lento que la cepa de tipo silvestre (Fig. 37) e incorporando
nitrégeno marcado con "N en 24 % + 1,4 % de su contenido de nitrégeno celular, medido por la espectrometria de
masas con relaciones isotépicas (IRMS) (Fig. 30B).

El complejo refactorizado completo consiste en 89 partes genéticas, incluido un controlador, y la funciéon de cada
parte esta definida y caracterizada. Por lo tanto, la genética del sistema refactorizado esta completa y se define en el
esquema de la Fig. 29. Sin embargo, el proceso de simplificacion y modularizacién reduce la actividad (18). Este es
un resultado esperado de la refactorizacion de un sistema altamente evolucionado.

Intercambio de controladores para cambiar la regulacion

La separacion del controlador y el complejo refactorizado simplifica el cambio de la regulacion del sistema. Esto se
puede lograr transformando un plasmido controlador diferente, siempre que se mantenga el rango dinamico de la
expresion de la ARNP de T7*. Para demostrar esto, construimos dos controladores adicionales (Fig. 30A). El
controlador N.° 2 cambia la quimica que induce el sistema al colocar la expresion de la ARNP de T7* bajo el control
del promotor Ptet inducible por aTc. Cuando se induce, el Controlador N.° 2 produce una actividad nitrogenasa
idéntica a la inducida con el Controlador N.° 1 (7,2 % % 1,7 %). El controlador también puede servir como plataforma
para codificar circuitos genéticos para controlar la dinamica reguladora o para integrar multiples sensores. Para este
fin, el Controlador N.° 3 contiene dos sistemas inducibles (IPTG y aTc) y una puerta AND (34, 35). En presencia de
IPTG y en ausencia de aTc, la fijacion de nitrégeno es 6,6 % * 1,7 % de la actividad de tipo silvestre. Estos
controladores representan la simplicidad por la cual se puede cambiar la regulacion del complejo refactorizado.

Ademas de permitir agregar nueva regulacién, el proceso de refactorizacion elimina la regulacion nativa del
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complejo. Esto se demuestra mediante el desacoplamiento de la actividad nitrogenasa de las sefiales ambientales
que normalmente regulan su actividad. Por ejemplo, el amoniaco es un regulador negativo que limita la
sobreproduccién de nitrégeno fijo (26). En presencia de amoniaco 17,5 mM, no se observa actividad nitrogenasa
para el complejo de tipo silvestre (Fig. 30C). Por el contrario, el complejo génico refactorizado mantiene la actividad
en presencia de amoniaco (1,1 % + 0,5 %). Curiosamente, esta reduccion de actividad de 7 veces no se debe a la
regulacion residual presente en el sistema. Mas bien, ocurre porque la adicion de amoniaco a los medios reduce el
rendimiento del controlador en 4,5 veces (Fig. 30C). En teoria, esto podria solucionarse aumentando el nivel de
expresion de ARNP de T7* pero habla de la necesidad de crear circuitos genéticos que sean robustos para el
contexto ambiental.

DISCUSION

El objetivo de la refactorizacion es facilitar la ingenieria avanzada de sistemas de multiples genes codificados por
genética compleja. Los complejos génicos nativos son producto de procesos evolutivos; por lo tanto, exhiben alta
redundancia, eficiencia de la codificacion de informacion y capas de regulacion que dependen de diferentes
mecanismos bioquimicos (36-38). Estas caracteristicas inhiben la alteracién cuantitativa de la funcion por sustitucion
de parte, porque el efecto puede incrustarse en una red de interacciones. Aqui, la modularizaciéon del complejo, la
separacion fisica y el aislamiento de las partes, y la simplificacién de su regulaciéon han guiado la seleccion vy el
analisis de las sustituciones de partes. La informacién obtenida de la deteccién de las permutaciones en un sistema
refactorizado puede retroalimentarse limpiamente en el ciclo de disefio.

El complejo refactorizado también puede servir como plataforma para abordar preguntas en biologia basica.
Primero, permite que el impacto de las interacciones reguladoras se cuantifique de forma aislada. Por ejemplo, en el
sistema natural, un circuito de retroalimentacion podria integrarse en muchos otros circuitos reguladores. La
eliminacion sistematica de dicha regulaciéon proporciona un sistema de referencia limpio (potencialmente menos
activo y robusto que el tipo silvestre) a partir del cual se pueden cuantificar las mejoras como resultado de agregar
una nueva regulacion. También sirve como base para la comparacion de programas reguladores radicalmente
diferentes o principios organizativos; por ejemplo, para determinar la importancia del control temporal de la expresion
génica (4, 39) o la necesidad de que los genes se codifiquen con una estructura de operén particular (40, 41). En
segundo lugar, el proceso de reconstruccién y depuracién es un mecanismo de descubrimiento que probablemente
revele nuevos modos genéticos y reguladores. En este trabajo, la mejora del 0 % al 7 % revel6 solo cambios
menores: anotaciones erroneas en los genes y niveles de expresion inadecuados. Sin embargo, el proceso de
depuracién en si mismo es ciego al mecanismo: simplemente identifica regiones problematicas de ADN.

Una de las aplicaciones inmediatas de la refactorizacion es el acceso a complejos génicos a partir de la informacion
de la secuencia genémica. Esto podria ser necesario porque el complejo es silente, lo que significa que no se puede
activar en el laboratorio, o porque el complejo deseado proviene de una muestra metagenémica o una base de datos
de informacion y el ADN fisico no estd disponible (42). Ha habido muchos métodos ingeniosos para activar un
complejo génico, incluida la colocacién de promotores inducibles en direccion 5’ de los operones naturales y la
division del complejo en cistrones individuales, que luego se pueden volver a ensamblar (43). Con los avances en la
tecnologia de sintesis de ADN, es posible construir complejos génicos completos con un control completo sobre la
identidad de cada nucledtido en el disefio. Esta capacidad elimina la dependencia del ADN fisico natural para la
construccion y permite el redisefio simultaneo de componentes en el sistema completo. Aprovechar al maximo esta
tecnologia requerira la combinacion de métodos de célculo para seleccionar partes y examinar disefios, bibliotecas
de partes caracterizadas y métodos para reducir su dependencia del contexto.

MATERIAL Y METODOS
Cepas y medios

Se usé la cepa S17-1 de E. coli para la construccion y propagacion de todos los plasmidos utilizados en la
construcciéon del mutante desactivado de Klebsiella oxytoca. La cepa M5al de K. oxytoca (Paul Ludden, UC
Berkeley) y los mutantes derivados de M5al se usaron para experimentos de fijacién de nitrégeno. Se usé medio de
Luria-Bertani (LB)-Lennox para la propagaciéon de la cepa. Todos los ensayos se llevaron a cabo en un medio
minimo que contenia (por litro) 25 g de NazHPO4, 3 g de KH2PO4, 0,25 g de MgS04+7H20, 1 g de NaCl, 0,1g de
CaCl2e2H20, 2,9 mg de FeCls, 0,25 mg de NazMoO4+2H20 y 20 g de sacarosa. Los medios de crecimiento se
definen como medios minimos complementados con 6 ml (por litro) de 22 % de NHsAc. Los medios de desrepresion
se definen como medios minimos suplementados con 1,5 ml (por litro) de serina al 10 %. Los antibioticos utilizados
fueron 34,4 ug ml"' Cm, 100 ug ml' Spec, 50 yg ml*' Kan, y/o 100 yg mI"* Amp.

Aleatorizacion de codones
Las secuencias génicas iniciales fueron propuestas por DNA2.0 para maximizar la distancia de Hamming de la
secuencia nativa a la vez que se busca un equilibrio éptimo entre el uso de codones de K. oxytoca y las preferencias

de codones de E. coli determinadas experimentalmente por la empresa (44). Los codones raros (<5 % de apariciéon
en K. oxytoca) se evitaron y se suprimio la estructura de ARNm en la region de inicio de la traduccion. El algoritmo
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DNAZ2.0 eliminé los motivos de secuencia conocidos, incluidos los sitios de restriccion, los sitios de reconocimiento
de transposones, las secuencias de Shine-Dalgarno y los terminadores transcripcionales.

Eliminacién de la regulacion no deseada

Cada operdn sintético se examind antes de la sintesis de ADN para identificar y eliminar la regulacion no deseada.
Se identificaron multiples tipos de regulacion utilizando software disponible al publico. Se utilizé la calculadora RBS
(Ingenieria inversa, ARN 16S: ACCTCCTTA) para identificar sitios de unién a ribosomas a lo largo de la secuencia
de ADN del operon propuesta (45). El servidor Prokaryotic Promoter Prediction se utilizd para identificar supuestos
sitios promotores o070 (valor de corte de 5, base de datos sigma.hmm) (46). El algoritmo PromScan se usé para
identificar supuestos sitios promotores 054 utilizando las opciones predeterminadas (47). El software TransTermHP
se utilizé con parametros predeterminados para identificar secuencias de terminacién tanto en la direccion directa
como inversa (48). Los RBS superiores a 50 UA y todos los promotores y terminadores identificados se consideraron
significativos.

Ensayo de actividad de nitrogenasa

La actividad in vivo de la nitrogenasa se determina mediante reduccién de acetileno como se describié previamente
(49). Para el ensayo de actividad de nitrogenasa de células enteras en K.oxytoca, las células que albergan los
plasmidos apropiados se incubaron en 5 ml de medio de crecimiento (suplementado con antibiéticos, 30 °C, 250
rpm) en tubos conicos de 50 ml durante 14 horas. Los cultivos se diluyeron en 2 ml de medio de desrepresion
(suplementado con antibidticos e inductores) hasta una ODsoo final de 0,5 en botellas de 14 ml, y las botellas se
sellaron con tapones de goma (Sigma Z564702). El espacio de cabeza en las botellas fue evacuado repetidamente y
enjuagado con N2 y pasado a una trampa de catalizador de cobre usando un colector de vacio. Después de incubar
los cultivos durante 5,5 horas a 30 °C, 250 r.p.m, el espacio de cabeza se reemplazé por 1 atmoésfera de Ar. El
acetileno se generd a partir de CaCz usando una botella de Burris, y se inyecté 1 ml en cada botella para comenzar
la reaccion. Los cultivos se incubaron durante 1 hora a 30 °C, 250 rpm antes de que el ensayo se detuviera por
inyeccion de 300 pl de solucién de NaOH 4M en cada botella. Para cuantificar la produccién de etileno, se extrajeron
50 pl de espacio de cabeza de cultivo a través del tapon de goma con una jeringa hermética a los gases y se
inyectaron manualmente en un cromatégrafo de gases HP 5890. La actividad de la nitrogenasa se expresa como un
porcentaje de la actividad de tipo silvestre. Brevemente, la produccion de etileno por las cepas se cuantifico
integrando el area bajo el pico utilizando el software HP Chemstation y dividiendo la produccion de etileno de cepas
experimentales por la produccién de etileno de un control de tipo silvestre incluido en cada ensayo.

Crecimiento dependiente de N2 y ensayo de incorporacion de 5N

La fijacién de nitrégeno por el complejo nif sintético en K. oxytoca queda demostrada por el crecimiento dependiente
de N2 y la incorporacion de "°N2. Las células se diluyen como se describe en el ensayo de reduccién de acetileno. El
espacio de cabeza de las botellas se reemplaza por gas N2 normal o por el is6topo estable del nitrogeno, SN2
(atomo "®N 99,9 %, Icon Isotopes, N.° Cat.: IN 5501). Después de incubar los cultivos durante 36 horas a 30 °C, 250
r.p.m, el crecimiento dependiente de N2 de las células se determina midiendo la densidad o6ptica a 600 nm (ODeoo).
Para realizar el ensayo de incorporacion de '°Nz, las células enriquecidas en N con los cultivos de control
correspondientes bajo gas nitrdgeno normal se recogen por centrifugacion, los sedimentos celulares se secan en un
horno de laboratorio a 100 °C durante 12 horas. Se analiza la relacion '>N/'N de los granulos secos en el Centro de
Biogeoquimica de isétopos estables de la Universidad de California, Berkeley, utilizando el espectrémetro de masas
de relaciones isotopicas Finnigan MAT Delta plus.

Cepas de K. oxytoca inactivadas

Todos los mutantes de K. oxytoca se construyen a partir de M5al mediante intercambio de alelos usando el plasmido
suicida pDS132 que lleva la correspondiente delecion del gen nif (pDS132 fue gentilmente proporcionado por el
laboratorio Paul Ludden en UC Berkeley como obsequio del Dr. Dominique Schneider en la Universidad Joseph
Fourier) (49). Hicimos una ligera modificacion a un protocolo publicado previamente (50). Aqui, un casete de
resistencia a la kanamicina se cloné en el plasmido suicida en direccidon 5’ del fragmento de intercambio homadlogo
izquierdo. Estas deleciones de operdén en el complejo génico nif abarca el promotor y las secuencias completas de
codificacion de aminoacidos, excepto cuando se designa especificamente. Todos los mutantes se verificaron
mediante secuenciacion de ADN del producto de PCR de la region génica correspondiente para confirmar la
eliminacion fisica del ADN y mediante un ensayo de reduccion de acetileno de células completas para confirmar la
falta de actividad de nitrogenasa.

Caracterizacion de promotores
Como se describe en este ejemplo, la funcion de los promotores se expresa como unidades de expresion relativa
(REU). Esto es simplemente un factor lineal que se multiplica por las unidades arbitrarias medidas por el citbmetro

de flujo. El objetivo de normalizar a REU es estandarizar las mediciones entre laboratorios y proyectos. El factor
lineal es 1,66x10® y la division por este nimero se convierte en unidades arbitrarias sin procesar. Este nimero se
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calculé como un proxy de las RPU (unidades promotoras relativas) descritas por Kelly y sus colaboradores (51).
Nuestras medidas estandarizadas originales se realizaron antes del articulo de Kelly e incluyeron un promotor de
referencia diferente, proteina fluorescente (MRFP), RBS y esqueleto del plasmido. Debido a estas diferencias, no se
puede calcular las RPU segun lo definido por Kelly, et al. En cambio, se realizé una serie de plasmidos (Fig. 33A)
para estimar la expresion relativa de la proteina indicadora a partir de construcciones experimentales en
comparacion con la construccion estandar en Kelly, et al. Los factores de conversion entre construcciones se
midieron y multiplicaron para obtener el factor lineal anterior. Cambiamos el nombre de la unidad a REU (unidades
de expresion relativa) porque pretende ser una normalizacion simple de unidades fluorescentes (similar a un cordén
fluorescente) y no una medicion directa de la actividad de un promotor (por €;j., el flujo de polimerasa).

Las células se cultivaron como en el ensayo de reduccién de acetileno con dos modificaciones. La descarga inicial
del espacio de cabeza con Nz no se realizd, y el ensayo se detuvo después de la incubacion de 5,5 horas. Para
detener el ensayo, se transfirieron 10 pl de células de cada botella a una placa de 96 pocillos que contenia solucion
salina tamponada con fosfato suplementada con 2 mg ml' de kanamicina Los datos de fluorescencia se recogieron
utilizando un citometro de flujo BD Biosciences LSRII. Los datos fueron controlados por dispersion frontal y lateral, y
cada conjunto de datos consistié en al menos 10.000 células. FlowJo se utilizé para calcular las medias geométricas
de las distribuciones de fluorescencia. El valor de autofluorescencia de las células de K. oxytoca que no albergan
plasmido se sustrajo de estos valores para dar los valores dados en este estudio. Las fuerzas de los promotores de
T7 mutantes se caracterizaron por intercambiarlos in situ del promotor Ptac en el plasmido N149 (SBa_000516), co-
transformando con el controlador N° 1 (plasmido N249), y midiendo la fluorescencia mediante citometria de flujo bajo
induccién de IPTG 1 mM.

Para reemplazar el promotor Ptac por un promotor de T7 en cada operon sintético, seguimos un proceso simple.
Primero, identificamos la concentracion de IPTG correspondiente a la actividad funcional maxima de cada operon
sintético. En segundo lugar, tradujimos esta concentracion de IPTG a REU en funciéon de la caracterizacion del
promotor Piwc (Fig. 33B, izquierda). En tercer lugar, seleccionamos el promotor de T7 mutante con la fuerza mas
cercana en REU. Para el operdn sintético nifF, observamos una fijacion amplia y robusta bajo el promotor Ptac.
Encontramos que T7 mut 3 producia actividad funcional inducible con un maximo con induccién IPTG 1 mM de la
ARNP de T7. Para el operdn nifJ sintético, nuestro método sugiere que usemos un promotor de T7 mutante débil.
Sin embargo, descubrimos que un promotor de T7 WT producia actividad inducible con un méximo de IPTG 1 mM.
Atribuimos esta desviacion a un cambio en la fuerza de RBS debido a diferencias contextuales entre Ptac y el
promotor de T7.

Depuracion de operones sintéticos

Algunos de los disefios iniciales para los operones refactorizados mostraron poca o ninguna actividad. Cuando esto
ocurre, es dificil identificar el problema porque se han realizado tantos cambios genéticos simultaneamente hasta el
punto que casi no hay identidad de ADN con la secuencia de tipo silvestre. Para identificar rapidamente el problema,
se desarrollé un método de depuracion que se puede generalizar al refactorizar diferentes funciones (Fig. 34A). Los
operones quiméricos se crean al reemplazar una region de ADN de tipo silvestre con su contraparte sintética. La
funcién de cada quimera en esta biblioteca se evalla para identificar qué region de ADN sintético caus6 una pérdida
de actividad. A continuacion se construyen nuevas quimeras con cambios de resolucion cada vez mas finos entre el
ADN sintético y el de tipo silvestre. Este enfoque “se acerca” a la region problematica del ADN, que luego se puede
solucionar. El problema mas comun se debe a errores en la secuencia de ADN de referencia (Genbank, X13303.1)
(52). Los genes refactorizados se disefiaron utilizando solo la informacién de la secuencia de aminoacidos de la
base de datos; por lo tanto, eran sensibles a los errores de secuencia que conducen a mutaciones sin sentido que
reducen o eliminan la actividad. De hecho, 18 de tales mutaciones se identificaron y confirmaron mediante una
nueva secuenciacion cuidadosa del complejo de tipo silvestre (Fig. 35). Quince de las 18 mutaciones ocurrieron en
operones refactorizados que requirieron depuracion y fueron corregidos (Fig. 34B). Esto demuestra la dificultad de
reconstituir las funciones bioldgicas utilizando solo informacién de la base de datos y la sintesis de ADN (55).

La modificacién de la fuerza sintética del RBS también fue importante para la depuracién. La funcién del operén
nifUSVWZM sintético se mejoré significativamente al cambiar RBS para que coincidiese con una relacion 1:1 de
NifU:NifS. La seleccion inicial de RBS condujo a una relacion observada de 10:1 en sus respectivas fuerzas de RBS.
Después de la depuracion, la fuerza de RBS de nifU y nifS estaba mejor equilibrada (1,25: 1) y esto mejoré la
actividad. Para un RBS, el método de medicién result6é ser inexacto. Observamos que la fuerza medida del RBS de
nifQ de tipo silvestre era extremadamente baja (Fig. 27C), y el operén nifBQ sintético mostré baja actividad cuando
el RBS de nifQ sintético se comparaba con la resistencia medida. Por el contrario, el analisis de robustez mostré un
requisito para un alto nivel de expresion del operon nifBQ (Fig. 27B). Por lo tanto, se usé un RBS sintético con una
fuerza cercana a la del RBS de nifB y se mejoré significativamente la actividad del operén de nifBQ. En un caso,
nuestro gen nifH recodificado inicial no se expresoé bien utilizando la regulacion de tipo silvestre ni la sintética (Fig.
37). Disefiamos un nuevo gen sintético, lo que requeria la divergencia en la secuencia de ADN de las secuencias de
ADN nativas y las primeras sintéticas y descubrimos que el nuevo gen sintético expresaba bien y recuperaba la
actividad.

Crecimiento por fijacion de nitrégeno
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Las células capaces de fijacion de nitrégeno deben exhibir un crecimiento medible en medios que carecen de
nitrégeno utilizando N2 atmosférico como fuente de nitrégeno Por el contrario, las células incapaces de fijacién de
nitrégeno no deben crecer en medios libres de nitrégeno.

En paralelo al ensayo de incorporacion de °Nz, se controlé el crecimiento de la cepa en condiciones de medios
limitados en nitrogeno y 100 % de atmosfera de ®N2 (Métodos, Ensayo de crecimiento dependiente de N2). Las
células se cultivaron en medios de desrepresion como se usa en el ensayo de actividad de nitrogenasa. Los medios
de depresidn no estan estrictamente libres de nitrégeno, contienen serina 1,43 mM para promover la produccion de
ARN ribosémico y acelerar la biosintesis de nitrogenasa (54).

Las cepas que contienen el controlador N.° 1 y el complejo génico refactorizado crecieron casi un 30 % tanto como
las cepas de tipo silvestre. Por el contrario, se observé un crecimiento minimo en cepas Anif, consistente con el
limitado nitrégeno disponible de la serina y productos de la lisis celular (55). La Fig. 37 ilustra el crecimiento celular
soportado por la fijacion de nitrégeno.

Ensayo de transferencia Western para la expresion de nifH sintético

El primer nifHDK sintético no exhibié actividad nitrogenasa bajo la induccién que variaba de IPTG 0 a 1 mM, y el gen
nifH (nifH\v1 sintético) se identific6 como una parte problematica utilizando el protocolo de depuraciéon que se muestra
en la Fig. 34. Sin embargo, no se encontré ninguna mutacion. Las transferencias Western se usaron para confirmar
la expresion problematica del nifH sintético.

Una transferencia Western para la proteina NifH en la Fig. 37 (izquierda) mostréo que el nifH tipo silvestre se
expresaba bien con cualquier nifD o nifK sintético (construccién N10, N12, N14), mientras que el nifHv1 sintético no
se expresaba independientemente del contexto de nifDK (construccidon N1 y N19). Se utilizé un segundo nifH
sintético (nifHvz2 sintético) para reemplazar el nifHy1 sintético. La transferencia Western en la Fig. 37 (derecha) mostro
que el nifHyz sintético (construccion N38) se expresaba bien.

Las muestras para las transferencias Western se prepararon mediante ebullicién de las células de K. oxytoca
recogidas en tampdén de carga SDS-PAGE y desarrolladas en geles de SDS-poliacrilamida al 12 % (Lonza
Biosciences). Las proteinas en los geles se transfirieron a membranas de PVDF (BioRad N.° Cat: 162-0177) usando
Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell (BioRad N.° Cat: 170-3940). El bloqueo de la membrana y la union de
anticuerpos se realizaron usando SNAP i.d. Protein Detection System (Millipre N.° Cat WBAVDBA). Las membranas
fueron bloqueadas por TBST-1 % BSA (TBS-Tween20). Los anticuerpos anti-NifH y anti-NifDK (proporcionados
amablemente por Paul Ludden Lab en UC-Berkeley) se usaron como anticuerpos primarios. El anticuerpo anti-NifH
era un anti-NifH universal hecho preparado contra una mezcla de proteinas NifH purificadas de Azotobacter
vinelandii, Clostridium pasteurianum, Rhodospirillum rubrum y K. oxytoca. El anticuerpo anti-NifDK se preparé contra
la proteina NifDK purificada de Azotobacter vinelandii. Los anticuerpos anti-NifH y anti-NifDK se usaron a1:500 y
1:2000 respectivamente. El anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo de cabra-HRP, Sigam N.° Cat: A0545) se usé
a 1:10.000. El desarrollo se realizé6 usando un sustrato quimioluminiscente mejorado para HRP (Pierce N.° Cat:
32209) y se capturd en una pelicula (Kodak: N.° Cat: 178-8207).

Construccion de plasmidos y partes

Los plasmidos fueron disefiados in silico. Las partes sintéticas (promotores, RBS, terminadores y aisladores) se
combinaron con las secuencias génicas sintéticas iniciales propuestas por DNA2.0 en ApE (A Plasmid Editor,
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) y GeneDesigner (56) para crear operones sintéticos. Los
operones sintéticos se analizaron mediante calculo para eliminar la regulacion no deseada (Métodos, “Eliminacion
de la regulacién no deseada”), y las partes que contienen dicha regulaciéon fueron reemplazadas. Este proceso
reiterativo continué hasta que los operones sintéticos incluyeron solo la regulacion disefiada.

El ADN fisico se construyo utilizando técnicas de manipulacion estandar. Los métodos de ensamblaje siguieron los
protocolos publicados e incluyeron BioBrick (57), Megawhop (58), mutagénesis dirigida al sitio de Phusion o métodos
de ensamblaje Gibson (59). Descubrimos que Gibson Assembly era el método de ensamblaje de ADN mas eficiente,
excepto cuando se realizaban pequefios cambios (<10 pb) en plasmidos de menos de 10 kb de tamafio.
Observamos que los fallos de ensamblaje eran poco frecuentes, mas comunes en ensamblajes por encima de 15
kbps, y estaban vinculados a la presencia de homologia dentro de ~500 pb de los extremos de la parte. En estos
casos, observamos la hibridacién de partes inesperadas para crear uniones no deseadas.

El plasmido pIlncW (pSa, SpR) se generd a partir de pEXT21 (pSa, SpR) mediante la eliminacién de osa, nuc1, el
gen integrasa Tn21 y ORF18 (60). El plasmido pSB4C5 (pSC101, CmR) se obtuvo del Registro de partes biologicas
estandar y sirve como el vector base para la complementacion de tipo silvestre, la caracterizacion de RBS vy los
operones sintéticos (57). El plasmido N58 (pSC101, CmR) se gener6 insertando el casete Ptac (Registro SynBERC,
SBa_000561) entre el prefijo BioBrick y el sufijo BioBrick de pSB4C5. El plasmido N292 (SBa_000566) se generd
insertando un casete de caracterizacion del terminador entre el prefijo BioBrick y el sufijo BrioBrick de pSB4C5. El
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casete consiste en el promotor PT7, RBS (SBa_000498), GFP, el terminador de T7 de tipo silvestre, RBS D103
(SBa_000563) de Salis et. al. (13) y mRFP (SBa_000484). El plasmido N149 (SBa_000516) se construyo insertando
el casete promotor Ptac (SBa_000563), RBS D103 (SBa_000563) de Salis et. al. (13) y mRFP (SBa_000484) entre el
prefijo BioBrick y el sufijo BioBrick de pSB4C5. El pldsmido N505 (SBa_000517) se construyd insertando el casete
promotor Pt (SBa_000562), RBS D103 (SBa_000563) y mRFP (SBa_000484) entre el prefijo BioBrick y el sufijo
BioBrick de pSB4C5. El plasmido N110 (SBa_000564) se construyé insertando un promotor constitutivo
(SBa_000565), un RBS fuerte (SBa_000475) y mRFP (SBa_000484) entre el prefijo BioBrick y el sufijo BioBrick de
pSB4C5. El plasmido N573 (SBa_000559) se construyé insertando el marcador de resistencia AmpR en pNOR1020
(14).

Se ha demostrado que la expresion multicopia de algunos genes de fijacion de nitrégeno puede eliminar la
maduracion y funcion de la nitrogenasa (es decir, la inhibicion multicopia) (63, 64). Una incertidumbre adicional es
que el reemplazo del promotor nativo con un promotor inducible podria interrumpir su funcion. Para examinar estos
efectos, construimos plasmidos para complementar las actividades de las cepas inactivadas (Fig. 31) y probamos su
actividad bajo control inducible. Estos plasmidos también son la base de los experimentos para cuantificar la
robustez de los cambios en la expresion (Fig. 27).

Los plasmidos de complementacion se construyeron insertando el ADN que codifica cada operén de tipo silvestre
entre el promotor Ptac y el sufijo BioBrick del plasmido N58 (pSC101, CmR). Una excepcion fue el plasmido Nif18,
que se construyo clonando el operén nifHDKTY en el sitio de clonacion multiple de pEXT21 (60). Las secuencias de
operones de tipo silvestre se definieron mediante sitios de inicio de la transcripcién publicados (65).

Los vectores de caracterizacion de RBS de tipo silvestre se construyeron insertando la regiéon de -60 pb a + 90 pb
para cada gen nativo y mRFP (SBa_000484) entre el casete Ptac (SBa_000561) y el sufijo BioBrick del plasmido
N58 (pSC101, CmR). La secuencia del gen nativo de + 1pb a +90 pb formé una fusiéon en marco con mRFP. En los
casos en que la transcripcion del gen no se extiende a -60 pb, se cloné un casete mas corto en N58. La fuerza de
RBS se caracterizd usando el Ensayo de Caracterizacion del Promotor descrito en el presente documento.

Los RBS sintéticos de longitud suficiente para capturar la huella completa del ribosoma (~35 pb) se generaron con la
calculadora RBS (61). La fuerza de cada uno se midié usando un vector de caracterizacién de RBS sintético. Estos
vectores se construyeron de manera similar a los vectores de caracterizacion de RBS de tipo silvestre usando -60 pb
a + 90 pb del gen sintético disefiado. Esta region incluye parte de una secuencia amortiguadora, el RBS sintético y la
region de +1 pb a + 90 pb del gen sintético. Si los RBS sintéticos y de tipo silvestre diferian en mas de 3 veces en la
expresion, se generaban y analizaban nuevas secuencias de RBS. Las partes aislantes que consisten en ~50 pb de
ADN aleatorio preceden a cada RBS sintético (66).

Los operones sintéticos se clonaron en el esqueleto de pSB4C5 (pSC101, CmR) entre el prefijo BioBrick y el sufijo
BioBrick.

Generacion de partes sintéticas

ARN polimerasa de T7*: La ARN polimerasa de T7 se modificé para que no fuese toxica tanto para Klebsiella como
para E. coli a altos niveles de expresion. La ARNP se expreso a partir de un origen de bajo numero de copias (pSa)
bajo el control de un RBS débil (SBa_000507, TATCCAAACCAGTAGCTCAATTGGAGTCGTCTAT) y etiqueta de
degradacion N-terminal (SBa_000509,
TTGTTTATCAAGCCTGCGGATCTCCGCGAAATTGTGACTTTTCCGCTATTTAGCGA
TCTTGTTCAGTGTGGCTTTCCTTCACCGGCAGCAGATTACGTTGAACAGCGCATC GATCTGGGTGGC). El coddn
de inicio se cambié de ATG a GTG, y el sitio activo contenia una mutacion (R632S).

Promotores de T7: los promotores de T7 se generaron a partir de una biblioteca aleatoria. La secuencia de semilla
del promotor de T7 fue TAATACGACTCACTANNNNNAGA. Para las secuencias de promotores individuales, véase
la Figura 38.

Terminadores de T7: los terminadores de T7 se generaron a partir de una biblioteca aleatoria y se insertaron en el
vector de caracterizacion del terminador N292 (SBa_000566). La secuencia semilla del terminador T7 fue
TANNNAACCSSWWSSNSSSSTCWWWCGSSSSSSWWSSGTTT. Los plasmidos terminadores se transformaron
conjuntamente con el plasmido N249 y se caracterizaron (Métodos, Caracterizacion de fluorescencia) bajo induccién
de IPTG 1 mM de la ARNP de T7*. La expresion de RFP se midié para cada terminador, y los datos se expresan
como la reduccion de veces en la fluorescencia medida cuando se compara con un derivado de N292 que no lleva
terminador. Para las secuencias de terminadores individuales, véase la Fig. 38

Sitios de unién al ribosoma: la calculadora RBS se utiliz para generar un RBS que coincidiese con la fuerza medida
del RBS de tipo silvestre. En tres casos, se seleccionaron RBS sintéticos de las partes existentes (SBa_000475 para
nifd y nifQ, y SBa_000469 para nifH). En los casos en que la fuerza del RBS sintético inicial diferia del RBS WT en
mas de 3 veces (nifV, nifZ y nifM), se construy6 una biblioteca de RBS sintético reemplazando los 15 pb en direccion
5’ del coddn de inicio con NNNAGGAGGNNNNNN. Seleccionamos mutantes en cada biblioteca para identificar RBS
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sintéticos con tres veces la fuerza de RBS WT. La fuerza del sitio de unién al ribosoma se expresa en unidades de
fluorescencia arbitrarias medidas usando el ensayo de caracterizacion de fluorescencia.

Secuencias de aislador (secuencias espaciadoras): las secuencias de aislador se generaron usando el generador de
ADN aleatorio usando un contenido de GC aleatorio del 50 % (66).

Logica AND: construimos un circuito genético que codifica la I6gica A AND B y usamos este circuito para controlar la
ARNP de T7* en el Controlador N.° 3. En este circuito, la Iégica A AND B corresponde a la presencia o ausencia de
los inductores, IPTG y aTc, de modo que la célula calcula IPTG AND aTc. El circuito se construyé modificando el
promotor Ptac en el Controlador N.° 1 (SBa_000520) para incluir los sitios de unién al represor cl OR1 y OR2 para
producir el plasmido N639 (SBa_000560). Ademas, el plasmido pNOR1020 codifica el represor cl bajo control del
promotor Ptet (62). Modificamos pNOR1020 cambiando el marcador de resistencia para conferir resistencia a
ampicilina para producir N573 (SBa_000559). Cuando N639 y N573 se transforman conjuntamente, producen el
circuito légico IPTG AND aTc.

Secuencia de Ptac (SBa_000512):
tattctgaaatgagctgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatt

Secuencia de Ptac mas OR1 y OR2 (SBa_000506):
tattaacaccgtgcgtgttgacagctatacctctggcggttataatgctagcggaattgtgagcggataacaatt

La Figura 39 ilustra mapas para plasmidos clave.

El complejo génico nif en K. oxytoca Ma5L se volvié a secuenciar a partir de fragmentos de PCR. La secuencia de
ADN re-secuenciada se compar6 con la secuencia de referencia de Genbank, X13303.1 (52). Las diferencias de
secuencia se enumeran en la Fig. 35. Las ubicaciones de los nucledtidos estan numeradas en relacién con
X13303.1. Se muestran mutaciones de aminoacidos para corregir errores en el registro X13303.1 (Impacto).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para reemplazar la regulacién nativa de un conjunto de genes asociados colectivamente con una
funcién con regulacion sintética, comprendiendo el método

proporcionar secuencias codificantes de un conjunto de polipéptidos codificados por genes asociados
colectivamente con una funcion;

cambiar la identidad de los codones dentro de al menos una secuencia codificante, eliminando asi al menos una
secuencia reguladora dentro de la secuencia codificante, en el que eliminar la al menos una secuencia reguladora
comprende el reemplazo de codones nativos en la secuencia codificante con codones sinénimos no nativos que
tienen una distancia maxima de los codones de la secuencia codificante nativa;

organizar las secuencias codificantes en uno o mas operones sintéticos, en el que la organizacion comprende
ordenar secuencias codificantes dentro de los operones de modo que el gen de mayor expresion (basado en la
expresion nativa) ocurra primero y el gen de menor expresion (basado en la expresion nativa) ocurra el ultimo;

unir operativamente una o mas secuencias reguladoras transcripcionales heterdlogas al operdon u operones
controlando asi la magnitud de la expresion génica del operon u operones; y

expresar el uno o mas operdn u operones sintéticos en una célula bajo el control de un polipéptido que se une
directa o indirectamente a la secuencia reguladora transcripcional heteréloga.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el conjunto de genes es de un procariota.

3. El método de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas identificar y eliminar uno o mas sitios de insercion de
transposones, sitios que promueven la recombinacion, sitios para escision por endonucleasas de restriccion y sitios
que estan metilados.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que la organizacion comprende agrupar secuencias codificantes en
operones basados en un nivel de expresion nativa sustancialmente similar.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la magnitud de la expresion de las secuencias codificantes
corresponde sustancialmente a la proporcién de proteinas codificadas por las secuencias codificantes tal como se
mide en el sistema nativo.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que la secuencia o secuencias reguladoras de la transcripcion heterélogas
comprenden un promotor o promotores de la ARNP de T7.

7. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas unir operativamente un sitio de unién al ribosoma (RBS)
heterélogo a una o mas secuencias codificantes en el operén sintético.

8. El método de la reivindicacién 7, en el que diferentes RBS estan unidos operativamente a diferentes secuencias
codificantes.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que los RBS regulan la traduccién de las secuencias codificantes en una
proporcion que es sustancialmente similar a la proporcion de traduccién nativa del operén nativo.

10. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas unir operativamente una secuencia de terminador
transcripcional heterélogo a una o mas secuencias codificantes en el operédn sintético.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que los terminadores son terminadores de la ARNP de T7.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido que se une directa o indirectamente a la secuencia
reguladora transcripcional heteréloga se expresa a partir de un casete de expresiéon de control, comprendiendo el
casete de expresion un promotor de control unido operativamente a una secuencia polinucleotidica que codifica el
polipéptido.

13. Un producto de programa informatico que comprende un medio tangible legible por ordenador que almacena una
pluralidad de instrucciones para controlar un procesador para realizar una operacién para reemplazar la regulacion
nativa de un conjunto de genes asociados colectivamente con una funcion con regulacion sintética, comprendiendo
las instrucciones las etapas del método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12.
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Nombre del Secuencia Fuerza

promotor TAATACGACTCACTANNNNNAGA
WT TAATACGACTCACTATAGGGAGA 13780
Mutl TAATACGACTCACTACAGGUAGA 147
Mut2 TAATACGACTCACTAGAGAGAGA 752
Mut3 TAATACGACTCACTAATGGGAGA 1346
Mutd TAATACGACTCACTATAGGTAGA 2127
Muts TAATACGACTCACTAAAGGGAGA 3738
Mutd TAATACGACTCACTATTGGGAGA 6710

FiG. 3
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Nombre de la cepa Promotor E Promotor N Fijacion
N.°1 (N259) WT WT 20%
N.°2 {(N438) Mut 4 Mut 5 9%

N.° (N307) Mut 4 Mut 2 12%
Reflexion
; i
(N319) WT Mut 3 52%

FiG. 5
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Refactorizacién de la fijacion de nitrégeno
-

Etapa 1: Reducir el complejo a genes caracteristicos

a. Eliminar genes no esenciales
b. Eliminar la regulacion nativa
c. Eliminar el ADN no codificante

Explorador

d. Aleatorizar el uso de codones de los genes restantes L d”ar'“"'“h"
Etapa 2: Ensamblar el complejo sintético SE';,CBUS"“D"R“
a. Organizar genes en operones Registro de partes

b. Crear la regulacién a partir de partes sintéticas biolégicas estandar
c. Instalar "Controlador” sintético intercambiable

Generador de secuencias ~
de ADN aleatorias

LefressAIYIETEssasTIETEsssalIETTEssssnavEIELe, B L T

e

: Sensores Loégica Conexiones
P o :
PTG 3
origen incW psa : origen pSC101
Plasmido controlador Fijacion de nitrégeno
FIG. 6
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Gen Fuerza del RBS nativo Fuerza del RBS sintético
] 254 104
H 21641 9903
D 446 496
K 23 54
T 303 Eliminado
X 62 243
E 85 43
N 95 41
X 558 Eliminado
u 814 2832
8 686 174
\' 11 5
w 39 43
Z 218 366
M 637 754
F 9283 46
B 80 221
Q No Detectable No Detectable

FIG. 10
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Operoén Localizacion Error
del error
HDKY H Insercion de transposon
USYWZM s Errores de secuenciacion en entrada NCBI Arnold
{L110M, Q113E, S124G, R290A)
USVWIM Vv Errores de secuenciacion en entrada NCBI Arnold
(L2578, D295H)
USVWIM M Mutacidn de clonacién
USVWIM Ptac Error de clonacién que condujo a promotor constitutivo

FiG. 12
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Operoén Funcién con Promotor T7 Funcién con
promotor Ptac promotor T7
j 109% WT 87%
HDKY 39% wT 35%
EN 75% wT 71%
USVWIZM 29% Mut 2 25%
F 112% Mut 3 58%
BQ 85% Mut 2 86%
FIG. 14
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Fig. 18
SEQ ID i o % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucleétidos | codén

J El gen WT es |aigaanacaaiggaiggeancgecgeggeggee | ATGAAAACTATGGACGGTAA 80,8 48

SEQID tggatciettalgectitaccgagetegeggegattl JOCGCTGOGGCTGCATGGATTA

NO:1 accecataaceccciccacgeegalggepgaaa [GCTACGCCTTTACCGAAGTGG

ElgenJ acglegacgaglgpgepgcpcageepaanaag [ CTGCGATCTACCCGATTACGC

sintético es aacelititggecageeggigegettantggagal [CGAGCACCCCGATGGUGGAA

SEQ ID geaglegpaggecggegegeeaggegegptee | AATGTGGACGAATGGGOTGC

\ 6'1 acggegegetgeaggecgggpegcicaccace JGCAGGGCAAGAAGAACCTCT

acctalacggecicecaggepetgelgelgatgat
ccecaacatglacaaaalcgeeggtgaactgetg

cegggeglctitcacgicagegeecgggogetgg
cgaccaaticgcigaalatitilggegaicaccagg
alglgalggegplicgecagaccggctgegegal
gelggoggagaacaacgigeageaggigalgea
tigtcggepgiggegealetggeggegatiaagg
gacgeateccgiligilaacticlicgacgetiticg

cacclegeacganaticaaaanalcgugglation
anlalgageagelggcgacgclgciggaccgac

cegegctegacageilcegecgiaacgegelgea
feoggatcalccggicatecgoggascggrgeag
agcecggatalelaciiceaggageggagagacy

gacaaccgiititatcaggegelgecegacatigle
gaaag geaaaicagegegeicaceg
goecgggaghalcatcigitiaactataceggegeg
geggatgeegaacgpgigatiatcgeaalgggat
cggtelgegataccgticaggangigotggalac

getgaacgegpegggagagangglogggciget
cagegtgcalcigiticgecctiiticgelggeceac
ticticgeccagetgecgaaaacegigeageggat
igecglectigacegtaceaaagagoeccggogct

caggclgaacegeigipecipratgly L

cellclaccaccacgacgalgegeegctaategle
gacggecgetatgegetiggcppgaagpalgiic
igeccaacgalalegeggecgictiigalaacciea
ataaaccgelgecgalggacgegitlacecicgg

gattgtcgatgatgizaccitlacticgtiacegoeg
geecageagacgelzgeggtclegealgacgge

atcacegeetglaaaltitggogeaigggoiogga
cggcaccglcgggrccanlaaaagegegaloaa
aattateggeg
gectactiitctiatgacteg £g :

attaccgtitcacatttacgeticggogaceggocg
aleaalicgecctaceigalecategggecgaliit
at¢tectgitcgeageagtoctacgiigagegclac
gatetgelggacggallaaageegggegggacct
ifitactcaactgeagelggtecgatgeggageig
gagcagealetgeeggteggeittaaacgetaict
gacgoeggeanaatalecatititatacoetgaacg
ccglggatategeccgegagetcgggeipegeg
gacgcttiaatatgetgatpeaggeggeglictita
agelggegecegatialcgaceegragacegegg
cgeallaccicaageaggeggtl gela

cggeageaaagegecggcgeipatigagaigan

aecgelelacecocag
=it =3 (= =k~

TCGGCCAGUCGGTGCGOCTG
ATGGAGATGCAGTCGGAAGC
GGGTGCAGCAGGTGCTGTGC
ATGGCGCCTTOCAAGCTGGC
GCACTGACGACCACCTACAC
CGCGTCOGCAGGGCCTGTTIGOT
GATGATCCCAAACATGTACA
AAATCGCGGUTGAACTGOTG
CCGGGTUGTCTTTCATGTTTCG
GCACGCGCACTGGCCACCAA
TAGCCTCAACATCTTTGGCGA
TCATCAGGATGTAATGGCGG
TGCGCCAAACGGGCTGCGCG
ATGTTGGCCGAGAATAACGT
CCAGCAAGTTATGGATTTGTC
COCGOTAGCCCACTTGGCAG
COATCAAAGGTCGCATTCCGT
TCGTGAACTTCTTCGATGGCT
TTCGCACCAGCCACGAAATC
CAGAAGATCOAGGTTCTGGA
ATATGAACAGCTGGUCACCTT
GTTGOGATCGTCCGGCCCTGGA
CAGCTTCCGCOGTAACGCOCT
TCACCCGGACCACCCGGTCAT
CCGTGGCACCGCCCAGAACC
COGOGACATCTACTTICCAGGAA
CGTGAGGCCGGTAACCGTITC
TATCAGGCGCTCCCOGGATATT
GTGGAATCTTACATGACCCA
GATTTCTGOCCTOGACTGGTCG
COAGTATCACCTGTTTAACTA
CACTGGTGCTGOGGATGCOGG
AGCGCGTGATCATCGCGATG
GGCTCTGTCTGTGACACCGTC
CAAGAGGTGGTTGACACGCT
GAATGCAGCGGGTOGAGAAAG
TTGGTCTGCTCTCCGTTCATC
TITTCCGCCCGTTTTCGTTAG
COGCACTTICTTCGCCCAACTGO
COGAAAACTGTACAGCGTATC
GCAGTATTGGACCGTACGAA
AGAGCCAGGTGCTCAAGCAG
AGCCGCTOTGCCTCGATGTGA
AGAATGCCTTTTACCACCATG
ACGATGCCCCGTTGATTGTGOG
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Gen

SEQ

NO:

iD

Secuencia WT

Secuencia sintética

%
Identidad
nucledtidos

Identidad
coddn

ccagepggopalegagetgggeatggoctegel
gealcaggigacgaticeggegeacigggegac
getggatgaaccegeggogeaageateageeat
gatgecggatiteatcegegatatictgeageegat
gaaccgecagigeggogaccagetgecgeigag
cgeglicgicggiatggaggacgggaccitieett
cgEacaccgeegegiggeay gcggealc
gegctggaagtgocggicipgeagooggagggc
tgeacgeaglglaaccagigegectitatetgece
gealgeggegatecgecoggegetgeteaacgg
cgaagageatgacgoegegeeggitgggciget
gageasaceegegeagagagegaaggagiaic
actaccatclggctalelegecgeiggatigliceg
geigeggeaactgegtggatateiglecegegeg
cgecaageegitaaaaaigeagiciclegatagec
agegleagatggegecggleigggactatgegct
gocgctzacgecgaagageaatcegtitieglaag
acgacggicaraggcageeagiiigazaceecg
clgelggagitticeggegectgogogggatgeg
ataaacgcctiatgeecgectgataacccagelg
itiggegaccggalgelgategelancgecaceg
actgclcticlatelgggeagecagegegeegicg
altccclataccaccaaccacegeggecatggee
cggeatggpegaaciegelgiitgagpataatpe
ggagitiggecicggealgalgelecggeggecag
geggigegicaacaaategecgalgatatgaceg
cogegetggepctacegpieagegacgasctiag
cgacgeaatgegecagiggctggegaageagga
Igaageeaggreaccegcgagrgcgcgace
ggeleagegaacggclggeggcggaanaagag
ggcglgccgclgliggageagelgiggeagaace
gepactatltiglicgiegticgeagtggatiticgg
cggcgacgpgetggoectacgataleggeticgge
ggleicgatcacgigeliggegageggggaagac
glcaalatictggtgtitgacaccgaggitiacicca
alaccggeggecagtcglciagalegaccecggt
ggeggecatcgegaagiiigeegogeagggeaa
acgeacgeguaanaaagaicleggeatgalgge
galgagciacggeanigiglacgiggoceagglc
gegatgggepcigatanagaicagaceciacgg
CRACECCERZECCLARZUCIEICCHREACT
glegciggigatigectacgecgecigeatiaace
acggacigaaagecgglalgegelgeagecage
gogagpepaaacggpepptigagpegegatact
ggeaccigiggegctalcalcegeagegpgaag
cggaaggtasgacgecgiitalgelogaticogaa
gagecggaggagageiiccgegactitiigetigy
cgaagigegctacgectcgetgeacaaaacgac
gecgealeiggeggalgegeictitagecgaace
gaggaggacgegeggeccegeiitgecagtal
Ccgpeggclggecpgegaggaglag

GTGOGTCGCTATGCCTTGGGOG
GTAAGOGACGTGTTGCCGAAC
GATATTGOCGGUCGTGTTTGAT
AACCTGAACAAACCGCTGOC
GATGOGACGGCTTCACGCTGG
GTATCGTGGACGATGTTACCT
TCACCTCTCTCCCGCCAGOGC
AGCAGACCCTGGCGGTTTCTC
ACGACGGCATCACGGCATGT
AAGTTITTGGGGCATGGGOTCC
GACGUGCACGGTTOGLTGCGAA
CAAGTCCGCGATCAAGATTA
TCGGCGACAAAACGUCACTG
TATGCGCAAGCGTACTTTTCC
TACGACTCGAAGAAGAGCGG
TGGTATTACCGTCAGCCATCT
GCGTTTTGGTGATCGCCCGAT
CAACTCCCCGTATTTGATCCA
TCGCGCGGATTTCATCTCGTG
CAGCCAGCAAAGCTATGTTG
AACGCTACGATCTGCTGGAT
GGCCTTAAACCGGGTGGCAC
CTTTCTGCTGAACTGCTCUTG
GAGCGATGCCGAACTGGAGC
AACATCTGCCGGTCGGTTTCA
AACGTTATCTGGCACGUGAG
AATATCCACTTCTACACTCTC
AACGCTGTGGACATCGCCCG
TOAGCTTGGTTTGGGTGGCCG
TITCAACATGCTGATGCAGGC
TGCCTTICTTCAAACTGGCCGC
GATCATTGACCCGCAGACTG
CTGCGGACTATCTGAAGCAG
GCTGTTGAGAAAAGCTATGG
CAGCAAAGGTGCGGUGGTCA
TCCGAGATGAACCAGCGTGCC
ATCGAGCTTGGCATGGCCAG
CCTGCACCAGUGTGACGATCC
COGOUCACATTOGGGCCACCCTG
GATGAGCCAGCGGCGCAGGC
GTCCGCGATOATGCCGGACTT
TATCCOCGACATCCTGCAACC
GATGAACCGTCAGTGCGGCG
ACCAGCTTCCGGTGTCGGCTT
TTGTCGGCATGOAAGATGGC
ACCTTCCCGTCCGGUACGGOC
GOATGOOAGAAANCGTGGCAT
CGCCCTTGAGOGTGCCAGTCTG
GCAGCCGGAAGGCTGCACGT
AGTGCAACCAGTGCOGCCTTC
ATTTGTCCGCACGCCGUGATT
CGTCCGGUGTTGTTGAATGGO
GAAGAGCATGATGCTGCCCC
GGTTGGOCTGCTGAGCAAAC
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SEQID . N % %
Gen| .. Secuencia WT Secuencia sintética Identidad  (Identidad
nucledtidos | codén
CGGCACAAGGCGCTAAAGAA
TATCACTATCATCTGGCGATT
AGCCCGCTGGACTGCTCCGG

CTGTGGCAACTGCGTTGACAT
TTGTCCAGCTCGTGGCAAAGC
GTTGAAGATGCAGTCTCTGG
ATAGCCAACGCCAGATGGCT
CCGGTGTGGGATTATGCGOTG
GCGCTGACCCCGAAGTCTAA
CCCOGTTTCGTAAAACCACCGT
CAAAGGCTCGCAGTTCGAAA
CCCCGCTGCTGGAGTTTAGOG
GTGOGTGUGCTGGTTGTGGCG
AAACGCCGTATGCGCGOCTC
ATTACCCAGCTGTTTGGCGAC
COCATGCTGATTGCCAATGCC
ACCGGCTGTTOCAGCATCTGG
GGCGCATCTGCGCCGAGUAT
CCCGTATACCACCAATCATCG
TGGTCATGGTCCGGCCTGGGU
GAATAGCCTGTTTGAGGACA
ATGCCGAATTTGGTTTAGGTA
TGATGCTGGGCGGTCAAGCT
GTGCGTCAACAGATCGCGGA
COATATGACGGCTGCGTTAG
COCTCCCGGTTTCCGATGAGC
TOAGCGACGCGATGCGCCAG
TGGTTGGCGAAACAGGACGA
GGOGTOAAGGCACGCGTGAGC
GTGCGGACCGTCTGAGCGAG
COCTTAGCCGCGGAGAAAGA
GGGCGTTCCOCTGTTAGAGC
AGCTGTGGCAAAATCGTGAT
TACTTTGTGCGTCGCAGCCAG
TGOATTTTCGGCGGTGACGGC
TGGGCCTATGATATTGGCTTC
GOGTGGCCTGGACCACGTCCTC
GCCAGCOGGTGAGGATGTGAA
CATTCTGGTATTITGACACCGA
AGTCTACTCGAACACCGGCG
GTCAAAGCAGCAAATCGACC
CCGOTCGUGGCCATCGCCAA
GITCGCGGCTCAGGGCAAGC
GCACCCGCAAGAAAGACCTG
GOTATGATGGCOGATGAGCTA
CGGCAACGTCTATGTAGCCC
AGGTGGCGATGGOTGCGOAT
AAAGATCAAACTCTGCGCGC
CATTGCGOAAGCTGAAGCGT
GGCCAGGOCCGTCGCTGOTE
ATTGCGTATGCGGCCTGOATC
AATCATGGCCTGAAGGCOGO
TATGCGTTGCAGCCAACGTG
AGGCGAAGCGOGCTOTTGAG
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Gen

SEQID
NO:

Secuencia WT

Secuencia sintética

%
Identidad
nucledtidos

Identidad |
codén

GCGGGCTACTGGCACCTGTG
GCOGTTATCACCCGCAGCGLG
AAGCGGAAGGCAAGACGCCG
TITATGTTAGATAGCGAAGA
ACCGGAAGAGTCGTTCCGTG
ACTTTCTGTTGGGTGAGGTGC
GCTACGCATCCCTGCACAAG
ACCACCCCGCACCTCGCCGAT
GCCCTTTTCAGOCGTACCGAA
GAAGATGCGCGTGCGCGCTT
TGCGCAATACCGTCGCCTGGC
TGGCGAAGAGTAA
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SEQ ID ; % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | codén

H El gen HWT |atgaccatgegicaalgegetatttacggtansagg |ATGACCATGCGTCAGTGCGC 79 41,8

es SEQID  |cgptateggtanatecaccaccacgeagaacete [GATTTATGGCAAAGGTGGTA

NO:3 gtegecgegctggeggagalgggtangaaagte | TTGGCAAAAGCACGACGACC

El gen H atgatcgicggetgegatecgaaggeggacteca | CAGAACTTGGTGGCGGCCCT

sintético es | cecgictgatictgeacgecaaageacagaacac {GGCCGAGATGGGTAAAAAGG

SEQ 1D catiatggagatggeegepgaagicggetepgic [ TTATGATTGTGGOGTTGCGACC

NO4 gapgacctegaactegaagacgtgetgeaaattg |COGAAGGUCGACAGCACGCGC

gctacggegatgtacgelgegeggaatccggce

geecggagecaggegicggeigegegggacge

gacglgatcacggogatleaacitictigaagaaga
aggcgeciacgaggacgzatetcgatticgtaticta
tgacglgetcggegacgtggtctgegaeggctic

gecatgecgalecgegasaacaaageccaggag
aletacategletgelecggegaaatgalggcgal

glacgegeccaacaatateiccanaggeategtila
aatacgccaaalccggeaagelgegecticggeg

gectgatelgtaactcacgicagacegacegigan
gacgaacigatiatigecelggegpaaaageicg

alacccagatgalecactifzlgccecgegacaac
atcgtgcagegegeggagateegecgealgacg
afiatcgaglacgaccecgeciglaaacaggoca

acgaataccgeaccelggegeagaagategicaa
caacaccatgaaagiggtgccgacgeccigeace
alggalgagetggaatcgeigeigalggagiiceg
catcalggaagaggaagacaccageatcatigge
asaaccgecgecgaagasaacgeggectga

CTGATTCTGCACGCGAAAGC
ACAAAACACGATTATGGAGA
TGGCTGCCGAGGTTGGTAGC
GTGOAGGATCTGGAGCTGGA
GOGACGTTUTGCAAATTGGTTA
CGGTGATGTTUGTTGCGCAGA
GAGCGGTGGTCCGGAACCAG
GTGTCGGUTGTGCGOGTCGTG
GTGTGATTACCGCTATCAATT
TCCTGOAAGAAGAGGGTGCG
TACGAAGATOGATCTGGATTTC
GTTTTCTACGATGTGCTGGOT
GATGTCGTGTGCGGTGOTTTT
GCAATGCCGATTCGUGAGAA
TAAGGCACAAGAAATTTACA
TTGTCTGTAGCGGCGAGATG
ATGOCAATGTACGCTGOTAA
CAACATCAGCAAGGGTATTG
TTAAATACGCAAAAAGCGGT
AAGGTTCGCTTGGGTGOTTTG
ATTTGCAACAGCCGTCAGAC
COGACCGTGAGGACGAACTGA
TCATCGCCCTGGUTGAGAAA
CTGGGCACCCAAATGATCCA
CTTCGTGUCCACGUGATAATAT
TGTTCAACGTGCAGAAATCC
GCCOGTATGACCGTCATTGAGT
ATGACCCGGCATGCAAGCAA
GCOGAACGAGTACCGCACCTT
GGCACAGAAAATCGTGAACA
ACACCATGAAGGTTIGTTCCG
ACGCCGTGTACGATGGACGA
GCTGOAGAGCCTGUTGATGO
AGTTCGGCATTATGGAGGAG
CAGGACACCAGCATTATCGG
TAAGACCGCAGCGGAGGAGA
ATGCGGCATAA
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cecatatitcgeacggacegaoigeclgegecca
glaticeegegecgaacgacgeaactaciacacs
goaglcageggeglcgatageiicggeacgciga
acticaccletgattlicaggagegegacatlegictt
cggeggcgalagaangeicageaagelgatigan
gagalggaptigelglicecgeicaccaaaggeal
caccatteagleggaalgeecgglgggpetgale
galgatgatatcagegegglggecaacgecage
ageaaggegelggalasaceggigateccgglac
geigegaaggetiicgeggegtglegeagicictg
ggecaccalalegecaacgacglggtgegegact
goatcclgaacaalcgegaaggacagecgiilga
aaccaccectiacgalgiggegalcateggegact
acaacalcggeggegacgecigggecicgegea
tclgetggaagagatgggoctacgggtagicgc
geaglggteeggegacggeacgcetggiggagat
goagaataccccallegleaageigaacciggtic
actgetacegiicgaigaaciatategecegecata
tgaaggagaaacatcagaticeglggalggagta
caacticticgggecgaceaaaalegecgaaieg
clgegeanaalegecgaccagicgacgatacca
Hegegegancgeegaageggigatogoecggt
algaggggeagalggegeegatialcgecaanta
tegeccgegectiggaggpecgtaaggigetgele
ataleggaggecigeggocgegocacgilatigg
cgectalgaggalciegggalggagalealegee
geeggetacgagttigeccataacgatgatiacga
cegeaccelgecggaiciganagagggcacgcl
geigiicgalgacgecageagetacgagelggaa
gcgticgleaagpegclgaageccgacciiaicg
gclceggcaleaag Hccagasa
alggaecaigccgliccgecagatgeaciegisgg
actatteeggeecgtaccacggotacgatgatitc
gecaltticgeccgegatalggatatgacecigaa
caacceggcgiggaacgaacigaccegeiccgly
gctgaagictgcgtga

ggegeataleiclealggoccggoaguotgion
ceagtactcicgegepgaacgicgtaaciacta
cacggecatitclggegtigacictiicggeacg
cigaaciicaccletgacticcaggaacgigaca
tegititcgatapcgataaaaageigiccaaact
galcgasgaaalggaactgelglicecgeigact
aaaggeatiactalecaaagegaaigicegely
ggictgalcggigatgacatcagegeggicgea
aacgeaicticcaaageeclggataagecggle
atcecggticgtigegagggcticegeggegttt
clcagletclgggtealeacalegeaaacgalglt
ctecgtoactgaaticlgaacaaccglgaaggt
cagectitigaaaccaccecitatgacgtigegat
latiggegaciataacaleggeggegacgecty
ggcatcecgealecigetggaggagaiggglcl
geglgltgicgeacagiggictggegatggeac
celggligaaatggaaaacaccecgiilgiiaaa
cigaacctggitcactgetacegetceatgaact
acallgeecgleacatggaagaaasaacalcaga
teccttggatggaatacaacticiicggteegact
aaaalcgeagasleccclgeglaaasicgoecgal
cagitigalgalaccallegegegaacgetgaag
caglaaligegegelacgaaggecagaigaca
geaalcatlgelaaglaccglecgegeciggan
goicglanagigelgeiglacatggaloglelge
glecacgiealglgaicgglgcetacgaggace
lgggeatggagatcalogeagegepttacgaal
Ugeacacaacgacgaciaigaleglacgelge
cagacclgaaaganggiacgeigelgiiigacg
acgccagelctialgaaciggaagecticgigaa
agegclgaaaccagaccigaleggeiccggea
tcaaggaaaaatacalliccagagaatgggegt
gecgticegecagatgeactoctggpactactc
cgeleeptaccacggetacgacggiticgetalc
tiegeteglgacaigpalaigaceetgaataace

cagcot

aaatctgeataa

1gaccgeaccgtggciy

. % %
SEQID i i
5 2 ia gi i Identidad |ldentidad
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética s e
D El gen D WT |algaigaccaacgeaacgagegaacglaalolgg algatgaciaalgctaciggogaacglaaccigg 826 51,2
es SEQID |cgetgatccaggaagicciggaggtoticeogga |caclgaticaagaagtaciggaagigiiceegga
NS aaccgegeg gegcaganageacatgal jaaccgcge ragcgecgtaaacacalg
getcagogatcogaaaatgaagagegicgecan |atggtiicigacecgaaaatgaaatcigipggta
EigenD algcallatclciaaccgeanatcacaacecggoy aatgealeaicictaalegeanalelcagecggg
sintético es taatgaccgiacgeggeigegectacgecgetic jtgicatgacigitogipectgizcpiacgeaggtt
ii(‘.)oﬁlu caaaggooigotatiipgoccegaltaagoatatgg | claaaggigicglaticggeccgatcaaagatat
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atllgeeaacacccigecgtatglgeacggeictea
gogpipeptggectactiicgeacetattitaaceg
ceatticaaagagecgalcgectgegictecgact
cgalgaccgaagacgegeegglciicggoggea
acaacaalalgaacclgggecigeagaacgecag
cgegelglacaaaccggagaicatigeggigtoe
accacclgealggeggaagiialeggegatgace
tgcaggegtitatcgecaacgct gatgge
Heglegacageagealcgeeglgeeccacgoce
alacgeeaagetilaleggeageeacgieacegg
clgggataacatglitgaaggeticgecaaaaccit
caclgeggaclaccaggggcagecgggeaaatl
gocgaagetcaateigglgaceggetitgaaacct
alcleggeaacticegeglaitaaageggatgalg
gancagalggeggigeegigeagecigetctoeg
alcegicggaagiiclcgacacgeccgecgacgg
teactaicggatgtaticcggeggcaccacgeage
aggagatgaaagaggccocigacgecatcegata

gectgggtittgecaacacecigecglatgicea
cgetteccagggetgegtagectacticegtace
tatticaaccgecactit caatcgegt
geglglcegacagealgacggaggacgcegge
aglitficggigglaacaacaacalgaacciggge
cigeaaaatgcticegeaciglacaaaccggan
alcalcgeaglglelaceaccigealggeagag
gtiatiggtgatgatelgeaageattiattgocaac
gZeaaagaaagacggtitcgtigacagelcialeg
cgglicegeacgelicatacecegiccticalogg
tictcacgiaactiggitgggacaacatglicgaa
ggcticgeanaaaciitiacegengactalcaag
gecaaccgggiaaacigecgaageigaaceig
glgaccggetligaaacctacelgggcaacttic
glgtectgangogealgatggageagalggeg
ghicegtgtictetgetgictgaccegictgaggtt
clggacaciccageggacggecactategeat
glaticiggiggeaccactcageaggaaaigaa

cgelgelectgeagecglggcagetgctgaagag
[ rtggtgcaggagalglggaaccagec
cgecaccgagalcgecaticegelgpapcigpee
cgecacegatgaactgelgalgacegicagocag
cllageggcaageegaligeegacgeccicacce
Hgapgegeggocggctggligacatgatpgelega
cleccacacclggelgeacggeangaagiiigae
clglacggegalecggacticgigalgggecicac
cegeticelgeiggagelgpgelgogagecancg
glgatccigagecataacgecancanacgelgpe
aaasagegalgaacaaaatgetegatgectegee
glacgggcpcgatagegaagigitialcaactgcg
attigiggeacticegitcgetgatgitcaceegica
gecggacittatgateggeaactcctacggeaagt
tatccagogopataceciggogaagpgtaaage
citigaagigecgetialcegecicggetiteeget
gticgaccgecaccateigeacegecagacaace
tgggetiatgaageecceatgaacatiglgacga
cgctgptgaacgecgigciggagaaactggatag
cgalaccagecageliggacanaacegatiacage
Hegalctegicegtiaa

agaggeeccagacgegallgacaccelgelge
lgcaaccgiggeageigeiganaageaagaan
ghighicagganalglggaaccagecggcaucy
gaagtigeaatcccgetgggtalggeagetact
gacgaactgcigalgaccgigicccaacligage
gecaaaccaategeggatgciotgacecigga
acgeggicgectggiggacatgatgeiggaca
gecacacgigacigeatggeaagaaatilggee
Iglacggigacceggacticglaalgggectga
ceegliieclgelggaaclggacigogagocga
clghiiatectgicicacaacgctaacanacgligyg
cagaaggecalguacaaaatgelggalgegag
ceeatacggeegt gegaagighicaicaa
cigegaccigiggeatticegetcictgalgitiac
geglcageegpatticatgatcggtaactetiac
gecaaalicalecagegigacaciclggecaaa
gpcaaagegtitpangtpcegetpaticgtelpg
actitcegetglicgacegtcaceaceigeaceg
ceagaccaceigggpitacgaaggepepalga
acatcglaactaciciggiaaacgeagiacigga
aaagelggacagegatacticecageigegea
aanccgactalicittcgateiggitegtiaa

SEQID . % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucleétidos | codén

K |Elgen KWT |aigagecnaacgatigal gotgltat {atgicteanactalegataaaatcaactetigtiac 82,1 51,2
esSEQID  |ccgetaticgaacaggalgaataccaggagetgtt fcogetaticgageaggacgaatatcaggaactg
NO:T cegeaalangeggeagelggaagaggegeacg | lleeglaacaaacgicagelggaagaagegeac
atgegeagepegigeaggaggictitpgeciggac | gacgcacagegegigeaggaagtpticgeatg
Eilngt:;:clt(: - caccaccgeegagtalgaagegelgaallicega fgaccaccacegeggaatacgaageleigaactt
SEQ 1D cgcgaggcgctgaccgﬂgaccc%cga&agcc cegicgegaageecigacggtigalceggega
NGO tgecageegeltiggegeggtaciitgelegetgap taageglgcecagecielggplgcgaiicigiaca
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SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucleétidos | codén
Y Elgen Y WT |atptccgacaacgataccctaitetggegtatgeig | ATGTCTGACAATGATACCCTG 79,8 45,2
es SEQID  |oopetghitcagtetcigeeggacctacagecgae | TTTTGGCGCATGCTGGCGCTG
NO:9 geaaateglegactggetggegeaggagageeg | TTTCAGTCGCTGCCGGATTTG
ElgenY cgagacgetgacgecagagegictgpegaceet JCAGCCGGCTCAAATCGTCGA
sintético s gacccagecgeagetggecgecagetitecetee [ TTGGUTGC i(_‘(i(.:.ﬂ\( i(‘[AAT(‘('(i_
SEQ ID gepacggeggigatgtecccegeicgoigetege (i(?(j.'\.-\A(.'C(_‘T{_je’\(_‘{iCCG(_iA{i
NO:18 apglgategegagecigeagegegegetgeceg | CGCCTTC ‘;(.'CA_(.'-(‘(.'_"I'( iACCCAA
: cecatttacgeategtiegeectgeccagegeacg [CCGCAACTCGCGGCGTCGTTC

cegeagetgelggeggeallligeicccaggalgg
geiggigatiaacggecatiicggecagggacga
clgtittitatctacgeglicgatgaacaaggegget
getiglacgateigegeegelateectocgecoce
caccageaggaggccaacgaaglgcgegeceg
gettatigaggactgleagelgetgiitigecagga
gataggegppeccgocgecgegeggetgaios

gccategeatecacce g
ggacgacgaiicaggeacagigegaggegalea
atacgelgetggecggecgtiigecgeegtgget

ggogaageggctiaacagggataaccetelggaa
gaacgegitititaa

Cauceey
(= &

CCATCCGOGACGGCAGTGAT
GAGCCCGGCTCGCTGGAGCC
GCGTTATGGCTTCTCTGCAAG
GCGCCCTCCCAGCCCACTTGC
GCATCGTACGTCCGGCGCAG
COTACCCCGCAACTGCTOGCC
GCGTTTTGCAGCCAAGACGG
COCTTGTTATCAATGGTCATTT
COGCCAGGGTCGTCTGTTCTT
CATTTACGCCTTTGACGAGCA
GGGCGGCTGGCTGTATGACTT
GCGCCGCTATCCGAGCGCAC
CGCACCAGCAGGAAGCGAAT
GAGGTGUGTGCTCGTCTGATT
GAAGATTGCCAGCTGCTGTTC
TGCCAGGAGATTGGCGGTCC
GGCAGCAGCGCGTCCGATCC
GCCACCGCATCCATCCGATG
AAGGUGCAGCCGGOTACTAC
GATTCAGGCGUAGTGTGAAG
CTATCAACACCCTGCTGGCCG
GICGCCTGCCGUCGTOGCTCG
CCAAACGTTTGAACCGTGAT
AACCCGCTGGAAGAGCGTGT
GTTTTAA
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cttaalcggetlogggitcaccaccgateicaacga
acaggacgizatialggeccgcggcgaacgccy
acigiticacy glcacecgeta
tcatceggeggeggtctitatetacaacaceigegt
accggecatggaggocgaigacciggaagegpt
algecaggecgegeagaccgecaccggegtace
ggitatcgetatigacgecgeoggtitclacggea

glaaaaatclegglaaccggecggogagcgacy
icatggicaaacgggicaleggecagegegagee
cgeeccciggeeggagageacgelctilgececg
gageagegicacgalatiggectgatiggegaatt
caatatigeeggegaglictggeataticageeget
gctegacgaactgggoalccgeglgeicggcag
ceteteeggtgaiggecgeitegecgagatecag

accalgeaccgggegeaggecaataigetiggict
geicgeggpgegliaatiascglcgecagagerct

ggageagegetacgpeacgecgtgpticgaapg
cagetitlacgggalecgegecacclelgacgece
tacgecagetggegacgelgetgggegacgacg
accilcgecagegeacegaagegeigatigegeg
ggaggaacaggeggeggaaciggegelacage
cglggegegaacagelgegeggecgeanageg
clgeictataceggegpegteanatoctggtoggt
agiatcggegcigeagealligpgeatgacegty

glageaaccggeacgegiaaatocacegaagag
gataaacageggalccgegageigategoepan
gapgeggtaalgelggangaggucaacgoocg

cacgelgelgpalglgpletategetaleaggeeg
accigalgaligecpgeggacgcaatalglacace
geclalaangeeaggeigeegtticiegalateaal
caggagcgcgaacacgeclicgetggelaleagg
ggatcgleaccelcgoccgecagetgtgicagac

catcaacagecccaleiggeegeaaacceaticic
gegecceglggcgctaa

DoV

CGATTGCGGACGTTGCCCACC
TCGTGCATGGCCCAATCGGTT
GCGCAGGTAGCTCTTGGGAC
AACCGTOGUCAGCGCCTCCAG
COGGTCCGACCCTGAATCGTTT
GGGCTTTACCACTGACTTGAA
TOGAACAAGATGTGATCATGG
GTCGCGGCGAGCGTCGOCTG
TTCCACGCTGTGCGUCATATT
GTCACCCGTTACCACCCAGCG
GCAGTATTCATCTACAATACG
TGCGTGCCGGCTATGGAAGG
COATGACCTGGAGGCCGTGT
GTCAGGCAGCCCAGACTGCG
ACCOGGCOGTCCCGUGTAATCGC
AATTCGATGCGGCTGGCTTCTA
COGGTTCGAAGAACCTOGGGCA
ACCOGTCCGGCAGGUGATGTC
ATGOTTAAACGCGTCATTGGC
CAACGTOGAGCCAGCGCCGTG
GCCOGGAGAGCACCCTGTTTG
CCCCGOAGCAACGTCATGAC
ATTGGCTTGATCGGTGAGTTC
AACATTGCGGGCGAGTTTTG
GCACATTCAGCCGCTGCTTGA
TGAGCTGGGTATCCGCOTTTT
GGGTTCGCTCAGCGGCGATG
GICGTTTCGOCGAGATTCAAA
CCATGCACCOGTGCCCAGGCG
AACATGCTGOGTGTGCAGCCG
TGCTCTGATCAATGTTGCGCG
TGCTCTGOGAACAGCGCTATG
GCACCCCOTOOTTTOGAAGGCT
COGTTCTATGGTATCCGCGCGA
CCAGCGACGCCCTGOGCCAG
TTAGCGGCGCTGCTGGGCGA
TGACGACCTUCHTCAGCGUA
CCOAGGUGCTGATCGCOGCGT
GAAGAACAGGCGGCTOAGCT
GGCCCTGCAACCGTGGCGTG
AACAGCTGUGTGGUCGCAAG
GCCCTGCTCTACACGGGTGGT
GTCAAAAGCTGGTCTGTGET
GTCCGUGUTTCAGGATCTGGG
TATGACCGTGGTTGCCACGG
GCACGOGTAAGAGCACGGAA
GAGGATAAACAGCGCATCCG

SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucleétidos | codén
E Elgen EWT |aipaaupg tetggepelgetegatga | ATGAAGGGTAACGAGATTCT 80.8| 476
es SEQID  |sccpoccigigancacaaceataancasaaatee | TGUTCTGCTGGACGAACCGG
NO:11 ggcigeagogegoCCasacceggegecaccge CCTGTOGAACACAACCATAAA
cpegoectgegegticgacggegegeagataac [CAGAAATCCGGCTGTAGCGC
Eiln;:g:ilclf: a8 cetgetgeccategeegacgiggegealetggic [CCCAAAGCCGGGTGCGACGG
2 cacggccceatcggetgegeeggaageteatgg [CGGCTGGCTGCGCTTTCGATG
z‘(‘)Q I IZI) gataaccgeggeagegecageiceggecccace {GTOGCGUAGATCACCCTGCTCC
Iy .
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Gen

SEQID
NO:

Secuencia WT

Secuencia sintética

%
Identidad

nucleétidos | codon

%
Identidad

COAATTGATGGGCGAAGAGG
COCOTOGATGOTTGAAGAAGGC
AACGCACGTACCTTATTGGAT
GTAGTTTATCGCTATCAAGCA
GACCTGATGATTGCCGGTGG
CCGCAACATGTATACCGCCTA
CAAAGCGCGCTTGCCGTTOCT
GGACATCAACCAGGAACGCG
AGCACGCGTTTGCGGGUTAC
CAAGGCATCGTGACCTTAGC
GCGCCAGCTGTGCCAAACGA
TTAACAGUCCGATCTGGCCGC
AGACTCATTCCCGCGCACCGT
GGCGCTAA
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taccgecctggatacecicigecagegeaacaale
cgeaggelalcglacigeicageaceggeelgte
ggaggcccagggeagegatatttccegegtgatt
cgecaglitegegaagaglateeccggealangg
gggtggepatatigacggiiaacacgeeggattitt
alggclecatggagaacggcticagegeagigiia
gagagegtcatigageagigggigecgecggeg
cegegeccggcicagegeaalegecgggleaal
clgetgglcagecatetetgticgecgggegatate
gagteociaczecgalgeglogaagecttigetet
geagecgataatectigecggacciggegeaateg
alggacgeccacclggegeagggegalticlege
cgelgacceagggegggacgeegetgegecag
alagageagalggpocaaageetgtgeageiicg
ceattggegicteecitcategegecicategelge
tggececgegetgeegeggegaggitategecet
geegeaccigatgaceclogaacgetgopacge
clilaticatcaaciggcgaaaattlecggacgege
cgitccegaglggclggaacgecagegeggecs
gelacaggatgegaigategacigecatalglgge
tecagggeeagegenigpegalageggoggas
agcgatilgelggeggeglggigtaatiicgecan
cagecaggggalgeageceggeccgelgglgg
cecclaceggleateccageclgegecageigec
gelggaacgggloglycegpggpalciggagga
telgeaaacecigelglgegegealeccgoeegac
clgetgglggigaacicgeacgoccgegacelg
gepgageagitigegetgeegeiggtgegegeg
agititcegelcitigacaageleggegaaticoge
cgpglgegacagpgptalagegggalgegcgal
acgelgtitgagelggeanacclgatacgegage
gleaccaceaccicgeceaciacegategecgel
gegecagaacceegaalcgieaciclecacagga
ggegetiatgecgecgatiaa

AGGTTTTCTTTATCCAGCACT
TCCACGATCCGGTCCCGCTGO
AAAGCACGGCAATGGACCCG
ACCAGCACCATCATGGGCGC
TGATGGTAACATCTTCACCGC
GCTGGACACTCTCTGCCAACG
CAATAACCCGUAAGCAATTG
TGCTGCTGAGCACCGGCCTCT
CCGAGGUGCAGGGCAGCGAL
ATTTCCCGTGTAGTGCGTCAG
TTCCGTGAAGAATATCCGCGT
CATAAAGGCGTGGUGATTCT
GACTGTTAACACCCCGGACTT
TTACGGTAGCATGGAGAACG
GCTTTITCCGCTOTCCTGGAGT
CTGTGATTGAACAGTGGGTTC
CGCCAGCCCCACGTCCGUGCG
CAGCGCAATCGTCGCGTCAA
TCTTTTGGTGAGCCATCTCTG
TAGCCCAGGCGATATTGAGT
GGCTGCGCCGTTGCGTCGAG
GCCTTCGGTCTGCAACCGATC
ATTCTGCCOGGATC
AGCATGOGACGGCCACCTTGL
TCAGGOGTGACTTTTCGCCGCT
GACGCAGGGCOGGCACGOCGT
TGCGCCAAATCGAGCAGATG
GOGCCAGAGCCTTTGUTCTTTT
GCOGATTGGCGTCAGCCTGCA
CCGTGCGAGCAGCCTGCTGO
CTCCGCGTTGTCGTGGCGAAG
TCATCGCCTTGCCGCACCTCA
TGACCTTGGAACGCTGCGAC
GCCTTTATCCATCAGTTGGCG
AAAATCAGCGGTCGCGCCAT
TCCGOAGTGGCTGGAACGCC
AGCGCGOTCAGCTGCAAGAC
GCCATGATCGATTGCCACATG
TGGCTGCAAGGCCAGCGCAT
GGCOATTGCCGCCGAAGGOG
ACCTGCTGGCAGCGTGGTGC
GATTTCGCGAACTCTCAAGGT
ATGCAGCCGGGTCCACTGGTT
GCTCCOGACGGGTCATCCGAG
CCTGCGTCAGTTGCCGGTGGA
GCGCOGTOGUTOGOCGGOGTUATC
TGGAGGATCTTCAGACCCTCT

SEQ ID %o %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | coddn

N  |Elgen NWT [atggeagacatiticegeacegataagecgetgec IATGGCAGACATTTTCCGCACT 79,7 47

es SEQID |ggicagecceateaanaccggecagecgetege {GATAAGCCGTTGGCTGTGTCG

NO:13 cgeaatectegecagectegggategaacacage | CCOATCAAGACCGOCCAGCC

Elgen N atecetetgglecacggegegeaggpgtpcage [GCTGGGTGCGATCCTGGOGTC

sintético es  |Zecticgecanagicitiittaticaacatitecacga {CCTGGGTATCGAGCACTCGAT

SEQID ceegeticeectgeagtegacggegatggaceee | TCCGCTGGTACATGGCGCGC

NO:14 acgiegacgatiatggeegcggacggcaatatitt | AGGGCTGTTCGGCTTTTGCCA
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Gen

SEQID
NO:

Secuencia WT

Secuencia sintética

%
Identidad
nucledtidos

%
Identidad
codoén

TATGCGCACATCCGGCCGACT
TACTGGTGGCGAACTCCCAC
GCCOGTGATTTAGCAGAGCA
ATTCGCCCTGCCGCTGGTGOG
CGCAGGOTTCCCGCTGTTTGA
CAAACTGGGCGAATTTCGTC
GTGTTCGCCAGGGTTATAGCG
GTATGCGTOATACCCTGTTCG
AGTTGGCGAACCTGATCCOGT
GAACGUCATCATCATCTGGCT
CATTATCGCAGCCCGCTGCGC
CAGAACCCAGAATCCTCGTT
GTCTACGGOTGGCGUGTACG
CAGUGGATTAA
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SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucledtidos | codén

U El gen UWT |algiggaatiaciccgagasagigaaagaccalitt ]ATGTGGAACTACAGCGAGAA 823 335

esSEQID  |taaccccegeanigegegegtggioeacaacy | AGTCAAGGACCATTTCTTCAA

NO: 1S ceaacgeggtaggegacgieggttegttaagetg [ TCCGCGCAACGCGCGTGTTGT

ElgenU cgeegacgeceigegeetgatgetgegegtega [GOATAACGCAAATGCGGTGG

sintético es | CteEcARageganatcatigaggagacggeciic GCGACGTCGGCAGCTTATCTT

SEQ 1D cagacetteggelgeggeagegecategectect |( iT(.i(i(‘(iAT(if_‘T(_lT(.‘(.' GOTTC ;_A

NO:16 cetecgegetgacggagetgatateggecatace | TGCTGUGCGTGGACCCGUAG

clegecgaagecggecagalaaccaateageag
attgeegattalclegacggactgoegecggaga
aaatgeactgelegglgatgggccaggaggeect
gegegeggecalegecaactiicgeggeganag
collgaagaggageacgacgaggecaageigal
clgcaaalgeticggeglegalgaaggacalatlc
gecgegegglacagaacaacgggelgaccacee
Hzccgagglgalcaaclacaccaaagigggegy
cggetgeaccictigecacgaaaaaaicgagelg
gccclggeggagalecicgeccageagecgeag
acgacgecageeglggocageggcaaagalec
geactggeagagegicgiogataccaicgeagaa
clgeggecgeataticaggecgacggeggcgal
alggegciacicagegleaccaaccaceagglya
cegleagectclecggeageiglageggetgeat
galgacegatatgaceelggectggcigeageaa
aaacigatggaacglaccggelghiatatggaagt
galgecggecign

AGCGAAATCATCGAAGAAGC
GGGCTTTCAGACCTTICGGCTG
CGGCAGCGCGATTGCGTCGT
CCAGCGCACTGACGGAGCTG
ATCATCGGTCACACCCTGGCG
GAAGCGGGTCAGATCACCAA
CCAGCAGATOGCCGACTATCT
GGACGGCTTACCGCCGGAAA
AGATGCACTGCTCTUGTAATGG
GCCAGGAAGCTCTTCGTGUG
GCCATTGCTAACTTTCGCGGT
GAATCGCTGGAAGAGGAGCA
TGACGAGGGTAAGCTGATCT
GCAAGTGCTTCGGCGTCGAT
GAAGGCCATATTCGCCGTGCT
GTCCAGAACAACGGTCTTAC
GACTCTGGCCGAGGTGATCA
ATTACACCAAGGCAGGTGGC
GGTTGTACCAGCTGCCATGA
GAAAATCGAGCTGGUCCTGG
CCOAGATTCTCGCCCAACAG
CCGCAAACCACCCCGGCAGT
TGCGTCCGGTAAAGATCCGC
ACTGGCAGAGCGTCGTGGAT
ACCATCGCTGAACTGCOTCCA
CATATCCAAGCGOACGGTGO
TGACATGGCGCTOTTOGTCCGT
GACGAACCACCAAGTGACTG
TTTCGCTGTCGGGCAGCTGTT
CTGGCTGCATGATOGACCGAL
ATGACCCTGGCGTGGCTGCA
ACAGAAATTCGATGGAGCGTA
CCOGGCTGCTATATGGAAGTTG
TTGCCGUCTAA
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cleggegategecctgeigecigagegteogegaa
atcatcaccagegiggicgaacalecggegacge
tpacggeclgegageacatgaagcacgaggect
accggaticalcgealcgepglagatggegageg
ggegetggacaiggegeagticegegeggepet
cageecgegegtcgegliggicagegiaalglga
gogaataacgaaaceggegigetiticecgaieg
gcgaaategcggagclggecealgaacaagaeg
gegelgilicacigegatgeggigeaggiggicgg
gasaalaccgalcgecglgggecagaceogeat
cgataigetelecigetcggegeataagticeacg
ggecazaaggeglaggeizicitiatelgeggeg
gogascgcegetticgeecgotgetgegegaeggt
caccaggagltacggicgaegagocggeacaga
aaatatcigeggaalegicggeatggacgoeggee
tgegagciggegaataticateigecgggaatgac
geataicggecaatlgegeaacaggetggageat
cgectgelgeccagegtgecgleggicalgglga
tgggeggeggecageeggeggigeceggeacg
glgaalciggectiigagitiatiganggigaagec
attetgetgeigiiaaaccaggocgggalegecge
clecageggeagegecigeaccteaggetegelg
gancecicccacgigalgegggegatgaatalee
celacaccgecgeccacggeaccateegetitict
clelcgegetacaceegggagasagagategall
acglegicgecacgeigeegecgatlalegaceg
gelgegegegeiglegecclaciggeagaacgg
caageegegeceggeggacgecgtaticacgee
aeitlacggctaa

ACGTGCGCACCAGCAAGCTG
CGGCACTGCTGGGUGCAGAG
TACCCOTCTGAAATCATTTTC
ACGAGCTGTGUGACCGAGGU
CACTGCAACCGCCATTGCGTC
GGCCATCGOGTTATTGCCGGA
ACGCCGCGAAATCATCACCT
COGGTAGTGGAGCACCCGGCT
ACGCTGGCGGCGTGCGAGCA
CATGGAACGCGAAGGCTATC
GCATCCATCGCATTGCGGTGG
ATGGCGAAGGTGOGUTGGAC
ATGGCCCAGTTCCGTGCAGC
GCTCegCCGUGTGTCGCGTTG
GTGAGCGTGATGTGGGCCAA
CAACGAAACCGGUGTGCTGT
TCCCGATTGGUGAAATGGCC
GAGCTTGUCCACGAGCAGGG
COGCTCTGTTCCACTGCGATGO
COTTCAGGTCGTTGGCAAAAT
CCCAATTGCTGTTGGCCAGAC
GCGCATCGACATGCTGTICTTG
CTCCGCGCACAAGTTTCATGG
TCCGAAGGGTGTTGGTTGCTT
GTACTTACGTCGTGGCACGCG
CTTTCOGTCCOGCTGCTTCGCGG
TGGCCATCAAGAATATGGTC
GCCGTGCUGGCACTGAGAAT
ATCTGTGGCATCGTCGGCATG
GGCGCTGCOGTGCGAACTGGC
GAACATCCATCTGCCGGGTAT
GACCCATATTGGCCAGTTACG
CAATCGCCTGGAGCACCGTCT
GCTCGCCAGCGTOCCGTCOGT
GATGGTTATGGGCGGTGGTC
AGCCGGCTGTACCGGGTACT
GTCAACCTGGCGTTCGAGTTT
ATCGAAGGTGAAGCGATCCT
GCTCTTGCTOAACCAGGCTGG
CATTGCCGCAAGCTCCGGOTC
COGCOGTOTACCTCTGGCAGCTT
GOAGCCGAGCCATGTGATGC
GCGCCATGAACATTCCATAC
ACCGCGGCTCACGGCACCAT
TCGTITTAGCCTGAGCCGTTA
TACGCGCGAGAAAGAGATCG
ACTACGTCGTTGCGACCCTCC

SEQ ID . % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | codén
S Elgen S WT |atgaaacaggtitatcicgataacaacgecaceac [ATGAAACAAGTGTACCTGGA 79,1 43,6
es SEQID |cegieiggaccegalgaicotggaagepatgalg [CAACAACGCGACCACCCGCC
NO:1T cecttttigaccgatttttacggeaaccectegioga | TGGACCCGATGGTTCTGGAA
tacacgattitgoeaticegpeccaggeggetelg JGCGATGATGCCGTTTCTCACG
Eilnﬂzt?cso - gaacgegegeatcageaggctgeggegetgelg [GATTTCTATGGCAATCCGTCC
\ ggcgcgpagiateceagegagateateitiacete JAGCATCCATGACTTCGGCATC
2"(‘)01;1) ctgegecacegaagecacegecacegeeatcge [CCGGCACAAGCGGOGCTGGA
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Gen

SEQID
NO:

Secuencia WT

Secuencia sintética

%
Identidad
nucledtidos

Identidad

codén

CGCCAATCATTGATCGTCTGC
GTGUCTTGTCCCCGTATTGGO
AGAATGGTAAGCCGOGTCCG
GCAGATGCAGTCTTTACCCCG
GTTTACGGTTAA
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gagatecgecagagegecgatelgggealogact
geglgealatelegaticeggeticguataagety

cggeaglacaaacigegegagecgetpgogats
clgctggageggciggegaigittatecatetigeg
catacceleggecigaaggtatgcateggetigeg

aggacgecicgegggecageggecagaccelg

cgegelaicgeegaggicgegeageaatgegec

gccgeccgecigegelaigecgatacggieggec
tgctcgacecititaccacegeggegeaaaicteg

gccclgegegacgictgglecggegaaalegana
tgcatgeccataacgatciggglaiggegacege

caatacgelggeggegglaagegreggegecac
cagegigaalacgacgglecleggicicggegag
cgegegggeaacgeggegetggaaaccglege

gctgegectigaacgcigeclgggegigeagace
gaeglgeatititeggegetgeecgeglectgica

gaggglegeggasgecgegeagegegecalicg
accegeageagecgelggicggegagetagigtt
tacccatgagicaggigiccacglggeggegelg

clgeggeacagegagagetaccagiccateges

gatgggeegeagelaccgpetpgipet
ggpcasacacicegggegtcaggegeicaacgg
cgittiigaccagatlgggctalcaccicagcgocg

cgeagatiaaccagelgeigeccgecatecgeeg
clicgecgagaacliggaagegcagoeccgaaaga
Hacgagelgeigecialclacgacgageiglgcg
glaanlccgeicigegggogaggpeetaa

GATGGGTGATGAAGAGATCG
CCCGCATTCAGCTGGTGCGTC
GTCAACTGCCGGACGCGACG
CTTATGACCTGGTGCCGTATG
AACGCTCTGGAAATCCGTCA
GAGCGCGGATCTGGGTATTG
ACTGGOGTGGATATCTCGATCC
CAGCATCCGACAAGCTGCGT
CAGTACAAGCTGCGTGAGCC
GCTGGCOGTGCTGCTGGAGC
GCCTTGCGATGTTTATCCATC
TGGCCCACACGTTAGGCCTCA
AAGTATGTATTGGTTGCGAG
GATGCGAGCCGTGCGTCTGG
TCAGACCCTGCGCGCCATTGC
COAGGTGGCCCAGCAATGCG
COGCTGCGCGCTTGUGTTACG
CTGACACCGTGGGCCTGCTG
GACCCGTTCACCACCGCAGC
CCAGATCAGCGCCCTGCGTG
ACGTTTGGTCGGGCGAGATC
GAGATGCATGCTCACAATGA
TCTGGGCATGGCTACCGCGA
ACACGCTGGOGGCAGTTTCG
GCTGGCGCCACGTCGGTGAA
CACTACCGTCCTCGGTCTGGO
TGAACGTGCAGGCAACGCAG
CCCTGGAAACCGTTGCGCTG
GGCCTGGAACGCTGCCTGGG
COGTGGAAACCGGCGTCCATTT
CAGCGCGCTCCCAGCGAGCT
GTCAGCGOGTCGCGOAGGET
GCACAGCGCGCAATCGACCC
GOAACAGCCGCTGOTGOGTG
AATTGGTTTICACCCACGAGT
CTGGTGTTCACGTTGCGGCGE
TGCTGCGCCACAGCGAATCCT
ATCAATCTATTGCCCCAAGCC
TCATGGGCCOTAGCTACCGTC
TGOTCGCTCGGCAAGCATTCG
GOTCOTCAGGCTOTCAACGG
TGTTTTCGACCAGATGGGTTA
CCACCTGAATGCGGCGCAGA
TCAATCAGTTGCTGCCGGCCA
TTCGCCGOTTCGOCGAGAATT
GOAAACGCTCTCCGAAAGAC
TACGAACTGGTTGOGATCTAT

SEQID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | codén

Vv El gen VWT |atggaacgegtectgatiaacgataccacectzeg | ATGGAGCGCGTCTTGATCAA 808 483

es SEQID [cgacggegageagagecceggegicgeciticg {CGATACTACCCTGOGTGATGG !

NO:19 caccagegaaaaggtogecatigeegaggeget! CGAACAATCTCCGGGUGTAG

tacgecgeaggaataacggegatggagetegge [COTTTCGTACCTCCGAGAAAG

Elln%:lri‘c‘:: es |PeCCcRECEAteRpepacgageagaicgegeg | TTGCCATCGCGGAGGCACTGT

SEQ 1D gatceagetggtgegtegeeagetgecegacge JACGCTGCGGGTATCACCGCG

"\s 020 gaccclgalgaceiggigicggatgaacgegelg [ATGGAAGTCGGCACTCCGGO
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Gen

SEQID
NO:

Secuencia WT

Secuencia sintética

%
Identidad
nucledtidos

%
Identidad
codon

GACGAATTGTGCGGTGAATC
CGCOCTTOOTGOTCGOGGOTA

A
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gagageggancaiga

CGOAGGTCCCGCTGCAAAAC
COTCTGGAGGACAATGATCG
TGCGCCGTGGUTCTTGGCGCG
CCGCCTCCTGGCCGAATCTTA
TCAGCAGCAATTTCAGGAGA
GCGGCACCTAA

SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | codon

W |[Elgen WWT |atpeagiggtittatcaaaticeeggegtggacga |ATGGAGTGGTTTTACCAGATT 779 43

es SEQID  |acticgetccgecgantettitiicagtticgecgt | CCGGGTGTAGACGAATTGCG '

NO:21 cceelatcagecegagetgettggecgetgeage [CAGCGCTGAATCCTTCTTTCA

ctgecgeigeigecaacgtttcatcgeaaaciceg {GTTCTTCGCGGTTCCATACCA

Eilngt:::c‘: es |CECEEAZE tgeegeigeaaaaccggetegagga | GCCGGAACTGCTGGGCCGOT

SEQ D taacgaccgegegeectggetgeigeegegaag [GCTCGCTTCCGGTGTTAGCGA

E‘ 0:22 aclgelegeggagagetatcageaacagiticag [CGTTCCACCGTAAACTGCGTG
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SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucledtidos | codén
A Elgen ZWT L cgaaaticacctitagegaagaggtecg | ATGCGUCCCGAAATTCACCTTC 80,1 483
es SEQID |cgleglacgegegaticgtaacgacggcaceaty | TCTGAAGAGGTCCGCGTAGTT
NO:23 geggecticgegeceggegegctgetgeteage [{CGOGCGATTCGTAATGATGG
cgeggeageaccggetitgtgegegactgeege [CACCGTGGCGGOTTTTGOGCC
E_I genZ aittititgeangateagattatetaccagatecactt JAGGTGCGCTGCTGGTTCGTCOG
sintéticoes .. onaaccgategaateatcgactpeegegag | CGGTTCGACGGGCTTTGTGCG
i':}inp caggagetgatecceateaceeageegtogctog | TGACTGGGGTGTGTTCCTGCA

ceggaaattigeaatacagegatageptgacetg
ceagatggegelegeggicaacggcgalgtgate
glgagegeoggeengegggaacgegligagaet
accgalcggggapageicggegacageiacace
glegacitiageggecgelggitcagggteceggt
geaggecalcgecctialagagganagagaaga
alga

AGACCAGATCATCTATCAAA
TCCACTTTCCGGAAACCGACC
GCATTATCGGCTGTCGCGAGC
AGGAGTTAATCCCOGATTACCC
AGCCGTGGTTGGCTGGTAAC
CTCCAGTATCGTGACAGCGTC
ACGTGCCAAATGGCACTGGC
TGTCAACGGTGACGTGGTTGT
GAGCGCOGGTCAACGTGGCC
GTGTGGAGGCCACTGATCGT
GGCGAACTTGGCGATTCCTAC
ACCOGTGGACTTCAGCGGOCG
TTGGTTCCGUGTTCCGUGTCCA
GGCCATCGCGCTGATTGAAG
AGCGCGAAGAATAA
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gagcgegetgecategigegecaleacgecceg

clggaactegecticgeegatategecegecagg

cgecgeagocggatclciceacgglacagacalg
glalcigegecaccagacgeagiltatgegeceg

gancageglelgaceegeealttacigelgacggl
cgatancgaccgegaageegigeaccageggat
coleggeciglatcggeaaalcaacgeciegegg

gacgetilegegecgelgeeccagegeeatleee

actgecegagegegelggaagagooicgiitagy
clggaltagecglggectgeictatcegeageleg

agaccgegetgiiticactggeggaaaacgegel

aagecticecategecagegaactgggeiggeat

clittatggigegnagegaticgeccegeogegce
catggageegeageaggegelggagagegege

acgallalcliiggeageagagecageagegeca
icagegecaglggeiggaacagatgalticeegic
agecgggactgigegesiag

CGCOGTGTCCCGGAAGGCGAT
ATTCCGGCTGCCTTACTGGAA
AACATCGCGGCCAGCCTGGC
GATCTGGCTGGACGAGGGTG
ACTTCGCTCCGCOGGAGCGC
GCTGCGATTGTGCGTCATCAT
GCACGTCTGGAGCTGGCGTTT
GCCOGACATTGCCCGCCAGGE
ACCGCAACCGGATCTGAGCA
COGGTTCAAGCGTGGTATCTGC
GTCACCAGACTCAATTCATGC
GTCCGGAGCAGCGTCTGACC
COTCACCTGCTCCTGACGGTC
GATAATGATCGCGAGGUGGT
GCATCAACGCATCCTTGGOCT
GTATCGTCAGATCAACGCGA
GCCGTGACGCCTTCGUCCCAC
TGGCACAGCGCCACTCTCATT
GCCOGTCCGUCTTGGAAGAA
GGCUGTCTGGGCTGGATCTCC
COGTGOTCTGCTGTACCCGCAG
CTCOAAACCGCGTTGTTTAGC
CTGGCOGGAAAACGCACTGTC
GCTGCCGATTGCGTCGGAATT
GOGTTOGCACCTOGTTATGGTG
COAGGUCATTCOTCCGGCAG
CCCCOATGGAGCCGCAACAG
GCCCTTGAATCTGCGCGUGAC
TACTTGTGGCAGCAGAGCCA
GCAGCGUCACCAGCGTCAAT
GGCTGOGAGCAGATGATTTCC
CGCCAACCGGGOCTGTGIGG
TTAA

SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |ldentidad
nucleétidos | codén

M El gen MWT |atgaaccegtggeaacgtittgecegaeagegee | ATGAATCCGTGGCAGCGCTTT 79,7 453

es SEQID |tggcgegeagecgetggaategegatceggepg | GCCCGTCAACGCCTTGCTCGC

N(:25 ccelggatceggecgacacgeeggetitigaaca | AGCCGCTGGAACCGTGATCC

El gen M geectggeaacgecagigecatatggageagae [GUOCTGCTCTCGACCCAGCCG

sin!:étlco es |EAlcgtogegegpnicecigaaggogataticeg ATACCCCAGCGTTCGAGCAG

SEQ 1D geggegiigetgragaatategetgectecetige [GOGTOGGCAGCGTCAATGCCA

\ 026 calctgectegacgaggegeatiiigegeegece | TATGGAACAAACCATCGTAG
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goclegacgacgecagecigaaagggaanaccy
tgacgctgticggectieggegateagagagecta
iceggacaaclicgicagegggalgegecegelg
tcgacgeccigagegegegeggegogeagatg
atlggeagetggecaanlgaggeliatgaaticag
cgeglecicggegeiggaaggogacegetitgtt
ggecigglgciggateaggataaccaglicgace
agaccgaagegegicigpegageiggeitgagg
agallaagacgcaccglgciglag

AGTCCTGTTGCTCGGCACGCC
GACGCTTGGTGATGGTCAACT
GCCGGOGCTTAGAGGCGGGOT
GCOGAGAGCGAAAGCTGGTCT
GAGTTTATCTCUGGTCTGGAT
GACGCTTCCCTGAAGGGCAA
AACCGTGGCGCTGTTTGGOCT
GGGCOACCAGCGTGUTTACC
COGGACAACTTCGTGTCGGOT
ATGCGTCCGCTGTTCGACGCG
CTGAGCGCCCGTGGOGCCCA
GATGATTGGTAGCTGGCCGA
ACGAAGGTTATGAGTTTAGC
GCATCGTCCGCGCTGGAAGG
COACCGCTTCGTCGGUTTGOT
GCTGGATCAAGACAATCAGT
TCOGACCAGACCGAAGCGOGL
CTGGCGTCTTGGCTTGAAGAG
ATCAAACGCACCGTTCTGTAA

SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | codén

F Elgen FWT |alzgegaacatiggianiticiiiggeacegatace [ATGGCGAACATCGGCATCTTC 81.5 51,4

es SEQID |gglaaasccegeaaaalegegaaaatgatecata | TTTGGTACGGATACCGGCAA

NO:27 ageaaclgggegagetggeggatgecceggica | AACCCGCAAGATTGCGAAGA

acattaaccgeacgacgetggacgactttaiggee [ TGATTCACAAACAGCTGGGC

Elln%:tri.c: os [EICCHRIECICIECIBRRCRCROCRRCRCICE [GAGCTGGCCGATGCCCCGGT

SEQ 1D gegacggecageigeepegecigeaggecgga | TAACATCAATCGTACCACTTT

"\ 028 tgcgaaagegagteatgeagegaatitateageg [GGATGACTTTATGGCTTACCC
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caggegatcecgeagetiicggtggiggacaleg
ceggeeceggcgalcegeicgecaatategece
geacclticgeaceelggagetgalecgegaaca
geigeeggaceigaaatiatgeetgicgaccaacg
gaclgglgelgeclgacgegglagaccgoetyct
ggatgteggegtigaccacgicacggicaccatia
acaccelegacgeggagaligecgegeaaaicta
cgectgactalggelggacggegaacgetacag
cgegegegaagegegagagatccigatigeccg
tcageitgaggoegtacgeagactgaccgerana
ggeglgctopl i Hegglgetgateee
cgetalcaacgatlagegecalggecggeglgag
cegegegelgegggecageggegegtitaiecat
aatatlatgecgelgategecaggecggageacy
geacggtgtitggecicagcggecagecggage
cggacgecgagacgeicgeegeraceegeage
cgetacggcgaaglgalgccgeagalgaceeac
tgccaccagigicgegecgacgecattgggaige
teggegaagaccgeagecageagtitacccaget
teeggegecagagagieleceggectggetgee
galcciccaccagegegegeagelgeacgecag
catigegaccegeggegaalelgaageegatgac
gcclgecigglegecglggeglcaageegegegs
gacgleatigatigicactitgglcacgeegaccgg
Helacatitacagecicloggecgeoggialggly
clggicaacgagegcitlacgeccaaatatigica
ggggegegatlgacigegagecgeaggataacg
cageeeggltigegeegatecicgaaclgelgge
ggacgtiaaagecgiaticigegigeglateggec
alacgecglggcaacagelggaacaggaaggca
Hgaacccigegiigacggegegiggeggecggt
cleegaaglgctgeccgegipalpgeaacagegt
cgpgggagelggecigeegegitgecgeataag
geggicgeciga

ACTTACAATGCAACTACTGCA
ACCGCAAGTTCGATTGCAGC
AATGAAAGCCGTCCGGGCGT
GTCCTCTACCCTGCTGACGCC
GGAACAGGCTGTGGTGAAGG
TGCGCCAGGTCGCCCAAGCT
ATCCCGCAGCTGLegGTGGTCG
GTATTGCTGGTCCGGGCGATC
COGCTTGCGAATATCGCCCGCA
COTTCCGTACCTTGGAGCTTA
TTCGCGAACAGTTGCCGGAC
CTGAAACTGTGCCTGAGCAC
CAACGGUTTOGOTGCTGCCAG
ATGCCGTTGATCGTCTGCTCG
ATGTGGGCGTGGATCACGTT
ACCOTCACCATTAACACCCTG
GACGCAGAAATCGCAGCGCA
AATCTACGCGTGGTTGTGGCT
GOGATGGCGAACGCTACTCCG
GTCGCOAAGCCGGCGAMATT
CTCATTGCCCGCCAGCTGGAA
GGCOTACGTCGCCTGACCGL
GAAAGGTGTGCTCOTCAAGA
TCAACAGCGTATTOGATTCCGG
GCATCAATGACAGCGGCATG
GCGGOGTOGTTAGCCGTGOGCT
GOGUGCGTCTGGTGUGTTCAT
CCACAACATCATGCCACTGAT
TGCGCOGTCCGGAGCATGGCA
CTGTTTTCGUGTCTGAACGGCC
AGCCGUGAACCGUACGUGGAA
ACCCTGGCGGCGACGCGCTC
CCOGCTGOCGGOGAGGTTATGC
CACAAATGACCCACTGCCAC
CAGTGCCOGTGCCGACGCGAT
TGGCATGCTTGGTGAGGATC
GCTCGCAACAGTTTACGCAAT
TACCGOGCTCCGOGAGTCCCTOC
CGGCCTGGCTGCCGATCCTGC
ATCAGCGTGCTCAGTTGCATG
COGAGCATCGUCACGCGCGGT
GAGAGCGAAGCCGATGACGC
CTGCCTGOGTGGOCGTTGOGTC
GAGCCGTGGCGATGTAATIG
ACTGCCATTTCGGCCATGOCG
ACCGTTTCTATATCTATAGCC

SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucledtidos | codén
B Elgen B WT |atgacticctgelcctetttiiciggeggeaaageet JATGACCTCTTGTTCGTCGTTT 80,2 454
es SEQID |gecgeceggeggalgacagegeatigacgeege | TCTGGCGGTAAAGCGTGCCG
NO:29 tigtggccgataaagetgeegegeaccectgetac | TCCGGCCGATGACTCCGCGCT
El gen B tctegeeatgggeatcacegtitegegeggatgea | GACTCCGCTGGTGGCCGACA
singt ético es | CIECCeRICECERCCgecigeaattigeagigea AGGCAGCTGCGCACCCGTGO
SEQ ID actacigtaategeaaaticgatigeageaacgagl TATAGCUGCCACGGCCATCA
NO:30 cccgececgggetategteaacgetgelgacgee {CCGCTTCGCGUGTATGCACCT
tgaacaggeggicgtgaaagigegteagptegeg | GCCAGTCOGOTCCGGCCTGCA
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Gen

