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DESCRIPCIÓN 
 
Complejos génicos sintéticos 
 
Esta invención se realizó con el apoyo del gobierno con las subvenciones números CFF0943385 y EEC0540879 5 
otorgadas por la Fundación Nacional para la Ciencia. El gobierno tiene ciertos derechos en la invención. 
 
Antecedentes de la invención 
 
Las células con programación genética requieren sensores para recibir información, circuitos para procesar las 10 
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 detección, la integración de la señal y la 
actuación están 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 15 
dispositivos se comunican entre sí a través de cambios en la expresión y actividad génica. Por ejemplo, cuando se 
estimula un sensor, esto puede conducir a la activación de un promotor, que luego actúa como la entrada a un 
circuito. Voigt, CA, describió la refactorización de complejos génicos en “Gaining Access: Rebuilding Genetics from 
the Ground Up”, recuperado de: http://www.iom.edu/∼/media/Files/ActivityFiles/PublicHealth/MicrobialThreats/2011-
MAR -14/Voigt.pdf. 20 
 
Breve sumario de la invención 
 
La presente invención proporciona un método para reemplazar la regulación nativa de un conjunto de genes 
asociados colectivamente con una función con regulación sintética, comprendiendo el método proporcionar 25 
secuencias codificantes de un conjunto de polipéptidos codificados por genes asociados colectivamente con una 
función; 
cambiar la identidad del codón en al menos una secuencia codificante, eliminando así 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 sinónimos no nativos que tienen una 30 
distancia máxima de los codones de la secuencia codificante nativa; 
organizar las secuencias codificantes en uno o más operones sintéticos, en el que la organización comprende 
ordenar secuencias codificantes dentro de los operones de modo que el gen de mayor expresión (basado en la 
expresión nativa) ocurra primero y el gen de menor expresión (basado en la expresión nativa) ocurra el último; 
unir operativamente una o más secuencias reguladoras transcripcionales heterólogas al operón u operones, 35 
controlando así la magnitud de la expresión génica del operón u operones; y expresar el uno o más operones 
sintéticos en una célula bajo el control de un polipéptido que se une directa o indirectamente a la secuencia 
reguladora transcripcional heteróloga. 
 
En el presente documento se describe un polinucleótido que comprende un operón sintético, en el que el operón 40 
comprende al menos dos secuencias codificantes bajo el control de una secuencia reguladora transcripcional 
heteróloga, en el que cada secuencia codificante está operativamente unida a un sitio de unión al ribosoma (RBS) 
heterólogo. En algunos aspectos, las secuencias codificantes son del mismo operón nativo y los RBS heterólogos 
regulan la traducción de las secuencias codificantes en una proporción que es sustancialmente similar a la 
proporción de traducción nativa del operón nativo. En algunos aspectos, las secuencias codificantes son de 45 
diferentes operones nativos y los RBS heterólogos regulan la traducción de las secuencias codificantes en una 
proporción que es sustancialmente similar a la proporción de traducción nativa del operón nativo. En algunos 
aspectos, las secuencias codificantes son del mismo operón nativo y las secuencias codificantes en el operón 
comprenden uno o más codones alterados en comparación con el operón nativo. En algunos aspectos, los codones 
de una o más secuencias codificantes se han seleccionado para la distancia máxima del uso de codón de una 50 
secuencia codificante correspondiente en el operón nativo. 
 
En algunos aspectos, al menos dos secuencias codificantes codifican diferentes proteínas codificadas por el 
complejo génico nif de Klebsiella pneumoniae. En algunos aspectos, las proteínas se seleccionan del complejo que 
consiste en nifJ, nifH, nifD, nifK, nifY, nifE, nifN, nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ, niM, nifF, nifB, y nifQ (por ejemplo, en el 55 
que las secuencias codificantes son sustancialmente idénticas a las enumeradas en la Fig. 18). En algunos 
aspectos, el operón comprende secuencias codificantes de nifH, nifD, nifK y nifY de Klebsiella pneumoniae. En 
algunos aspectos, el operón comprende secuencias codificantes de nifE y nifN de Klebsiella pneumoniae. En 
algunos aspectos, el operón comprende secuencias codificantes de nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ y nifM de Klebsiella 
pneumoniae. En algunos aspectos, el operón comprende secuencias codificantes de nifB y nifQ de Klebsiella 60 
pneumoniae. 
 
En algunos aspectos, al menos dos secuencias codificantes codifican diferentes proteínas del sistema de secreción 
tipo III de Salmonella typhimurium. En algunos aspectos, las proteínas se seleccionan del complejo que consiste en 
PrgH, PrgI, PrgJ, PrgK, OrgA, OrgB, InvA, InvC, InvE, InvF, InvG, InvI, InvJ, SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR, y SpaS (por 65 
ejemplo, en el que las secuencias codificantes son sustancialmente idénticas a las enumeradas en la Fig. 24). En 
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algunos aspectos, el operón comprende secuencias codificantes de PrgH, PrgI, PrgJ, PrgK, OrgA y OrgB de 
Salmonella typhimurium. En algunos aspectos, el operón comprende secuencias codificantes de InvA, InvC, InvE, 
InvF, InvG, InvI, InvJ, SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR y SpaS de Salmonella typhimurium. 
 
También se describe en el presente documento una célula hospedadora (opcionalmente aislada) que comprende un 5 
polinucleótido 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 limitación, una célula de mamífero, 
vegetal o fúngica). 
 
También se describe en el presente documento un sistema que comprende un conjunto de dos o más operones 10 
sintéticos diferentes, comprendiendo cada uno del dos o más operones al menos dos secuencias codificantes bajo el 
control de una secuencia reguladora transcripcional heteróloga, en el que cada secuencia codificante está 
operativamente unida a un sitio de unión al ribosoma (RBS) heterólogo, en el que la secuencia reguladora 
transcripcional de cada operón en el conjunto está controlada por el mismo polipéptido o polipéptidos activadores o 
represores transcripcionales. 15 
 
En algunos aspectos, el sistema comprende además un casete de expresión que comprende un promotor unido 
operativamente a un polinucleótido que codifica el polipéptido o polipéptidos activadores o represores 
transcripcionales. En algunos aspectos, el promotor del casete de expresión es un promotor inducible. En algunos 
aspectos, el polinucleótido en el casete de expresión codifica un represor transcripcional. En algunos aspectos, el 20 
polinucleótido en el casete de expresión 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 transcripción de al menos dos de los operones son 25 
diferentes. 
 
En algunos aspectos, las secuencias codificantes en los operones están organizadas de tal manera que las 
secuencias codificantes que tienen una expresión nativa sustancialmente similar se agrupan en el mismo operón. En 
algunos aspectos, la secuencia reguladora transcripcional de al menos dos operones tiene diferentes promotores 30 
que están 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 expresión 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 aisló el operón nativo. En algunos 35 
aspectos, la célula es de la misma especie de la que se aisló el operón nativo. 
 
En algunos aspectos, el sistema codifica una nitrogenasa. En algunos aspectos, el sistema comprende un primer 
operón que comprende secuencias codificantes de nifH, nifD, nifK y nifY de Klebsiella pneumoniae; un segundo 
operón que comprende secuencias codificantes de nifE y nifN de Klebsiella pneumoniae; un tercer operón que 40 
comprende secuencias codificantes de nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ y nifM de Klebsiella pneumoniae; y un cuarto 
operón que comprende secuencias codificantes de nifB y nifQ de Klebsiella pneumoniae. En algunos aspectos, el 
primer, segundo, tercer y cuarto operón que comprende un promotor de ARN polimerasa (ARNP) de T7 y el sistema 
comprende además un casete de expresión que comprende un promotor unido operativamente a un polinucleótido 
que codifica una ARNP sustancialmente idéntica a la ARN polimerasa de T7 (ARNP). 45 
 
En algunos aspectos, el sistema codifica un sistema de secreción tipo III. En algunos aspectos, el sistema de 
secreción tipo III es un sistema de secreción tipo III de Salmonella typhimurium. En algunos aspectos, el sistema 
comprende un primer operón que comprende secuencias codificantes de PrgH, PrgI, PrgJ, PrgK, OrgA y OrgB de 
Salmonella typhimurium y un segundo operón que comprende secuencias codificantes de InvA, InvC, InvE, InvF, 50 
InvG, InvI, InvJ, SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR y SpaS de Salmonella typhimurium. 
 
Las realizaciones de la presente invención también proporcionan un método para reemplazar la regulación nativa de 
un conjunto de genes asociados colectivamente con una función con regulación sintética. En algunas realizaciones, 
el método comprende proporcionar secuencias codificantes de un conjunto de polipéptidos codificados por genes 55 
asociados colectivamente con una función; cambiar la identidad del codón en al menos una secuencia codificante, 
eliminando así al menos una secuencia reguladora dentro de la secuencia codificante; organizar las secuencias 
codificantes en uno o más operones sintéticos; unir operativamente una o más secuencias reguladoras 
transcripcionales heterólogas al operón u operones, controlando así la magnitud de la expresión génica del operón u 
operones; y expresar el uno o más operones sintéticos en una célula bajo el control de un polipéptido que se une 60 
directa o indirectamente a la secuencia reguladora transcripcional heteróloga. 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido es heterólogo de la célula. 
 
En algunas realizaciones, la provisión comprende obtener las secuencias de nucleótidos del gen y eliminar 65 
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 operón nativo. 
 
En algunas realizaciones, la al menos una secuencia reguladora se identifica usando el cálculo. En algunas 5 
realizaciones, el cálculo comprende búsquedas de secuencias codificantes de sitios de unión a ribosomas, 
terminadores y/o promotores. 
 
En algunas realizaciones, la eliminación de la al menos una secuencia reguladora comprende el reemplazo de 
codones nativos en la secuencia codificante con codones sinónimos no nativos. En algunas realizaciones, la 10 
eliminación comprende seleccionar codones no nativos que tienen una distancia máxima de los codones de la 
secuencia codificante nativa. En algunas realizaciones, la eliminación comprende seleccionar codones no nativos 
para una expresión óptima en una célula hospedadora. 
 
En algunas realizaciones, el método comprende además identificar y eliminar uno o más de los sitios de inserción de 15 
transposones, sitios que promueven la recombinación, sitios para la escisión por endonucleasas de restricción y 
sitios que están metilados. 
 
En algunas realizaciones, la organización comprende agrupar secuencias codificantes en operones basados en un 
nivel de expresión nativa sustancialmente similar. 20 
 
En algunas realizaciones, la organización comprende ordenar secuencias codificantes dentro de los operones de 
modo que el gen de mayor expresión (basado en la expresión nativa) aparece primero y el gen de menor expresión 
(basado en la expresión nativa) ocurre el último. En algunas realizaciones, la organización se basa en la expresión 
temporal nativa, la función, la facilidad de manipulación del ADN y/o el diseño experimental. En algunas 25 
realizaciones, la magnitud de la expresión de las secuencias codificantes corresponde sustancialmente a la 
proporción de proteínas codificadas por las secuencias codificantes medidas en el sistema nativo. En algunas 
realizaciones, la magnitud de la expresión de las secuencias codificantes se determina mediante cálculo. En algunas 
realizaciones, el cálculo comprende un algoritmo de optimización numérica. 
 30 
En algunas realizaciones, el algoritmo de optimización 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 
interpolación y métodos de búsqueda de patrones, o un modelo de colonia de hormigas. 
 35 
En algunas realizaciones, la secuencia o secuencias reguladoras transcripcionales heterólogas comprenden un 
promotor o promotores ANRP de T7. 
 