SEQID
NO:

Secuencia WT

Secuencia sintética

%

Identidad |ldentidad
nucleédtidos | codon

TGTCTGCGGCTGGTATGGTTC
TGGTTAACGAACGTTTCACCC
COAAATACTGCCAGGGTOGC
GATGACTGOGAGCCGCAGGA
CAATGCCGCACGCTTTGOTGO
CATCCTTGAGTTGCTGGOGGA
COGTCAAAGCGGTGTTTITGTGT
GCGTATCGGCCATACCCCGTG
GCAACAGCTGGAGCAGGAAG
GCATCGAACCGTGCGTGGAT
GGCGCCTGGCUTCCGGTATCC
GAGGTCCTGCCGGCATGGTG
GCAGCAGCGCCOGTOGGTAGCT
GGCCGGUTGCATTGCCGCAC
AAAGGCGTTGCGTAA
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gecaggaleliggiciggeategegegecgaalt
gegeeigetgalgagegactgetitceacagetgg
tggigaigaacgancacaataigegelgy
ghictitiatcgleagegelgitigetgeaacagggg
gaagllalclgeeglicgeeangeigegacgaglyg
clgggaacgeagegectgiitigaglag

GCOGACCCGCGAAGAAGAACG
CCAGCAGCTGGGTGCCTGGC
TGGCCGGTTGOATGCAACAG
GATGCCGUTCCGATGGCGCA
GATTATCGCAGAGGTGAGOC
TGGCGTTCAACCATCTCTGGC
AGGACCTTGGOCTCGCGAGC
COCGCTGAACTGCGTCTGCTG
ATGTCTGACTGCTTCCCGCAG
CTGGTTGTTATGAACGAGCAC
AACATGCGUTGUGAAGAAATT
CTTTTACCGCCAGCGTTGCCT
GCTGCAACAGGGCGAAGTCA
TCTGTCGCAGCCCGTCTTGCG
ATGAATGUTGGOGAACGTTICT
GCGTGUTTTGAGTAA

SEQ ID % %
Gen NO: Secuencia WT Secuencia sintética Identidad |Identidad
nucleétidos | coddn

Q El gen QWT |atgecgecgetcgactggigeggegettatgget IATGCCGCCATTGOACTGGTTG 81,3 54,2
es SEQID  |gclglaccacgeggagaraggcageiticegelg [CGTCGTTTGTGGTTACTCTAT
NO:31 cgeatgggeetiageecgegegatiggeageeg [CACGCCGGUAAAGGCAGCTT
ctgeggeggegectggpegagatgeaaacgee | TCCGCTTCOGTATGGGCTTGTC
Elgen Q getegacggegagacgetcaceegtegeegeel [GCCGCGTGACTGGCAAGCTC
sintéticoes |, oncoonpctonacaecaceegegragage | TGCGCCGTCGCCTGGGOGAG
SEQID agegecageageiggocacctggetgecggect {GTGGAAACGCCGCTGGATGG
NO:32 geatgcageagoaigecggpcegaigaegeas |CGAAACCCTGACCCGTCGCC
attatcgecgagatticgetggegttiaaccatetet JGTCTGATGGCGGAGCTGAAT
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Fig. 19. Controlador sintético Ptac-T7
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N.° orden 8-19: el esqueleto es pincW (KT_96)

S';_%:D Orden Nombre Secuencia

SEQ D I lacl caatlcgegctaactiacatiaatigegtigegctoactgecegetiiceagicgggaaaceiglcglgeca

NO:33 gelgealtaalgantcggecancgegeggepagnggcegitigcglatigggegccagualgatititc
tittcaccagtgagacggpeaacageigaligeecticacepectggeccigagapagiigeageaage
gorlecacgetgpitipecccageagpeganantccigiligatggligptigacgpepppatatancalg
agetgteticgplategicgtateccactacegagatatocgeaccaacgegeageceggactcggtaat
geegegeattgegeccagegeeateigatcgiiggeaaccageategeaglgggaacgatgeceteat
tcagealtigeatggitigiigaaaaccggacatggeaciccagicgecticecgticegetateggelga
atitgaligegagigagataitialgecagecagecagacgeagacgegecgagacagaactiaaiggey
ceogetaacagegegatiigeigeigaceeaalgegaccagalgeiceacgeceagliegegtacegict
icaigggagaanalaalacigigaigggigiciggicagagacalcangs geecggaacaliag
lgcaggeageticcacageaatggealcciggtcatccageggalagiiaatgalcageccacigacge
gligegegagaagatiglgeacegecgetitacaggeticgacgecgeicgiclaccatcgacaccac
cacgeiggeacceagiigalcggegegagaltiaalegecgegacaltigegacggegeglgeageg
ceagaciggageipgeaacgecaatcageaacgacigiiigecegecagiigipgigecacgepgiip
geaatgtaaticageicegecatcgocgeticeactitiiceegegitiicgeagaaacgiggeiggectg
giicaccacgegggasacggicigalaagagacaccggeatacicigegacaicgtataacgitactgg
titcac

SEQID 2 promotor lacl aftcaccaccelgaatigacteicticegegegetateatgecatacegegaaaggittigeaceaticgat

NO:34 ggtgicaacglaaatgeatgecgeticgecticgegegegaatiggeegecalgecggogataatggee
tgeticlegecgaaacgiiigplogegeeaccagligacgaaggctigagegagogcatacaagatice
gaalaccgeaagegacaggecgaleategicgegeiccagegaaagegglecicgecy taace
cagagegelgeeggeaccigicclacgagiigeatgataaagaagacagicataaglgegeegacgal
agicalgeccegegeccaceggangeagelgacigpotigaagaeictcaagggeateggeggaget
fatcgactgeacggigeaceaatgelicigaegicaggeageeatcgpaageigigetalggeigigea
geicglaaatcactgeataalicgigicgetcaaggegeacticecgiictggataatginngegeegac
atcataacggitciggeaaalaticigaaalgagelg

SEQID 3 promotor tac ttgacaallaateateggeicglalaalgtgiogaaliglgageggataacaatt

N(:35

SEQID 4 aislador 1 TGCAGTTTTATTCTCTCGCCAGCACTGTAATAGGCACTAA

NO:36

SEQID 5 rbs ARNP T7 TATCCAAACCAGTAGCTCAATTggagtCGTCTAT

N(:37

SEQID 3 efiqueta de degradacion | (lgtlgtilatcaagecigeggateleegegaaatiglgactilieegelatitagegateiiglicagtgtag

NO:38 umuD clitcellcaccggeageagallacgiigaacagegealegalely
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“i%’ Orden Nombre Secuencia
SEQID 7 |Andamio de ARNP T7 |aurigec AACACGATTAACATCGCTAAGAACGACTTCTCTGACATC
NO:39 GAACTGGCTGCTATCCCGTTCAACACTCTGGCTGACCATTACG

GTGAGCGTTTAGCTCGCGAACAGTTGGCCCTTGAGCATGAGTC
TTACGAGATGGGTGAAGCACGCTTCCGCAAGATGTTTGAGCGT
CAACTTAAAGCTGGTGAGGTTGCGOGATAACGCTGCCGCCAAG
CCTCTCATCACTACCCTACTCCCTAAGATGATTGCACGCATCA
ACGACTGGTTTOAGGAAGTGAAAGCTAAGCGCGGCAAGCGCC
COACAGCCTTCCAGTTCCTGCAAGAAATCAAGCCGGAAGCCGT
AGCGTACATCACCATTAAGACCACTCTGGCTTGCCTAACCAGT
GCTGACAATACAACCGTTCAGGCTGTAGCAAGCGCAATCGGTC
GGGCCATTGAGGACGAGGCTCGCTTCGGTCGTATCCGTGACCT
TCAAGCTAAGCACTTCAAGAAAAACGTTGAGGAACAACTCAA
CAAGCGOGTAGGGCACGTCTACAAGAAAGCATTTATGCAAGT
TGTCGAGGCTOACATGCTCTCTAAGGGTCTACTCGGTGGOGAG
GOGTGGTCTTCGTGGCATAAGGAAGACTCTATTCATGTAGGAG
TACGCTGCATCGAGATGCTCATTGAGTCAACCGGAATGGTTAG
CTTACACCGUCCAAAATGCTGGCGTAGTAGGTCAAGACTCTGAG
ACTATCGAACTCGCACCTGAATACGCTGAGGCTATCGCAACCC
GTGCAGGTGCGCTGGUTGGCATCTCTCCGATGTTCCAACCTTG
CGTAGTTCCTCCTAAGCCGTGGACTGGCATTACTGGTGGTGGC
TATTGGGCTAACGGTCGTCGTCCTCTGGCGCTGGTGCGTACTC
ACAGTAAGAAAGCACTOATGCGCTACGAAGACGTTTACATGC
CTGAGOGTOTACAAAGCOATTAACATTGCGCAAAACACCGCAT
GGAAAATCAACAAGAAAGTCCTAGCGGTCGCCAACGTAATCA
CCAAGTGGAAGCATTGTCCGGTCGAGGACATCCCTGUGATTGA
GCGTGAAGAACTCCCGATGAAACCGGAAGACATCGACATGAA
TCCTGAGGCTCTCACCGCOGTGGAAACGTGCTGCCGCTGCTGTG
TACCGCAAGGACAAGGCTCGCAAGTCTCGCCOGTATCAGCCTTG
AGTTCATGCTTGAGCAAGCCAATAAGTTTGCTAACCATAAGGC
CATCTGGTTCCCTTACAACATGOACTGGUGCGGTCGTGTTTAC
GCTGTGTCAATGTTCAACCCGCAAGGTAACGATATGACCAAAG
GACTGCTTACGCTGGCGAAAGUTAAACCAATCGGTAAGGAAG
GTTACTACTGGCTGAAAATCCACGGTGCAAACTGTGCGGGTGT
CGACAAGGTTCCGTTCCCTGAGCGCATCAAGTTCATTGAGGAA
AACCACGAGAACATCATGGCTTGCGCTAAGTCTCCACTGGAGA
ACACTTGGTGOOGCTGAGCAAGATTCTCCGTTCTGCTTCCTTGC
GTTCTGCTTTGAGTACGCTGGGGTACAGCACCACGGCCTGAGC
TATAACTGCTCCCTTCCGCTGGCGTTTOGACGUGUGTCTTGUTCTGG
CATCCAGCACTTCTCCGCGATGCTCCOAGATGAGGTAGGTGGT
CGCG TTAACTTGCTTCCTAGTGAAACCGTTCAGGACATCT
ACGGGATTGTTGCTAAGAAAGTCAACGAGATTCTACAAGCAG
ACGCAATCAATGGGACCGATAACGAAGTAGTTACCGTGACCG
ATGAGAACACTGGTGAAATCTCTOGAGAAAGTCAAGCTGGGCA
CTAAGOGCACTGGCTGOTCAATGGUTOGGCTTACGOGTGTTACTCG
CAGTGTGACTAAGAGTTCAGTCATGACGCTGGUTTACGGGTCC
AAAGAGTTCOGCTTCCOGTCAACAAGTGCTGGAAGATACCATTC
AGCCAGCTATTGATTCCGGCAAGGGTCTGATGTTCACTCAGCC
GAATCAGGCTGCTGGATACATGGUTAAGCTGATTTGGGAATCT
GTGAGCGTGACGGTGGTAGCTGCGGTTGAAGCAATGAACTGG
CTTAAGTCTGCTGCTAAGCTGCTGGCTGCTGAGGTCAAAGATA
AGAAGACTGOAGAGATTCTTCGCAAGCGTTGCGCTGTGCATTG
GOTAACTCCTGATGGTTTCOCTGTGTGGCAGGAATACAAGAAG
CCTATTCAGACGCGCTTGAACCTGATGTTCCTCGGTCAGTTCC
GCTTACAGUCTACCATTAACACCAACAAAGATAGCGAGATTG
ATGCACACAAACAGGAGTCTGGTATCGCTCCTAACTTTGTACA
CAGCCAAGACGGTAGCCACCTTCGTAAGACTGTAGTGTGGGC
ACACGAGAAGTACGGAATCGAATCTTTTGCACTGATTCACGAC
TCCTTCGGTACGATTCCOGGUTGACGCTGCOGAACCTGTTCAAAG
CAGTGCGCGAAACTATGGTTGACACATATGAGTCTTGTGATGT
ACTGGCTGATTTCTACGACCAGTTCGCTGACCAGTTGCACGAG
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SEQ D i
\ko Orden Nombre Secuencia
SEQID 8 Sufijo Biobrick Taciaglageggeegeligeag
NO:A) {BBa_GO0001)
SEQID 9 Parada de traduccién| tiagitagitag
N(x4li {BRa_BO042)
SEQID 166 |Terminador altageagaaagicaaaagecicegaceggagpetitigactaaaacticectiggpettalcatiggg
NO:42 {BBa_B0054)
SEQID 11 Secuencia gelcactcanaggoggtaat
NCO:43 cebador VR o
{BBa_GO0102)
SEQID 12 Terminador cag tectiagetitegetasggatgatict
NO:A4 (BBa_B0062)
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SEOID Torden | Nombre Secuencia
SEQID 13 Origen pSa gclagageigicagaccagagelccaaaceaacgtittatetalaccgetacagggtatitaaticctatita
NO:45 atcigepetagaatgaggealgtitaaccgaateigacgtiticeci geanatgecaaantactatgectat

CtocgRgilicRegIgacgaccaagaccopggaanacy ptttgeicg CECgARCEC
caaaggelicgegeegelacagategaggaagaaaligecageagageanaggaclpgegeaageg
caagcicggageaalealcgaaaaggeccgagegtgpegacglgetacigacgecpgagattacgege
atigeeggticcgecelegecgecitgganaticicanageggegagegagegeggcctaategtocat
glgaccaaacagaagalcalcalggacggeagectacaaagegacatcalggeaacegigotiggent
ggctgcacagategageppcatiicallicaggeacglaccacegaggegetacaagiogeeagagag
cgcggeaagacgeicggacgacceaaggecageaaalcgagegectigaageiggacagecgian
gatgaaglacaggeatacgigaacciiggetigecgeaaaglegegeagecgagtigiiagoeptoag
cecteacacciigegecigitcalcaaacgeeggaacalcaaacecacaaacactagaccaaccalcac
calgecggggaggeaacaacatgcclaagaacaacaaageccecggecategtalcaacgagatcat
caagacgageclegegeicgaaalggaggalgeccgegaagelggettagicggetacalggeecgt
geeltglgeaagegaceatgoecocacaccgaceocaagaccagetacitigagegeaccanlggeaie
gleacciigtegatealgggeaagecgagealeggectgecclacggtictatgecgegeaccitgeng
ctiggataigeacegaggecgigegaacgaaagaceccgigitgaacetiggecggiegeaateggaa
tifctacaaaggeicggaatgeacacegalggecgiiacacggecacccticgeantcaggegoaacg
cetgtiticatecatgatitegeiigecggegageanggeaatgacticggeatigagaacgicgteatige
caagcgegeititctatictggaatcecaagoggecagaagatoggeegctatgegatageaccetcac
celcacaggegatticticgaggaagicaccegeicaceggtitcetatccgaategactacclgeatgect
tgeggeagicicegetigegatguacatitacacgiggetgacciategegtgiicetgtigegegccaa

gggecgecccticgigeaaateccitigggicgecctgeaagegeaaticggeicateetatggeagoeg
cgeacgeaactcgecogaaciggacgalaaggoccgagageguecagageggacageacicgeca
gettearatacaacticaaaaagegectacgegaagigtigatigtciatoccgaggeaagegactgeat
cgaagatgacggegaatgectgegeateanatecacacgectgeatglcaccegogeaccoggeaag
ggegetegealeggeeceecleegacligaceaggecaacgeiacgetiggeliggicaagecticeca
fccaacageccgeegiegagegggacttititalcceeggaagectglggatagagagiagtiatecacgl
gaaaccgetaalgocecgeanageciigaticacgggeciticcggeccgciceaaaaactalccacgt
gaaatcgclaaleagggetacgigaaatcgciaaleggagiacglgaaatcgelaataageicacglgaa

atcgelaalcaaaaaggeacgigagaacgctaatageectitcagalcaacagetigeaaacaceccle

gelceggeaaglagliacageaagtaglalglicaattagetiticaat latatatalcaaliatiggl
cgecetiggetiglggacaalgegetacgegeacceggelecgecegiggacaacegeaageggtige

ccaccgiegagegecagegectiigeccacaaceeggegaecgeaacagatcgitiataaattititite
tgaaaaagaaaaageccgaaaggeggeaaccictegggctictggatitcegatcaacgeaggagieg
ticggaaagtageigticeagaatiataggegeagagacaccagaticeaagatgactcigitaaattgti

glaglalglaglatcatacaacatactacagiacagaggeccgeaagaaiggeaateaclaaacaagac
attlggegageagecgacgaaciggacgecgaaggeatocggeccaciiiggecgecgigegeaaga
aaclcggaagegglageticacanccalticcgalgeaalggeigaalggaasaacc geasgaccgec
accetgeccleatcagacceatigecggligeagicaacgageateligeegageligeeaatgegetal
gegclalcgecelggegeacgecaacgeecggiligacgaagalegrasacagatcgaggecgaca

aggeggecalcagecageageiigeegaageaalegaaciagecgacacciicaccegegaanacga
ceagetecgegaacgagiganicageicgancelatggaacgegagegegacaageiggeegacca
goligeegaagigaancgecgeageggegaagaaciaaaccgelgealggaaaageleacceancy

cgalaacgaggclalcgaggeccgeasacaggecaageageccalegagegegecgecagicigea
aggicagglgpaageccicaangageaggicgecaaloicacagorgicligaanacaggaggeaas
caalgaasagegecciigecgeecticgegeggicgeggecgelgicgicciaaicgicaglgigeceg
cligggecgacticeggggtaaagiogiccgaalectigacgglgacacialegacgtitiggigaacey
teagaccatccgegigagatiggecgataligacgeaccggaaageggccaagecticggeleceglyg
clegecaacggelegecgactigacciticgecaagagglicaagigacegaaaaagaggtigateggl
atggecgeacteliggggtegitiacgegecgiigeaataccecggeggceanacacaacicaccaac

alcaatgegatcatgglicaaganggealggectigggetiacegilatiacgEeanaccaaccgacgeg
cagalglacgag gaggecegecgecaacggeicggectitggicagaccegaatgelea
ggageciiggaantggeglegegeclegaaaaatgecacgaactgacacegggeacgeeceliglicg
acgegecgeaggeacglegaalliaccgecgggacy
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SEQ iD

NO: Orden Nombre Secuencia

SEQID 14 lresistencia a cecelegiecegacacticeagategecatagegeacagegecicgagepgigmaacgecgeagty

N6 espectinomicina geggtiticatggetigitalgactgiititiiggegtacagictalgectegggcalccaageageaagey
cettacgecglpegtegalgliigatgiialggageageancgatgtiacgeageaguecagiogecct
anaacasagiisaacalealgaggeaageggipalegocgaaglaicgacicaacialcagagalagtt
ggeglcategagegecateicgracegacgtigetggeeglacatiiglacggeicegeagiggalggc
gecctgaagecacacagigataiigattipcigptiacgpigacegiaaggeligatgasacaacgegy
cgagettigatcaacgacetitigeaaacticggeticcectgpagagagegagatictocgegetglag
aagicaccaltgtigigeacgacgacatcaticogigeegtiatecagelaagegegaactgeaatiigga
gaalggeagegeaalgacatictigeagglalcticgagecagecacgategacatigatetggetatett
ZClgACARARE atagegligectigglagglecageggoggaggaaciciitgateegg
Heelgaacaggatelatiigagpegetaaalgaraccltiaac gelalggaaclegecgeccgaciggge
lggcgatgagegaaatglagigctiacgtigtcecgeatigglacagegeagiaaceggeaaaatege
gecgaaggatgicgelgecgaciggaeaatggagegecigecgecceaglaicagecegleatactlg
angelagacaggctialctiggacaagaagaagategeligeccicgegegeagaleagiign t
figlccaclacgtganaggegagaleaccangglagicggeaaalaatgictaacaaticgiicaageeg
acgeegelicgeggepcpoctiaacicaagegiagalgeactaageacataatigeicacagecaaac
tatcaggicaagictgetittatiatitlaagegtgealaataagecclacacaaatgglacee

SEQID 15 Terminador tceggeaaasaaacgggeaapgigicaccacceigecctittictiiaaaaccgaaaagatiacticgegt

NO:47 {BBRa_BOO33) i

SEQID 16 | Secuencia tgecaccigacgtclaagaa

NO:4R cebador VF2

{(BBa_Go00101)

SEQID 17 | Terminador aaggaatallcageaatligeceglgeogaagaaaggeccacceglgaagglgagecagigagtigatl

N(:49 (BBa_B0055) gelacgtaa

SEQID 18 Parada de traduccion |tiagllagtiag

NOG:50 {BBa_B0042)

SEQID 19 Prefijo Biobrick gaaltcgeggecgeliclagag

NO:51 {Bba_GOOUOG)
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Fig. 20. Lista de partes del complejo sintético completo

Orden N.° 57 -67 tiene el esqueleto pSB4C5

Orden

Nombre

Fuerza
(AFU)

Secuencia

SEQID
NO:S2

Promotor T7
WT

G000

TAATACGACTCACTATAGGGAGA

SEQ D
NO:53

]

rbs nifH

5500

ACAATAAACTAACATAAGGAGGATAAAT

SEQID
NO:S4

nifH

ATGACCATGCGTCAGTGCGCGATTTATGGCAAAGGTGGTATTG
GCAAAAGCACGACGACCCAGAACTTGGTGGUGGCCCTGGOCG
AGATGGGTAAAAAGGTTATOGATTGTGGGTTGCGACCCGAAGG
CCOGACAGCACGCGCCTGATTCTGCACGCGAAAGCACAAAACA
COATTATGGAGATGGCTGCCGAGGTTGGTAGCGTGGAGGATC
TGOAGCTGGAGGACGTTCTGCAAATTGGTTACGGTGATGTTCG
TTGCGCAGAGAGCGGTGOTCOGGAACCAGGTGTCGGCTGTGO
GGOTCOGTGGTGTGATTACCGCTATCAATTTCCTGGAAGAAGAG
GGTGCGTACGAAGATGATCTGGATTTCGTTTTCTACGATGTGC
TGGGTOGATGTCGTGTGCGGTGGTTTTGCAATGCCGATTCGCGA
GAATAAGGCACAAGAAATTTACATTGTCTGTAGCGGCGAGAT
GATGGCAATGTACGCTGUTAACAACATCAGCAAGGGTATTGT
TAAATACGCAAAAAGCGGTAAGGTTCGCTTGGGTGGTTTGATT
TGCAACAGCCGTCAGACCGACCGTGAGGACGAACTGATCATC
GCCCTGGUTGAGAAACTGGGCACCCAAATGATCCACTTCGTG
CCACGUGATAATATTGTTCAACGTGCAGAAATCCGCCGTATGA
COGTCATTGAGTATGACCCGGCATGCAAGCAAGUGAACGAGT
ACCGCACCTTGGCACAGAAAATCGTGAACAACACCATGAAGG
TTGTTCCGACGOCGTGTACGATGGACGAGUTGGAGAGCCTGCT
GATGOAGTTCGGCATTATGGAGGAGGAGGACACCAGCATTAT
COGOTAAGACCGCAGCGGAGGAGAATGCGGCATAA

SEQID
NCxS5

aislador 1

GOGTGUGTACACCTTAATCACCGCTTCATGCTAAGGTCCTGGC
TGCATGC

SEQID
NO:56

rbs nifD

300

AAAANTTCACATCCCTATCTAGCGOAGGAGCCGG

SEQID
MN(E5T

nifD

atgatgaclaaigctaclggegaacglaacclggeacigaticasgaaglacigrasgigitcecggaa
accgegegeanapagegeegianacacalgalggtitcigaccegaaaatgaaatclgligpataaalg
calcalclciantcgoanalcicageeggataicalgacighicglgecigigeglacgcagglictaang
gigleglaticggeccgalcasagalatggegealaiciclcalggecegecagpetglggecagiact

clegegeggaacgicglaaciaclacacgggegiticiggegtigacictiicggeacgeigaacticac
cletgacticenggascgigacategtiticgglggegatlaaasageiglecanactgalegaagaaalg
gaacigetglicocegelgactaaageeatiaclalccasagegaalgiccggigeeicigaloggigaly
acaleagegegglegeaancgeatcticcaaagecciggalaagecgglgatcecggicgtigopag
geettcegeggegtitetcagictetggpteateacatlograascgatgligtgegigactggaticigaa
canccgtgaaggleagecitiigaaaccacccclialgacgiigegatiatipuegactiataacaleguc

gpegacgectgggcateecgealecigelggageagalgegicigegiatiplegeacagtggiclgy
cgalggeacceigptigaaatgpanaacaccecglitg tgaacciggticactgeiaccgeice
d!gdauﬁtdilt’&.bk"lbd\,mg,‘_l,.ddg,dadaﬁuﬂ(.dl..ni!(,t.L.Ilggéllggﬂdtdt.ﬂahllu11\.39,1\,
Cgaclaaaatcgeagaaleoeigoey fcgecgalcaglity
aagc 1glaarlgcchct1‘baagg,ucagatggc1gs,aalcanguaagtax,cgtn.cgcgcuggaa
gelcglasagigelgeigiacatggglpgicigegiccacgicalgigalegpigeciacgaggacelg
geeatggagatcalcgeagegpgiiacgaatitgeacacaacgacgactalgaleglacycigecaga
celgaaagaaggtacgetgeigitigacgacgeeageteitatgaaciggaageciicgtgaaageget
gaagccagacctgalcggetccggealcaagganaaatacatiticcagaaaatgggegipgeegtice

gecagatgeacteotgggactaciceggicegiaccacggetacgacggiticgetateticgetegiga

Hegegoegaacgolg

90




ES 2752081 T3

catggatalgacecigaatpacceagegiggaatgaacigacegeaccglggeigaaateigeatan

SEQID
NO:S8

aislador 2

CAAACACCCCATGTCGATACTGAACGAATCGACGCACACTOC
CTTCCTTG

SEQID
NO:S9

rbs nifk

50

CAATCTCATACTCTCAAAAATTAGGCGAGUTAAC

SEQID
NOR60

nifk.

atgicleanactalegatlagaatcaactcligitacecgeiglicgageagaacgaatalcaggaactght

coglaacaaacglcagelggaagaagegeacgacgeacagegegigeaggaagigilcgeatggac
caccaccgeggaatacgaageicigaacticeglegegaageecigacggitgalecggeganageg
lgecageciclgggtgegaticiglgcagectgggtitigecaacacecigeegtalglecacggitcee
agggcigeglagectaciiceglacclatitcaacegeeacttt a caatcgeglgegigiocga
cageatgacggaggacgeggcagititcgglggt tzaacctgggectg f
u.gw.i.lg,ia{.adau.g;,a.ldlLatccﬁ.agl[,ﬂuau.au.i;,calg;,t.dﬂaggtlalluzigzll[,atul
geaageatitaligecaacgeaaagaaagacggiticgligacageictalcgeggiicegeacgetcat
acccegiccticatcggtictcacgtaaciggtigggacaacalgticgaaggcttcgeanaaacttitae
cgcag«dsm.aagg{.oaauc&gtsmauj__r..cgmlbctgm.uggtgslccg;-,tltgaaﬂu,uau,
lgggcaactlicglgtccigaagegealgalgg: lgacggiicegigiicicigeigicigacce

gleigagaticiggacaclceageggacggecactalcgeaiglaticlggiggcaccacicageagga
aalgaaagagpecceagacgogaligacacceigelgeligeancegtggeagetgclgasaagcaag
agagliglicaggaaatglggaaccagecggeaacggaagiigeaalccegetgggtotggeagelac
tgacgaacigelgalgaceglglcccanclgageggeaaaccaalegeggalgelcigaccclggaac
gegglegecigetggacaigatgciggacagecacacgiggetgealggcaagaaatiiggectgtac
gelgacccggaciicgtaaigegecigaccegtiectgeigganclggpclgegageegacigitale
ciglcleacaacgeiaacagacgliggeagaaggecalgascaasalgeiggalgegageccalacgg
€L alcaacigegacclgiggeaticcgeicictgalg 1 geglcageegg
atlicatgalcgglasclctiacggeanaticalccagogigacaciciggecanagucasagegiliga

agtgccgelgaticglcigggelitcegelglicgaccgicaceacclgeaccgecagaceaceigggy
Hacgaaggegey ategtaaclacic reaglactgg gelggacagegata

citcccageigggeaanaccgactatictiicgateiggticgtiaa

SEQID
NOL6T

aislador 3

CCTGATTGTATCCGCATCTGATGCTACCGTGGTTGAGTTA

SEQID
NO:62

rbs nifY

240

CCATACTCACTCCCGGAGGTACTTICT

SEQID
N(:63

nify’

ATGTCTGACAATGATACCCTGITITGGCGCATGCTGGCGOTGT
TTCAGTCGCTGCCGOGATTTGCAGCCGGCTCAAATCGTCGATTG
GCTOGGCGCAGGAATCCGOGCOAAACCCTGACGUCGOGAGCGOCT
TGCCACCCTOGACCCAACCGCAACTCGCGGCGTCGTTCCCATCC
GCOGACGGCAGTOATGAGCCCGGOTCGCTGUAGCCGCGTTATG
GCTTCTCTGOCAAGGCGCCCTOCCAGCCCACTTGCGOATCGTAC
GTCCGGCGCAGCGTACCCOCGCAACTGCTCGCCGCGTTTTGCAG
CCAAGACGGCCTTGTTATCAATGGTCATTTCGGCCAGGGTOGT
CTGTTCTTCATTTACGCCTTTGACGAGCAGGGCGGCTGGOTGT
ATGACTTGCGCCGCTATCCGAGCGCACCGCACCAGUAGGAAG
COAATGAGGTGCOGTGOTCGTCTGATTGAAGATTGCCAGCTGCT
GTTCTGCCAGGAGATTGGCGGTCCGGCAGCAGCGCGTCCGAT
CCGCCACCGCATCCATCCGATOAAGGCGCAGCCGGGTACTAC
GATTCAGGUGCAGTGTGAAGCTATCAACACCCTGCTGGCCGG
TCGCCTGCCGOCUTGGCTCGOCAAACGTTTGAACCGTGATAAC
CCGCTGGAAGAGCGTGTGTTTTAA

SEQID
NOL64

aislador 4

CATTTTTGCCTTGCGACAGACCTCCTACTTAGATTGCCAC

SEQID
NO:6S

4

ACTATTCAATACATCACTGGAGGTTATTACAA
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SEQID
NOH6

ni{E

ATGAAGGGTAACGAGATTCTTGCTCTGCTGGACGAACCGGCC
TOGTGAACACAACCATAAACAGAAATCCGGCTGTAGCGCCCCA
AAGCCGGGTGUOGACGGCGGCTGGCTGCGCTTTCGATGGTGCG
CAGATCACCCTGCTCCCGATTGCGGACGTTGCCCACCTCGTGC
ATGGCCCAATCGGTTGCGCAGGTAGCTCTTGGGACAACCGTG
GCAGCGCCTCCAGOGGTCOGACCCTGAATCGTTTGGGCTTTAC
CACTGACTTGAATGAACAAGATGTGATCATGGGTCGCGGCGA
GUGTCGCCTUGTTCCACGUCTGTGCGCCATATTGTCACCCGTTAC
CACCCAGCGGCAGTATTCATCTACAATACGTGUGTGCCGGCTA
TGOAAGGCGATGACCTGOGAGGUCGTGTGTCAGGCAGCCCAGA
CTGCGACCOGCGTCCCGGTAATCGCAATTGATGCGGCTGGCTT
CTACGOTTCOAAGAACCTGGGCAACCOGTCCGUGCAGGCGATGT
CATGGTTAAACGCGTCATTGGUCAACGTGAGCCAGCGCCGTG
GCCGOAGAGCACCCTGTTTGCCCCGOAGCAACGTCATGACAT
TGGCTTGATCGGTGAGTTCAACATTGCGGGCGAGTTTTGGCAC
ATTCAGCCGCTGUTTGATGAGCTGGOTATCCGCGTTTTGGUGTT
COGCTCAGCOUGCGATGUOTCGTTTCGCCGAGATTCAAACCATGCA
CCOTGCCCAGGCOAACATGCTGGTGTGCAGCCGTGCTCTGATC
AATGTTGCGCGTGCTCTGOAACAGCGCTATGGCACCCCGTGOT
TTGAAGGCTCGTTCTATGGTATCCGCGCGACCAGCGACGCCCT
GCOGCCAGTTAGCGGCGCTGCTGGOCGATGACGACCTCCGTCA
GCGCACCGAGGCGCTGATCGCGCGTGAAGAACAGGCGGCTGA
GCTGOCCCTGCAACCOGTOGCGTOGAACAGCTGCGTGGCCGCAA
GGCCCTUCTCTACACGGGTGGTGTCAAAAGCTGGTCTGTGGTG
TCCGCGCTTCAGGATCTGGGTATCGACCGTGGTTGCCACGGGCA
CGCOTAAGAGCACGGAAGAGOGATAAACAGCGCATCCGCGAAT
TOATGGGCGAAGAGGCCOGTGATGCTTGAAGAAGGCAACGCAC
GTACCTTATTGGATGTAGTTITATCGCTATCAAGCAGACCTGAT
GATTGCCGOTGGOCGUAACATOTATACCGCCTACAAAGCGCG
CITGCCGTTCCTGOACATCAACCAGGAACGCGAGCACGCGTTT
GCGGGCTACCAAGGCATCGTGACCTTAGCGCGOCAGCTGTGO
CAAACGATTAACAGCCCOATCTGOGCCGCAGACTCATTCCCGC
GCACCGTGGCGCTAA

SEQID
NO:6T

aislador 5

TGTCACGCTAGGAGGCAATTCTATAAGAATGUCACACTGCA

SEQID
NO:68

rbs infN

CCTAAACCTACCACACCTGOGAAGAAGTAATT

SEQID
NO:69

18

niflN

ATGGCAGACATTTTCCGCACTGATAAGCCOGTTGGCTGTGTCGC
COATCAAGACCGGCCAGCCGCTGGGTGCGATCCTGGOGTCOC
TGGGTATCGAGCACTCGATTCCGCTGGTACATGGCGCGCAGG
GCTGTTCGGCTTTTGCCAAGGTTTTCTTTATCCAGCACTTCCAC
GATCCGGTCCCGUTGCAAAGCACGGCAATGGACCCGACCAGT
ACCATCATGGGCGCTGATGGTAACATCTTCACCGCGUTGGACA
CTCTCTGCCAACGCAATAACCCGCAAGCAATTGTGCTGCTGAG
CACCGGCCTCTCCGAGGUCGCAGGGCAGCGACATTTCCCGTGT
AGTGCGTCAGTTCOGTGAAGAATATCCGOGTCATAAAGGCGT
GGCGATTCTGACTGTTAACACCCCGOGACTTTTACGGTAGCATG
GAGAACGGCTTTTCCGCTGTCCTGGAGTCTGTGATTGAACAGT
GGGTTCCGCCAGCCCCACGTOCGGCGCAGCGCAATCGTCGOG
TCAATCTTTTGGTGAGCCATCTCTGTAGCCCAGGUGATATTGA
GTGOGCTGOGCCGTTGOGTCGAGGUCTTCGGTCTGCAACCGATC
ATTCTGCCGGATCTGGCTCAGAGCATGGAUGGCCACCTTGUTC
AGGGTGACTTTTCGCCGCTGACGCAGGGCGGCACGCCGTTGE
GCCAAATCGAGUAGATGOGUCAGAGCCTTTGCTCTTTTGUGAT
TGGOGTCAGCCTGCACCGTGUGAGCAGCUTGCTGGCTCCGUGT
TGTCGTGGCGAAGTCATCGCCTTGCUGCACCTCATGACCTTGG
AACGCTGCGACGCCTTTATCCATCAGTTGGCGAAAATCAGCG
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GTCGCGCCGTTCCGOGAGTGGCTGOAACGCCAGCGCGGTCAGC
TGCAAGACGCCATGATCOGATTGUCACATGTGGCTGUAAGGCC
AGCGCATGGCGATTGCCGUCGAAGGCGACCTGCTGGCAGOGT
GGTGUOGATTTCGCGAACTCTCAAGGTATGCAGCCGGGTCCACT
GGTTGCTCCGACGOGGTCATCCGAGCCTGCGTCAGTTGCCGGTG
GAGCGUGTGGTGCCGGGTGATCTGGAGGATCTTCAGACCCTCT
TATGCGCACATCCGGCCGACTTACTGGTGGCGAACTCCCACGC
CCGTGATTTAGCAGAGCAATTCGCCCTGCCGCTGGTGCGCGCA
GGCTTCCCGOTGTTTGACAAACTGGGCGAATTTCGTCGTGTTC
GCCAGGGTTATAGCGGTATGCGTGATACCCTUGTTCGAGTTGGC
GAACCTGATCCOGTOAACGCCATCATCATCTGGCTCATTATCGC
AGCCCGCTGCOGCCAGAACCCAGAATCCTCOTTGTCTACGGGTG
GCOGCGTACGCAGCGGATTAA

SEQID 19 rbs nifJ 100 clagagaltuaagaggagaaatiange

NO:TO

SEQID 20 nifl ATGAAAACTATGGACGGTAACGCTGCGGCTGCATGGATTAGC
NO:TL TACGCCTTTACCGAAGTGGCTGCGATCTACCCGATTACGCCGA

GCACCCCGATGOGCGOAAAATGTGOACGAATGGGCTGCGCAGG
GCAAGAAGAACCTCTTCGGCCAGCCGGTGCGOCTOATGGAGA
TGCAGTCGOAAGCGGGTGCAGCAGGTGCTGTGCATGGCGCCT
TGCAAGCTGUGCGCACTGACGACCACCTACACCGCGTCGCAGG
GCCTGTTGCTOATGATCCCAAACATGTACAAAATCGCGGGTG
AACTOGCTGOCOGGUTUTCTTTICATGTTTCGGCACGCGCACTGGC
CACCAATAGCCTCAACATCTTTGGCGATCATCAGGATGTAATG
GCGGTGCGCCAAACGOGCTGOGCOGATOGTTGUGCCUAGAATAAC
GTCCAGCAAGTTATGGATTTGTCCGCGGTAGCCCACTTGGCAG
COATCAAAGGTCGCATTCCGTTCGTGAACTTCTTCGATGGCTT
TCGCACCAGCCACGAAATCCAGAAGATCOAGGTTCTGOAATA
TOAACAGCTGGCCACCTTGTTGGATCGTCCGGCCCTUGGACAGC
TTCCGCCGTAACGCCCTTCACCCGGACCACCCGGTCATCCGTG
GCACCGCCCAGAACCCGOACATCTACTTCCAGGAACGTGAGG
CCGGTAACCGTTTCTATCAGGCGCTCCCGOATATTGTGGAATC
TTACATGACCCAGATTTCTGCCCTGACTGGTCGCGAGTATCAC
CTGTTTAACTACACTGOTGCTGOGUATGCGOAGCGCGTGATCA
TCGCGATGGGCTCTGTCTGTGACACCGTCCAAGAGGTGGTTGA
CACGCTGAATGCAGCGGGTGAGAAAGTTGGTCTGCTCTCCGTT
CATCTTTTCCGCCCGTTTTCGTTAGCGCACTTCTTCGCCCAACT
GCCGAAAACTGTACAGCGTATCGCAGTATTGGACCGTACGAA
AGAGCCAGGTGCTCAAGCAGAGCCGCTGTGOCTCGATGTGAA
GAATGCCTTTTACCACCATGACGATGCCCCGTTGATTGTGGGT
GGTCGCTATGCCTTGGGCGGTAAGGACGTGTTGCCGAACGAT
ATTGCGGCCGTGTTTGATAACCTGAACAAACCGCTGCCGATGG
ACGGCTTCACGCTGGGTATCGTGOGACGATGTTACCTTCACCTC
TCTCCCGCCAGCGCAGCAGACCCTGGOGGTTTCTCACGACGGC
ATCACGGCATGTAAGTTTTGGGGCATGGGCTCCGACGGCACG
GTTGGTGUCGAACAAGTCCGCGATCAAGATTATCGGCGACAAA
ACGUCACTGTATGCGCAAGCGTACTTTTCCTACGACTCGAAGA
AGAGCGGTGGTATTACCGTCAGCCATCTGCGTTTTGGTGATCG
CCCGATCAACTCCCCGTATTTGATCCATCGCGCGGATTTCATC
TCGTGCAGCCAGCAAAGCTATGTTGAACGCTACGATCTGCTGG
ATGGCCTTAAACCGGGTGGCACCTTTCTGCTGAACTGCTCCTG
GAGCGATGCCGAACTGGAGCAACATCTGCCGGTCGOGTTTCAA
ACGTTATCTGGCACGCGAGAATATCCACTTCTACACTCTCAAC
GETGTGGACATCGCCCGTOAGCTTGGTTTGGGTGGCCGTTTCA
ACATGCTGATGCAGGCTGCCTTCTTCAAACTGGCCGUGATCAT
TGACCCGCAGACTGCTGCGOACTATCTGAAGCAGGCTGTTGA
GAAAAGCTATGGCAGCAAAGGTGCGGUGGTCATCGAGATGAA
CCAGCGTGCCATCGAGCTTGGCATGGCCAGCCTGCACCAGGT
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GACGATCCCGGCACATTGGGCCACCCTGGATGAGCCAGCGGC
GCAGGUGTCCGCGATGATGCCGGACTTTATCCGCGACATCCTG
CAACCGATGAACCAGTCAGTGCGGCGACCAGCTTCCGGTGTCG
GCTTITGTCGGCATGGAAGATGGCACCTTCCOCGTOCGGCACGH
CCGCATGOOGAGAAACGTGGCATCGCCCTTGAGGTGCCAGTCT
GGCAGCCGGAAGGCTGCACGCAGTGCAACCAGTGCGOCTTCA
TTTGTCCGCACGCCGCGATTCGTCCGGCGTTGTTGAATGGCGA
AGAGCATGATGCTGCCCCGGTTGGOCTGCTGAGCAAACCGGT
ACAAGGCGUTAAAGAATATCACTATCATCTGGCGATTAGCCC
GCTGGACTGCTCCGGCTGTGGCAACTGCGTTGACATTTGTCCA
GCTCGTGGCAAAGCGTTGAAGATGCAGTCTCTGGATAGCCAA
CGCCAGATGGCTCCOGOGTGTGGOATTATGCGCTGGCGCTGACCC
COAAGTCTAACCCGTTTCGTAAAACCACCGTCAAAGGCTCGC
AGTTCOAAACCCCGCTGOTGGAGTTTAGCGGTGCGTGCGOTGG
TTGTGOCOGAAACGCCGTATGCGUGCCTCATTACCCAGCTGTTT
GGCGACCGCATGCTGATTGCCAATGCCACCGGUTGTTCCAGCA
TCTGGGGCGCATCTGCGCCGAGCATCCCGTATACCACCAATCA
TCOTGGTCATOGGTCCGGCCTOGGGCGAATAGCCTGTTTGAGGAC
AATGCCGAATTTGGTTTAGGTATGATGCTGGGCGGTCAAGCTG
TGCGTCAACAGATCGCGOACGATATGACGGCTGCGTTAGCGC
TCCCGGTTTCCOGATGAGCTGAGCGACGCOGATGCGCCAGTGGTT
GOCGAAACAGGACGAGGGTGAAGGCACGCGTGAGCGTGCGG
ACCGTCTGAGCGAGCGCTTAGCCGCGGAGAAAGAGGGCOTTC
COCTGTTAGAGCAGCTGTGGCAAAATCGTGATTACTTTGTGCG
TCGCAGCCAGTGGATTTTCGOCGGTOACGGCTGGGCCTATGAT
ATTGGCTTCGGTOGCCTGOACCACGTCCTCGCCAGCGUGTGAGG
ATGTGAACATTCTGGTATTTGACACCOGAAGTCTACTCGAACAC
COOCGOTCAAAGCAGCAAATCOACCCCGOTCGCGGOCATOGE
CAAGTTCGOGGCTCAGGUGUAAGCGCACCCGCAAGAAAGACCT
GGGTATGATGGCGATGAGCTACGGCAACGTCTATGTAGCCCA
GOTGOCGATGGGTGCGGATAAAGATCAAACTCTGCGCGCCAT
TGCGOAAGCTGAAGCGTGOCCAGGCCCGTCGCTGGTOATTGE
GTATGCOGGUCTOGCATCAATCATGOCCTOGAAGGCCOGUTATGOGT
TGCAGCCAACGTGAGGCOAAGCGCGCTOGTTGAGGCGGGCTAC
TGGCACCTGTGGCGTTATCACCCGCAGCGCGAAGCGGAAGGC
AAGACGCCOTTTATOTTAGATAGCGAAGAACCGGAAGAGTCG
TTCCGTGACTTTICTGTTGGUTGAGGTGCGCTACGCATCCCTGC
ACAAGACCACCCCGCACCTCGCCGATGCCCTTTTCAGCCGTAC
COAAGAAGATGOGCOTGOGCGCTTTGCGCAATACCGTCGOCT
GGUTGGUGAAGAGTAATAA

SEQ D 21 t;;minador T7 {1600 TACTCTAACCCCATCGGCCGTCTTAGGGGTTTTTTGT

NO:T2

SEQID 22 aislador & COGTGOTTGAGTCAGCGTCGAGCACGCGGC

NO:73

SEQID 23 terminador T7 | [ 500 TAATACGACTCACTAGAGAGAGA

NO:T4 mut 2

SEQID 24 alslador 7 CGCGACTTCOAGAGAAGAAGACTACTGACTTGAGCGTTCC

NO:T5

SEQID 25 tbs nifB 220 CTCTCTGTAATACATCAAATCAATCATAGGAGGGCTAAA

N(:T6

SEQID 26 nifB ATGACCTCTTGTTCGTCGTTTTCTGGCGGTAAAGCGTGCUGTC

NO:TT COGUCGATGACTCCGCGUTGACTCCGCTGGTGGUCGACAAGG
CAGETGOGCACCCGTGCTATAGCCGCCACGGUCATCACCGOTT
CGCGCGTATGCACCTGCCAGTCGCTCCGGCCTGCAACTTACAA

TGCAACTACTGCAACCGCAAGTTCGATTGCAGCAATGAAAGC
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COTCCGGGCGTGTCCTCTACCCTGCTGACGCCGGAACAGGCTG
TGGTGAAGGTGCGCCAGGTCGCCCAAGCTATCCCGCAGCTGleg
GTGGTCGOTATTGCTGGTCCGGGCGATCCGCTTGCGAATATOG
CCCGCACCTTCCGTACCTTGGAGCTTATTCGCGAACAGTTGCC
GGACCTGAAACTGTGCCTGAGCACCAACGGCTTGGTGCTGCC
AGATGCCGTTGATCOTCTGCTCGATGTGGGCGTGGATCACGTT
ACCGTCACCATTAACACCCTGGACGCAGAAATCGCAGUGCAA
ATCTACGCGTGGTTGTGGCTGOGATGGCGAACGCTACTCCGGTC
GCGAAGCCGGCGAAATTCTCATTGCCCGCCAGCTGGAAGGCG
TACGTCGCCTGACCGCGAAAGGTGTGCTCGTCAAGATCAACA
GCGTATTGATTCCGGGCATCAATGACAGCGGCATGGUGGGTG
TTAGCCGTGUGCTGCGOGCETCTGGTGCOTTCATCCACAACAT
CATGCCACTGATTGCGCGTCCGGAGCATGGCACTGTTTTCGGT
CTGAACGGCCAGCCGGAACCGUACGCGGAAACCCTGGOGGCG
ACGCGCTCCCGCTGCGGUGAGGTTATGCCACAAATGACCCAC
TGCCACCAGTGCCUGTGCCGACGUGATTGGCATGCTTGGTGAG
GATCGCTCGCAACAGTTTACGCAATTACCGGCTCCGOAGTCCC
TCCCGGCCTOGGCTGCCGATCCTGCATCAGCGTGCTCAGTTGCA
TGCGAGCATCOGCCACGCGCGGTCGAGAGCGAAGCCOATGACGC
CTGCCTGUTGOGCCGTTGOOTCOAGCCGTOGCGATUTAATTGAC
TGCCATTTCGGCCATGCCGACCGTTTCTATATCTATAGCCTGTC
TGCGOGCTGOTATGGTTCTGOTTAACGAACGTTTCACCCCGAAA
TACTGCCAGGGTCGCGATGACTGCGAGCCGCAGGACAATGCC
GCACGOTTTGCTGCCATCCTTIGAGTTGCTGGCGGACGTCOAAAG
CGOTOTTTTIGTGTGCGTATCGGOCATACCCCGTGGCAACAGCT
GOAGCAGGAAGGCATCGAACCGTGOGTGGATGGCGCCTGGOG
TCCGOGTATCCGAGGTCCTOGCCGUUATGOGTGGCAGCAGCGOCG
TGGTAGCTGGCCGGCTGCATTGCCOGCACAAAGGCGTTGCGTA
A

SEQID 27 aislador 8 ACTACGAGATTTGAGGTAAACCAAATAAGCACGTAGTGGC

NO:T8

SEQID 28 tbs nifQ 5 TGCGTTTAGCAGTTCCCGTAGGAATATTTCCTT

NO:79

SEQ ID 29 nif@ ATGCCGCCATTGGACTGGTTGCGTCGTTTGTGGTTACTCTATC

NO:BRO ACGCCGGCAAAGGCAGCTTTCCGCTTCGTATGGGCTTGTCGCC
GCGTGACTGGCAAGCTCTGCGCCGTCGCCTGGGOGAGGTGGA
AACGCCGCTGGATGGCGAAACCCTGACCCGTCGCCGTCTGAT
GOGOGGAGCTGAATGUGACCCGCGAAGAAGAACGOCAGCAGCT
GGGTGCCTGGCTGGCCGGTTGGATGUAACAGGATGCCGGTCC
GATGGCGCAGATTATCGCAGAGGTGAGCCTGGCGTTCAACCA
TCTCTGGCAGGACCTTGGCCTCGOGAGCCGCGUTGAACTGCGT
CTGCTGATGTCTGACTGCTTCCCGCAGCTGGTTGTTATGAACG
AGCACAACATGCGCTGGAAGAAATTCTTTTACCGCCAGCGTTG
CCTGCTGCAACAGGGCGAAGTCATCTGTCGCAGCCCGTCTTGO
GATGAATGCTGGGAACGTTCTGCGTGCTTTGAGTAA

SEQID 30 terminador T7 1 | | 300} TACATATCGGGGGGOGTAGGGGTTTTTTGT

NO:81

SEQ D 31 aislador @ GTCTGTAGCACGTGCATC

NO:82

SEQID 32 prometor T7 {2750 TAATACGACTCACTAATGGGAGA

NOHR3 mut 3

SEQID 33 rbs nifF 45 GACAAGAGTCTCAATTATAAGGAGGCTTTACTAC

NO:R4
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SEQID |34 ¥ ATGGCGAACATCGGCATCTTCTTTGGTACGGATACCGGCAAA

NO:8S ACCCGCAAGATTGCGAAGATGATTCACAAACAGCTGGGCGAG
CTGGCCGATGCCCCGGTTAACATCAATCGTACCACTTTGGATG
ACTTTATGGCTTACCCAGTCCTGTTGCTCGGCACGCCGACGCT
TGGTGATGGTCAACTGCCGGGCTTAGAGGUGGGCTGCGAGAG
CGAAAGCTGGTCTGAGTTTATCTCCGGTCTGGATGACGCTTCC
CTGAAGGGCAAAACCGTGGCGCTGTTTGGCCTGGGCGACCAG
CGTGGTTACCCGGACAACTTCGTGTCGGGTATGCGTCCGOTGT
TCGACGCGCTGAGCGCCCGTGGCGCCCAGATGATTGGTAGCT
GGCCGAACGAAGGTTATGAGTTTAGCGCATCGTCCGCGCTGG
AAGGCGACCGCTTCGTCGGCTTOGTGCTGGATCAAGACAATC
AGTTCGACCAGACCGAAGCGCGCCTGGCGTCTTGGCTTGAAG
AGATCAAACGCACCGTTCTGTAATAA

SEQID |35 | terminadorT71 1300 | TACATATCGGGGGGGTAGGGGTTTTTTGT

NO:86

SEQID |36 | alslador 10 GGTCATTACAACGGTTAT

NO:§7

SEQID |37 | promotorT7 {1500 TAATACGACTCACTAGAGAGAGA

NOES o2

SEQID |38 | aislador 11 AACATAGCGTTCCATGAGGGCTAGAATTACCTACCGGCCT

NO:RG

SEQID {39 | msnifu 2800 [ CAGATACTGACAAATAAACCAGCGAAGGAGGTTCCTA

NO:90

SEQID (40| il ATGTGGAACTACAGCGAGAAAGTCAAGGACCATTTCTTCAAT

NO9I CCOCGCAACGCOUGTGTIGTGGATAACGCAAATGCGGTGGGL
GACGTCGGCAGCTTATCTTGTGGCGATGCTCTCCGCTTGATGC
TGOGCGTGOACCCGCAGAGCGAAATCATCGAAGAAGCGGGCT
TTCAGACCTTCGGCTGCGGCAGCGCGATTGCGTCGTCCAGCGE
ACTGACGGAGCTGATCATCGGTCACACCCTGGCGGAAGCGGG
TCAGATCACCAACCAGCAGATCGCCGACTATCTGGACGGCTT
ACCGCCGGAAAAGATGCACTGCTCTGTAATGGGCCAGGAAGE
TCTTCGTGCGGCCATTGCTAACTTTCGCGGTGAATCGCTGGAA
GAGGAGCATGACGAGGGTAAGCTGATCTGCAAGTGCTTCGGC
GTCGATGAAGGCCATATICGCCGTGCTGTCCAGAACAACGGT
CTTACGACTCTGGCCGAGGTGATCAATTACACCAAGGCAGGT
GGCGOTTGTACCAGCTGCCATGAGAAAATCGAGCTGGCCCTG
GCCOGAGATTCTCGOCCAACAGCCGCAAACCACCCCGGCAGTT
GCGTCCGGTAAAGATCCGCACTGGCAGAGCGTCGTGGATACC
ATCGCTGAACTGOGTCCACATATCCAAGCGGACGGTGGTGAC
ATGGCGCTGTTGTCCGTGACGAACCACCAAGTGACTGTTTCGC
TGTCGGGCAGCTGTTCTGGCTGCATGATGACCGACATGACCCT
GGOGTGGCTGCAACAGAAATTGATGGAGCGTACCGGCTGCTA
TATGGAAGTTGTTGCCGCCTAA

SEQID |41 | aislador 12 CATTGTAATAGCCACCAAAAGAGTGATGATAGTCATGGGT

NO92

SEQID (42 | msnifs 175 GATACCCGTAGACCATTCTGAAATCGAAGGAGGTTTTCC

NO93

SEQID 43 |jis ATGAAACAAGTGTACCTGGACAACAACGCGACCACCCGCCTG

NO94 GACCCGATGGTTCTGGAAGCGATGATGCCGTTTCTCACGGATT
TCTATGGCAATCCGTCCAGCATCCATGACTTCGGCATCCCGGT

ACAAGCGGCGCTGGAACGTGCGCACCAGCAAGCTGCGGCACT
GCTGGGCGCAGAGTACCCGTCTGAAATCATTTTCACGAGCTGT
GCGACCGAGGCCACTGCAACCGCCATTGOCGTCGGCCATCGUG
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TTATTGCCGGAACGCCGOGAAATCATCACCTCGOTAGTGGAG

CACCCGGCTACGCTGGOOGCGTGCGAGCACCTGGAACGCCAA
GGCTATCGCATCCATCGCATTGCGGTUGGATAGCGAAGGTGUG

CTGGACATGGCCCAGTTCCGTGCAGCGCT ClegCCGCGTGTCGC
GTTGGTGAGCGTGATGTGGGCCAACAACGAAACCGGCGTGCT
GTTCCCGATTGGCGAAATGGOCGAGCTTGCCCACGAGCAGGG
CGCTCTGTTCCACTGCGATGCCGTTCAGGTCOTTGGCAAAATC
CCAATTGCTGTTGGCCAGACGUCGUATCGACATGCTGTCTTGET
CCGCGCACAAGTTTCATGGTCCGAAGGGTOTTGGTTGCTTGTA
CTTACGTCGTGGCACGCGCTTTCGTCCGCTGOTTCGCGGTGGC
CATCAAGAATATGGTCGCCGTGOCGGCACTGAGAATATCTGT

GGCATCOTCOGGCATGOOCGCTGOGTGCGAACTGGCGAACATC
CATCTGCCGGOGTATOGACCCATATTGGCCAGTTACGCAATCGCC
TGGAGCACCGTCTGCTCGCCAGCGTGCCOTCCGTOATGGTTAT
GGGCGGTGOTCAGCCGeg TATACCGGGTACTGTCAACCTGGCG
TTCGAGTTTATCGAAGGTGAAGCGATCCTGCTCTTGUTGAACC
AGGCTGGCATTGCCGCAAGCTCCGGCTCCGCGTGTACCTCTGE
CAGCTTGGAGCCGAGCCATGTOATGCOGCGCCATGAACATTCC

ATACACCGCOGGCTCACGGCACCATTCGTTTTAGUCTGAGCCGT
TATACGCGCOGAGAAAGAGATCOGACTACGTCGTTGCGACCCTC

CCGCCAATCATTGATCGTCTGCOGTGCCTTGTCCCCGTATTGGC

AGAATGGTAAGCCGCGTCCGGCAGATGCAGTCTTTACCCCGG

TTTACGGTTAA

SEQID 44 aislador 13 GAGTTACTGGCCCTOGATTTCTCCGUTTCTAATACCGCACA
NO:95

SEQID 45 Tbs nify 5 GCOGACTAGGAGCCTAACTCGCCACAAGGAAACAT
NO96

SEQID 46 nify ATGGAGCGCGTCTTGATCAACGATACTACCCTGCGTGATGGCG
NO97 AACAATCTCCGGGOGTAGCGTTTCGTACCTCCGAGAAAGTTGC
CATCOGCGOGAGGCACTOGTACGCTOGCOGGTATCACCGCGATOGA
AGTCGGCACTCOGGCOATGGUTOATGAAGAGATCGCCCGOAT
TCAGCTGGTGCOOTCOTCAACTGCOCGGACGCGACGCTTATGACC
TGGTGCCGTATGAACGCTCTGOAAATCCOTCAGAGCGCGGAT
CTGGOTATTGACTGGGTGOATATCTCGATCCCAGCATCCGACA
AGCTGOGTCAGTACAAGCTGCGTGAGCCGCTGGCCGTGUTGOT
GOAGCGCCTTGOGATGTTTATCCATCTGGCCCACACGTTAGGC
CTCAAAGTATGTATTGGTTGCGAGGATGCGAGCCOTGOGTCTG
GTCAGACCCTGCGCGCCATTGCCGAGGTGGCCCAGCAATGCG
CGGCTGOGCGCTTGUGTTACGCTGACACCGTGGGUCTGCTGGA
CCCGTTCACCACCGCAGCCCAGATCAGCGCCCTGCGTGACGTT
TGGTCGGGCGAGATCGAGATGCATGCTCACAATGATCTGGGC
ATGGCTACCGOGAACACGCTGGCGGCAGTTTCGGCTGGCOGEC
ACGTCGGTGAACACTACCGTCCTCGGTCTGGGTGAACGTGCA
GGCAACGCAGCCCTGGAAACCGTTGCGCTGGGCCTGGAACGE
TGCCTGGGCGTGGAAACCGGCGTCCATTTCAGCGCGCTCCCAG
COAGCTGTCAGCGOGTCGCGGAGGCTGCACAGCGCGCAATOG
ACCCGCAACAGCCGUTGOTGGGTGAATTGGTTTTCACCCACGA
GTCTGGTGTTCACGTTGCGGCGCTGCTGOGCCACAGCGAATCC
TATCAATCTATTGOCCCAAGCCTCATGGGCCGTAGCTACCGTC
TGGTGCTCGGCAAGCATTCGGGTCGTCAGGUTGTCAACGGTGT
TTITCGACCAGATGGGTTACCACCTGAATGCGGCGCAGATCAAT
CAGTTGCTGCCGGCCATTCGCCGOTTCGUOGAGAATTGGAAAC
GCTCTCCGAAAGACTACGAACTGGTTGCGATCTATGACGAATT
GTGCGGTGAATCCGUCCTTUGTGUTCGCGGUTAA

SEQID 47 aislador 14 GACTCAACACGCTAGGUGACGTGAAGTCGATTCCTTCGATG
N(98
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SEQID 48 rbs nifw 40 CAGAAGGCGAGAACTAGATTTAAGGGCCATTATAG

NO99

SEQID 49 nifW ATGGAGTGGTTTTACCAGATTCCGGGTGTAGACGAATTGCGCA

NO:LOO GUGCTGAATCCTTCTTTCAGTTCTTCGUCGGTTCCATACCAGCC
GOGAACTGCTGGGCCOGCTGUTCGUTTCCGGTGTTAGCGACGTTC
CACCGTAAACTGCGTGCGGAGGTCCCGUTGCAAAACCGTCTG
GAGGACAATGATCGTGCGCCGTGGCTCTTGGUGCGCCGCCTCC
TGGCCGAATCTTATCAGCAGCAATTTCAGGAGAGCGGCACCT
AA

SEQID 50 aislador 15 TCGAGAAACAAGGCAGTTCCGGGUTGAAAGTAGUGCCGGG

NO:101

SEQID 51 rbs nifZ 365 ACAAGTUCCGTATTATAACCGUCTAGGAGGTOGTTGG

NO:102

SEQID 52 nifZ ATGCGCCCOGAAATTCACCTTCTCTGAAGAGGTCCGCGTAGTTC

NO: 103 GCOGCOGATTCOTAATGATOQUGCACCOGTGGCOGUTTTTGCOGCCAG
GTGCGCTGCTCGTTCOGTCOCGGTTCGACGGGCTTTGTGCGTGA
CTGOGOGTGTGTTCCTGCAAGACCAGATCATCTATCAAATCCAC
TITCCGUAAACCGACCGCATTATCGGCTGTOGCGAGCAGGAG
TTAATCCCGATTACCCAGCCGTGGTTGGUTGGTAACCTCCAGT
ATCGTOACAGCGTCACGTGCCAAATGGCACTGGCTGTCAACG
GTOGACGTGGTTGTGAGCGCCGGTCAACGTGGCCGTUOTGGAGG
CCACTGATCGTOGCGAACTTGGCGATTCCTACACCGTGGACTT
CAGCGGCCGTTGGTTCCGCGTTCCGOTCCAGGCCATCGCGCTG
ATTGAAGAGCGCUAAGAATAA

SEQID 53 alslador 16 ACGCCACGCOTAGTOAGACATACACGTTCGTTGGGTTCAC

NO:104

SEQID 54 rbs nifM 750 TCAGAGACTGAAGTTATTACCCAGGAGGTCTATA

NO:10S

SEQID 55 nifM ATGAATCCGTGGCAGCGCTTTGCCCGTCAACGCCTTGOTCGCA

NO:i06 GCCGCTGGAACCGTGATCCGGCTGCTCTCGACCCAGCCGATAC
CCCAGCGTTCGAGCAGGCGTGGCAGCGTCAATGCCATATGGA
ACAAACCATCGTAGCGOGTGTCCCGLGAAGGCGATATTCCGGE
TGCCTTACTGOAAAACATCGCGGCCAGCCTGGCGATCTGGOTG
GACGAGGGTGACTTCGCTCOGCCGGAGCGCGCTGCGATTGTG
COTCATCATGCACGTCTGGAGCTGGOGTTTGCCGACATTGCCC
GCCAGGCACCGCAACCGGATCTGAGCACGGTTCAAGCGTGGT
ATCTGCGTCACCAGACTCAATTCATGCGTCCGGAGCAGCGTCT
GACCCOTCACCTGCTOCTOACGGTCOGATAATOATCGCOGAGGC
GGTGCATCAACGCATCCTTGGCCTGTATCGTCAGATCAACGCG
AGCCGTGACGCCTTCGCCCCACTGGCACAGCGCCACTCTCATT
GCCCGTCOGCCTTGGAAGAAGGCCGTCTGGGCTGGATCTCCCG
TGGTCTGCTGTACCCGCAGCTCGAAACCGCGTTGTTTAGCCTG
GCGGAAAACGCACTGTCGOTGCCGATTGCGTCGGAATTGGGT
TGGCACCTGTTATGGTGCGAGGCCATTCGTCCGGCAGCCCCGA
TGGAGCCGCAACAGGCCCTTGAATCTGCGCGCGACTACTTGTG
GCAGCAGAGCCAGCAGCGOCACCAGCGTCAATGGUTGGAGCA
GATGATTTCCCGCCAACCGGGOCTGTGTGGTTAA

SEQID 56 terminador T7 | 1400 TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTT

NO:107 wr TITG

SEQID 57 sufijo Biobrick . Tactagtageggecgetgeag

NO:108 (BBa_GO0001)

SEQID 58 Traduccion ttagttagiiag
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NO TG parada
(BEa_B0042)
SEQID 59 | Terminador atiageagasagicaaaageclocgace ggageciiiigactanaaciicectigggptiateatipggg
NO: 10 (BBa_B0054)
SEQ D 600 Secuencia relcacticaasggegptaat
NOQI 11 cebador VR gelcacicanageege
(HBa_(:00102)
SEQID 61 Terminador cagalaaagaaaalceliagellicgelaaggatgatiict
NO:112 (BBa_B00&2)
SEQID 62 origen pSC101 clglcagaccaagiitacgagelcgetiggacteetgtigatagatccaglaatgacclcagaactoeale
NO:H3 (BBa_I50042) Iggattigiicagaacgeioggitgecgeegegegttititatiggigagaalccaageaciagggacagt

aagacgggtangecigiigatgataccegelgectiactggglgcatiagecagletgaalgacelgicac
gogalaalcegaagliggicagaciggaaaalcagagggeaggaacigeigaacageaanaagicag
atageaccacalageagaceegct 2O geccglgacgggetitictiglatialg
ggtagiiicetigealgaatecalaasaggegectiglaglgecatitaceeocaticacigecagagecgt
gagegcagegaaclgaalgleacganaaagacagoegacloaggigecigalgglogeagacasnag
gaataticagegatilgecegagetigegaggetgciacitaagecitaggglittaaggicigiiiiglag
aggageanacagegitigegacatectitigl tgcpgaacigactaaaglagigagiialacaca
geectgegatctaticlititalcitiitatictiiciliaticialaaalataaccacl igaatalaancanaaa
aaacacacazaggliclageggaatiiacagageeictageagaatitacaagliticcageaaaggicta
geagaatitacagatacceacaacicanaggaaanggacatglaatiatcatigaciageccateticaatt
gutaiagigatl {cacclagaccaatigagatglalgicig wtigttticaaageaaalgaact
agegaltagicgetatgactlaacggagealgaaaccaageiaaltitaigeiglgtggeactacicaace
ceucgatipaaaacceiacaaggaaagaacggacggiateglicactiataaccaatacgeicagalgs
{gaacatcaglaggeasaaigcilalgglglatiiagelaaageanceagagagelgalgacgagaaclg
tggaaatcaggaaleeitiggtiaaaggeilitgagatiticcaglggacaaactalgecaaglicleaage

it b"“"‘“t‘;:‘“ 2 11{9:*;;1'01:-"!'“ U‘ aasatic ataat
clggaacatgtizagictit aastactclatgaggalllatgagtaget gagciaacac
aauagaaaacicaceaggeaaaialagagatiagectigalgaattaagiicalgliaalgelig
aclaccatgagtitaaanggctiasccantggglitigaaaccaaiaagianagaitianacactiacage
aatat tigerlagi gegaggecgeccgacigatacgiigatiticcaagiigasciagalag
acaaatggateicgtaaccgaactigagaacaaccagal gaatggiga 1
ceallacatcagaltcctacetacgtaacggact ictacacgatgetitaactgeaaaaalt

cagcan

5

cagetcaccagttitgaggeaanatitiigagtgacatgcaaagiaag ggitcgticica
Iggclcacgearanaacaacgaaccacaciagag alaciggciaaatacggaaggalcigagetic
ﬂﬂtggc[cﬂ__!u!r'fmc ‘_“_ ay 'u?f“mgm‘lau. AHAL ‘_‘ I AL .r.icﬂccgﬂag
atatcaaaggpaaaacigtceatatgeacagatgaaaacgpliot gatacalcagagett

(=

Hacgagtitiigroto geiglicaccalgaacagalogal

SEQID 63 resistencia a gitgatcgggcacgtaagagpticcaaciticac gaaataagalcaclaccgggegtatitiig

NO:114 cloranferical agttalcgagatiticaggagelaaggaagelanaalggaganaaaaatcacgggatataccacegilg

(BBa_P'1004} atatalcceaatggealeglaaagaacatitigaggeatitcagicagiigelcaatglacctalaaccaga

cegitcagetggatatiacggectititaaagaceg g taagcacaagttttatccggectita
Heacatictigecegecigatg geteacceggagiticgtalggecalgaaagacggteagctpat
galctggaeatagigticaceetigiiacacegtiticealgageaaactgaaacgiticgloceictggagt
gaataccacgacgatticeggeagtiticiccacatataticgeaagatptopegigitacggt ot
gaectalllccctaaagggitiatigag gittttigtctcageeaatecetgggtgagitcaccagtt
tigatitaaacgtggecaatalggacaaciicticgeccoegititcacgatggecaaatatiatacgcaag
gegacaaggigeigatpecgoiggogatecageticatcatgecgtitgtpatgeeticeatgtoggee
geatge tgaattacaacaglaciglgatgagizecaggrepgeecaiaatlaa

SEQID 64 Terminador lecpgeaanasaacgggcaagglgleaceaceelgece ittctin cganaagattacticge

NO:1S (BBa_B0O33) 1

SEQID 65 Secuencia lgecaccigacgiciaagaa

NO:116 cchador vhre 3 o

(BBa_G00101)
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SEQID 66 Terminador aaggaatalicageaatilgecegigeegaagaaaggeccaceegigangglzage Higat
N:117 (BBa_B0055) lgctacglaa
SEQID 67 Parada de lagitagtiag
NO:11E traduccién
(BBa_B0042)
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Codon de inicio

BBa_ RBS+OR RFP BBa__

Origen ColE1

FIG. 21
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SEQ ID
NO:

Nombre

Secuencia

SEQID
N(x:119

SynPrgh_RB
s

ATTAAACAGGATAATAAGC

SEQID
NO:120

Syni'rgh

ATGGAAACTAGCAAGGAGAAAACGATTACGTCCCCTGOTCCGTATATCGTT
COTCTGTTGAACTCGTCCCTOAACGGTTOGTGAATTTCCGCTGCTGACTGGTC
GTACGCTGTTCOGTCGTGOOTCAGAGCGATGCTCTGACCGCGTCTGOTCAGCT
GCCGOGACATTCCTGCCOGACTCCTTCTTCATCCCGCTGOATCATGGCGGTGTT
AATTTCGAGATTCAAGTGGACACTOGACGCOGACGOAAATCATCCTGCACGAA
CTGAAAGAGGGCAACTCCCAGAGCCGCTCCOGTGCAACTGAACACCCCGATC
CAAGTTGGTOAACTGCTOATTTTOATTCGTCCGGAGAGCGAGCCGTGOOTG
CCGOAACAGCCGOAGAAGTTGGAAACTTCTGOGAAAAAGAACGAACCGCG
CTTTAAAAMACGGCATCGTCGCGGCACTOGCGGOGTTTCTTTATCCTGGGTATC
GGCACGOTTGGCACCCTGTGOATTCTGAACTCGCCGCAACGTCAAGCAGCC
GAATTGGACAGCCTGTTGGGTCAGGAGAAGGAGCGTTTTCAGGTGCTGCCG
GOGTCGCGACAAGATGCTGTATGTCGCCGCGUAAMACGAACGCGACACCCTG
TGOGGCACGTCAAGTCCTGOGCACGCGGCGATTACGATAAAAACGCACGCGTT
ATTAATOAAAATGAGCGAGAATAAACGTATCAGCATCTGGCTGGACACGTAT
TATCCACAACTGOGCATATTACCGTATCCATTTITGATCAACCACGTAAGCCGG
TGTTTTGGCTGTCCCGTCAACGCAACACGATGAGCAAGAAAGAGCTOGAGG
TGCTGTCCCAGAAATTCGCGTGCGCTGATGCCOTACGCCOGACAGCGTCAATAT
TACTCTGATGGATGACGTGACCGCAGCAGGCCAAGCCGAGGCAGGTCTGAA
ACAACAGGCGCTGCCATACAGCOGCCGTAACCACAAAGGTGGTGTTACGTT
CGTTATTCAGGGCGCCTTGOACGACGTTGAGATICTGCGTGCGCGCCAGTTT
GTCGACTCCTATTATCGTACCTGGGGTOGGTCGTTACGTTCAATTCGCAATTG
AATTOGAAAGACGATTGGCTGAAAGGCCGCTCGTTCCAATACGGTGCGGAAG
GCTACATTAAGATGAGCCCAGGTCATTGGTATTTICOGTCTCCTCTGTAATA
G

SEQID
NO:i21

SynPrzl RBS

ATTAAAGAGGAGAAATTAAGC

SEQID
NO:122

SynPral RB
]

ATTAAGGAGGATAAATTAAGC

SEQID
NO:123

SynPral

ATGTCTATCGCGACTATCGTGCCTGAAAATGCCGTTATTGGTCAAGCGGTGA
ATATTCGCAGCATGGAAACGGACATCGTCAGCTTGOGACGACCGTTTGCTGC
AAGCATTTTCGGGCAGCGCUCATCGUTACCGUCGTCUATAAGCAGACCATTA
CCAATCGCATTGAAGACCCTAATCTGGTTACCGATCCGAAGGAGCTGGCGA
TTAGCCAGOGAAATGATTTCCGACTACAATCTGTACGTCAGCATGGTTAGCAC
CCTOACGCOGTAAGGGCGTTGOGCGCTGTTGAGACTTTGCTGUGTTCCTGATAG

SEQID
NOxiz

SynPrak_RB
s

ATTAAACAGGATAATAAGC

SEQID
NO:125

SynPrgk

ATGATCCGCCGTTACCTGTATACCTTCTTGCTGUGTTATGACTTTGGCCGGCTG
TAAAGATAAGGATCTGCTGAAAGGCTTGGACCAAGAGCAAGCGAATGAGG
TCATTGCGGTTCTGCAAATGCACAACATTGAGGCTAACAAGATTGATAGCG
GCAAGCTGGGTTACAGCATTACCGTCGCGOAACCGGATTTCACCGCOGGCAG
TGTATTGGATTAAGACCTACCAGTTGCCGCCTCGCCCGCGTGTCOAAATCGC
CCAAATGTTTCCGGCAGACAGCCTGGTTAGCTCTCCGUGTGCGGAGAAAGC
ACGTCTGTACTCGGCGATTOAACAGCGCCTGOAGCAGTCGCTGCAAACGAT
GOAAGGTGTTCTGTCGOCCCGTOTCCACATCAGCTATGATATTOATGCGGGC
GAGAACGGTCOTCCOGCCTAAGCCGOTGCACCTOTCGGCTTTGGCGGTGTAT
GAACGCGOTTCCCCTCTGGCCCATCAGATTTCGGATATTAAGCGCTTCCTGA
AAAACAGCTTCOCGOATGTTOACTATOATAACATCAGCGTOGTTCTGTCCGA
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

GCGTAGCGACGCACAGTTGCAGGCGCCGGGCACGCCGUTCAAGCGCAATAG
CTTCGCTACCTCCTGOATTGTGCTGATTATCCTGTTGTCTGTTATGAGCGCGG
GTTTCGOGTOTCTGGTACTACAAAAATCACTATGCGCGTAATAAGAAAGGCA
TTACTGCCGATGACAAGGCAAAGTCCAGCAACGAGTAATAA

SEQ D
NO:126

SynOrgA_RB
5

GAAAGAAGGGACAGACTAG

SEQID
NO:127

SynOrgA

ATGATTCGTCOTAACCGTCAAATGAACCGTCAACCACTGCCAATTATCTGGC
AACGCATTATTTTCGACCCACTGTCCTATATTCACCCACAACGTCTGCAAAT
CGCGCCOGGAGATOATCOTGCGTCCGOGCAGCGUGTGUGGUCAGCGAATGAGCT
GATTTTGGCGGCGTGOCGTTTGAAGAACGGTOAGAAGGAGTGCATTCAGAA
TAGCCTOACGCAGCTGTGOTTCGCGTCAATGGCGCCGTCTGCCGCAGGTTGCT
TACCTGCTGGGTTGCCACAAGTTGCGTGCTGACCTGGCCCGTCAAGGTGCTT
TATTGGGCCTGCCGGACTGGGUGCAGGCATTCTTGGCGATGCACCAGGGTA
COTCCTTOTCGOGTTTGTAATAAGGCGCCOAACCACCGTTTCCTGCTGTCCGT
TGOGTTACGCCCAACTOAACGCGCTGAATCAGTTCCTGCCGOGAGAGCTTGGC
COAACGCTTTCCTCTGCTGTTTCCACCGTTCATCGAGGAGGCACTGAAACAA
GATGCAGTGOAGATGAGCATCCTGCTGCTGGCCCTGCAATACGCGCAAAAG
TATCCTAACACCGTCCOCGGCOTTITGCGTGCTAATAA

SEQ ID
NO:i2R

SynOrglh RB
3

GAAAGAAGGGACAGACTAG

SEQID
NO:129

SynOrgB

ATGTTGAAAAATATCCCGATTCCATCCCCTCTOGTCTCCGGTTGAAGGTATCC
TGATTAAACGCAAGACGTTGCAGCGTTACTTCTCGATTGAGCGCCTGGAAC
AACAGGCGOATCAGCGTGCAAAGCGCATTTTGOGTGAGGCAGAAGAAGAA
GCCAAGACCCTOGCGCATGTATGCGTACCAGGAGGGCTACGAGCAGGGUATG
ATTGACGCACTGCAACAGGTGGCCGOCTATTTOACCOGACAACCAGACGATG
GOTTOOAAATGGATGOAGAAAATTCAAATCTATGCGCGTGAGTTGTTCAGC
GOGGOTGTCGATCACCCGOGAAACGTTGTTGACGGTGCTGGACGAGTGGCTG
CGTGATTTCGATAAGCCGGAAGGTCAGCTGTTITTGACCCTGCCGGTGAACG
CAAAGAAAGATCATCAGAAACTGATGGTGCTGCTGATGGAAAATTGGCCGG
GCACCTTCAATCTGAAGTATCATCAGGAGCAACGTTTTATCATGTCCTGTGG
COATCAGATTGCCGAGTTTTCGCCGGAACAATTTGTTGAAACGGCGGTTGGT
GTTATCAAGCACCATCTGGATGAGCTGCCTCAGGACTGTOGCACCATTTCGG
ACAATGCGATTAACGCGCTGATTGATGAATGGAAGACGAAAACCCAAGCTG
AAGTTATTCGCTGATAA

SEQID
N30

SynlnvA RB
5

CTTGGGCACGCGTCCATTAAACAGGAGTAATTAAGC

SEQID
NO:13]

SynlnvA

ATGCTGCTGTCCCTGCTGAATAGCGCGCGTCTGCGTCCTGAGCTGCTGATTC
TGGTTCTGATGGTTATGATCATCAGCATGTTCGTTATCCCGTTGCCGACCTAT
TTGGTTGACTICTTGATCGOTTTGAACATTOTCCTGGCAATTCTGGTGTTICAT
GGGCTCCTTCTACATCGACCGCATTCTGAGCTTCAGCACCTTTCCGGCGGTT
CTGCTGATCACGACTCTGTTCCGTTTGGCACTGAGCATCAGCACCAGCCGCC
TOGATCCTOGATTGAAGCAGATGCGGGTGAGATCATCGCGACCTTTGGTCAGTT
TGTGATCGGTGACAGCCTGGCGGTTGGTTTCGTCGTATTCTCCATCGTGACG
GTGGTGCAGTTTATCGTTATTACCAAGGGUAGUGAACGTGTGGCGGAGGTC
GCCGCTCGCTTCAGUCTGGACGOCATGCCGGGTAAACAGATGTCTATTGAT
GCAGACCTGAAAGCCGGCATTATTGATGUTGATGCAGCGCGCGAGCGCCGE
AGCGTCCTGOGAGUGTGAAAGCCAACTGTACGGTTCCTTCGACGUGTGCCATG
AAGTTCATTAAAGGTGATGCGATTGCGGGCATCATTATCATCTTCGTTAACT
TCATTGGUGGTATCAGCGTCGUGTATGACCCGTCATGUTATGGATCTGAGCAG
CGCCCTOAGCACCTACACCATGUTGACGATTGOTOGATGGTCTGGTTGUCCAA
ATTCCGOCOTTGCTGATCOCGATTTICTOCGGGCTTCATCOTTACCCGCGTCA
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

ACGGTGATAGCGATAACATOGOGOTCOTAACATTATGACCCAGCTOCTGAATA
ATCCOTTTGTCCTGGTTGTAACGGCGATTTTGACCATCAGCATGGGCACGCT
GCCGOGCTTTCCGTTGCCGGTTTTCGTTATTCTOTCTGTTGTGCTGTCCGTCC
TGTTTTACTTTAAGTTCCGCGAGUGCGAAACGTAGCGCTGOGAAACCAAAAA
COAGCAAGGGCOGAGCAACCGTTGTCCATCGAGOAGAAGGAAGGTAGCAGC
CTGGGCCTOATTGGCGACCTGOATAAGGTTAGCACGGAAACCGTCCCGOTG
ATTTTGCTGGTOGCCOAAATCGCGTCGTOAGGATCTGGAGAAAGCGCAGCTG
GUGOAACGTCTOGCGCAGCCAATTCTTTATTGATTATGGTGTGUGTCTGOCAG
AAGTACTOGCTGCOTOACGOTGAGOGTCTOGUATOACAACTCTATCGTCCTGCT
GATTAATGAGATTCGCGTTGAACAGTTTACTGTCTATTTTGACCTGATGCGT
GTGGTTAACTACAGCGACGAGGTGOTOAGCTTTGGCATCAACCCGACCATT
CACCAGCAAGOTTCCAGCCAGTACTTTTGGGTOACCCATGAGGAAGGCGAA
AAGCTGOGCOAGCTOOGCTACGTCCTGCOGTAATGCACTGOACGAACTGTAC
CACTOGTCTGGCGGTGACGCTGGCACGCAATOTUGAACGAGTATTTCGGTATCC
AAGAAACGAAACACATGCTGGACCAACTGOAAGCAAAGTTTCCTGACCTGE
TGAAGGAGGTTTTGOGCCACGCCACCGTGCAGCGCATTTCGGAAGTGCTGE
AACGTCTGCTGTCCOAACGCGTGAGCGTCCGTAACATGAAGCTGATCATGG
AMGCCCTGGCACTOTGGGCTCCGCOGTGAGAAAGATGTCGATCAATCTGGTGG
AGCACATCCGTOGOTGCGATGOCGCGTTATATCTGOCACAAGTTCGCAAATG
GTGGTGAACTGCGTGCCGTTATGGTTTCCGCCGAAGTTGAGGATGTCATTCG
TAAAGGCATTCGTCAAACTTCTGGCTCCACCTTTITTGAGCTTGGACCCGGAG
GCTTCGGCAAATCTGATGOACCTGATCACGCTGAAGCTGGACGACCTGTTG
ATTGCGCATAAGCGACCTGGTCCTOGTTOACCAGCGTTGACGTGCGTCOGTITTA
TCAAGAAAATGATTGAAGGTCGTTTTCCGOATCTGOGAGGTCCTGTCCTTCGG
TGAGATTGCAGATAGCAAAAGCGTGAATGTCATCAAAACCATCTGA

SEQID
NO:132

SynlavC_RB
S

CTTGGGCACGCGTCCATTAAAGAGGACCAATTAAGC

SEQID
NO:133

SynlnvC

ATGAAAACCCCACGTCTGCTGCAATACCTGGCCTACCCGCAGAAAATCACT
GGCCCTATCATTGAAGCAGAACTGCGTGATGTTGCAATTGGTGAATTGTGCG
AGATCOGTCGOGGCTGGCACCAGAAGCAGGTTOTGGCCCGTGCGCAAGTGH
TTGGTTTGCAGCGCGAACGTACCGTCCTGAGCCTGATCGGCAATGCCCAAG
GOCTGAGCCGTGATGTGGTCTTGTACCCGACCGGCCGTGOTCTGAGCGOGTG
GOGTTGOGTTACAGCGTTCTGGGOGCAGTACTGGACCCGACGGGTAAAATCGT
TGAACGTTTCACCCCGGAAGTCGCACCGATTTCCGAGGAGCGCGTTATCGA
CGTGGCACCGCCGAGCTACGCAAGCCGTGTCOGOTGTGCGCGAACCGCTGAT
CACGGOGTGTCCGCGCAATTOATGGTCTGCTGACGTGTGGTGTGGGCCAGCG
TATGGGTATTTTCGCAAGCGCGGGTTGTGGTAAGACCATGTTGATGCACATG
CTGATCOGAGCAAACCGAAGCGGATGTCTTTGTTATTGGCCTGATTGGCGAGC
GTGGTCOGTOAAGTTACCGAATTTGTAGACATGTTGCGTGCATCTCATAAGAA
AGAAAAATGTGTGUTGGTTTTTGUCACGTCCGACTTCCCAAGUGTTGACCGO
TGCAACGCTGCCCAGCTGGCAACGACGOTCGCOGAGTATTTCCGUGACCAG
GGTAAACGTOGTTOTCCTGTTITATCGACAGCATGACCCGTTATGCACGCGOGT
TGCGTGATGTCGCGCTGGCGAGCGGCGAGCGTCCGGCTCGCCGTGGTTATC
CGGCOGTCTGTGTTCOGACAATCTGCCGCGTTTGCTGGAGCGTCCGGGTGCGAC
GAGCGAGGGTAGCATTACCGCCTTCTATACCGTCCTGOTGGAGTCGGAAGA
AGAAGCGOGACCCGATGGUGGACGAGATCUGTTCTATTCTGGACGGTCACCT
GTACCTOGTOCCGUAAACTGGCGGGTCAGGUGTCATTACCCGGCTATCGATGTG
CTOAAGAGCGTOAGCCOTOTOTTTGOTCAAGTOACCACCCCGACTCACGCG
GAGCAAGCGAGCGCGGTCCGTAAGCTOATCGACCCGTCTGUGAAGAGCTGCAA
CTGTTCATTGACCTGOGCOGAGTATCGTCCGGGCGAGAACATTGACAATGAT
COTGUGATGCAAATGCGCOGATAGCOCTGAAGGCGTGGCTGTGTCAGCCTGTT
GOGCAATACAGCAGCTTCOGATGATACGCTGTCCGGCATGAACGCCTTTGEG
GATCAGAACTGA
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SEQID
NQO:

Nombre

Secuencia

SEQID
NO:134

SynlnvE RB
5

TACTTGGGCACGCGTCCATTAATTAGGATCAATAGC

SEQID
NO13S

SyninvE

ATGATTCCOGOGCAGCACCTCCOGGTATTTCCTTTAGCCOGTATCCTGAGUCGTC
AGACCTCCCACCAGGATGCAACCCAGCATACCOGACGCACAACAAGCGGAA
ATTCAACAAGCGGCGOAAGATAGCTCGUCGGGTGCGGAGGTTCAGAAATTC
GTCCAGAGCACGGACGAGATGTCTGCTGCGTTGGCGCAGTTCCGCAATCGC
CGTGACTATGAGAAAAAGAGCAGCAATTTGTCTAACTCCTTCGAGCGCGTT
CTGOAGGACGAGGCACTGCCOAAAGCOGAAGCAGATTICTGAAACTGATCAGC
GTGCATGGCGOGTGCGTTGOAGGATTTCCTGCGTCAGGCGCGCAGCCTGTTCC
CGOACCCAAGCGATCTGGTGCTOGTTCTGCGCOGAGCTGTTGUGTCGTAAGE
ACCTGUAGGAGATCOTGUGTAAGAAGCTGOAGAGUCTGCTGAAGCACGTGG
AGGAACAAACCOACCCGAAAACCCTOAAGGCCGOTATTAACTGCGCGCTGA
AGGCOCGTCTGTTTGGCAAGACGCTGTCTCTGAAACCTGGTCTGCTGCGTGE
CAGCTACCGCCAGTTCATCCAAAGCOGAAAGCCACGAAGTCGAGATTTACAG
COATTGOATCGCCAGCTACGGTTATCAGCGTCGCCTGGTTGTTCTGGATTTC
ATTGAAGGCAGCCTGCTOGACTGACATCGATGCTAACGATGCAAGCTGCTCC
CGTCTGOGAGTTTGGCCAACTGCTGCGCCGTCTOACCCAGCTGAAAATGTTGC
GTAGCGCCGACCTGCTGTITTGTCTCGACGTTGCTGTCTTACAGCTTCACGAA
AGCATTTAACGCTGAGGAGAGCAGCTGGCTGTTGCTGATGCTGTCTTTGCTG
CAACAGCCGCACGAAGTGOATAGCCTGCTGGOGOACATTATCGGTCTGAAT
GCGCTGCTAGTTOTCCCACAMAGAGCACGCCAGCTTCCTGCAAATCTTCTATC
AGGTCTGTAAGGCAATCCCOTCTAGCCTGTTTTATGAAGAGTACTGGCAAG
AAGAACTGCTOGATGOCACTGOGCTCCATOACGOACATTGCTTACAAACACG
AMATGGCCGAACAACGTCGTACCATCGAAAAGCTGTCCTAA

SEQID
NO:136

SynlavF_RB
S

CTTGGGCACGCGTCCATTAAAAAGGAGTAATTAAGC

SEQID
NO:137

SynlnvF

ATGAGCTTCAGCGAGAGCOGUCACAATGAAAACTGTCTGATTCAAGAAGGC
GOACTGCTOTTTIGTOGAGCAAGCAGTOGTGGOGCCTOTCAGCGGTGATOTGG
TITITCGTCCGCTGAAAATCOGAGGTCCTOAGCAAGCTGCTGGUGTTCATCGA
CGGCGCAGGTCTGOTGGATACGACCTACGCGGAGTOGGACAAATGGGTTCT
GCTGTCTCCGGAGTTCOGTGCTATTTGGCAAGACCGTAAACGTTGCGAATAT
TGGTTTTTGCAGCAGATTATCACCCCATCTCCGGCGTTCAACAAGGTTCTGG
CACTGTTGOGTAAGAGCGAAAGCTATTGGTTGGTCGGCTACTTGCTGGOCCA
AAGCACCAGCGGCAATACTATGOGTATGTTGGOGTOGAGGATTACGGTGTTAG
CTACACGCATTITCCGCOGTCTOGTGCAGCCGCGCTCTGOGCGOGTAAGGCGAA
AAGCOAGCTGCOCAATTGGCGCATGOGCCCAGTOCCTGCTGAATAGCGTGOA
AGGTCATGAAAACATCACCCAGCTGGCGGTCAACCACGGTTATAGCAGCCC
GTCCCACTTTAGCTCTGAAATCAAGUGAGCTGATTGGTGTTTCCCCGCGTAAG
CTGTCTAACATCATTCAGCTGGCCGACAAATGA

SEQID
NO:138

Syninv(;_RB
s

TGGOCACGUCGTCCATTAATGAGGAAAAATTATTAGC

SEQID
NO:139

Synlov(

ATGAAAACGCACATTCTGTTGGCCCGTGTGCTGGCTTGCGCAGCTCTGGTGE
TGGTCACCCCAGGTTATAGCTCCGAGAAGATCCCGGTTACGGGCAGCGGET
TCGTTGCAAAGGACGATTCTCTGUGCACCTTTTTCGATGCGATGGCACTGCA
ATTGAAGGAGCCGUTOATTGTCAGCAAGATOGCGUGCTCGUAAAAAGATTAC
CGGCAATTTCGAGTTOCACGATCCAAACGCGUTGCTGGAGAAACTGTCCCT
GCAACTGGGTCTGATCTGGTACTTTGATGGTCAGGCGATCTACATCTACGAC
GOGAGCGAAATGCGTAATGCGGTTGTGAGCCTGUGTAATGTCAGCCTGAAC
GAGTTCAACAATTTTCTGAAGCGCAGCGGCCTGTACAATAAGAACTACCCT
CTGCOTOGOTGATAATCOTAAAGGCACCTTCTATGTCAGCGGTCCGOCGOTOT
ATGTTGATATGGTTGTAAATGCGGCCACCATOATGGACAAACAGAATGATG
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

GCATCGAGCTGOGTCGCCAAAAGATCGGTGTTATGCGCCTOGAACAACACTT
TTOTGGGCGACCGCACCTACAACCTGCGTGATCAAAAGATGOTCATTCCGG
GTATTGCTACGOGCAATTOGAACGCCTGTTGCAAGGCGAAGAACAACCGCTGE
GTAACATTGTAAGCTCCGAGCCTCCGGCCATGCCGGCCTTTAGCGCAAACG
GCOGAGAAAGGTAAGGCAGCGAATTACGCGOGUGTGOTATGAGCCTGCAAGAA
GCGCTGAAACAGAACGCAGCOGGCAGGCAACATCAAAATTGTGGCCTATCCG
GACACCAACAGCCTGCTGGTGAAAGGTACGGCOGGAGCAGGTGCATTTCATC
GAGATOCTGGTTAAAGCCCTOGGACGTGGCOAAACGTCACGTTGAATTGAGC
CTGTGOATTGTGOATTTGAATAAGAGCGACCTGGAACGCTTGGGCACCAGC
TOGOGAGCGOGTAGCATCACCATCGGCGACAAGCTGGOTGTGAGCCTGAACCAG
AGCAGCATCTCCACGUTGGACGOTAGCCGCTTTATTGCGGCGGTCAACGCTC
TGOAGGAAAAGAAACAGGCCACTGTTGTCAGCCGTCCGOTTICTGCTGACCC
AGGAGAATGTCCCGGCGATTITTTGACAATAATCGTACTTTCTATACCAAACT
GATCGGTGAACGTAATGTTGCATTGGAACACGTGACCTATGGCACCATGAT
CCGTOTCCTGCCGCGTTTCAGCGCGCACGGCCAGATTGAGATGAGCCTGGA
CATCOGAAGATGGTAATGACAAAACCCCGCAGTCTGATACGACCACCTCCGT
TOATGCGCTGCCAGAAGTGGGTCGTACCCTGATCTCOGACGATTOGCACGTGTC
CCGCATGGTAAATCTCTGCTGGTTGOTGGCTACACGCGTGATGCAAACACG
GACACGGTCCAAAGCATCCCGTTCCTGGGTAAGCTGCCGCTGATTGGCTCOGT
TGTTTCGCTACAGCAGCAAAAACAAGTCTAATGTCGTCCGTGTCTTTATGAT
TOAGCCGAAAGAAATCGTTOACCCGCTGACCCCGGATGCCAGCGAGAGCGT
TAACAACATTCTGAAACAGTCCGOTGOGTGOAGCOGGTOACGATAAGCTGCA
AAAGTGGGTTCGTGTGTATTTGGACCGTGGTCAGGAGGCCATTAAGTAA

SEQID
NO:140

SynInvi_RBS

CTTGGGCACGCOGTOCATTAAAAAGGACCAATTAAGC

SEQID
NO:i41

Synlnvi

ATGCACTCTCTGACTCGTATCAAGGTCCTGCAACGTCGTTGTACCGTGTTCC
ATTCTCAGTGUCGAGTCCATTCTGTTGCGTTATCAGGACGAAGATCGCGGOTT
GCAGGCGGAGUGAGGAGGCCATCCTGOGAACAGATCGCAGGTCTGAAACTGCT
GTTGOACACCCTGOGTGCTGAAAATCGTCAACTGAGCCGTGAAGAAATCTA
TACGCTGUTGCGCAAACAGAGCATTGTTCGTCGCCAGATTAAGGATCTGGA
GOTGCAAATCATTCAGATTCAAGAAAAGCGTAGCGAGCTGGAAAAGAAAC
GTGAGGAATTTCAAAAGAAAAGCAAATACTGGUTGCGTAAAGAAGGTAACT
ACCAGCGCTGGATTATCCGTCAAAAACGCTTCTACATTCAACGTGAGATCCA
GCAAGAGGAGGCGGAGAGCGAAGAGATCATTTAA

SEQID
NO:142

SynInv]_RBS

AAAAAAAAGCTCTAAAAGATTAAGAGGGGGTAACAT

SEQID
NO:143

Synlnv]

ATGGGTGACGTGAGCGOGGTGAGCAGCAGCGGTAACATTCTGCTGCCGCAG
CAGGACGAGGTTGUGTGGCCTGTCCGAAGCGCTGAAGAAAGCGGTTGAAAA
ACACAAAACCGAATACAGCGUGTGACAAGAAAGATCGTGATTATGGTGACGC
CTTTGTTATGCACAAGGAAACCGCGCTGCCGTTGTTGCTGGCAGCTTGGCGC
CACGGCGCACCGGUGAAAAGCGAGCACCATAACGGTAACGTAAGCGGTCT
GCATCACAACGGTAAGAGCGAGCTGCGTATTGCTGAGAAACTGCTGAAGGT
GACGGCGGAGAAGAGCGTTGGTCTGATTAGCGCTGAAGCGAAGGTGGATA
AATCTGUGGUGCTGOTGTCTAGCAAGAATCGTCCGUTGGAATCGGTCAGUG
GCAAAAAGTTGTCCGCCGATCTGAAAGCAGTGGAGTCCGTGTCCGAGGTCA
CGGATAACGCCACCGGCATTTCGOGATGACAACATCAAAGCATTGCCGGGTG
ACAATAAGGCCATCGCCGGTOAGGGTOTOCGTAAAGAAGGTGCGCCGCTGG
CGCOTCACGTGGUTCCGGCACGCATGGCGGCAGCAAATACGGGUAAGCCGG
AGGATAAAGACCACAAGAAGGTCAAGGACGTTAGCCAGCTGCCGCTGCAA
CCOGACTACCATCGUCGATCTOGTCTCAACTGACGGUGTGLCOATGAAAAGATG
CCGCTOGCAGCGCAGTCCAAACCGATOATGACCATTTTCCCAACCGCCGAC
GGCGTTAAAGGTGAGGACAGCTCTCTGACCTATCGTTTCCAGCGCTGGGGC
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

AACGATTACTCCGTCAATATCCAGGCACGCCAAGCGGGCGAATTTAGCCTG
ATTCCTAGCAATACCCAGGTTGAACATCGTCTGCACGACCAATGGCAAAAT
GGUAATCCACAACGCTGGCATTTOACGUGTOATOACCAGUAAAACCCGCAA
CAGCAACAGCATCOTCAGCAGTCCGGTUAAGAGGACGACGCGTAA

SEQID
NO:144

SynSpa0 RB
S

CTTGGGCACGCGTCCATGAAAGACAGGACCCACTAG

SEQID
NO:145

SynSpaO

ATGAGCTTGCGCOGTACGCCAAATTGACCGCCGTGAATGGCTGCTGGCCCAG
ACTGCOACCGAATGTCAGCGTCACGGTCGTGAGGCCACCCTGOAGTATCCG
ACCCGTCAGGGTATGTGOGGTCCGCCTGTCTOGATGCCGAAAAACGCTOGGTCT
GCGTGGATCAAACCOGGGTOGATTGOTTGOUAACACGTTAGCCCAGCACTGGCG
GOTGCCGCGOTCAGCGCAGGCGCGGAGCACCTOOTGOGTTCCGTGGCTGGLG
GCAACCGAACGCCCGTTCGAGCTGCCGGTCCCGCACTTGAGCTGCCGTCGTC
TGTGCOTGOAGAACCCGOGTTCCGGUTTCCGCACTGCCTGAGGGCAAGCTGC
TGCACATCATGTCOGATCOGTOGTGGCCTGTGOTTTOGAGCATCTGCCGGAGCT
GCCOGCTGTTGGCGOTGGCCGTCCGAAGATGCTGCGTTGGCCOGCTGCGTTTC
GTTATTGGCAGCAGCGACACCCAGCGCAGCCTGCTGGGTCGTATCGGTATC
GOTOATGTTCTGCTGATCOGCACCAGCCGTGCTGAGGTTTACTGTTACGCGA
AGAAACTGGGCCACTTTAATCGTGTGGAAGGTGGCATTATTGTCGAAACGC
TGOGACATTCAACATATCOGAGGAGGAGAACAACACGACGGAAACGGCGGAA
ACCCTGCOGGGTCTGAATCAACTGCCGGTCAAGCTGOAGTTCGTTCTGTATC
GTAAAAACGTGACGTTGGCCOGAACTGGAAGCAATGGGTCAGCAACAACTGC
TGTCCTTGCCAACCAATGCGOAACTGAACGTCOAAATCATGGCOGAATGGCG
TGCTGCTGOGTAACGGCGAACTOGTGCAGATGAATGACACCCTGGGTGTCG
AGATTCATGAGTGGTTGTCCOGAGAGCGGTAATGGCGAGTAG

SEQ D
NO:146

SynSpaP RB
S

CTTGOGCACGOGTCCATOAAAGAAACGACATACTAG

SEQID
NO:147

SynSpaP

ATGGGTAACGATATTAGCTTOATTGCATTGCTGGOGTTTTICCACCCTGCTGO
COTICATCATCGOGTCTOOTACTTGCTTICGTCAAATTCAGCATCGTCTTTGTG
ATGGTGCOCAACGCGCTGGGTCTOCAACAAATTCCAAGCAATATGACCCTG
AATGGCGTCGCACTGCTGCTGTCGATGTTTGTTATGTGGCCGATTATGCACG
ACGCGTATGTGTATTTCGAGGATGAAGATGTGACCTTTAACGACATCTCCAG
CCTGAGCAAGCATGTTGATGAGGGCCTGGACGGTTATCGOGACTACCTGAT
CAAGTATTCCGACCGTGAGCTGGTGCAGTTCTTTGAGAATGCCCAGTTGAAA
CGTCAGTACGGTOAAGAAACGGAAACCGTTAAACGTGACAAGGACGAGAT
TGAAAAGCCGAGCATTTTCGCACTGTTGCCTGCTTACGCCTTGAGCGAGATT
AAGAGCGCATTCAAAATTGGTTTTTACCTGTACCTGCCGTTCOGTTGTGGTCG
ATCTGGTTGTCTCCAGCOGTTCTGCTGGCCCTGGGUATGATGATGATGTCCCC

TGGACGCTGUTGTCTAAAGGUCTGATCCTGCAATACATGGACATCGCGACCT
AA

SEQID
NO:148

SynSpaQ_RD
s

CTTGGGCACGCGTCCATTAAGAAGGAGOAATTAAGC

SEQID
NO: 149

SynSpaQ

ATGGACGATCTGGTTTITCGCCGGCAACAAAGCCCTGTACTTGGTGCTGATTC
TGTCCGOGTTGGCCGACGATTGTCGCAACCATTATCGGTCTGCTGGTTGGTCT
GTTTCAAACCGTOGACGCAGTTGCAGGAGUAAACCCTGCCGTTCGUGTATCAA

GCTGCTGGGTGTGTGTCTGTGCCTGTTTTTGCTGTCTGGCTGGTATGGCGAA

GTTCTGCTOTCCTACGGCCGTCAGGTCATCTTCCTGGCTCTGGOGAAAGGTT
AA

SEQID
NO: 150

SynSpaR_RB
S

CTTGGGCACGCOGTCCATGAAAGACAGGACCCACTAG
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

SEQID
NO:151

SynSpaR

ATGTTCTATGCATTGTATITTGAGATCCACCATCTGGTGGCGTCCGCGGCTC
TGGOGTITTGCGCOGTGTTGCTCCOGATCTTTTTCTTICTGCCGTTCCTGAATAGE
GOTGTCCTOAGCGOTGCTCCGCGUAACGCOATCATCATTCTGGTOGCGCTGE
GTGTATGGCCGCACGCCCTGAATOAGGCGCCACCOTTTCTGTCTGTGGUAAT
GATTCCGCTGGTCCTGCAAGAGGCAGCCGTGGUTGTTATGCTGGGTTGCCTG
TTGTCCTGGCCGTTTTOGGGTTATGCACGCGTTGGUGCTGTATCATTOGATAACC
AACGCGGTGCAACCCTGTCCAGCAGCATTOATCCTGCGAATGGCATCGACA
CCAGCGAGATOGCCAATTTCCTGAACATGTTCGCGGCTGTCGTGTATITGCA
GAACGOTGGCTTGOTCACGATGOTGGACGTGCTGAATAAGTCTTACCAGCT
GTGTGATCCGATGAACGAGTOTACGCCGAGCCTGCCTCCGTTGCTGACCTTC
ATTAATCAAGTGOCCCAGAACGCACTGGTGUTGGCGTCCCCOGUGTCGTTCTGE
TTCTGCTGCTGTCGOGAAGTTTTCCTGGGCCTGCTGTCTCGTTTTGCACCGCAA
ATGAACGCGTTCGCCATTAGCCTGACTGTTAAAAGCGGTATTGCGGTTTITGA
TCATGCTGCTGTATTICAGCCCGGTCCTGCCGOACAATGTTCTGOGTCTGAG
CTTTCAGGCGACCGGCCTOAGCAGCTGGTTCTACGAACGTGGCGCAACGCA
TGTGCTGGAATAA