En algunas realizaciones, la secuencia o secuencias reguladoras transcripcionales heterólogas comprenden un 
promotor inducible. 40 
 
En algunas realizaciones, el método comprende además unir operativamente un sitio de unión al ribosoma (RBS) 
heterólogo a una o más secuencias codificantes en el operón sintético. En algunas realizaciones, diferentes RBS 
están unidos operativamente a diferentes secuencias codificantes. En algunas realizaciones, los RBS regulan la 
traducción de las secuencias codificantes en una relación que es sustancialmente similar a la proporción de 45 
traducción nativa del operón nativo. 
 
En algunas realizaciones, el método comprende además unir operativamente una secuencia de terminación 
transcripcional heteróloga a una o más secuencias codificantes en el operón sintético. En algunas realizaciones, los 
terminadores son terminadores ARNP de T7. En algunas realizaciones, los terminadores para diferentes operones 50 
son diferentes. 
 
En algunas realizaciones, el método comprende además unir operativamente secuencias amortiguadoras entre dos 
secuencias funcionales en un operón en el que las secuencias funcionales se seleccionan del complejo que consiste 
en un promotor, sitio de unión al ribosoma, secuencia codificante y terminador. En algunas realizaciones, la 55 
secuencia amortiguadora se selecciona del complejo que consiste en una secuencia aleatoria, una región UP de un 
promotor, una secuencia 5-UTR extendida y un sitio de escisión de ARNasa. 
 
En algunas realizaciones, los operones se expresan a partir de un plásmido. En algunas realizaciones, el plásmido 
tiene un origen de replicación con número de copias bajo. 60 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido que se une directa o indirectamente a la secuencia reguladora 
transcripcional heteróloga se expresa a partir de un casete de expresión de control, comprendiendo el casete de 
expresión un promotor de control operativamente unido a una secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido. 
En algunas realizaciones, el casete de expresión está contenido en un plásmido de control separado de un plásmido 65 
que contiene los operones. En algunas realizaciones, el promotor de control es un promotor inducible. 
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En algunas realizaciones, el polipéptido heterólogo comprende una ARN polimerasa (ARNP). En algunas 
realizaciones, la ARNP es la ARNP de T7. En algunas realizaciones, el casete de expresión es un sensor ambiental. 
 
También se describe en el presente documento un método para determinar un punto de experimentación para 5 
controlar la magnitud de la expresión de dos o más genes (por ejemplo, dentro de un operón sintético). En algunos 
aspectos, el método comprende: recibir uno o más puntos de datos de entrada, en el que los puntos de datos de 
entrada proporcionan información sobre uno o más elementos reguladores y una propiedad del sistema; y 
determinar, con un ordenador, un siguiente punto de datos usando un método de cálculo, en el que el siguiente 
punto de datos proporciona información sobre uno o más elementos reguladores. 10 
 
En algunos aspectos, el método comprende además usar el siguiente punto de datos para una experimentación 
adicional para optimizar la expresión de los dos o más genes. En algunos aspectos, los elementos reguladores 
incluyen, por ejemplo, sitios de unión al ribosoma y/o elementos reguladores de la transcripción. 
 15 
En algunos aspectos, el método de cálculo es una técnica de análisis numérico. En algunos aspectos, el método de 
optimización 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 interpolación y métodos de búsqueda de patrones, o 
un modelo de colonia de hormigas. En algunos aspectos, el método de optimización numérica utilizado para 20 
determinar el siguiente punto de datos para una mayor experimentación requiere considerar el punto de reflexión, el 
punto de expansión o el punto de contracción en función de uno o más puntos de datos de entrada. 
 
En algunos aspectos, el método de cálculo es un método de diseño de experimentos (DoE). 
 25 
También se describe en el presente documento un producto de programa informático que comprende un medio 
tangible legible por ordenador que almacena una pluralidad de instrucciones para controlar un procesador para 
realizar una operación para determinar un punto de experimentación para controlar la magnitud de la expresión de 
dos o más genes, comprendiendo las instrucciones recibir uno o más puntos de datos de entrada, en los que los 
puntos de datos de entrada proporcionan información sobre uno o más elementos reguladores y una propiedad del 30 
sistema; y determinar, con un ordenador, un siguiente punto de datos usando un método de cálculo, en el que el 
siguiente punto de datos proporciona información sobre uno o más elementos reguladores. 
 
DEFINICIONES 
 35 
Cuando se cita “un(o)”, “una”, “el” o “la” pretende significar “uno o más” a menos que se indique específicamente lo 
contrario. 
 
Una secuencia de polinucleótidos o polipéptidos es “heteróloga de” un organismo o de una segunda secuencia si 
procede de una especie extraña o, si es de la misma especie, está modificada respecto a su forma original. Por 40 
ejemplo, un promotor unido operativamente a una secuencia codificante heteróloga 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 está naturalmente asociada con el promotor (p.ej., un promotor de la ARN polimerasa de T7 
operativamente unido a un operón nif sintético). 
 45 
La expresión “operativamente unido” se refiere a una unión funcional entre una secuencia de control de la expresión 
de un ácido nucleico (tal como un promotor, o conjunto de sitios de unión al factor de transcripción) y una segunda 
secuencia de ácido nucleico, en la que la secuencia de control de la expresión dirige la transcripción del ácido 
nucleico correspondiente a la segunda secuencia. En el contexto de un sitio de unión a ribosomas (RBS) y 
secuencias codificantes, la expresión se refiere a la unión funcional del RBS con la secuencia codificante en la que 50 
el RBS recluta ribosomas para la traducción de la secuencia codificante en un ARN. 
 
Un “par afín”, como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido de unión a ADN específico de la 
secuencia y una secuencia de ADN diana que está unida por el polipéptido de unión al ADN específico de la 
secuencia particular. Para los polipéptidos de unión a ADN específicos de la secuencia que se unen a más de un 55 
ácido nucleico diana, el par afín puede formarse con el polipéptido de unión a ADN específico 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. ej., uno, dos, tres o más) de elementos 
reguladores de la transcripción que comprenden secuencias de ADN diana reguladas por su polipéptido de unión a 60 
ADN específico de la secuencia afín de tal manera que los polipéptidos de unión a ADN específico de la secuencia 
en el sistema no “interaccionan”, es decir, los polipéptidos de unión a ADN específicos de la secuencia no interfieren 
ni regulan elementos reguladores de la transcripción en el sistema que no sean los elementos reguladores de la 
transcripción que contienen la secuencia de ADN diana afín del polipéptido de unión a ADN específico de la 
secuencia. 65 
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Los “polipéptidos de unión a ADN específicos de la secuencia” se refieren a polipéptidos que se unen al ADN de una 
manera específica de la secuencia de nucleótidos. Los ejemplos de polipéptidos de unión a ADN específicos de la 
secuencia incluyen, pero sin limitación, factores de transcripción (por ejemplo, activadores transcripcionales), ARN 
polimerasas y represores transcripcionales. 
 5 
Un “activador transcripcional” se refiere a un polipéptido, que cuando se une a una secuencia promotora, activa o 
aumenta la transcripción 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 transcripción de un ARN que comprende la secuencia 10 
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 expresión “secuencia codificante” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de 
nucleótidos que comienza en el codón para el primer aminoácido de una proteína codificada y termina con el codón 15 
para el último aminoácido y/o termina en un codón de parada. 
 
La expresión “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula capaz de replicar y/o transcribir y/o traducir un gen 
heterólogo. Por lo tanto, una “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula procariota (que incluye pero sin 
limitación E. coli) o célula eucariota (incluidas, pero sin limitación, células de levadura, células de mamíferos, células 20 
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 limitación E. coli) o célula eucariota (incluidas, pero sin limitación, 
células de levadura, células de mamíferos, células de aves, células de anfibios, células vegetales, células de peces y 
células de insectos). 25 
 
Los “elementos reguladores de la transcripción” se refieren a cualquier secuencia de nucleótidos que influye en el 
inicio y la velocidad de la transcripción, o la estabilidad y/o movilidad de un producto de transcripción. Las 
secuencias reguladoras incluyen, pero sin limitación, promotores, elementos de control del promotor, secuencias de 
unión a proteínas, UTR 5' y 3', sitios de inicio de la transcripción, secuencias de terminación, secuencias de 30 
poliadenilación, intrones, etc. Tales secuencias reguladoras de la transcripción pueden ubicarse en 5'-, 3'-, o dentro 
de la región codificante del gen y puede promover (elemento regulador positivo) o reprimir (elemento regulador 
negativo) la transcripción del gen. 
 
La expresión “ácido nucleico” o el término “polinucleótido” se refiere a desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y 35 
polímeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. A menos que esté específicamente limitado, el 
término abarca ácidos nucleicos que contienen análogos conocidos de nucleótidos naturales que tienen propiedades 
de unión similares a las del ácido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a los nucleótidos 
naturales. A menos que se indique lo contrario, una secuencia de ácido nucleico particular también abarca 
implícitamente variantes modificadas conservadoramente de la misma (p.ej., sustituciones de codones degenerados) 40 
y secuencias complementarias, así como la secuencia indicada explícitamente. Específicamente, las sustituciones 
de codones degenerados se pueden lograr mediante la generación de secuencias en las que la tercera posición de 
uno o más 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 expresión ácido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por 45 
un gen. 
 
Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteína” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a 
un polímero de restos de aminoácidos. Los términos se aplican a los polímeros de aminoácidos en los que uno o 
más restos de aminoácidos es un imitador químico artificial del correspondiente aminoácido natural, así como a los 50 
polímeros de aminoácidos naturales y los polímeros de aminoácidos no naturales. Como se usa en el presente 
documento, los términos abarcan cadenas de aminoácidos de cualquier longitud, incluidas proteínas de longitud 
completa, en las que los restos de aminoácidos están unidos por enlaces peptídicos covalentes. 
 
Se dice que dos secuencias de ácido nucleico o polipéptidos son “idénticas” si la secuencia de nucleótidos o de 55 
restos de aminoácidos, respectivamente, en las dos secuencias es la misma cuando se alinea para una 
correspondencia máxima como se describe a continuación. La expresión “complementario a” se usa en el presente 
documento para indicar que la secuencia es complementaria a toda o una parte de una secuencia de polinucleótidos 
de referencia. 
 60 
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 análisis 
BLAST está disponible públicamente en la Web a través del Centro Nacional de Información Biotecnológica 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica primero identificar pares de secuencia de alta puntuación (HSP) 65 
mediante la identificación de la longitud de palabra (W) corta en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen 
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alguna puntuación 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 puntuación de palabras vecinas (Altschul et al., supra). 
Estas coincidencias iniciales de palabras vecinas actúan como semillas para iniciar búsquedas para encontrar HSP 
más 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 puntuación de alineación acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se 5 
calculan utilizando, para las secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de recompensa para un par 
de restos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuación de penalización para restos que no coinciden; siempre < 0). 
Para las secuencias de aminoácidos, se usa una matriz de puntuación para calcular la puntuación acumulativa. La 
extensión de los aciertos de palabras en cada dirección se detiene cuando: la puntuación de alineación acumulativa 
se reduce en la cantidad X de su valor máximo alcanzado; la puntuación acumulativa llega a cero o menos, debido a 10 
la acumulación de uno o más alineamientos de restos de puntuación negativa; o se alcanza el final de cualquiera de 
las secuencias. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la 
alineación. El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) utiliza por defecto una longitud de palabra (W) de 
11, una expectativa (E) de 10, M = 5, N = -4 y una comparación de ambas cadenas. Para las secuencias de 
aminoácidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra de 3 y una expectativa (E) de 10, y la 15 
matriz de puntuación BLOSUM62 (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 comparación de ambas cadenas. 
 