SEQID
NO:152

SynSpaS_RB
5

CTTGGGCACGCGTCCATGAAAGACAGGACCCACTAG

SEQID
NO:i53

SynSpaS

ATGTCCAGCAACAAAACCGAAAAACCGACTAAGAAACGTCTGGAGGATAG
COOAAAGAAAGGTCAGAGCTTCAAGAGCAAGOGACCTGATTATCGCGTGCCT
GACCCTGGOTGOTATCGCTTATTTGOTOAGCTACGGCAGCTTCAATGAGTTT
ATGGGTATCATTAAGATTATCATCGCTGATAACTTTGATCAGTCGATGGCAG
ATTATAGCCTGGCCOGTGTTTGGTATTGGCCTGAAATACCTGATTICCGTTCAT
GOTGCTGTGTTTGGTTTOGTTCCGCACTGCCGGCACTGOTGCAAGCGGGCTTC
GTTCTGGCAACCGAGGCCCTGAAGCCGAATCTOGTCCGCCCTGAACCCGGTT
GAAGGCGCGAAGAAACTGTTITTCCATGCGCACCGTCAAAGACACGGTCAAG
ACGCTGCTOTATCTGTCGAGCTTTGTGGTTGCGGCAATCATTTGCTGGAAAA
AGTATAAAGTCGAGATTTTCAGCCAACTGAACGGTAATATCGTGGGTATTG
CGGTTATCTGGCGTGAATTGCTGCTGGCGTTGGTTCTGACCTOTCTGGCGTG
CGCGCTOATCOGTGCTGTTGCTGGATGCTATTGCCGAGTACTTTCTGACCATG
AAAGATATGAAGATGGACAAAGAAGAAGTTAAACGCGAGATGAAAGAGCA
GOAGGGTAACCCGGAGGTGAAGTCTAAACGTCGTGAAGTCCACATGGAAAT
CCTGAGCGAACAAGTCAAGTCTGACATTGAAAATAGCCGTCTGATTGTGGC
AMACCCTACGCATATTACCATCGGCATCTACTTCAAACCGGAACTGATGCCG
ATTCCAATGATTAGCOGTCTATGAAACCAATCAACGCGCGCTGGCGGTCCGT
GOGTACGCCGAGAAAGTGGOTOGTTCCGOGTTATTGTAGACATCAAGCTGGOG
CGCAGCCTATTCAAAACGCACCOGTCGTTACGACCTGOTGAGCCTGGAGGAG
ATCGACGAGGTTTTGCGCCTGCTGOGTTTGGTTGGAAGAGGTCGAAAACGCA
GGCAAGGATGTGATCCAACCGCAGGAGAATGAAGTGOGTCATTAA

SEQID
NO:154

Syn_PraOrg
Operon

GCATGCATTAAAGAGGAGAAATTAAGCATOGCTACTCCGTGGTCTGGTTAT
CTGOATGATGTTTCTGCAAAATTTGACACGGGTGTTGACAACTTGCAAACCC
AAGTTACCGAAGCCCTGGACAAGCTGGCTGCGAAGCCGTCCGATCCGGUGC
TGCTGGCGGUGTATCAATCCAAACTGTCTGAGTATAACTTGTACCGTAATGL
GCAGTCGAACACGGTCAAGGTCTTCAAAGATATTGATGCAGCGATTATTCA
GAACTTTCGTTAGTAAUCTAGGATTAAGGAGGATAAATTAAGCATGTCTATC
GCGACTATCGTGOCTGAAAATGCCGTTATTGGTCAAGCGGTGAATATTCOGCA
GCATGGAAACGGACATCGTCAGCTTGGACGACCGTTTGCTGCAAGCATTTTC
GOGCAGCGCCATCOGCTACCGCCOTCOATAAGCAGACCATTACCAATCGCAT
TOAAGACCCTAATCTGGTTACCGATCCGAAGGAGCTOGCGATTAGCCAGGA
AATGATTTCCGACTACAATCTGTACGTCAGCATGGTTAGCACCCTGACGCGT
AAGGGCGTTGGCGUTGTTGAGACTTTGCTGCGTTCCTGATAGGCTAGCATTA
AACAGOGATAATAAGCATGGAAACTAGCAAGGAGAAAACGATTACGTCCCCT
GOTCCGTATATCOTTCOTCTGTTOAACTCGTCCCTOGAACGGTTGTGAATTTC
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SEQID Nombre Secuencia
NO:
CGCTGCTGACTGGTCGTACGCTGTTCGTCGTGGGTCAGAGCGATGCTCTGAC

CGCOTCTGOTCAGCTGCCGOGACATTCCTGCCGACTCCTTCTTCATCCCGCTG
GATCATGGCGGTOTTAATTTCGAGATTCAAGTGGACACTGACGCGACGGAA
ATCATCCTGCACGAACTGAAAGAGGGCAACTCCGAGAGCCGCTCCUTGCAA
CTGAACACCCCOATCCAAGTTGOTGAACTGCTGATTTTGATTCGTCCGGAGA
GOGAGCCOTOGOOTGOCGOAACAGCCGOGAGAAGTTGOAAACTTCTGCGAAA
AAGAACGAACCGCGCTTTAAAAACGGCATCGTCOGCGGCACTOGGCGGGTTTC
TTTATCCTGGGTATCGGCACGGTTGGCACCCTGTGGATTCTGAACTCGCCGC
AACGTCAAGCAGCCGAATTOGACAGCCTGTTGGGTCAGGAGAAGGAGCGTT
TTCAGGTGCTGCCOGGOTCGCOGACAAGATGCTGTATGTCGCCGCGCAAAACG
AACGOGACACCCTGTOOGCACOGTCAAGTCCTGOCACGCGGUGATTACGATA
AAAACGCACGCGTTATTAATGAAAATGAGGAGAATAAACGTATCAGCATCT
GOCTGGACACGTATTATCCACAACTGGCATATTACCGTATCCATTTTGATGA
ACCACGTAAGCCGOGTGTTTITGGCTOGTCCCGTCAACGCAACACGATGAGCAA
GAAAGAGCTGOAGGTGCTGTCCCAGAAATTGCGTGCGCTGATGCCGTACGC
COACAGCGTCAATATTACTCTGATGGATGACGTGACCGCAGCAGGCCAAGC
COAGGCAGGTCTGAAACAACAGGCGCTGCCATACAGCCGCCGTAACCACAA
AGGTGGTGTTACGTTCGTTATTCAGGGCGCCTTGGACGACGTTGAGATTCTG
CGTGCGCGCCAGTTTIGTOGACTCCTATTATCGTACCTGGGGTGGTCGTTACG
TTCAATTCGCAATTGAATTGAAAGACGATTGGCTGAAAGGCCGCTCGTTCCA
ATACGGTGCGGAAGGCTACATTAAGATGAGCCCAGGTCATTGGTATTTITCC
GTCTCCTCTGTAATAGAAGCTTATTAAACAGGATAATAAGCATGATCCGCCG
TTACCTGTATACCTTCTTGCTGGTTATGACTTTGGCCGGUTGTAAAGATAAG
GATCTGCTGAAAGGCTTGGACCAAGAGCAAGCGAATGAGGTCATTGCGGTT
CTGCAAATGCACAACATTGAGGUTAACAAGATTGATAGCGGCAAGCTGGGT
TACAGCATTACCGTCGCGGAACCGGATTTCACCGCGGCAGTGTATTGGATTA
AGACCTACCAGTTGCCGCCTCGCCCGOGTGTCGAAATCGCCCAAATGTTTCC
GGCAGACAGCCTGGTTAGCTCTCCGOGTGCGGAGAAAGCACGTCTGTACTC
GGCGATTGAACAGCGCCTGOAGCAGTCGCTGCAAACGATGGAAGGTGTTCT
GTCGGCCOGTGTCCACATCAGCTATGATATTGATGCGGGOGAGAACGGTCG
TCCGCCTAAGCCGOGTGCACCTGTCOGCTTTGGOGGTGTATGAACGCGGTTCC
CCTCTGGCCCATCAGATTTCGOATATTAAGCGCTTCCTGAAAAACAGCTTCG
COGOATGTTGACTATGATAACATCAGCGTGOGTTCTGTCCGAGCGTAGCGACG
CACAGTTGCAGGCGCCGGGCACGCCGGTCAAGCGCAATAGCTTCGCTACCT
CCTGOATTGTGCTGATTATCCTGTTGTCTGTTATGAGCGCGGGTTTCGGTGTO
TGGTACTACAAAAATCACTATGCGUGTAATAAGAAAGGCATTACTGCCGAT
GACAAGGCAAAGTCCAGUAACGAGTAATAAGOGTACCGAAAGAAGGGACAG
ACTAGATGATTCGTCGTAACCGTCAAATGAACCGTCAACCACTGCCAATTAT
CTGGCAACGCATTATTTTCGACCCACTGTCCTATATTCACCCACAACGTCTG
CAAATCGCGCCGOGAGATOATCGTGCGTCCGGCAGCGCGTGCGGCAGCGAAT
GAGCTGATTTTGGCGGCGTGOGCGTTTGAAGAACGGTGAGAAGGAGTGCATT
CAGAATAGUCTGACGCAGUTGTGGTTGCGTCAATGGCGCUGTCTGOCGCAG
OGTTGCTTACCTGCTGOGGTTGOCACAAGTTGCGTGCTGACCTGGCCCGTCAAG
GTGCTTTATTGUGGCCTGCCGOGACTGGGUGCAGGCATTCTTGGCOGATGCACCA
GGGTACGTCCTTGTCGGTTTGTAATAAGGUGCCGAACCACCGTTTCCTGCTG
TCCGTTOOTTACGCCCAACTOAACGUGCTOGAATGAGTTCCTGCCGOGAGAGCT
TGGCCCAACGCTTTCCTCTGCTGTTITCCACCUGTTCATCGAGGAGGCACTGAA
ACAAGATGCAGTGOAGATOAGCATCCTGCTGCTGOCCCTGUAATACGOGCA
AAAGTATCCTAACACCGTCCCGGCGTTTGCOGTGCTAATAAAGATCTGAAAG
AAGGGACAGACTAGATGTTGAAAAATATCCCGATTCCATCCCCTCTGTCTCC
GOTTOAAGGTATCCTOATTAAACGCAAGACGTTGOGAGCOTTACTTCTCOATT
GAGCGCCTGGAACAACAGGCGCATCAGCGTGCAAAGCGCATTTTGCGTGAG
GCAGAAGAAGAAGCCAAGACCCTGOGCATGTATGCOGTACCAGGAGGGOTA
COAGCAGGGCATGATTGACGCACTGCAACAGGTGGCCGCCTATTTGACCGA
CAACCAGACGATGGCTTGOAAATCGOATCGOAGAAAATTCAAATCTATGCGCG
TOAGTTOTTCAGCGCGGCTOTCOATCACCCGOAAACGTTGTTGACGGTGCTG
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

GACGAGTGOCTGCGTOATTTCGATAAGCCGOGAAGGTCAGCTGTITITGACCC
TOCCGOTOGAACGCAAAGAAAGATCATCAGAAACTGATGGTGCTGCTGATGG
AAAATTOGCCGGOCACCTTCAATCTGAAGTATCATCAGGAGCAACGTTTTAT
CATGTCCTGTGGCOATCAGATTGCCGAGTTTTCGCCGGAACAATTTGTTGAA
ACGGCGOGTTGOGTGTTATCAAGCACCATCTGOGATGAGCTGCCTCAGGACTGTC
GCACCATTTCGOACAATGCOATTAACGCGCTGATTGATCAATGGAAGACGA
AAACCCAAGCTGAAGTTATTCGCTGATAAGGATCCGGCATCAAATAAAACG
AAAGGCTCAGTCGAAAGACTCGGCCTTTCGTTTITATCTGTIGTTIGTCGGTG
AACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGCCCTAGAACTAG TeeataagastGC
GGOCGC

SEQID
NO:155

Syn_InvSpa_
Operon

CTCGAGAAAAAAAAGCTCTAAAAGATTAAGAGGGOGGTAACATATGGGTGA
CGTGAGCGCGGTGAGCAGCAGCGOTAACATTCTGCTGCCGCAGCAGGACGA
GUTTGGTOGCCTGTCOGAAGCGCTOAAGAAAGCGGTTOAAAAACACAAAAC
COAATACAGCGGTOGACAAGAAAGATCOTOATTATGGTGACGCCTTTGTTAT
GCACAAGGAAACCGCGCTGCOGTTOGTTGCTGGCAGCTTGGOGCCACGGUGE
ACCGGCGAAAAGCOGAGCACCATAACGGTAACGTAAGCGUTCTGCATCACAA
COOTAAGAGCGAGCTGCGTATTGCTGAGAAACTGCTGAAGGTGACGGCGGA
GAAGAGCGTTGGTCTGATTAGCGCTGAAGCGAAGGTGGATAAATCTGCGGO
GCTGCTGTCTAGCAAGAATCGTCCGCTGOAATCGOTCAGCGGCAAAAAGTT
GTCCGCCOATCTGAAAGCAGTGGAGTCCGTGTCCOGAGGTCACGGATAACGC
CACCGGCATTTCGGATGACAACATCAAAGCATTGCCGGGTGACAATAAGGC
CATCGCCOGGTOAGGOGTGTGCOTAAAGAAGGTGCGOCGCTGGOGCGTGACGT
GOCTCOGGOACGCATGGCGGCAGCAAATACGGGCAAGCCGOGAGGATAAAG
ACCACAAGAAGOGTCAAGGACGTTAGCCAGCTGCOGCTGCAACCGACTACCA
TCGCCOGATCTGTCTCAACTGACGGOTOGGUOATGAAAAGATGCCGCTGGCAG
COGCAGTCCAAACCGATOATGACCATTTTCCCAACCGUCGACGGUGTTAAAG
GTGAGGACAGCTCTCTGACCTATCGTTTCCAGCGCTGGGGCAACGATTACTC
COGTCAATATCCAGGCACGCCAAGCGOGCOAATTTAGCCTGATTCCTAGCAA
TACCCAGGTTGAACATCGTCTGCACGACCAATGGCAAAATGGCAATCCACA
ACGCTGGCATTTOGACGCGTOATGACCAGCAAAACCCGCAACAGCAACAGCA
TCGTCAGCAGTCCGOTOAAGAGGACGACGCGTAACTTGGGCACGCGTCCAT
TAAGAAGGAGGAATTAAGCATGGACGATCTGGTTTTCGCCGGUAACAAAGC
CCTGTACTTGGTGCTGATTCTGTCCGGTTGGCCGACGATTGTCGCAACCATT
ATCGGTCTGCTGOGTTGGTCTGTITCAAACCGTGACGCAGTTGCAGGAGCAAA
CCCTGCOCGTTCGGTATCAAGCTGOTGGOGTGTGTGTCTGTGCCTGTTTITGOTG
TCTGGCTGGTATGGCGAAGTTCTGCTGTUCTACGGCCGTCAGGTCATCTTUC
TGGCTCTGGCGAAAGGTTAAGACGTCCTTGGGCACGCOGTCCATTAAACAGG
AGTAATTAAGCATGCTGCTGTCCCTGCTGAATAGCGCGCGTCTGCGTCCTGA
GCTGCTGATTCTGGTTCTGATGGTTATGATCATCAGCATOGTICGTTATCCCGT
TGCCGACCTATTTGGTTGACTTCTTGATCGCTTTGAACATTGTCCTGGCAATT
CTGGTGTTCATGGGUTCCTTCTACATCOGACCGUATTCTGAGCTTCAGCACCT
TTCCGUGCGOGTTCTGCTGATCACGACTCTGTTCCGTTTGGCACTGAGCATCAG
CACCAGCCGCCTOGATCCTOGATTGAAGCAGATGCGGUGTGAGATCATCGCGAC
CTTTGUGTCAGTTITGTOATCGOGTOGACAGCCTGGCGUGTTGUTTTCGTCGTATTCT
CCATCGTGACGGTGGTGCAGTTTATCGTTATTACCAAGGGCAGUGAACGTGT
GGCGGAGGTCGCCGCTCGCTTCAGCCTGGACGGCATGCCGGGTAAACAGAT
GTCTATTOGATGCAGACCTGAAAGCCGGCATTATTUATGCTGATGCAGCGUG
COAGCGCCGCAGCGTCCTGOAGCGTOAAAGCCAACTGTACGGTTCCTTCGA
COGOTGCCATGAAGTTCATTAAAGGTGATGCOGATTGCOGGGCATCATTATCATC
TTCGTTAACTTCATTGGCOGGTATCAGCGTCOGTATGACCCOTCATGGTATGG
ATCTGAGCAGCGCCCTGAGCACCTACACCATGCTGACGATTGGTGATGGTCT
GOTTOCCCAAATTCCGGUGTTGCTOATCGCGATTTCTGCGGGCTTCATCGTT
ACCCGUGTCAACGGTOGATAGCGATAACATGGGTCGTAACATTATGACCCAG
CTGCTGAATAATCCGTTTGTCCTGGTTGTAACGGCGATTTTGACCATCAGCA
TGGOGCACGCTGCCGGOCTTTCOGTTGCCGGTTTTCGTTATTICTGTCTGTTGTG
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

CTGTCCGTCCTGTTTTACTITAAGTTCCGCGAGGCOGAAACGTAGCGCTGCGA
AACCAAAAACGAGCAAGGGCGAGCAACCGTTGTCCATCGAGGAGAAGGAA
GOTAGCAGCCTOGGGCCTOATTGOCOGACCTGOATAAGGTTAGCACGGAAACC
GTCCCGCTOATTITTGCTGGTGCCOAAATCGCGTCGTGAGGATCTGGAGAAA
GUGCAGCTGGCGOAACGTCTOGUGCAGCCAATTCTTTATTOATTATGGTGTGC
GTCTGCCAGAAGTACTGCTGCGTOACGGTGAGGOGTCTGGATGACAACTCTA
TCOTCCTGCTGATTAATGAGATTCGCGTTGAACAGTTTACTGTCTATTTITGAC
CTGATGCGTGTGGTTAACTACAGCGACGAGGTGGTGAGCTTTGGCATCAAC
CCGACCATTCACCAGCAAGGTTCCAGCCAGTACTTTTGGGTGACCCATGAG
GAAGGCGAAAAGCTGCGUGAGCTGOOCTACGTCCTGCOTAATGCACTGGAC
GAACTGTACCACTGTCTGGCGGTOGACGCTGGCACGCAATGTGAACGAGTAT
TTCGGTATCCAAGAAACGAAACACATGCTGGACCAACTGGAAGCAAAGTTT
CCTGACCTGCTGAAGGAGGTTTITGCGCCACGCCACCGTGCAGCGCATTTCGG
AAGTGCTGCAACGTCTOCTGTCCGAACGCGTGAGCGTCCGTAACATGAAGC
TOATCATGOAAGCCCTGGCACTOTGOGCTCCGCGTOAGAAAGATGTGATCA
ATCTGOTGGAGCACATCCGTGGTGCOATCGCGCGTTATATCTGCCACAAGTT
COCAAATGOGTOUTOAACTGCGTGOCOTTATGOTTTOCGCCGAAGTTGAGGA
TGTCATTCGTAAAGGCATTCGTCAAACTTICTGGCTCCACCTTITTGAGCTTG
GACCCGOAGGCTICGGCAAATCTGATGGACCTGATCACGCTGAAGCTGGAC
GACCTGTTGATTGCGCATAAGGACCTGGTCCTGTTGACCAGCGTTGACGTGC
GTCOTTTTATCAAGAAAATGATTGAAGGTCGTTTTCCGGATCTGGAGGTCCT
GTCCTTCGGTGAGATTGCAGAT AGCAAAAGCGTGAATGTCATCAAAACCAT
CTGAATTTAAATCTTGGGCACGCGTCCATTAAAAAGGAGTAATTAAGCATG
AGCTTCAGCGAGAGCCGCCACAATCGAAAACTOTCTGATTCAAGAAGGCGCA
CTGCTGTTTTIGTGAGCAAGCAGTCGTGGCGCCTGTCAGCGGTGATCTGGTTT
TTCGTCCGCTOAAAATCOAGGTCCTOAGCAAGCTGCTGGCGTTCATCGACG
GCGCAGGTCTGOTGOGATACGACCTACGUGOAGTCGOACAAATGGOGTTCTGC
TOCTCTCCGGAGTTCCGTGUTATTTOGCAAGACCGTAAACGTTGCGAATATTG
GTTTTTGCAGCAGATTATCACCCCATCTCCGGCGTTCAACAAGGTTCTGGCA
CTGTTGOGTAAGAGCGAAAGCTATTGGTTGGTCGGCTACTTGCTGGCCCAAA
GCACCAGCGGCAATACTATGOGTATGTTGGOGTGAGGATTACGGTGTTAGCT
ACACGCATTITCCGCCAGTCTGTGCAGCCGCGUTCTGGOCGUTAAGGCGAAAA
GCGAGCTGCGCAATTGGCGCATGGCCCAGTCCCTGCTGAATAGCGTGGAAG
GTCATGAAAACATCACCCAGCTGGCGGTCAACCACGGTTATAGCAGCCCGT
CCCACTTTAGCTCTGAAATCAAGGAGCTGATTGGTGTTTCCCOGCGTAAGCT
GTCTAACATCATTCAGCTGGCCGACAAATGAATTTAAATGCTAGCCTTGGGC
ACGCGTCCATTAAAGAGGACCAATTAAGCATGAAAACCCCACGTCTGOTGO
AATACCTGGCCTACCCGCAGAAAATCACTGGCCCTATCATTGAAGCAGAAC
TGCGTGATGTTGCAATTGGTGAATTGTGCGAGATCCGTCGCGGUTGGCACCA
GAAGCAGGTTOGTGGCCCGTGCGCAAGTGGTTGOTTTGCAGCGCGAACGTAC
COGTCCTGAGCCTGATCGGCAATGCCCAAGGUCTGAGCCGTGATGTGGTCTTG
TACCCGACCGGCCGTGCTCTGAGCGCGTGGGTTGGTTACAGCGTTCTGGGUG
CAGTACTGGACCCGACGUGGTAAAATCOTTOGAACGTTTCACCCCGUGAAGTCG
CACCGATTTCCGAGGAGCGCUGTTATCGACGTGGCACCGCCGAGCTACGCAA
GCCOTGTCGUTGTGCGCGAACCGUTOATCACGGUTGTCCGCGCAATTGATG
GTCTGCTGACGTGTGOTGTOGGCCAGCGTATGGGTATTTTCGCAAGCGCGG
GTTGTGOTAAGACCATGTTGATGCACATGCTGATCGAGCAAACCGAAGCGG
ATGTCTTTGTTATTGGCCTGATTGGCGAGCGTGUGTCGTGAAGTTACCGAATT
TGTAGACATGTTGOGTGCATCTCATAAGAAAGAAAAATGTGTGCTGGTTTTT
GCCACGTCCGACTTCCCAAGCGTTOGACCOGCTGCAACGCTGCCCAGCTGGCA
ACGACGGTCGCCGAGTATTTCCGCGACCAGGGTAAACGTGTTGTCCTGTTITA
TCOACAGCATCGACCCOGTTATGCACGCGCGTTGCGTOGATGTCGCGCTGGCGA
GOGGCGAGCOTCCGGCTCGCCGTGETTATCCGGCGTCTGTGTTCGACAATCT
GOCGCGTTTGCTGGAGCGTCCGGOTGCOGACGAGUGAGGGTAGCATTACCGC
CTTCTATACCGTCCTGCTGUAGTCGOAAGAAGAAGCGGACCCGATGGCGUA
COAGATCCGTTCTATTCTGOACGGTCACCTOTACCTOTCCCGCAAACTGGCG
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

GOTCAGGGTCATTACCCGGCTATCGATGTGCTGAAGAGCGTGAGCCGTGTG
TTTGOTCAAGTOGACCACCCCOACTCACGCGUGAGCAAGCGAGCGCGLTCCGT
AAGCTGATOACCCOGTCTGOAAGAGCTGCAACTOTTCATTOACCTGGGCGAG
TATCGTCCGGGCGAGAACATTGACAATGATCGTGCGATGCAAATGCGCGAT
AGCCTGAAGGCGTGOCTCTGTCAGCCTGTTGCGCAATACAGCAGCTTCGAT
GATACGCTGTCCGGCATGAACGCCTTTGCGGATCAGAACTGACTTGGGCAC
GCGTCCATGAAAGAAACGACATACTAGATOGGTAACGATATTAGCTTGATT
GCATTGCTGGCGTTTTCCACCCTGCTGCCGTTCATCATCGCGTCTGGTACTTG
CTTCGTCAAATTCAGCATCGTCTTTGTGATGGTGCGCAACGCGCTGGGTCTG
CAACAAATTCCAAGCAATATOACCCTGAATGGCGTCGCACTGCTGCTGTCG
ATGTTTGTTATGTGGCCGATTATGCACGACGCGTATGTGTATTITCGAGGATG
AAGATGTGACCTTTAACGACATCTCCAGCCTGAGCAAGCATGTTGATGAGG
GCCTGOACGGTTATCGCOGACTACCTGATCAAGTATTCCGACCGTGAGCTGGT
GCAGTTCTTTGAGAATGCCCAGTTGAAACGTCAGTACGGTOGAAGAAACGGA
AACCGTTAAACGTGACAAGGACGAGATTOAAAAGCCGAGCATTTITCGCACT
GTTGCCTGCTTACGOCTTOGAGCGAGATTAAGAGCGCATTCAAAATTGGTTTT
TACCTGTACCTGCCGTTCGTTGTGGTCOATCTGAGTTGTCTCCAGCGTTCTGET
GGOCCTGGGCATGATGATGATGTCCCCGGTTACCATCAGCACGCCGATCAA
ACTGGTCCTGTTTGTGGCCCTGOATGGTTGOACGCTGCTGTCTAAAGGCCTG
ATCCTGCAATACATGGACATCGCGACCTAAGAGCTCTGGGCACGCGTCCAT
TAATGAGGAAAAATTATTAGCATGAAAACGCACATTCTGTTGGCCCGTGTG
CTGGCTTGCGCAGCTCTGGTGCTGOTCACCCCAGGTTATAGCTCCGAGAAGA
TCCCGGTTACGGGCAGCGGOTTOGTTGCAAAGGACGATTCTCTGCGCACCTT
TTTCGATGCGATGGCACTGCAATTGAAGGAGCCGGTGATTGTCAGCAAGAT
GOOGGCTCGCAAAAAGATTACCGGCAATTTCOGAGTTCCACGATCCAAACGC
GCTGCTGGAGAAACTGTCCCTGCAACTGGGTCTGATCTGGTACTTTGATGGT
CAGGCGATCTACATCTACGACGCGAGCGAAATGCGTAATGCGGTTGTGAGC
CTGCGTAATGTCAGCCTGAACGAGTTCAACAATTTICTGAAGCGCAGCGGC
CTGTACAATAAGAACTACCCTCTGCGTGGTGATAATCGTAAAGGCACCTTCT
ATGTCAGCGGTCCGOCGGTGTATGTTOATATGOGTTGTAAATGCGGCCACCAT
GATGGACAAACAGAATGATGGCATCOGAGCTGGOTCGCCAAAAGATCGGTGT
TATGCGCCTGAACAACACTTTTGTGGGCOACCGCACCTACAACCTGOGTGAT
CAAAAGATGGTCATTCCGGGTATTGCTACGGCAATTGAACGUCTGTTGCAA
GGCGAAGAACAACCGCTGOGTAACATTGTAAGCTCCGAGCCTCCGGCCATG
CCGGCCTTTAGCGCAAACGGCGAGAAAGGTAAGGCAGCGAATTACGCGGGT
GOGTATGAGCCTGCAAGAAGCGUTGAAACAGAACGCAGCGGUCAGGCAACAT
CAAAATTOGTGGCCTATCCGGACACCAACAGCCTGCTGGTGAAAGGTACGGC
GOAGCAGGTGCATTTCATCGAGATGCTGGTTAAAGCCCTGGACGTGGOGAA
ACGTCACGTTGAATTGAGCCTGTGGATTGTGGATTTGAATAAGAGCGACCT
GOAACGCTTGGGCACCAGCTGOAGCGOTAGCATCACCATCGGUGACAAGCT
GGGTGTGAGCCTGAACCAGAGCAGCATCTCCACGUTGGACGGTAGCCGCTT
TATTGCGGCGGTCAACGCTCTGOGAGGAAAAGAAACAGGCCACTGTTGTCAG
CCGTCCGUGTTCTGCTOGACCCAGGAGAATGTCCCGGCUGATTTTTGACAATAAT
COTACTTTCTATACCAAACTOGATCGOTUAACGTAATGTTGCATTGGAACACG
TGACCTATGGCACCATGATCCGTGTCCTGCCGCGTTTCAGCGCGGACGGCCA
GATTGAGATGAGCCTGGACATCGAAGATGGTAATGACAAAACCCCGCAGTC
TOATACGACCACCTCCGTTGATGCGCTGCCAGAAGTGGGTCGTACCCTGATC
TCGACGATTGCACGTUTUCCCGCATOOTAAATCTCTGCTGGTTGUTOGGCTACA
COCGTGATGCAAACACGOGACACGGTCCAAAGCATCCCGTTCCTGGGTAAGC
TGCCOGCTGATTGGCTCOGTTGTTTCGCTACAGCAGCAAAAACAAGTCTAATGT
COTCCGTGTCTTTATGATTGAGCCGAAAGAAATCGTTGACCCGCTGACCCCG
GATGCCAGCGAGAGCGTTAACAACATTCTGAAACAGTCCGGTGCGTGGAGC
GGTOGACGATAAGCTGCAAAAGTGGOGTTOGTGTGTATTTGGACCGTGGTCAG
GAGGCCATTAAGTAACTTGGGCACGCGTCCATGAAAGACAGGACCCACTAG
ATGTCCAGCAACAAAACCGAAAAACCGACTAAGAAACGTCTGGAGGATAG
CGCAAAGAAAGGTCAGAGCTTCAAGAGCAAGGACCTGATTATCGCGTGCCT
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SEQID
NO:

Nombre

Secuencia

GACCCTOGGOTGOTATCGCTTATTTGOTGAGCTACGGCAGCTTCAATGAGTTT
ATGGOTATCATTAAGATTATCATCGCTOATAACTTIGATCAGTCGATGGCAG
ATTATAGCCTGGCOGTGTTTGOTATTGGCCTGAAATACCTGATTCCGTTCAT
GCTGCTGTOGTTTGOGTTTGTTCCGCACTGCCOGGCACTGUTGCAAGCGGGUTTC
GTTCTGGCAACCGAGGCCCTGAAGCCGAATCTGTCCGCCCTOAACCCGOTT
GAAGGCGCOAAGAAACTGTTTTCCATGCGCACCGTCAAAGACACGGTCAAG
ACGCTGCTGTATCTGTCGAGCTTTGTGGTTGCGGCAATCATTITGCTGGAAAA
AGTATAAAGTCOAGATTTTCAGCCAACTOGAACGGTAATATCGTGGGTATTG
CGGTTATCTGGCGTGAATTGCTGCTGGCGTTGGTTCTGACCTGTCTGGCGTG
CGCGCTGATCOGTGCTOTTGCTGOATGCTATTGCCOAGTACTTTCTGACCATG
AAAGATATGAAGATGOACAAAGAAGAAGTTAAACGCGAGATGAAAGAGCA
GOAGGGTAACCCGOAGGTGAAGTCTAAACGTCGTGAAGTCCACATGGAAAT
CCTGAGCGAACAAGTCAAGTCTGACATTGAAAATAGCCGTCTGATTGTGGC
AAACCCTACGCATATTACCATCGGCATCTACTTCAAACCGGAACTGATGCCG
ATTCCAATGATTAGCGTCTATOGAAACCAATCAACGCGCGCTGOCGGTCCGT
GCGTACGCCGAGAAAGTGGGTGTTCCGOTTATTOTAGACATCAAGCTGGCG
CGCAGCCTOTTCAAAACGCACCOTCGTTACGACCTGUTGAGCCTGGAGGAG
ATCGACGAGGTTTTGCGCCTGCTGGTTTIGGTTGGAAGAGGTCGAAAACGCA
GOCAAGGATGTGATCCAACCGCAGOAGAATGAAGTGCGTCATTAACTGCAG
GTTTAAACTACTTGGGCACGCGTCCATTAATTAGCGATCAATAGCATGATTCC
GOGCAGCACCTCCGGTATTTICCTTTAGCCGTATCCTGAGCCGTCAGACCTCC
CACCAGGATGCAACCCAGCATACCGACGCACAACAAGCGGAAATTCAACA
AGCGGCGOAAGATAGCTCOCCGUGGTCCOOAGOTTCAGAAATTCGTCCAGAG
CACGOACGAGATOTCTGCTGCGTTGGCGCAGTTCCGCAATCGCCGTGACTAT
GAGAAAAAGAGCAGCAATTTIGTCTAACTCCTTCGAGCGCGTTCTGGAGGAL
GAGGCACTGCCGAAAGCGAAGCAGATTCTGAAACTGATCAGCGTGCATGGC
GUTGCOTTGOAGGATTTCCTOCGTCAGGCGCOGCAGCCTGTTCCCGGACCOA
AGCGATCTGGTGCTGOTTCTGCGCGAGCTGTTGCGTCGTAAGGACCTGGAG
GAGATCGTGCGTAAGAAGCTGGAGAGCCTGCTGAAGCACGTGGAGGAACA
AACCGACCCOGAAAACCCTOGAAGGCCGOGTATTAACTGCGCGOTGAAGGCGCG
TCTGTTTGGUCAAGACGCTGTCTCTGAAACCTGOGTCTGCTGOGTGUCAGCTAC
CGCCAGTTCATCCAAAGCGAAAGCCACGAAGTUGAGATTTACAGCGATTGG
ATCGCCAGCTACGGTTATCAGCGTCGCCTGGTTGTTCTGGATTTCATTGAAG
GCAGCCTGCTGACTGACATCGATGCTAACGATGCAAGCTGCTCCCGTCTGG
AGTTTGGCCAACTGCTGOGCCGTCTGACCCAGCTGAAAATGTTGCGTAGCGO
CGACCTGCTGTTTGTCTCGACGTTGCTGTCTTACAGCTTCACGAAAGCATTT
AACGCTGAGGAGAGCAGCTGGCTGTTGCTGATGCTGTCTTITGUTGCAACAG
CCGCACGAAGTOOATAGCCTGCTGGCGOACATTATCGGTCTGAATGCGOTG
CTGTTGTCCCACAAAGAGCACGCCAGCTTCCTGCAAATCTTCTATCAGGTCT
GTAAGGCAATCCCGTCTAGCCTGTTTTATGAAGAGTACTGGCAAGAAGAAC
TGCTGATGGCACTGCGCTCCATGACGOGACATTGCTTACAAACACGAAATGG
CCGAACAACGTCGTACCATCOGAAAAGCTGTCCTAAGTTTAAACCTTGGGCA
CGCOTCCATGAAAGACAGGACCCACTAGATGAGUTTGCGCGTACGCCAAAT
TGACCGCCGTGAATGGCTGCTGGCCCAGACTGCGACCGAATGTCAGCGTCA
COGGTCOTGAGGCCACCCTGGAGTATCCGACCCGTCAGGGTATGTGGGTCCG
CCTGTCTOGATGCCGAAAAACGCTGGTCTGCGTGOATCAAACCGGGTGATTG
GTTGOAACACGTTAGCCCAGCACTGGCGGOTGCCGCGGTCAGCGCAGGCGC
GOAGCACCTGGTGOTTCCGTGGCTGHCGGCAACCGAACGUCCGTTCGAGCT
GCCGOTCCCGCACTTOAGCTGCOGTCGTCTGTGUGTGGAGAACCCGGTTCCG
GOTTCCOGCACTGCCTGAGGGCAAGCTGCTGCACATCATGTCGGATCGTGOGT
GOCCTGTOGTTTCAGCATCTGCCGGAGCTGCCGGCTUGTTGGCGUGTGGCOCGTC
COAAGATGCTGCGTTGGCCGCTGCOGTTTCGTTATTGGCAGCAGCGACACCCA
GOGCAGCCTGCTGOGOTCGTATCGOTATCGGTGATGTTCTGCTGATCCGCACC
AGCCGTGCTOGAGGTTTACTUTTACGCGAAGAAACTGGGCCACTTTAATCGTG
TGGAAGOTGGCATTATTGTCGAAACGCTGOACATTCAACATATCGAGGAGG
AGAACAACACGACGOAAACGGCGOAAACCCTGCCGOGGTCTGAATCAACTG
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SEQID
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Nombre

Secuencia

CCGGTOAAGCTGGAGTTICGTTCTGTATCGTAAAAACGTGACGTTGGCCGAA
CTGOGAAGCAATGGUGTCAGCAACAACTGCTOGTCCTTGCCAACCAATGCGGAA
CTGAACGTCOGAAATCATGGCGAATCGGCGTGCTGCTGOLOTAACGGCGAACTG
GTGCAGATOAATCGACACCCTGGOTGTCOAGATTCATOGAGTGGTTGTCCGAG
AGCGGTAATGGCOAGTAGAGATCTCTTGGOCACGCGTCCATTAAAAAGGAC
CAATTAAGCATGCACTCTCTGACTCOTATCAAGGTCCTGCAACGTCGTTGTA
CCGTGTTCCATTCTCAGTGUGAGTCCATTCTGTTGCGTTATCAGGACGAAGA
TCGCGGCTTGCAGGCOGGAGOAGOGAGGOCATCCTGOAACAGATCGCAGGTCT
GAAACTGCTGTTGOACACCCTGCOTOGCTOAAAATCGTCAACTGAGCCGTGA
AGAAATCTATACGCTGCTGCGCAAACAGAGCATTGTTCGTCGCCAGATTAA
GOATCTGOAGCTGCAAATCATTCAGATTCAAGAAAAGCGTAGCGAGCTGGA
AMAGAAACGTGAGGAATTTCAAAAGAAMAGCAAATACTGGCTGCGTAAAG
AAGGTAACTACCAGCGCTGGATTATCCGTCAAAAACGCTTCTACATTCAAC
GTGAGATCCAGCAAGAGGAGGCGOAGAGCGAAGAGATCATTTAACTTGGG
CACGCGTCCATGAAAGACAGGACCCACTAGATGTTCTATGCATTGTATTTTG
AGATCCACCATCTGOGTGGCGTCCGOGGCTCTGGOTTTTGCGCGTGTTGOTCC
GATCTTITICTTTCTGCCGTTCCTGAATAGCGUGTGTCCTGAGCGUTGCTCCGC
GCAACGCGATCATCATTCTGGTGGCGCTGGGTGTATGGCCGCACGCCCTGA
ATGAGGCGCCACCGTTTCTGTCTGTGGCAATGATTCCGUTGGTCCTGCAAGA
GOCAGCCGTGGGTGTTATGCTGGOGTTGCCTGTTGTCCTGGCCGTTTITGGETT
ATGCACGCGTTGGGCTOTATCATTGATAACCAACGCGGTGCAACCCTGTCCA
GCAGCATTGATCCTGCOAATGGCATCGACACCAGCGAGATGGCCAATTTCC
TOAACATGTTCGCGGCTGTCOTGTATTTOCAGAACGGTGGCTTGGTCACGAT
GOTGGACGTGCTGAATAAGTCTYACCAGCTGTGTGATCCGATGAACGAGTEG
TACGCCGAGCCTGCCTCCAGTTGCTGACCTTICATTAATCAAGTGGCCCAGAAL
GCACTGGTGCTGOCOGTCCCCGGTCGTTCTGOTTCTGCTGC TG TCGGAAGTTT
TCCTGGGCCTGCTOGTCTCGTTTTGCACCGCAAATGAACGCGTTCGCCATTAG
CCTGACTGTTAAAAGCGGTATTGCGGTTTTGATCATGCTGCTGTATTTCAGC
CCGGTCCTGCCGGACAATGTTICTGCGTCTGAGCTTTCAGGCGACCGGCCTGA
GCAGCTGGTTCTACGAACGTGGCGCAACGCATGTGCTGGAATAAGGATCCG
GCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTAT
CTGTTGTTIGTCGGTGAACGCTCTCCTOAGTAGGACAAATCCGCCGCCCTAG

AACTAGTeeataagaalGCGGCOGO
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Complejo génico nativo
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FiG. 32
Tabla. Construccién y verificacién de todos los mutantes de delecién del gen nif de K. oxytoca
MNombre Genotipo Nota Cepa Plasmido de Secuencia de ADN de la regién de delecién
parental lnterul;nbiu
alélico
NFR Anifd B defecion de operén ~ M3al. pNifls
AnifHDK delecion en marco M3l pRIB2U6
ArifHDETY delecion de operén  MJal. pNiid
. delecion de operon - MSal.  oRITBIU
delecion de operdn M3al. pRHBIVS
WAA delecion de operdn” - M3al. pNifld
delecion de operon piNifll
delecidn de operdn’ 2

delecidn de operdn
delecién de operdn
delecion de operdn”
e delecion de operon
Arifl HDKTY. ENX delecion completa
USYWEMFLABO - denif’

1) &3bpde nifM 3" relenido

2 2hp de il 3" retenido

3} 300bpde mifd 3 retenido

4y & de todos los de i io alélico en pDS132(1).