El algoritmo BLAST también realiza un análisis estadístico 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 20 
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la probabilidad 
de que se produzca una coincidencia entre dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos por casualidad. Por 
ejemplo, un ácido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma más 
pequeña en una comparación del ácido nucleico de prueba con el ácido nucleico de referencia es menos de 
aproximadamente 0,2, más preferiblemente menos de aproximadamente 0,01, y lo más preferiblemente menos de 25 
aproximadamente 0,001. 
 
El “porcentaje de identidad de secuencia” se determina comparando dos secuencias alineadas de manera óptima 
sobre una ventana de comparación, en la que la porción de la secuencia de polinucleótidos en la ventana de 
comparación puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparación con la secuencia de 30 
referencia (que no comprenden adiciones o deleciones) para una alineación óptima de las dos secuencias. El 
porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las que se produce la misma base de ácido nucleico 
o resto de aminoácido en ambas secuencias para producir el número de posiciones coincidentes, dividiendo el 
número de posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación y multiplicando 
el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. 35 
 
La expresión “identidad sustancial” de secuencias de polinucleótidos significa que un polinucleótido 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 número entero del 25 % al 100 %, por ejemplo, al menos: 
25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 % , 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 % en 40 
comparación con una secuencia de referencia que usa los programas descritos en el presente documento; usando 
preferiblemente BLAST parámetros estándar, como se describe a continuación. Un experto reconocerá que los 
valores de porcentaje de identidad anteriores se pueden ajustar de manera apropiada para determinar la identidad 
correspondiente de proteínas codificadas por dos secuencias de nucleótidos teniendo en cuenta la degeneración de 
codones, la similitud de aminoácidos, el posicionamiento del marco de lectura y similares. La identidad sustancial de 45 
las secuencias de aminoácidos para estos fines normalmente significa una identidad de secuencia de al menos 40 
%. El porcentaje de identidad de los polipéptidos puede ser cualquier número 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 indicó 
anteriormente, excepto que las posiciones de restos que no son idénticas pueden diferir por cambios conservadores 50 
de aminoácidos. Las sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la intercambiabilidad de restos que 
tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un complejo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas 
es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un complejo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas-
hidroxilo es serina y treonina; un complejo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es 
asparagina y glutamina; un complejo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, 55 
tirosina y triptófano; un complejo de aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es lisina, arginina e histidina; 
y un complejo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Los 
ejemplos de complejos de sustitución conservadora de aminoácidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-
tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, ácido aspártico-ácido glutámico y asparagina-glutamina. 
 60 
Breve descripción de los dibujos 

 
La Fig. 1 representa un esquema que ilustra los genes nifE y nifN bajo el control de promotores de T7 únicos. 
 
La Fig. 2 ilustra la medición cuantitativa de la capacidad del operón sintético para complementar una cepa con 65 
nifEN inactivado y recuperar la capacidad de fijar el nitrógeno. 
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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 
expresión génica. 
 
La Fig. 4 ilustra las fuerzas de los promotores T7 para controlar los genes nifE y nifN en cepas mutantes 5 
seleccionadas. La Fig. 4A representa las fuerzas de tres cepas. La Fig. 4B representa las coordenadas de 
reflexión calculadas. 
 
La Fig. 5 ilustra la fijación de nitrógeno en la cepa Reflexión y las cepas iniciales. 
 10 
La Fig. 6 ilustra el método de refactorización de la fijación de nitrógeno. 
 
La Fig. 7 ilustra el complejo génico nif de Klebsiella oxytoca. 
 
La Fig. 8 representa un esquema de un plásmido indicador fluorescente en el que los 150 pb que rodean el 15 
codón 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 citometría de flujo. 
 20 
La Fig. 10 ilustra los múltiples clones utilizados para identificar el sitio de unión al ribosoma sintético que mejor 
coincide con el sitio de unión al ribosoma nativo. 
 
La Fig. 11 ilustra los operones quiméricos. 
 25 
La Fig. 12 enumera los errores en los operones totalmente sintéticos. 
 
La Fig. 13 muestra que cada operón sintético requería diferentes niveles de concentración de IPTG para una 
función óptima. También muestra el rendimiento de operones individuales en el sistema de conexiones de T7 
bajo el control del promotor Ptac. 30 
 
La Fig. 14 muestra una tabla del control de los operones sintéticos en el sistema. 
 
La Fig. 15 muestra la fijación de nitrógeno de un complejo sintético completo expresado en una cepa completa 
con nif inactivado. 35 
 
La Fig. 16 ilustra el uso del controlador N.º 1 o del controlador N.º 2 para producir el mismo rendimiento del 
complejo sintético completo. 
 
La Fig. 17 representa un esquema detallado del complejo sintético completo. 40 
 
La Fig. 18 muestra secuencias de ADN para genes nativos y genes sintéticos, así como el porcentaje de 
identidades comunes de nucleótidos y codones entre cada par. 
 
La Fig. 19 muestra los nombres y secuencias de partes del controlador sintético. 45 
 
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. 
 50 
La Fig. 22 representa esquemas de los operones inv-spa y prg-org y los plásmidos utilizados. La Fig. 22A 
muestra un esquema de la cepa de Salmonella SL1344 con inactivación Δprg-org. Los operones inv-spa y prg-
org se muestran en un recuadro. La Fig. 22B muestra un esquema del vector de prueba del operón prg-org y el 
plásmido indicador. El plásmido de control y el plásmido indicador están a la derecha. 
 55 
La Fig. 23 muestra una transferencia Western de una proteína secretada expresada a partir del operón sintético 
prg-org en la cepa con inactivación Δprg-org. La Fig. 23A muestra que la cepa con inactivación Δprg-org no 
expresa el operón prg-org. La Fig. 23B muestra que el operón prg-org refactorizado sintético en células de 
Salmonella Δprg-org puede controlarse mediante la adición de IPTG. 
 60 
La Fig. 24 muestra las secuencias sintéticas de RBS y del operón sintético de T3SS. 
 
La Fig. 25 muestra un diagrama de bloques de un sistema informático. 
 
La Fig. 26 ilustra el proceso de refactorización de un complejo génico. El complejo génico de fijación de nitrógeno 65 
de K. oxytoca de tipo silvestre se muestra en la parte superior. Los genes están coloreados por función: azul 

E12800054
22-10-2019ES 2 752 081 T3

 



9 

(nitrogenasa), verde (biosíntesis de cofactores, el sombreado corresponde a los operones), amarillo (transporte 
electrónico) y gris (desconocido). Las flechas delgadas muestran la longitud y la orientación de los siete 
operones y una barra horizontal indica el solapamiento de genes. Los genes recodificados se muestran como 
líneas discontinuas. Los símbolos utilizados para definir el complejo y el controlador refactorizados se definen en 
las Figs. 29 y 30, respectivamente. 5 
 
La Fig. 27 ilustra la robustez de la vía de fijación de nitrógeno a los cambios en la expresión de las proteínas 
componentes. (A) Se muestra la vía para la maduración de nitrogenasas y las proteínas están coloreadas por 
función (Fig. 26). Los complejos metálicos se sintetizan por la vía biosintética (23, 24). La fijación de nitrógeno 
catalizada por la nitrogenasa madurada se muestra con su cadena de transporte electrónico in vivo. (B) Se 10 
muestra la tolerancia de la actividad de nitrogenasa a los cambios en la expresión de las proteínas componentes. 
La actividad se mide mediante un ensayo de reducción de acetileno y se presenta el % en comparación con K. 
oxytoca de tipo silvestre. Los operones de tipo silvestre se expresan a partir de un promotor Ptac en un plásmido 
de bajo número de copias. La actividad del promotor se calcula como la producción del promotor Ptac a una 
concentración dada de IPTG y en comparación con un promotor constitutivo. El efecto de no incluir NifY (-Y) y 15 
NifX (-X) se muestra en rojo. (C) Se muestra la comparación de la fuerza de los sitios de unión al ribosoma (RBS) 
de tipo silvestre (negro) y sintético (blanco). Los RBS se midieron a través de una fusión transcripcional en marco 
(-60 a +90) con mRFP. La fuerza se mide como el promedio geométrico de una distribución de células medida 
por citometría de flujo. Los RBS sintéticos de nifF y nifQ no están destinados a coincidir con la medición de tipo 
silvestre. Las barras de error representan la desviación estándar de al menos tres experimentos realizados en 20 
días diferentes. 
 
La Fig. 28 ilustra la conversión a ARNP de T7* Control. (A) La actividad nitrogenasa se muestra en función de la 
fuerza del promotor para cada operón refactorizado en cada cepa inactivada de K. oxytoca (ΔnifHDKTY, 
ΔnifENX, ΔnifJ, ΔnifBQ, ΔnifF, y ΔnifUSVWZM). Las líneas discontinuas verticales indican la fuerza del promotor 25 
de T7 mutante que controla cada operón en el complejo génico refactorizado completo. (B) Un plásmido 
controlador desacopla la expresión del operón del promotor inducible. Se diseñó una variante de ARNP de T7 
(T7*) para reducir la toxicidad. Se usó un conjunto de 4 promotores de T7 mutados para controlar la expresión de 
cada operón (los números de parte y las secuencias para los mutantes 1-4 se enumeran en la sección Materiales 
y Métodos). La actividad de Ptac bajo la inducción IPTG 1 mM se indica mediante una línea horizontal 30 
discontinua. (C) La actividad nitrogenasa se compara para cada operón refactorizado bajo el control del promotor 
Ptac a la concentración óptima de IPTG (negro) y el controlador (parte D) con IPTG 1 mM y expresión 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 
desviación estándar de al menos tres experimentos realizados en días diferentes. 35 
 
La Fig. 29 muestra un esquema completo para el complejo génico y el controlador refactorizados completos. 
Cada una de las 89 partes está representada de acuerdo con el estándar visual SBOL (www.sbolstandard.org), y 
se muestran el número de parte del Registro SynBERC (register.synberc.org) y la actividad de la parte. Las 
fuerzas del promotor de T7 se miden con proteína fluorescente roja (mRFP) y se expresan en REU (ver 40 
Materiales y Métodos). Las fuerzas del terminador se miden en un plásmido indicador y se expresan como el 
factor de reducción en la expresión de mRFP en comparación con un indicador sin un terminador. La fuerza de 
RBS se expresa como unidades de expresión arbitrarias del promotor Ptac inducido (IPTG 1 mM) y un gen de 
fusión entre los primeros 90 nucleótidos del gen y la proteína fluorescente roja. Se muestran los números de 
nucleótidos para los plásmidos que contienen el complejo y el controlador refactorizados. La identidad del codón 45 
de cada gen recodificado en comparación con el tipo silvestre se muestra como un porcentaje. 
 
La Fig. 30 muestra la regulación del complejo génico refactorizado completo. (A) Se muestra la actividad 
nitrogenasa para los tres controladores: inducible por IPTG, inducible por aTc y lógica IPTG Y aTc. El registro de 
la cromatografía de gases se muestra para cada uno, así como el porcentaje calculado de actividad de tipo 50 
silvestre, (7,4 % ± 2,4 %, 7,2 % ± 1,7 % y 6,6 % ± 1,7 % respectivamente). La desviación estándar se calcula 
utilizando datos de al menos dos experimentos realizados en días diferentes. (B) Se muestra la incorporación de 
15N en la biomasa celular. La fijación de nitrógeno del gas N2 por el complejo génico refactorizado fue rastreado 
usando 15N2 y medido usando la espectrometría de masas de relaciones isotópicas (IRMS). Los datos se 
representan como la fracción de nitrógeno celular que es 15N. La desviación estándar representa dos 55 
experimentos realizados en días diferentes. (C) Se muestra el efecto del amoníaco en la regulación de la 
expresión de la nitrogenasa. Las trazas de reducción de acetileno se muestran con (rojo) y sin adición (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.º 1 usando IPTG 1 mM y exhibió una 
actividad nitrogenasa de 1,1 % ± 0,5 % y 6,1 % ± 0,4 % con y sin acetato de amonio respectivamente. (D) Se 60 
muestra la expresión de la ARNP de T7* del Controlador N.º 1 correspondiente a la Parte C. Las cepas que 
portaban el Controlador N.º 1 y un plásmido indicador RFP se caracterizaron por inducción con IPTG 1 mM con o 
sin adición de acetato de amonio. 
 
La Fig. 31 muestra las deleciones del operón nif utilizadas en este estudio. Las líneas continuas muestran la 65 
región de los operones nif eliminados. La línea discontinua en NF25 muestra el operón nifLA retenido. 
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La Fig. 32 muestra una tabla de construcción y verificación de todos los mutantes de deleción del gen nif de K. 
oxytoca. 
 
La Fig. 33 muestra la caracterización del promotor utilizando Unidades de Expresión Relativa. (A) Conversión de 5 
unidades arbitrarias a Unidades de Expresión Relativa (REU). Los promotores se caracterizaron usando la 
proteína indicadora fluorescente mRFP1 en N155 (Promotores medidos). Los datos se normalizaron primero por 
la fluorescencia de N110 (patrón 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 expresión de los patrones de Kelly et al., multiplicamos además por la 10 
proporción entre la fluorescencia de N110 y la fluorescencia de un plásmido patrón de Kelly que expresa mRFP1 
(patrón de promotor de RFP). Se aplica un factor de conversión final para comparar todas las mediciones con el 
patrón del promotor J23101-EGFP de Kelly et al. basado en una fuerte correlación lineal de la fuerza del 
promotor (RPU) entre construcciones que expresan mRFP y EGFP. Se dibujaron recuadros rellenos y rayados 
para indicar qué plásmidos se midieron en diferentes instalaciones. Las unidades con asterisco y sin asterisco se 15 
midieron en diferentes instalaciones y corresponden a los factores de conversión anteriores. (B) Caracterización 
del promotor para el promotor Ptac (izquierda) y el promotor Ptet (derecha). Las fuerzas del promotor en el caso 
del promotor Ptac y del promotor Ptet 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 líneas de puntos horizontales. 
 20 
La Fig. 34 ilustra la depuración de los operones refactorizados. (A) El proceso se muestra para la identificación 
de secuencias problemáticas dentro de un operón refactorizado. Después del diseño y la síntesis, el ADN 
problemático se cruza con el tipo silvestre para crear una biblioteca quimérica, la cual se analiza. Esto se hace 
de forma iterativa para reducir el tamaño de la región problemática hasta que se identifiquen los errores 
específicos. (B) El proceso de depuración condujo a la corrección de las fuerzas de RBS (flechas rojas), la 25 
secuencia recodificada de nifH, y los numerosos errores de nucleótidos encontrados en el complejo secuenciado 
en la base de datos. Se muestran mutaciones de aminoácidos 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. 
 30 
La Fig. 36 muestra el crecimiento celular soportado por la fijación de nitrógeno. La línea de puntos indica la 
densidad de siembra inicial de OD600 0,5. La Klebsiella de tipo silvestre creció a una OD600 de 2,57 ± 0,07 
después de 36 horas de incubación en condiciones de depresión. La eliminación del complejo nif completo 
inhibió fuertemente el crecimiento celular (Δnif, OD600 0,76 ± 0,02). La complementación de la cepa inactivada 
con el complejo refactorizado y el Controlador N.º 1 bajo la inducción de IPTG 1 mM produjo un crecimiento de 35 
OD600 1,10 ± 0,03. 
 
La Fig. 37 muestra la expresión de las variantes nifH sintéticas. Transferencia Western para detectar la expresión 
de nifHv1 sintética (izquierda) y nifHv2 sintética (derecha). Todas las construcciones llevaban Ptac-nifHDK con el 
gen sintético indicado. Los cultivos se indujeron con IPTG 50 µM. 40 
 
La Fig. 38 representa una tabla de secuencias de ADN de partes sintéticas. 
 
La Fig. 39 muestra mapas de plásmidos clave. La notación gráfica 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. 45 

 
Descripción detallada de los dibujos 
 
1. Introducción 
 50 
La presente invención se refiere a la ingeniería de complejos génicos. Se ha descubierto cómo manipular y 
seleccionar de manera recombinante y mediante cálculo las secuencias codificantes de complejos génicos nativos y 
las secuencias reguladoras heterólogas de modo que las secuencias codificantes estén bajo el control de la 
regulación heteróloga y produzcan el producto funcional del complejo génico (por ejemplo, un operón nativo). Al 
eliminar elementos reguladores nativos fuera y dentro de las secuencias codificantes de complejos génicos, y luego 55 
agregar sistemas reguladores sintéticos, los productos funcionales de operones genéticos complejos y otros 
complejos génicos se pueden controlar y/o mover a células heterólogas, incluidas células de diferentes especies 
distintas de las especies de las cuales se derivaron los genes nativos. 
 
Como se demuestra a continuación, los inventores han rediseñado el complejo génico Nif de Klebsiella oxytoc, así 60 
como un sistema de secreción de proteínas tipo III de Salmonella, que genera productos funcionales (por ejemplo, 
enzimas fijadoras de nitrógeno y complejos de secreción de péptidos, respectivamente) bajo el control de un sistema 
regulador heterólogo. Una vez rediseñados, los complejos génicos sintéticos pueden controlarse mediante circuitos 
genéticos u otros sistemas reguladores inducibles, controlando así la expresión de los productos según se desee. 
 65 
II. Generación de complejos génicos sintéticos 
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Se cree que los métodos descritos en el presente documento pueden usarse y adaptarse para rediseñar la 
regulación de esencialmente cualquier operón u otro complejo génico. En general, los operones nativos o los 
complejos génicos que se diseñarán tendrán el mismo producto funcional en el hospedador nativo. Por ejemplo, en 
algunas realizaciones, al menos la mayoría de los productos génicos dentro del operón nativo o complejo génico 5 
para ser rediseñados funcionarán cada uno para producir un producto o función específica del hospedador nativo. 
Los productos funcionales pueden incluir, por ejemplo, enzimas multicomponentes, complejos asociados a 
membranas, incluidos, pero sin limitación, complejos que transportan moléculas biológicas a través de membranas u 
otros complejos biológicamente activos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los productos funcionales son, por 
ejemplo, un sistema de secreción de proteínas Tipo III, un microcompartimento bacteriano, una vesícula de gas, un 10 
magnetosoma, un celulosoma, una vía de degradación de alcanos, un complejo de fijación de nitrógeno, un 
complejo de degradación de polibifenilo, una vía para la biosíntesis de poli(3-hidroxbutirato), enzimas para la 
biosíntesis de péptidos no ribosomales, productos de complejos génicos para la biosíntesis de policétidos, una vía 
de biosíntesis de terpenoides, una vía de biosíntesis de oligosacáridos, una vía de biosíntesis de indolocarbazol, un 
complejo fotosintético para captación de luz, un estresosoma, o un complejo de percepción de quórum. Véase, 15 
Fischbach y Voigt, Biotechnol. J., 5: 1277-1296 (2010) para obtener una descripción detallada y ejemplos de cada 
uno. 
 
Los operones nativos o complejos génicos utilizados en las realizaciones de la presente invención pueden derivarse 
(originarse) de procariotas o eucariotas. 20 
 
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 operón o complejo génico (por ejemplo, como el operón que se 
encuentra en la naturaleza). Por lo tanto, la “expresión nativa” de un operón se refiere a los niveles y patrones de 
expresión específicos de un conjunto de genes en un operón o complejo génico en un hospedador nativo. 25 
 
Un operón se refiere a una unidad de ADN que comprende múltiples secuencias codificantes separadas bajo el 
control de un único promotor. Las secuencias codificantes separadas se expresan normalmente dentro de una única 
molécula de ARN y posteriormente se traducen por separado, por ejemplo, con niveles de traducción variables 
debido a la fuerza de los sitios de unión a ribosomas (RBS) asociados con las secuencias codificantes particulares. 30 
Los operones se encuentran más normalmente en las células procariotas. 
 
Los complejos génicos se refieren a conjuntos de genes que tienen una función o producto funcional común. Los 
genes se encuentran normalmente en proximidad física entre sí dentro del ADN genómico (por ejemplo, dentro de 
un centiMorgan (cM)). Los complejos génicos pueden existir en células procariotas o eucariotas. 35 
 
A. Secuencias codificantes 
 
Una vez que se ha identificado un operón nativo o complejo génico para rediseñarlo, se pueden identificar las 
secuencias codificantes que se van a rediseñar. En general, será deseable comenzar solo con las secuencias 40 
codificantes del operón nativo o complejo génico, eliminando así los promotores nativos y otras secuencias 
reguladoras no codificantes. Dependiendo de la función de los diversos productos génicos del operón nativo o 
complejo génico, en algunas realizaciones, todas las secuencias codificantes de un operón nativo o complejo génico 
se rediseñan. 
 45 
Como alternativa, una o más secuencias codificantes pueden omitirse del proceso de rediseño. Por ejemplo, se 
puede saber que uno o más de los productos génicos en un operón nativo o complejo génico no contribuyen al 
producto funcional del operón o pueden no ser necesarios para la generación del producto del operón o complejo. 
Por ejemplo, como se describe en los ejemplos a continuación, en el rediseño del operón Nif, el gen nifT no tenía 
una función conocida y, en particular, se sabía que la eliminación de nifT no afectaba significativamente a la función 50 
última del operón, es decir, la fijación de nitrógeno. Así, nifT no se incluyó en el proceso de rediseño. 
 