5} Laregion en negrita muestra la secuencia del sitio de restriccion que sustituye a la region de delecion. flanking each site

Se muestran los 20 nucledlidos de la regién de delecidn,
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FiG. 35

Tabla: Errores de secuencia del ADN en la secuencia del complejo nif

X13303.1

Localizacién Xi13303.1 Este estudio
5187 a g NiiD K39E
5103 a i Nif) K41E
3332 ct te Nifly ABTV
5359 a g Nif) E9GG
6137 g NifD) 355M
LB Slents
28
[
P silente
: 2o niff 5" UTR
¢ t NifY P70
= Insercion t nifli 5" UTR
o 2 NifE A35G
ac <t silente
¢ : NifE P166E
ca Cae NifX QI3IT
! [ iU 5 UTR
ge cg nifS 3 UTR
WL 5 O 21 L —
14008 £ c
14637 a £
14041 2 a NifS G1248
14539 2 o NifS AZ90R
i <t

15657

NifV 52521

16814
22050
22369
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WT +Refactorizado
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FiG. 38

Tabla. Secuencias :_e ADN de partes sintéticas
Numero de parte T'EE de Ezm Secuencia
SBa (00443 Promotor de T7 WT
SHa (00444 Promator de T7 1
SBa_ 00445 Promotor de T7 2 taatacg
SBa_000446 Promotor de T73 taatacg
taatacgact
SBa (00450 Terminador de T7T WT  ©= o
SHa 000451 Terminador de T7 y
SHa (00452 Terminador de T7
SHa 000453 Aislador
SBa 000454 Aislador
SBa (00455

“SBa 000456
SBa 000457
SBa 600458
SBa_ (0459
SBa_000460
SBa 000461

Sl 000463

SHa 000464
SHa_ 000463
SBa_ 000466

i

SBa GO0508

_SBa 6005 Aislador
SBa_ 600475

RBS sintético
SHa (00409 RBS sintético
SBa_ (G470 RBS sintético

SBa (00471 RES sintético
SBa_0006472 RBS sintético
SHa (00473 RBS sintético
SBa_ 000474 RBS sintético
SHa 000476 RBS sintético
SBa 000477 RBS sintético

SHa (00478 RES sintético

L (00479 RBS sintético

01.)(!480 Rasmmgg

RBS sintético
RBS sintético

SHa (00475 RBS sintético

SBa (66361 Promotor P y
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LLqLQC»&gCLQCuLL&A';ﬂuLfﬂgCuﬂquCQLgngdquQ:qJLLLQ“QLBtquq gae
g

; cecteattoageatttgaatgghttg
catggcartrragt.rrcttcr”g*trcqctar ggotgastttgattgogagh
£goCaAGTCageTaAgacEoaAgAcyoYcesagacagaacttaatgggoocgtascagogesattt
getgytgacceaatyogacoagatgorcoacgercaguogogracegtoticatgggagasaat

agagacateaagasataae

aatactgttgatgggrgt
go acagoaatggea gt t.
gegogagaagatigtgoacs getttacaggettogacgoogettagtoe
L ccacqc:uqﬂacctég:tuathahchaaut aategoogegacaatitgegasyy
tgeagggeeagactggaget E
oracgeggttgogaatgtasl agc "gtrar gocgoet x
agaaacgtggctggoctggticacracgogguazangetotgataagagacaceggoatactot
qccacaLugLaLaa"c.ta"ch*LLca.aLLcaucac anat*aactut:.._cqqccgct
-d"(‘arlqrr‘?ta 2 t

cgtassteactgeatas Lr e
cogacatoataacggttetgyeaaatattetgasatgagetattgan
tataatgrotggaattgteagoggataacastt

trattaggaccoaobhhe saghrgbbttctaatoogeatatgat
aatsagaaggohgge atcaaataattogatage
gratactatcagtagtaggty pectttottotttagogacttgatyg
tac gcaacuLaaduLaadanc‘ccacaquqc»qaqu~aLn.adcha tekeragtgaaaaa
eotbgtbaac ttgatttbegagagttteataatgtttbbetgh aghy
tacotaaat Fac*ffrgctr tegegatgacttagtasageacatetsaaact trtagegtt
attacgtasaasatotigecagetttoocettctasagggcaasagtgagtatggtgootatet
aacatcoteadtggotaagGogtogagoasagecegottattttt tacatgocaatacaatguag
gurgctoracacetagetiotoggegagittacgegttgttdaacettegatboogacanoatt
taatgogotgtiaatcactttacktttatoteatotggacatogaggoctttoot
atagag

atca :qgctné

attedaggeeg

attgacatecctateagtgatagatataatgageas

hgi“L ) "
fluorescente mRFP

atgtocagattagatasaaghsaaghitgegagetoigaagangttatcaaagagtteatgoght

tegteogracgaagghace gohanachgasaghtaccaasgyhas
grrtgggacatocghoccogoagttocagtacggrtotaaagortac
acateerggactacectgaasctgtoettoccgoaaggtttoaaatyggazegtottatgaactt
sgaagacgytggtotigttacogttacccaggactactocctgeaagqacggtgagtieatotae
aaagttaazctgeghyggtactascttecogtecgangyteegyt tabyeagaassaaaccatany
gttgggaascttecacegazngtatgtaceragaagacggtaot ctgasagatgeaatoasaat
gcgtctgaaaftgahagacggtggt‘arta-g‘cacrganatraza-:ﬁacrtaca:gqctaaa
a;Ltqc_gqqtchLacuaaacrgacaPcaaaurggacatcau Leccacaany
23 qate

CQUtgoegLLe
tAdACACCogITtg

SBa_ 000314 ARNP de TT*

atgaacaoga ca«cau*q;céaq cgac :t:tf*qa-atcgaa gactgetatocogt
acactetg ceattacgglgageght bagotogogaacagthggeoctlgagcatgaghe
rra”q»qﬁ'ﬂr!vﬂ G theoegraagatghhtgagegteaact taaagerggtysgatt

qrrgatcarqrrgr"qccaagcr'rr atcactacortactooctaagatoattgeargeatea
acgactggTttgaggaagrgaaagotaagogogyeaagogoncgacagoos agttootgea
agadateaageoggaageegtagegtacars seraaccagt
fgergacasva & fLLagg,Lgl

getteggtogtarcogtgan
Taagegogt ggqcacgtctac;a;:aa tttatqcaa;t:g_.;:g
aagggtotactoggtggogaggoglggtct bogtggoataaggaagac
tacgotgeategagatyoe oy Hia i)
ogtagtaggtoaagacto _agar*a‘c aacrscﬁac‘traduaognLgaogcLa—~gguar—
cgtgoaggtgogetggotggratetetocgatgtcraaccttgegtagttectcetaageegt
ggactggeoattacrggtggtygeratiyg ‘tuucqq+cgth>chcrgchc'quq
tracagtasgazageactgatgogeta o
aatat;gchaaaacaC‘qca ggeaaatcaacaagaaagteet achctffecaa*;taatfa

aagtqqgaa*aftu' geg@a*atccctqccat*gaa*qtguajau

rdCFQCaagqo Aaggetoge t ols [oles - -t tgrrvgjg’aqgcra
‘taaqtt.gcrgJC"ataaggmca.ct;q'tc ttac 1acat;ga"rg;cq‘qqtcgfq Tta

tot
.aLccanLaqgag

cgetgtgicaaty aggtaacgatatyg aaggacty: cgerggoegasa
gyraaascaat azggaaggttactactgguigaaaat sactgugoggotyg
i tgagogoatrcaagtt qgaa'arcafggc

tocactggagaacacttggtgggotgagosagatte
acgetggggtacagcacoac
cobggoatocagoact

5 rcfgqtraa(trg"rrcc'agrqaaacrg-rcqgg rqrcracgggartg tqctaag
ctaczagoagacgcaatoaatgggacogataacgaagtagtracogyga
tgaaatcretgagaaagbeaagetgggoactaaggeactggotggiea
Gqtiac cagtgtgactasgagttoagteatgacgetggettacgyg
recgtosacaagtgotggasgatacoatte
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geaagggtotgatglteacteagecgaatcaggoigotggatacatggetaagotgatttggga
atetgtgagegtganggtgghagetgeggttysageaatgaactgget taagtetgetgotaay
ckgotggotgotgaggtcazagataageagartggagagattorte LT Ll L DT [ AT
attgggtaactoctgatggtttocctgtgiggraggaatacaagaagootattcagargogctt
gaacctgatgtbocotoggioagbicogotiacagoctaccattaacaccaacaaagatagogay
attgatguaracasacaggaghotggtatogetocraasttbghacs acggrageo
accttogtaagactgtagigtgggeacargagaagtacggsatogaatetittgoactgattca
zgactectteggtacgattcoggotgacgrtgegaacetgttoaaageagtgogegasactaty
qtr;scaLuLaLQQJLLL?quaIgL:ctq;c ‘gatttctasgaccagttegergaceagtiae
acgagrotoaatt geacktooggotdaanyraact tgaaccroogtgacat
cthagsgrogga ﬂcgcg::cgcgtaa
atgaasactatggacggtascgorgoggotgo \LanPtz stacgocttraccgaagtagety
ogatohaccogattdegedy g tga: QUA cgattgygetyogoagyy
casgaagascetettoggeoagregrtgrgectgatgoagatgoagtegaasgesagtycagea
ggtgetgtgeatggogect tycaagetggogoactgacgascacctacanogegtogoagggae
tgttgetgatgatoccaaacatgtacaaaatogegggigaactgoty tgtetttoatgt
tteggeacgegeactgyecancaatagoct cascat ot btggegat catoaggat
gtgogTeazacggecty 2 tgL-39
cgetageocactigy

qa agettecgoogtaacge : cong gtc&tcc- agea

ccc_gaac gacatctactteca gqa:cg*gagg cggtaacestttetatoaggegot
ggatattgtggaatetbacatgacccagattietgoectgactgytogegagtateaccty
tacsctggtgetgoggatgessagegogtastcategogatbygge stetgrgacs
aagagytogttgacacgotgasty gogtgageasgttggtetgetetocgtica
totttteogeeogit tegttagegracttottegeocaactgocgaaaactgtacagogtate
gascgtasga gecaggtgoteaageagageagetgtgeetogatghgaaga
s fet coogttgatitgtgogtgotocgoetaty gUgoQUtaa
agargtg L qaacra\at*geggccgugt*t gataacctgaacaaasc grogatggac
ggctteacgetgggtatogtggacgatgttaccttcacctototooogeragogeageagacee
tggoggtitetcacgacyy catgtaagtbitbggaecatgygotosgacggcasygt
tggtgegaacaagt :
ttitoctacgact
cgatcaac::cccgtatt:qatccatrrcq‘qga
btgascgetacgatetbgctegat
agegar GEeAnHey _'
3 .*rrrdc?"rc'raargcrqtgga.- gtggrogtttoaa
catgctgatgecaggetgocticttoaaactggoogogatcattgaccogragactgotgeggac
tatete gactgttgagaaaagotatyggcagoasagghgeggeygtcategagatgaace
dqngtg:na;cgdqc tggeatggueagectycaccaggtgacgat ggeacatt
cetggatgag g gtoogegatgatgocggact t*atcccﬂgaca—"':gcaa
ccgaP]QaCFg:c_grgcggﬂgaccag‘ coggretoggctitigtogycatggaigatygoa
cottacogt. l“("gfj\. A G eag o by grggeategeccttgagetgecagtotggea
groggasagyet tgcaas gegesttoatttgtoog tteghtoeg
9o q:tqtt;aatggcqaaq:rcarga-q:rqcc:Fgf*tqgcc.QF:gaqraaaccq;ca‘aqg
Qc;:LaaagaaLaL"actdtcaLc'ggcqattaq»cc
egtbgacattbghoss ggeadagegt tyaay
atggutocggtgtgggs
cegtoaaaggoteogragtogasaccoogetgotggagtttagogetaogeogotegttgteg
cqaaacqccq a.qvgcgcrtca:uacccaqctgc:tqgcgaccqcatq uqa tgocaatgee
1 Cageaterggogey ta astcatogrg
ﬂ*(mrgqtcrgg"ctgggrqde g gatatgat
gotgggoggtoaagetgtga aqcaqarcgcqq=cga utqa:qqc.qrg:.aqr;c:cf\g
t*Lccqatﬂaq»anchcccc;atgcqc"aql""' -gacgasacaggacy Haaggoa
cgegtgagogt acegtot ttaqc o8 oy e e otght
agageagetgtggoaasatas .ga*tact—rg gcotcgcearcacrggdztrtcgo gatoac
ggectgggcctatgatattggottoggtggectgyacracgtoctogocageogtgaggatytga
acattctggtatttgacacogaagt Lac:;qaacaccggcqqtcaaagcaqcaa cgaccoe
regecangtiogegy a acergggraty
'dgrrqgen'aacorcta—eragrr"aqg*ggcga-qggtn ggataaagat
ctgegogocattgoggaagotgaagogt guocraggorcgtogot ggtgattgogtatas
ctgoatoaateatggectgaaggooggtat gogttgcagessacgtgaggogaagegagetatt
gaggoggaotactogeacatytggegrtatcacoogeay gadqgeaagacgeogt
ttatgttagatagogasgancogoaagagt sgttoogtgact ttetgt togatyagategeta
cqca*Pcctgfaca_Qﬁccahﬂccgﬂarc* grcgargccct*tccugrcg~ Togadgasgat
Gagagraa

9
L
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atq:cca';CGCCug'ccgcgatPtavcgfaaaggtgc:attgcfaaaagﬂacc&:gacccaga
actbggtogoggoactggoagagatggotasasagatratgatrtgtggattgogaceaegaagge
og guacgegeotgattatgeacgugaaageacasadcacgattatggagatygotgeegag
gttagtacegtygaggatetggagetggagaacygttotgoraattogt tacagtgatat togtt
qeogragacagodgatggtcoggasceaggtotoggotatgoeggtogtgatotgattaccgorat
casttt Lggatttogttirctacgatgt
qagtgatg cgagantasg sagasatt
thtffﬂuagCQQLgaq! gatggeaatgtacgotgotaacadcat cagrasyaotattgttsa
atacgeaassagogytaaggttogetrogtgetttgatttgoaacageogtcacacegacsgt
gaggacgasctgateategocotggoetgagasactygyoacecaaatgatocacttogtgecae
gegatsatattgbhoasagtgoag toogoegtatganegreattgagtatgaaoaggeatyg
caagesagogascgagtacsgoacettggeacagarastogigadacancaccatgaagyttatt
ccgacgoegtgtacgatgeacgagetggagagoctgotgatggagetogyeattatggagyacy
aguacaccageatiatogetaagacegoag stgdgaatgoggcatas

atgatgactaatgotactggogaacyta attoaagaagrs

gaaagtgttee
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TYgasaATcgogTycalagagegocgtasacacatgatggttietgaccegtaaatals

qugtasatquateatetet geasatebesgencguytgteatgactgt
tacgraggttotaaaggtetogtattoggorogatcasa :

cggTagy ggccagtactotogogoggda JgITgLt
tgactotitoggoacgotgaact tcacctetgac

‘.ucagqaac tgacarcghitroggtoge
gate agotgl tgat stecegetgactasaggoaty
ctatccassgegastotocgytggutengatoggty anca -cagegeggtegeasacgrate
ttocasagrectggataagoogghgatoooggttogtigegagegotteogagoegttictoag
cahcqcaa&cgsuqt*an gtgactggattobgaacascegtgaaggie

sotataacatogyogaogacae
GrTgrogUaCagrgutonggegat
_:aaactgaacctg;t"caftgcta‘cgcr
aaacatcagatoccttggatggaatacaactt
crroggteogactasaateg gogtasaakog veagtrtgatgataco
ogegegaacgehgasgeagtaat tgcaogotacgasgotesgatygoagrastoattyg
acogteogogestggaaggtogtasactgotgotgtacatggotggtetgogtecacyteatgt
gateggtgectacgaggacelgggea qng:L‘dFC_ ngqq'LJquaLLLquCauduc
gacgactatgatoghacgotyocans aagaay 3 ToAQat
ctzatgaactggaagoctoogt ;aaaq*qctqé&ac'agac*rqa qq cggeatsaagoa
nmteca Fthvsqa:aangacq tgoegttoogocagatgoactoctgggactactcoagt
gy aras LT
cagogtggaatgasachgac
atgtetoaaactatogatasaatcasctet byttacceget. ;chqagcaqgacqaatanvaqg
ddcra‘-l-rrg Arth s teaget gt *ga s agtgtt
g ', FetgaacttecRgog rgacagttgat
tgthLL-h;fCﬂC&’"c'cﬁ
egtacetattt

ggcaccctogt tgasatggaaaacas
ceatgaactacatigeocgtoacat

7 cactgtaﬁaa«ccg saate

cracetgeatggragagat tattggtgatgatetgoaagoatttat byecaacEeaasgasaga
uquLLugLLga:ugc bathcgu c:Cﬂc&“q*Lcataccc*qLCthtéchgthLcdc
Qrascrgat '. s

tg..ctga&gcgcatqﬁtha,»aga.,gcqq;t:_gtqt.~. tqctgt:_qauccgt“tqaq
gLLthga»d&th&gCgﬁaugand atogeatgtattotggt gqvetca CzQ»dgazaa
£ thegaca gorgetgcascogh
g aaatgtggas geoggoaacggaagt
g tac*gaﬂqaaﬂtgc*qatraﬂrﬂLg> CCARCEGAGTgYCARACCARE CYOaEAt et oty

ceckggadcgegatogoctgyiggacatgatgetggacagceacacgtggotgcatgycaagan
attbggoctgtacagy ggactrogtastysgeetgascegttteotgrtggaactygge
:gcgagrcna(tq-ratcrbg CHCACAACHrTAACAAACEL TGYCAAAgETUAtERaCAARA
Lutahggccarqatachgaorqttc

1 tthr tgggctt'"cqr
g = gaaggogogatgascatogt
qtaaacqcagLactqgaadaqctqaacaq:qe:achhcc:agc:qq caazace
Qacktartettrogatetggtioghtas

nifY sintético

nifE sintético

 nifN sintético

atgtctgacaatgataceotgttrtggogeatges
agcoggotcaaategtoystiguetygogeaggas

Jeggatttgo
gogaaacoctgacgooygagogect
“caaccgeaact cgeggegtegrioccatocgeganggragtastgageeag
ghagrcgogttatygottatotgcazagoy t cttgegeatogtae
cagogtaccoogeaactgotegeegogtttt gﬁag:caaga*gqcc**gttat~ea
qq’cu ckgtte JLLFquJ:'thaugxq“ﬂgﬂQqu”quL'g
t ol L {+] ggaagcgaatgagatgeghgeroghe
tgattgaagatt grrgttete gagattggeggtcogges gegegtotgat
c:q:caccg:atccst¢cgetgaagchcaqcvggqhauta_qatt"aq;cqcagtgtgaagct
atesacecoctgoiggeeggtagectgoegeegtggetegeranacgttbgaacegrgataace
cgetggaagag tatithaa
atgaagggtaacgagattotbgototootggacgaaceggoctgtgaicacaacoataaaraga
aateeggotguagogoccoanagocygstgogacggoggetggotgogetitogatggtgogea
. gatcac sthgug grrgescacetegbycaty toggrt gat
agerottgggacaaTogtggragegeetcoagoeggtoogac rgggetttacea
ctgacttgaatgaacaagatytgatcatgggtoyoggoga cacgotgtgog
ccatattgroaccogt Laccarccaqugqcaq cgtgegtgocggotaty
asggegatganctgoaggocatgtgteaggoaag Fas cgtecoggtaateg
~aattc&*chg‘tggct¥ctanqgthcgaagasﬁrtgggﬁaac-qtccggragc‘gatct*et
g3t Lam..gcci.*at tggc CA3LYAGLCAYCG Loy q*wcagagc&wc\.qtf tgoocey
Qgagoasng bgate scatte
ag tgottgatgagetaggtate cteageggegatggteghtttege
cgagatteoaaacecatgracogigoccaggegaacatgotggtgtgoagoegtgotergatcaat
grrgege gchcyqq;a:aafac.e qqca:cﬁcct gttty aa;qct"q“tct rggtates
gugegancay ,"
cacegaggege gegogh !
getgogtgs c;qqtqqtqtcaaa :ctqqtc.w*qicot
»Q;LLyawsa.»thQLd tgacogtagttgocacggg Graagagoacyy tai
L gaattgatgygogss tgatgotigaageaggoascgoacgtace
rta*que'qtaq*ffqr:grtﬁ'raagraqauc'gatgatrQncqqtqqrrq\varafqtaha
tacasagegogrtogoogrtoctgoacatozactaggaacgrgagoasgogitigegey
ctaccaaggeakegtgacettagegeg CJQLFqu:ca:augaL adcagooogatcbggeey

Toeng

atggeagas _tttCCgcaccgsteagc:qttggctg:gtcg:egatcsaqaecgq¢c59ccqc
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cketeb c:aacvcaataa
QQQqucgacattccccgtqtcg;chteaqttﬂ:ctqaaq&at
gugattotgactyttaaca ggacttttacggtageatggagaacggettt
tggagtotgtgattgaacagtgggt tocgoragnocrangtooggogeagogeaato gfrgcgt
caatettitgotgagecatctetgrageccaggogatattgagtggetgogecgttgegt
gocktoggteng 51 'caLP G gatotgy Lggacggecacetigote

t G Rt aogoegttgog astogageagatyggons
tgccaﬂ.yyuﬂ cagretg tgotggetoogegt
tegoothgoog Tgac cttgq=acqct;cga'gcctvca:cc
atcagtiggogaaaatoagogglegogocgttcoggagtygotggaacqgoeagogeggteaget
guadgacgocatgategattgecacatgigyotgesaggecagegeatggegatbgeogesgsa
ggogacorgetggoagogtggtgegatttegogaactehcaaggtatgoageooggtccantyg
tEgotoogacEagtoat cogageot goghagttgocegtgJasogogteatoogggtaatot
qaﬂgqaLukLcaq«cchctLaLrﬂgcauaLccqoccga LaCEqJanbﬂuaGtE"CaCQCC
cghgattt satt oty gt
tgggogaatttogt gtq*tcgcc&gg;t*std;ccg*atg~gtgataﬁcc gftcg_grtgg—
gpacetgatcogtgaangcoat c‘.ILCdl‘.ct.Qqn_'.Cattn.LCQLLQL;\:Q"‘.QquC-&qd{.CCCd
giatc‘r: c‘,rfgtt 5

nifl) sintético

traatcogogcazcgegegtgtgtag
cegotigatgot

qegTatg ] E qECan
g:qertgcqt!qrc"agcg"actqa' At oot oaCaTCotGUTgEAAgrggte
agatcaccaaccagragarcgocgactatetggacggottacogocggasasgatgeactgcte
tgraatgggocaggaagetotiegtgoggocatigotaactttogoggtgaatcgeiggaagag
gageatgacgagyetaagetgatetyeangtyg
ctgtooags ggtoertacgactotgocogagat tcaartaoar"ﬁaggraggtogcgg
ttgtaccagoigooatgagasaat cgagot ggcootggoogagatt ctegoocaacagoogoan
accaccocggcagtlgcgtocggtansagatcogractggoagagoghogtggataceatogety
aactgegtorsoatatocasgoggacugtagtydca tygogergt gt cogtasonastoanns
agtgactgtitogetgtegggosgetgrtetggetgratgatgacogacatgacconggognay
ctgraacagaaattgatgoagogtacoggetgotatatggaagttottgoogsstaa

g

cggogrogaty tatrogeogrg
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atgdaacasgtgracctygataatsacgegaceacocgootygaceegatogt toiggaagega
tgatgecgttoatcacggatttotatggraatongtocagoatocatgasttoggrateesgge
:caqcaagctgcgg:actqctq;gcg

gtagtyggag tggoggeghy
o agcacc‘qgaa~gccaaaqctar< catcestegeattgoggtoaatagogasgotgegety
gacatggeccagttocgtgragegetotogoogegtgtogegttgotgageatgatgtgggeca
ac ceggogtgetgbbocegat tggegass tgguegagott N
totgttocactgogatgoogttraggtogitggrasaatccraattgetgitggecagacgoge
atcgacatgeotgtottgotoogogoacaagtttoatggtoogaagggtottagttgotigtact
tacgtogtgg gegotttegtoogotgektogoggugyoceatcaays 'ancthccqrgc
cggTactgagas queategTogySatggaegetgLEtgeg
ctge ratg atattgy gttacgeaat -
tgoo qtccgtq;tggvta.gqchquqtcaq‘cgcqrgta r;ggta‘tgc‘aqcctgchuv
cgagtttatogaaggtgaagogatoctgouotigen ggcuggcarigoogcaagones
gyeteegogtgts cohotggoaget g i tgtgatgey st gascattocat

t (qt_trﬁgcct, gesgttatacy 5 gagatoga
aatcattgatogtetgogigoottg ccgtattag'ag

mifV sintético

tokttacoccggttiacgatiaa
G

! aatotecgggeatageat
ttcgtacc*:fgagaaaghtg~catcg-ggaqgca:tgtsc gogggtatcasegogatgea
agtoggractesggogategytyatgaagagategooegoeatieagotgyrgogtogtoaacyy
dttatgacckgotgecgtatgaacgehetggasatongt <43
tgggtattgactgggtggatans ‘wageatoccgacaagrigegtoagtacaagetgeg
tgageegeotgg tgotgotggagogoct bgogatgrttatocatctggoocacacgttagge
cteasagtatgtattogtiqogaggatgey ghgcgtotgoteagacoobgegegoecatty
cegaggtgguecageas tougoggetgog ttyegttasgetgasacoghgggectyctgga
coogtt 3 3] tgogtgacgtttgghogggogagatogagatg
catgotcacaatgats tqvq:a:qpcruccgcguacar]ctgq ggragtttoggotggagcna
cgroggtgaacactacegroc Lﬂqqtctﬂ@ﬂtgeacq*qcaqacaacchqc:ctqqada"cut

tapcstgogtgatagr

goetaggoetag gutgostgggegtggasacogaogtecatttoag
ctotgteagegogtogeggageotgoac graatcgaccogoaacag ‘cgctgqtgggr_g
aattggtilicacaracgagtetggieticacatigoagqegougety gogaatocta
—cdaatetattg asgeokoatgguoogbagetacegtetggtgstoggraageatbogagt
egtraggotgtoaanggtetittegaccagatggottacecansctgaatgoggrgeacatcaate
agttgotgecggecattogrogottogocgagastigyeaacgotetengjasagactacgaact
ggttgegatctatgacgaattgtgeggtgaat cegocet tegtgoregoggetaa

nifW sintético

nifZ sintético

atggagtggtnhts theogggtgtag sttgogragrogetgaatecttotticagt
tcttegeggttocaetaccagoeggaactgotgggcagetgotegot tecggigttagegacgit
:caccqtaaactch:gcqgaqqtcccq:tgcaaaaccqtchqdqyzcad' aLugtchChg
tggotethgges cotggecgaatertatcs satkteagoagsg

a4

acc:t:rctqaagxgqtrcchkagtttch‘qattnqPaa“qat;qca
gotgegetgctggtraghegogghteg ggetttglgogtga
-tqqggrr;:g~rrc't:;r-aagac"aqa-ca ctatosaatecacttioognasscngacegnatt
atoggetgtogogageaggagttasteccgattacocagoogiggt tgestgytaaceboragt
atcgboscagegtcacgtgocazat ggeackgootgteaacgggacgtggt botgagegecgy
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teaacgtggeegtglggagyccactgatogtygogaacttggogat bectacacogtygactte
agegue gatLocuopke rhgasgagegeaagaataa

nifhd sintético

nifg sintético

nifQ sintético

atoaatcogtggeagogottigocogtcaacgacttgetogoagoogotggaasccgeaatocsy
tgota chaLccaqc gsLa tAGog ch gcaggegtggcagegtocaatgecatatgga
G aaaanatcgcq

tq_at g-LaggF adcgrgau cotgacgnott
cccqt¢cq::ttqgaaqaaggccc***ggc
gaaacegegtigtttagectggege

grtatggtgeg “_:drrqurﬂﬂnr

P{‘Ftl;f‘(_lf'l;l:‘ﬂa"tu( ttgtggna
ol

tteacasacagotoggegagetggecgatoaecegattaacatos
ctttatgeettacesagteotgt
ttagaggegagntgegagsge
tgaagoaraadacogiggogotgtticg
gtegggtatgegtocootgtiogacgog
sogasegasgotitatgagtittagegeatogteegog
tgehgyatosagadaateaghtogacesganegaagny
caaacgracegttetgiaa

atgac tcttqtth

aq»q ccqtg;ccc»cana*qi::qgtaq»,gq
rggasggegacegetbegtoggetigy
crgyegtottogertgasgagat

: q caggtegese

ttgotggtee
getEgUGEat atage g

ttguagertathogugaacaghhy
coggacotgaascigigontgagcaccadacggotiggtgetgocagatgoegh tgatogtotge
tegatgtoggogtogateasgttaccgicascattaacacestggasgoacaaategragegea
aat :tarccq+gfc gtggotagatagagadogetact coggiagegaagoeggegaaat bete
at tgtgetogteasgatoasca
grgtattgsttocgggeatcaatgacagoggeatggeggatgttageeatgoge
acaacatoatgecactgatty ocqtccggaqca*qq\

ghasgtogectgacogegasas

cgoangte

ctgttitoggt

s %ut'arl.,ﬂ- cegoagteoctocoggee ctgee _|=-.ccr']
catcagogtgoteagttgoatgecageatens sicacgogetga qachuac*-
qCquP'f cgrigegtegagregtggegatgtaattgactgoratttege

totatatoratsgoctgtorgoggotggtatggttetggttaacgaangtttoacoengasa
ta*tgc“a;ggt“;cg&*gac g?gacc”gcacgaﬁ:atgﬁcgca gc*t‘gc*c atcottg

qaagaagaucq::agcaqﬂtggqtgcctgqctggﬂ qqttg;atgfaacaq,a.gcr;q~ oga
tggegeagatiate ca;angqaqcc_g,"g.tuaac‘aL:‘_tqqcaqqaﬂc.t;qc_thc

tc-g*rycagrcchrtLg‘gutE atget qga&cgttc
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NEE, pEB4CE con promotor tac
pCRT Cmiy et MCs

143 caracterizacion del promotor tac

PECIT TR i mBERT

fe2%@ Controlador N.2 1

P SpR E Pme  TT RNAP

1508 Controlader N.° 2
nSa SpR

MESS: Controlador N2 3
$3a S st Pag 7 AN&P
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