En algunas realizaciones, el operón o complejo génico incluirá secuencias codificantes de proteínas reguladoras que 
regulan la expresión o actividad de uno o más de los otros productos del operón o complejo génico. En tales 
realizaciones, puede ser deseable omitir tales proteínas reguladoras del proceso de rediseño porque en su lugar se 55 
empleará la regulación sintética. Por ejemplo, como se describe en los ejemplos a continuación, en el rediseño del 
operón nif, se sabía que nifL y nifA actuaban como genes reguladores para el operón nif y, por lo tanto, se omitieron 
de modo que se pudo utilizar en su lugar la regulación sintética. 
 
Una vez que se ha identificado el conjunto de productos génicos a rediseñar, se puede comenzar con la secuencia 60 
codificante nativa, o las secuencias de aminoácidos de los productos génicos. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, las secuencias de aminoácidos de los productos génicos pueden usarse para producir una secuencia 
codificante sintética para la expresión en la célula hospedadora en la que los productos rediseñados deben 
expresarse en última instancia. 
 65 
En algunas realizaciones, las secuencias codificantes nativas del conjunto de productos génicos a rediseñar 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 producción de los productos génicos. Por ejemplo, se pueden eliminar los sitios de unión a ribosomas, 
terminadores o promotores dentro de las secuencias codificantes. En algunas realizaciones, las secuencias de 
nucleótidos de las secuencias codificantes se analizan usando un algoritmo (es decir, en un ordenador) para 
identificar sitios de unión a ribosomas, terminadores o promotores dentro de la secuencia o secuencias. 5 
 
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 sinónimos (es decir, que codifican el 
mismo aminoácido) dejando de ese modo la secuencia de aminoácidos codificada intacta mientras se cambia la 10 
secuencia codificante. Se pueden alterar uno o más codones de una o más secuencias codificantes. 
 
En algunas realizaciones, se reemplazan al menos 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o más codones de una o más secuencias 
codificantes nativas para insertar en un operón sintético. En algunas realizaciones, se reemplazan al menos 5 %, 10 
%, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o más codones de cada una de las secuencias codificantes nativas a insertar en 15 
un operón sintético. 
 
En algunas realizaciones, los codones de reemplazo pueden seleccionarse, por ejemplo, para ser significativamente 
divergentes de los codones nativos. Los cambios en el codón pueden dar como resultado la optimización del codón 
para la célula hospedadora, es decir, la célula en la que se va a expresar el polinucleótido para la prueba y/o para la 20 
expresión final. Se conocen métodos de optimización 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 común para una célula hospedadora particular. En algunas realizaciones, uno o más 
codones se asignan al azar, es decir, un codón nativo se reemplaza con un codón aleatorio que codifica el mismo 
aminoácido. Este último enfoque puede ayudar a eliminar cualquier secuencia de acción cis involucrada en la 25 
regulación nativa del polipéptido. En algunas realizaciones, los codones se seleccionan para crear una secuencia de 
ADN que esté a la máxima 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 unión a ribosomas, elementos reguladores de la transcripción, terminadores u otras 
secuencias de ADN unidas por proteínas se eliminan de la secuencia codificante nativa. En particular, las 30 
secuencias funcionales eliminadas pueden ser funcionales en las especies nativas (de las cuales se deriva 
originalmente la secuencia), en la célula hospedadora heteróloga, o en ambas. En algunas realizaciones, la 
optimización comprende la eliminación de secuencias en la secuencia codificante nativa que son funcionales para 
activadores o represores transcripcionales heterólogos que se usarán para regular los operones sintéticos que se 
generarán. 35 
 
En muchos casos, la generación de secuencias codificantes sintéticas, así como las porciones restantes del operón 
sintético, se realizarán de novo a partir de oligonucleótidos sintéticos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los 
codones se seleccionan para crear una secuencia de ADN que no genera dificultades para la producción o 
combinación de oligonucleótidos. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se evitan las secuencias de codones que 40 
darían como resultado la generación de oligonucleótidos que forman horquillas. 
 
En algunas realizaciones, como se indicó anteriormente, la alteración del codón dependerá de la célula hospedadora 
utilizada. Las células hospedadoras pueden ser cualquier célula procariota (incluidas, sin limitación, E. coli) o células 
eucariotas (incluidas, sin limitación, células de levadura, células de mamíferos, células de aves, células de anfibios, 45 
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 unión a ribosomas se 50 
identifican usando un modelo termodinámico que calcula la energía libre de la unión de ribosomas al ARNm. En 
algunas realizaciones, los promotores se identifican con un algoritmo que usa una matriz ponderada por posición. 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 limitación sitios de inserción de transposones, 55 
sitios que promueven la recombinación, sitios para la escisión por endonucleasas de restricción y/o secuencias que 
están metiladas. 
 
En vista de las alteraciones descritas anteriormente, en algunas realizaciones, una secuencia codificante en un 
operón sintético descrita en el presente documento es menos del 90, 85, 80, 75 o 70 % idéntica a la secuencia 60 
codificante nativa. En algunas realizaciones, la secuencia codificante codifica una secuencia de proteína que es 
idéntica a la proteína nativa o es al menos 80, 85, 90 o 95 % idéntica a la proteína nativa. En algunas realizaciones, 
menos del 70 %, 60 % o 50 % de los codones en una, dos o más secuencias codificantes en un operón sintético son 
idénticos a los codones en la secuencia codificante nativa. 
 65 
B. Organización de secuencias codificantes en operones sintéticos 
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Una vez que se han seleccionado las secuencias codificantes (por ejemplo, y están sustancialmente “limpias” de 
secuencias reguladoras nativas o espurias), las secuencias codificantes se organizan en uno o más operones 
sintéticos. La organización del operón u operones sintéticos incluye la inserción de varias secuencias 
transcripcionales y traduccionales heterólogas entre, antes y/o después de las secuencias codificantes, de modo que 5 
la expresión de cada secuencia codificante se controla como se desee. Así, por ejemplo, las secuencias del 
promotor 5' se pueden seleccionar para conducir la expresión de un ARN de operón que comprende las secuencias 
codificantes del operón. La selección de uno o más terminadores de fuerza apropiada también afectará a los niveles 
de expresión. Además, el orden de las secuencias codificantes dentro de un operón sintético y/o la selección de 
RBS para las secuencias codificantes permite el control de las tasas de traducción relativas de cada secuencia 10 
codificante, permitiendo así varios niveles de control para los niveles absolutos y relativos de los productos proteicos 
finales. 
 
Debido a que cada operón 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 15 
en diferentes operones en función de los niveles relativos de expresión 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 operón sintético particular. 
 
Además, debido a que las secuencias codificantes en el extremo 5' (frontal) de un ARN pueden expresarse a un 20 
nivel más alto que las secuencias codificantes más hacia 3', en algunas realizaciones, las secuencias codificantes se 
ordenan dentro de un operón sintético de manera que la secuencia codificante de mayor expresión (en el contexto 
nativo) aparece primero y el gen de expresión más baja aparece en último lugar. En algunas realizaciones, la 
organización de genes dentro de los operones se basa en la expresión temporal nativa, la función, la facilidad de 
manipulación del ADN y/o el diseño experimental. 25 
 
Al diseñar los controles transcripcionales (p.ej., promotores) y traduccionales (p.ej., RBS) de los operones sintéticos, 
se puede considerar la proporción de proteínas medida en el sistema nativo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, 
dos o más secuencias codificantes que se expresan en un contexto nativo sustancialmente al mismo nivel y/o que se 
expresan deseablemente en una proporción de aproximadamente 1:1 para lograr la funcionalidad (por ejemplo, 30 
donde dos o más miembros son parte de un complejo funcional en una relación 1:1) se colocan cerca uno del otro 
dentro de un operón sintético. “Proximidad” generalmente significará que las secuencias codificantes son 
adyacentes entre sí en el operón sintético. 
 
En algunas realizaciones, los niveles de expresión relativa de las secuencias codificantes dentro y, en algunas 35 
realizaciones, entre operones sintéticos se determinan probando uno o más operones de prueba en cuanto a la 
expresión deseada y/o funcionalidad deseada y luego mejorando la expresión 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 optimización numérica para guiar la selección de elementos reguladores para alterar la expresión génica y 
mejorar las propiedades deseadas del sistema. Tales métodos, por ejemplo, pueden ser realizados por un 40 
procesador ejecutando instrucciones codificadas en un medio de almacenamiento legible por ordenador (descrito 
más adelante). Los ejemplos de métodos de optimización 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 interpolación y métodos de búsqueda de patrones, o un modelo de colonia de hormigas. En algunas 45 
realizaciones, se emplea un método de diseño mediante cálculo de experimentos (DoE) para alterar la expresión 
génica y mejorar las propiedades deseadas del sistema en los operones sintéticos. 
 
Los elementos reguladores de la transcripción, los sitios de unión al ribosoma, los terminadores y otras secuencias 
que afectan a la transcripción o la traducción pueden seleccionarse de colecciones existentes de tales secuencias, 50 
y/o pueden generarse mediante el rastreo de bibliotecas generadas por diseño o por mutación aleatoria. Los 
ejemplos de secuencias reguladoras incluyen secuencias de nucleótidos que actúan en cis unidas por un polipéptido 
de unión a ADN específico de la secuencia, por ejemplo, un activador transcripcional o un represor transcripcional. 
Los ejemplos de activadores transcripcionales incluyen, pero sin limitación, factores sigma, ARN polimerasas 
(ARNP) y activadores asistidos por chaperona. En algunas realizaciones, el par afín activador 55 
transcripcional/secuencia de acción en cis será ortogonal a la célula hospedadora. Dicho de otra manera, la 
secuencia reguladora no estará unida por otras proteínas de las células hospedadoras, excepto por el activador 
transcripcional heterólogo que se une a la secuencia de acción en cis. 
 
i. Factores sigma 60 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido de unión a ADN específico de la secuencia es un factor sigma (σ) y la 
secuencia reguladora del operón sintético comprende la secuencia de nucleótidos de acción en cis afín al factor 
sigma. Los factores sigma reclutan ARN polimerasa (ARNP) para secuencias promotoras específicas para iniciar la 
transcripción. La familia σ 70 consiste en 4 grupos: el Grupo 1 son los σ constitutivos y son esenciales; los grupos 2-65 
4 son σ alternativos que dirigen la transcripción celular para necesidades especializadas (Gruber y Gross, Annu. 
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Rev. Microbiol., 57:441-466 (2003)). El Grupo 4 de σ (también conocido como ECF σ; función extracitoplasmática) 
constituye el grupo más grande y diverso de σ, 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 unión a ADN específicos de la secuencia comprende 5 
múltiples 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 σ sean particularmente útiles para construir sistemas ortogonales de promotores 
σ. Sin embargo, se apreciará que cualquier complejo de factores sigma se puede usar de acuerdo con los métodos 
de las realizaciones de la invención para desarrollar pares afines. 10 
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Además de los factores sigma nativos, también se pueden usar factores sigma quiméricos u otras variantes en el 
método de la invención. Por ejemplo, en algunas realizaciones, uno o más factores sigma se someten a mutación 
para generar una biblioteca de variantes del factor sigma y la biblioteca resultante se puede explorar en busca de 5 
nuevas actividades de unión al ADN. 
 
En algunas realizaciones, se pueden usar factores sigma quiméricos formados a partir de porciones de dos o más 
factores sigma. Por consiguiente, los aspectos de la divulgación proporcionan la generación de una biblioteca de 
polinucleótidos que codifican factores sigma quiméricos, en el que los factores sigma quiméricos comprenden un 10 
dominio de al menos dos factores sigma diferentes, en el que cada uno de los dominios se une a la región -10 o -35 
de un elemento regulatorio; y la expresión de factores sigma quiméricos de la biblioteca de polinucleótidos, 
generando así una biblioteca de factores sigma quiméricos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se generan 
factores sigma quiméricos que comprenden una “Región 2” de un primer factor sigma y una “Región 4” de un 
segundo factor sigma, generando así factores sigma quiméricos con actividades de unión de ADN novedosas. La 15 
“Región 2” de factores sigma es un dominio conservado que reconoce -10 regiones de promotores. La “Región 4” es 
un dominio conservado de factores sigma que reconoce -35 regiones de promotores. Se apreciará 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 unión de ADN únicas útiles para generar 20 
conjuntos ortogonales como se describe en el presente documento. Los ejemplos de factores sigma quiméricos 
incluyen, pero sin limitación, ECF11_ECF02 (que contiene los aminoácidos 1-106 de ECF02_2817 y 122-202 de 
ECF11_3726) y ECF02_ECF11 (que contiene los aminoácidos 1-121 de ECF11_3726 y 107-191 de ECF02_2817). 
 
La secuencia de aminoácidos ECF11_ECF02 es la siguiente: 25 
 

 
 
La secuencia de aminoácidos ECF02_ECF11 es la siguiente: 
 30 

 
 
ii. ARN polimerasas 
 
En algunas realizaciones, el polipéptido de unión a ADN específico de la secuencia es un polipéptido que tiene 35 
actividad de unión a ADN y que es una variante de la ARN polimerasa (ARNP) de T7 y la secuencia de acción en cis 
afín de la ARNP (por ejemplo, un promotor reconocido por la ARNP) está operativamente unido al operón sintético 
para controlar la expresión del operón. La secuencia de aminoácidos 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. 
 5 
Se han divulgado métodos para generar pares ortogonales de variantes de la ARNP y variantes del promotor diana. 
Debido a la toxicidad de la expresión de la ARNP de T7 nativa, se puede diseñar 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 divulgación proporcionan una o más 
de las siguientes modificaciones (y, por lo tanto, un aspecto de la divulgación proporciona células hospedadoras que 10 
comprenden casetes de expresión, o ácidos nucleicos que comprenden casetes de expresión, en el que el casete de 
expresión codifica una variante de ARNP sustancialmente idéntica a la ARNP de T7, en el que el casete de 
expresión comprende uno o más de los siguientes):  
 

La expresión de la variante de la ARNP de T7 se puede expresar a partir de un plásmido con bajo número de 15 
copias. La expresión de la ARNP puede controlarse mediante una proteína codificada por separado de un vector 
separado, bloqueando así la expresión de la ARNP hasta que se agrega un segundo vector a las células que 
promueven la expresión de la ARNP; 

 
Control de la traducción: un codón de inicio GTG; se pueden usar sitios de unión a ribosomas débiles y/o 20 
espaciadores de ADN aleatorios para aislar la expresión de la ARNP; 
 
Una etiqueta molecular para promover la degradación rápida de la ARNP. Por ejemplo, una etiqueta Lon N-
terminal dará como resultado una degradación rápida de la ARNP etiquetada por el sistema de proteasa Lon. 

 25 
Un sitio activo de la ARNP mutado (por ejemplo, entre los aminoácidos 625-655 de la ARNP de T7). Por ejemplo, se 
ha descubierto que una mutación de la posición correspondiente al aminoácido 632 (R632) de la ARNP de T7 se 
puede mutar para reducir la actividad de la ARNP. En algunas realizaciones, la ARNP contiene una mutación 
correspondiente a R632S. 
 30 
Además, 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 operón sintético comprende una secuencia 
mutante como se expone en la tabla a continuación. 
 

Nombre del promotor Secuencia 
TAATACGACTCACTANNNNNAGA

Fuerza (2009.10.02 a 2009.10.09) 

WT TAATACGACTCACTATAGGGAGA 5263 
Mut1 TAATACGACTCACTACAGGCAGA 365 
Mut2 TAATACGACTCACTAGAGAGAGA 366 
Mut3 TAATACGACTCACTAATGGGAGA 577 
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(continuación) 
Nombre del promotor Secuencia 

TAATACGACTCACTANNNNNAGA 
Fuerza (2009.10.02 a 2009.10.09) 

Mut4 TAATACGACTCACTATAGGTAGA 1614 
Mut5 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 divulgación proporciona un operón sintético 
que comprende un promotor funcional para una ARNP de T7 nativa o una ARNP sustancialmente idéntica a la 5 
misma, en el que el polinucleótido unido operativamente comprende un terminador seleccionado de la siguiente 
tabla. Se pueden seleccionar terminadores con diferentes secuencias para diferentes transcritos para evitar la 
recombinación homóloga. 
 

Nombre del terminador 
Secuencia 

 
Fuerza (Ensayo 2009.12.16) 

  

52 

 

107 

23 

 

714 

72 

 

1051 

48 

 

 

1131 

1 

 

 

1297 

2 

 

1333 

WT 

 

1395 

31 

 

1586 

58 

 

1608 

25 

 

 

1609 
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(continuación) 

Nombre del terminador 
Secuencia 

 
Fuerza (Ensayo 2009.12.16) 

17 

 

1887 

 
En algunas realizaciones, las variantes de ARNP pueden diseñarse con un bucle de especificidad alterado 
(correspondiente a las posiciones entre 745 y 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 5 
seleccionada de las de las tablas siguientes entre las posiciones 745 y 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 unión a ADN específicos de la secuencia comprende 5 
polipéptidos que tienen actividad de unión a ADN y que requieren una proteína chaperona separada para unirse al 
polipéptido de unión a ADN específico de la secuencia para que el polipéptido de unión a ADN específico de la 
secuencia sea activo. Los ejemplos de activadores transcripcionales que requieren una chaperona para la actividad 
incluyen, pero sin limitación, 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 unión de SicA de 10 
Salmonella typhimurium, IpgC de Shigella flexneri, o ExsC de Pseuodomas aeruginosa, respectivamente, para la 
activación. 
La información de secuencia para los componentes anteriores se proporciona a continuación: 
 

Nombre Tipo Secuencia de ADN que codifica el polipéptido 
nombrado 

Mutación opcional 

sicA Gen  

 
  

  

sicA* sicA mutante  

 
  

La “t” grande de la 
secuencia de sicA 
anterior se mutó a 
“a” por PCR 
propensa a errores. 
Esta mutación se 
hizo para reducir la 
interferencia entre 
SicA y MxiE. 

     
 

  

  

invF Gen con nuevo 
codón de inicio 

 

 
  

Se determinó que el 
codón de inicio 
aceptado (el “atg” 
grande) era 
incorrecto y se 
encontró un codón 
de inicio correcto en 
dirección 5’. 

psicA Promotor  
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(continuación)

Nombre Tipo Secuencia de ADN que codifica el polipéptido 
nombrado

Mutación opcional 

ipgC Gen  

 
  

  

mxiE Gen con 
optimización de 
codones 

 

 
  

El gen de tipo 
silvestre tiene 
“ttttttttt” en esta 
región de secuencia 
ampliada. Se agregó 
una “t” más para 
hacer “tttttttttt” y 
luego con GenScript 
se optimizó todo el 
gen. Se agregó la “t” 
adicional para hacer 
este ORF en marco. 
Además, el gen de 
tipo silvestre 
comienza con “g” y 
este gen sintético 
comienza con “a”. 

pipaH9.8 Promotor  

 
  

  

pipaH9.8* Promotor con 
mutación 

 

 
  

La “ta” ampliada 
arriba de pipaH9.8 
fue mutada a “ag” 
por mutagénesis de 
saturación. Esta 
mutación se hizo 
para reducir la 
expresión parcial de 
pipaH9.8. 

exsC Gen  

 
  

  

exsD Gen  
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(continuación) 
Nombre Tipo Secuencia de ADN que codifica el polipéptido 

nombrado 
Mutación opcional 

exsA Gen  

 
  

  

     

 
  

  

pexsD Promotor  

 
  

  

pexsC Promotor  

 
  

  

rfp Gen  

 
  

  

 
C. Control de la expresión del operón 
 
Como se señaló anteriormente, el uno o más operones sintéticos están controlados por elementos reguladores que 
responden a un polipéptido de unión a ADN específico de la secuencia (por ejemplo, un activador transcripcional). 5 
Cuando se usa más de un operón, puede ser deseable que cada operón responda al mismo activador 
transcripcional, aunque con una secuencia reguladora diferente que controla la “fuerza” de expresión de un operón 
particular. Como se señaló anteriormente, en algunas realizaciones, el activador transcripcional es una ARNP de T7 
o una variante de la misma. 
 10 
La expresión del polipéptido de unión al ADN específico de la secuencia se puede controlar en un casete de 
expresión separado, comprendiendo el casete de expresión un promotor unido operativamente a un polinucleótido 
que codifica el polipéptido de unión al ADN específico de la secuencia. En algunas realizaciones, el promotor es 
inducible, impartiendo así el control de la expresión del operón basado en el inductor. Los ejemplos de promotores 
inducibles (con inductor entre paréntesis) incluyen, por ejemplo, Ptac (IPTG), Ptrc (IPTG), Pbad (arabinosa), Ptet 15 
(aTc), Plux (AI-1). Como alternativa, en algunas realizaciones, el promotor es constitutivo. 
 
En algunas realizaciones, se insertan secuencias de nucleótidos “amortiguadores” adicionales entre los promotores 
y los sitios de unión al ribosoma, entre las secuencias codificantes y los terminadores, y/o entre las secuencias 
codificantes y un sitio de unión al ribosoma posterior. Estas secuencias actúan como “amortiguadores” en el sentido 20 
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 metabólica, 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 nucleótidos seleccionados al azar. En algunas realizaciones, la secuencia 25 
amortiguadora es una región UP de un promotor. Las regiones UP pueden influir positivamente en la fuerza del 
promotor y generalmente están centradas en la posición -50 de un promotor (como se mide desde el inicio de la 
transcripción). 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. 
 30 
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Los ejemplos de secuencias amortiguadoras incluyen las enumeradas en la tabla a continuación: 
 

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 
transcripción 

attaaaaaacctgctaggatcctctacaaataattttgtttaa 

Escape con niveles altos de 
transcripción 

ataaaggaaaacggtcaggtcctctacaaataattttgtttaa 

Escape con niveles altos de 
transcripción

ataggttaaaagcctgtcatcctctacaaataattttgtttaa 

Utilización de carbono acaataaaaaatcatttacatgtttcctctacaaataattttgtttaa 
Utilización de carbono agaagcagcgcgcaaaaatcagctgcctctacaaataattttgtttaa 
Utilización de carbono atgagttcatttcagacaggcaaatcctctacaaataattttgtttaa 
Utilización de carbono aacttgcagttatttactgtgattacctctacaaataattttgtttaa 
Utilización de carbono agccacaaaaaaagtcatgttggttcctctacaaataattttgtttaa 
Utilización de carbono acacagtcacttatcttttagttaaaaggtcctctacaaataattttgtttaa 
Antisecuencias de escape atccggaatcctcttcccggcctctacaaataattttgtttaa 
  aacaaaataaaaaggagtcgctcaccctctacaaataattttgtttaa 
Fago T5 agttcgatgagagcgataacagttccagattcaggaactataa 
Fago T5 ataaattgataaacaaaaaagttccagattcaggaactataa 
Fago T5 ataaatttgagagaggagttagttccagattcaggaactataa 
Fago T5 attaaagaggagaaattaacagttccagattcaggaactataa 
Fago T5 aaacctaatggatcgaccttagttccagattcaggaactataa 
Fago T7 atcgagagggacacggcgaagttccagattcaggaactataa 
Fago T7 gctaggtaacactagcagcagttccagattcaggaactataa 
Fago T7 atgaaacgacagtgagtcaagttccagattcaggaactataa 
Fago T7 agggagaccacaacggtttcagttccagattcaggaactataa 
Escape con niveles altos de 
transcripción

attaaaaaacctgctaggatagttccagattcaggaactataa 

Escape con niveles altos de 
transcripción 

ataaaggaaaacggtcaggtagttccagattcaggaactataa 

Escape con niveles altos de 
transcripción

ataggttaaaagcctgtcatagttccagattcaggaactataa 

Utilización de carbono acaataaaaaatcatttacatgtttagttccagattcaggaactataa 
Utilización de carbono agaagcagcgcgcaaaaatcagctgagttccagattcaggaactataa 
Utilización de carbono atgagttcatttcagacaggcaaatagttccagattcaggaactataa 
Utilización de carbono aacttgcagttatttactgtgattaagttccagattcaggaactataa 
Utilización de carbono agccacaaaaaaagtcatgttggttagttccagattcaggaactataa 
Utilización de carbono acacagtcacttatcttttagttaaaaggtagttccagattcaggaactataa 
Antisecuencias de escape atccggaatcctcttcccggagttccagattcaggaactataa 
  aacaaaataaaaaggagtcgctcacagttccagattcaggaactataa 
Horquillas gatcaccagggggatcccccggtgaaggat
Horquillas gatcgcccaccggcagctgccggtgggcgatcaaggat 
Horquillas gatcatcggtagagttaatattgagcagatcccccggtgaaggat 
Horquillas attgatctggttattaaaggtaatcgggtcatttta 
Horquillas gttctccacgggtgggatgagcccctcgtggtggaaatgcg 
Horquillas agcatgaggtaaagtgtcatgcaccaa 
Horquillas acgtcgacttatctcgagtgagatattgttgacggtac
Horquillas acgtcgacttatctcgagtgagataagttgacggtac
Horquillas acgtcgacttatctcgagactgcagttcaatagagatattgttgacggtac 
Horquillas (ribozima) gactgtcaccggatgtgctttccggtctgatgagtccgtgaggacgaaacag 
Horquillas gatcaccagggggatcccccggtgaaggatcctctacaaataattttgttaa 
Horquillas  
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(continuación) 
Fuentes  Secuencias

Horquillas  

 
  

Horquillas attgatctggttttaaaggtaatcgggtcattttacctctacaaataattttgtttaa 
Horquillas  

 

Horquillas agcatgaggtaaagtgtcatgcaccaacctctacaaataattttgtttaa 
Horquillas  

 
  

Horquillas  

 
  

Horquillas  

 

Horquillas (ribozima)  

 
  

 
Los operones sintéticos y/o el casete de expresión para expresar el polipéptido de unión a ADN específico de la 
secuencia se pueden transportar en uno o más plásmidos, por ejemplo, en una célula. En algunas realizaciones, el 
operón y el casete de expresión están en diferentes plásmidos. En algunas realizaciones, el plásmido con el casete 5 
de expresión y/o el o los plásmidos con el operón son plásmidos con bajo nivel de copias. Los plásmidos con bajo 
nivel de copias pueden incluir, por ejemplo, un origen de replicación seleccionado de PSC101, PSC101*, plásmido 
F, R6K o IncW. 
 
III. Operones sintéticos 10 
 
También se describen operones sintéticos, por ejemplo, los generados por los métodos descritos en el presente 
documento. 
 
IV. Sistemas de operones sintéticos 15 
 
También se describen sistemas que comprenden operones sintéticos y uno o más casetes de expresión de control, 
en los que el casete de expresión codifica un polipéptido de unión a ADN específico de la secuencia que controla la 
expresión del operón o los operones sintéticos. En algunas realizaciones, el casete o casetes de expresión de 
control son circuitos genéticos. Por ejemplo, los casetes de expresión pueden diseñarse para actuar como puertas 20 
lógicas, generadores de impulsos, osciladores, interruptores o dispositivos de memoria. En algunas realizaciones, el 
casete de expresión de control está unido a un promotor de tal manera que el casete de expresión funciona como un 
sensor ambiental. En algunas realizaciones, el sensor ambiental es un sensor de oxígeno, temperatura, tacto, estrés 
osmótico, estrés de membrana o redox. 
 25 
Como se explicó anteriormente, en algunas realizaciones, el casete de expresión 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 expresión se pueden expresar en una célula. Así, en algunos aspectos, una célula 30 
contiene los sistemas descritos en el presente documento. Cualquier tipo de célula hospedadora puede comprender 
el sistema. 
 
V. Cálculo 
 35 
En el presente documento se describe un producto de un programa informático que determina valores 
experimentales para controlar la magnitud de la expresión de dos o más genes. Esto puede usarse, por ejemplo, 
para optimizar una propiedad del sistema (por ejemplo, niveles de fijación de nitrógeno). En una realización, el 
código del programa recibe uno o más puntos de datos de entrada, en el que los puntos de datos de entrada 
proporcionan información sobre uno o más elementos reguladores y una propiedad del sistema. A continuación se 40 
un método de cálculo para determinar el siguiente punto de datos. En un aspecto, el método de cálculo puede ser un 
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método de diseño de experimentos (DoE). 
 
En algunas realizaciones, el siguiente punto de datos generado por el código del programa puede usarse después 
para experimentación adicional, por ejemplo, para ver si el siguiente punto de datos sugerido da como resultado un 
nivel de expresión optimizado para dos o más genes, lo que conduce a una mejora en una propiedad del sistema 5 
deseada. En un aspecto, la generación 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 expresión de dos o más genes alcanza el nivel deseado. 
 
En algunas realizaciones, el código del programa informático puede usar un método de cálculo que emplea análisis 10 
numéricos o algoritmos de optimización. En algunos aspectos, los métodos de optimización 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 interpolación y métodos de búsqueda de patrones, o un modelo de colonia de 
hormigas. 15 
 
En una realización específica, el programa informático para generar el siguiente punto de datos para la 
experimentación usa el algoritmo de Nelder-Mead. El método implementado por ordenador recibirá uno o más 
puntos de datos de entrada y calculará el punto de reflexión, el punto de expansión o el punto de contracción para 
determinar mediante cálculo el siguiente punto de datos con el que experimentar, en base a los puntos de datos de 20 
entrada. 
 
En una implementación del algoritmo de Nelder-Mead, el código del programa tomará los puntos de datos de 
entrada recibidos como los vértices simples de un espacio n-dimensional, que tiene n+1 vértices simples. Luego, se 
evaluará la función objetivo para cada vértice del símplex, y el algoritmo usa esta información para proponer una 25 
secuencia de nuevas coordenadas para la evaluación. Las nuevas coordenadas serán determinadas por el código 
del ordenador de acuerdo con la siguiente lógica algorítmica: 
 

1. Ordenar los vértices simples: f(x1) ≤ f(x2) ≤ ... ≤ f(xn+1) 
2. Calcular x0, el centro de gravedad de todos los puntos excepto xn+1. 30 
3. Calcular una coordenada de reflexión: xr = xo + α(xo - xn+1) 
4. Calcular una coordenada de expansión: xe = xo + r(xo - xn+1) 
5. Calcular una coordenada de contracción: xc = xn+1 + ρ(xo - xn+1) 
6. Calcular coordenadas de reducción: xi = x1 + σ(xi - x1) para todos i ∈ {2,...,n + 1} 

 35 
La función objetivo se evalúa en estos puntos y se utiliza para determinar un nuevo símplex de acuerdo con los 
siguientes criterios:  
 

1. Si las coordenadas de Reflexión, Expansión o Contracción son mejores que el peor punto simplex, xn+1, definir 
un nuevo simplex reemplazando el peor punto simplex por el mejor de los tres (Reflexión, Expansión o 40 
Contracción). 
2. De lo contrario, definir un nuevo símplex combinando el mejor punto simplex con las coordenadas de 
reducción. 

 
En un aspecto, se proporciona un producto de un programa informático que comprende un medio tangible legible por 45 
ordenador que almacena una pluralidad de instrucciones para controlar un procesador para realizar una operación 
para determinar un punto de experimentación para controlar la magnitud de expresión de dos o más genes, 
comprendiendo las instrucciones recibir uno o más puntos de datos de entrada, en el que los puntos de datos de 
entrada proporcionan información sobre uno o más elementos reguladores y una propiedad del sistema; y 
determinar, con un ordenador, un siguiente punto de datos usando un método de cálculo, en el que el siguiente 50 
punto de datos proporciona información sobre uno o más elementos reguladores. 
 
La Figura 25 muestra un diagrama de bloques de un ejemplo de sistema informático 600 utilizable con un sistema y 
métodos de acuerdo con las realizaciones de la presente invención. El sistema informático 600 puede usarse para 
ejecutar el código de programa para diversas reivindicaciones del método de acuerdo con realizaciones de la 55 
presente invención. 
 
Cualquiera de los sistemas informáticos mencionados en el presente documento puede utilizar cualquier número 
adecuado de subsistemas. En la Figura 25 se muestran ejemplos de tales subsistemas en el aparato informático 
600. En algunas realizaciones, un sistema informático incluye un único aparato informático, donde los subsistemas 60 
pueden ser los componentes del aparato informático. En otras realizaciones, un sistema informático puede incluir 
múltiples aparatos informáticos, cada uno de los cuales es un subsistema, con componentes internos. 
 
Los subsistemas mostrados en la Figura 25 están 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 está 65 
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 informático 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 informático 600 a una red de área amplia como Internet, un dispositivo de entrada de ratón o un 
escáner. La interconexión a través del bus del sistema 675 permite que el procesador central 673 se comunique con 
cada subsistema y controle la ejecución de instrucciones desde la memoria del sistema 672 o el disco duro 679, así 5 
como el intercambio de información 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 informático puede incluir una pluralidad de los mismos componentes o subsistemas, por ejemplo, 10 
conectados entre sí por una interfaz externa 681 o por una interfaz interna. En algunas realizaciones, los sistemas 
informáticos, 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 
informático. Un cliente y un servidor pueden incluir múltiples sistemas, subsistemas o componentes. 
 15 
Debe entenderse que cualquiera de las realizaciones de la presente invención puede implementarse en forma de 
lógica de control usando hardware y/o software informático de manera modular o integrada. Según la divulgación y 
las enseñanzas proporcionadas en el presente documento, una persona de habilidad ordinaria en la técnica 
conocerá y apreciará otras formas y/o métodos para implementar realizaciones de la presente invención usando 
hardware y una combinación de hardware y software. 20 
 
Cualquiera de los componentes o funciones de software descritos en esta solicitud puede implementarse como 
código de software para ser ejecutado por un procesador utilizando cualquier lenguaje informático adecuado, como, 
por ejemplo, Java, C++ o Perl, utilizando, por ejemplo, técnicas convencionales u orientadas a objetos. El código de 
software puede almacenarse como una serie de instrucciones o comandos en un medio legible por ordenador para 25 
almacenamiento y/o transmisión, 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 óptico como un disco 
compacto (CD) o DVD (disco versátil digital), memoria flash y similares. El medio legible por ordenador puede ser 
cualquier combinación de tales dispositivos de almacenamiento o transmisión. 
 30 
Dichos programas también pueden codificarse y transmitirse utilizando señales portadoras adaptadas para la 
transmisión a través de redes cableadas, ópticas y/o inalámbricas que se ajusten a una variedad de protocolos, 
incluido Internet. Como tal, se puede crear un medio legible por ordenador de acuerdo con una realización de la 
presente invención usando una señal de datos codificada con dichos programas. 
 35 
Los medios legibles por ordenador codificados con el código 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 informático (por 
ejemplo, un disco duro, un CD o un sistema informático completo), y puede estar presente en o dentro de diferentes 
productos de programas informáticos dentro de un sistema o red. Un sistema informático puede incluir un monitor, 40 
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 
informático que incluye un procesador, que puede configurarse para realizar las etapas. Por lo tanto, las 45 
realizaciones pueden dirigirse a sistemas informáticos configurados para realizar las etapas de cualquiera de los 
métodos descritos en el presente documento, potencialmente con diferentes componentes que realizan las etapas 
respectivas o 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. Además, partes de 
estas etapas se pueden usar con partes de otras etapas de otros métodos. Además, todas o partes de una etapa 50 
pueden ser opcionales. Además, cualquiera de las etapas de cualquiera de los métodos se puede realizar con 
módulos, circuitos u otros medios para realizar estas etapas. 
 
La descripción anterior de ejemplos de realizaciones de la invención se ha presentado con fines ilustrativos y 
descriptivos. No pretende ser exhaustiva o limitar la invención a la forma precisa descrita, y son posibles muchas 55 
modificaciones y variaciones a la luz de las enseñanzas anteriores. Las realizaciones se eligieron y describieron 
para explicar mejor los principios de la invención y sus aplicaciones prácticas para permitir a otros expertos en la 
técnica utilizar mejor la invención en diversas realizaciones y con diversas modificaciones que sean adecuadas para 
el uso particular contemplado. 
 60 
Ejemplos 
 
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invención reivindicada. 
 
Ejemplo 1: Uso del método de Nelder-Mead para optimizar la eficiencia del descubrimiento de operones 65 
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Este ejemplo ilustra cómo manipular y seleccionar de manera recombinante y mediante cálculo secuencias 
codificantes de complejos génicos nativos y secuencias reguladoras heterólogas. Hemos denominado a este 
proceso “refactorización”, que comprende la optimización de múltiples genes, la regulación del complejo génico y el 
establecimiento del contexto genético para el circuito biológico. La refactorización de complejos génicos complejos y 
la ingeniería de rutas metabólicas requiere numerosas iteraciones entre el diseño, la construcción y la evaluación 5 
para mejorar la propiedad deseada del sistema, p.ej. títulos más altos del producto, menor toxicidad o mejor fijación 
de nitrógeno. 
 
Una forma común de afectar estas propiedades es modificar los niveles de expresión génica dentro del sistema, 
incluso si se desconoce la relación directa entre la expresión génica y la propiedad del sistema. Se pueden lograr 10 
cambios cuantitativos en la expresión génica mediante el uso de elementos reguladores, p.ej. promotores y sitios de 
unión a ribosomas, que exhiben un comportamiento racionalmente predecible. 
 
Es posible utilizar métodos de optimización numérica para guiar la selección de elementos reguladores para alterar 
la expresión génica y mejorar las propiedades deseadas del sistema. Un algoritmo relevante es el método de Nelder-15 
Mead, un algoritmo de optimización no lineal que minimiza una función objetivo en el espacio multidimensional. 
Utilizamos el método de Nelder-Mead para optimizar una propiedad del sistema donde cada dimensión en el espacio 
algorítmico corresponde a la expresión de un gen en el sistema diseñado. Los puntos en este espacio representan 
una combinación particular de niveles de expresión para los genes en el sistema. Como resultado, cada punto puede 
considerarse una cepa de diseño único. El algoritmo se utiliza para sugerir nuevas coordenadas en el espacio que 20 
mejoran la propiedad del sistema. Se pueden diseñar nuevas cepas modificando elementos reguladores para lograr 
los niveles sugeridos de expresión 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. 
 25 
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 función objetivo se evalúa en cada vértice del símplex, y el algoritmo usa esta información 
para proponer una secuencia de nuevas coordenadas para la evaluación. Se proponen nuevas coordenadas de 
acuerdo con el siguiente proceso:  
 30 

1. Ordenar los vértices simples: f(x1) ≤ f(x2) ≤ ... ≤ f(xn+1) 
2. Calcular x0, el centro de gravedad de todos los puntos excepto xn+1. 
3. Calcular una coordenada de reflexión: xr = xo + α(xo - xn+1) 
4. Calcular una coordenada de expansión: xe = xo + r(xo - xn+1) 
5. Calcular una coordenada de contracción: xc = xn+1 + ρ(xo - xn+1) 35 
6. Calcular coordenadas de reducción: xi = x1 + σ(xi - x1) para todos i ∈ {2,...,n + 1} 

 
La función objetivo se evalúa en estos puntos y se utiliza para determinar un nuevo símplex de acuerdo con los 
siguientes criterios:  
 40 

1. Si las coordenadas de Reflexión, Expansión o Contracción son mejores que el peor punto simplex, xn+1,, definir 
un nuevo simplex reemplazando el peor punto simplex con el mejor de los tres (Reflexión, Expansión o 
Contracción). 
2. De lo contrario, definir un nuevo símplex combinando el mejor punto simplex con las coordenadas de 
reducción. 45 

 
Estas etapas constituyen una iteración del algoritmo. El simplex recién definido se convierte en la semilla para 
generar nuevas coordenadas durante la siguiente iteración del algoritmo. Las iteraciones generalmente continúan 
hasta que una de las coordenadas en el símplex cruza un umbral deseado para la evaluación de la función objetivo. 
Hemos optimizado el rendimiento de un operón de fijación de nitrógeno variando la selección de promotores que 50 
controlan la expresión de genes individuales. Inicialmente refactorizamos el operón nifEN para que cada gen se 
exprese bajo el control de un promotor de T7 único (Fig. 1). Para evaluar el impacto de refactorizar el operón nifEN, 
medimos cuantitativamente la capacidad del operón sintético para complementar una cepa con nifEN inactivado y 
recuperar la capacidad de fijar nitrógeno (Fig. 2). Nuestro sistema refactorizado mostró capacidad limitada para fijar 
nitrógeno (20 % de la actividad de tipo silvestre). 55 
 
Posteriormente aplicamos el método de Nelder-Mead para optimizar la expresión de los genes nifE y nifN con el 
objetivo de mejorar las tasas de fijación de nitrógeno. Nuestro espacio algorítmico consistía en dos dimensiones, la 
expresión de nifE y nifN. Nuestro sistema de coordenadas se ajustó a la fuerza de los promotores que controlan 
estos genes. Para permitir niveles variados de expresión génica, generamos y caracterizamos una biblioteca de 60 
promotores de T7 mutantes (Fig. 3). Nuestra biblioteca cubre tres órdenes de magnitud de expresión génica (esta es 
la misma biblioteca que se describe en la Solicitud de patente provisional de los Estados Unidos N.º 61/493.733. 
Aquí, se caracteriza por el comportamiento en Klebsiella oxytoca. A continuación, seleccionamos al azar mutantes 
de la biblioteca de promotores de T7 para generar dos cepas adicionales con niveles racionalmente alterados de 
expresión de nifE y nifN. La fuerza de los promotores de T7 utilizados en estas tres cepas definió nuestro simplex 65 
inicial. Evaluamos la fijación de nitrógeno para cada cepa en el símplex (cepa 1: 20 %, cepa 2: 9 %, cepa 3: 12 %) y 
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utilizamos el algoritmo para calcular las coordenadas de Reflexión (Fig. 4). Para construir una cepa que coincidiese 
con las coordenadas de Reflexión, elegimos los promotores de nuestra biblioteca más cercanos a las coordenadas 
en fuerza. Evaluamos la fijación de nitrógeno en esta cepa Reflexión y descubrimos que superó significativamente 
(52 %) a nuestras cepas iniciales (Fig. 5). 
 5 
Nuestra cepa mejorada tuvo resultados sorprendentes y superó las expectativas, y tuvo un rendimiento suficiente 
para las aplicaciones posteriores. Para alcanzar niveles más altos de expresión génica, pueden diseñarse y usarse 
promotores más fuertes en los métodos de la invención. Como alternativa, para lograr los niveles de expresión 
deseados se pueden usar cambios complementarios en múltiples elementos reguladores, por ejemplo, el promotor y 
el sitio de unión al ribosoma para un gen dado. Esto implica describir las fuerzas de cada tipo de elemento en 10 
unidades comunes de expresión. Este ejemplo demuestra que pueden diseñarse nuevas cepas modificando 
elementos reguladores para alcanzar los niveles deseados de expresión génica. El ejemplo también ilustra el uso de 
métodos de optimización numérica, tales como, entre otros, el método de Nelder-Mead, para guiar la selección de 
elementos reguladores a fin de alterar la expresión génica y mejorar las propiedades deseadas del sistema. 
 15 
Ejemplo 2: Refactorización de la fijación de nitrógeno 
 
Este ejemplo demuestra el método de refactorización del complejo génico de fijación de nitrógeno. El método incluye 
etapas que comprenden: 1) eliminar la regulación del hospedador e implementar la regulación ortogonal sintética; 2) 
rastrear la contribución de cada parte reguladora a la función del complejo génico; 3) promover la modularidad y la 20 
integración con circuitos sintéticos; y 4) crear una plataforma susceptible de optimización racional. En ciertas 
realizaciones, el método para refactorizar la fijación de nitrógeno comprende reducir el complejo a genes 
característicos 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 25 
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 I y Componente II, que interactúan para facilitar la reducción de 
gases con enlaces múltiples como el N2. Dentro del complejo enzimático, múltiples complejos de Fe-S son 
responsables de la química del sitio activo y la transferencia de electrones al sitio activo. La mayoría de los genes en 30 
el complejo génico están involucrados en la biosíntesis del complejo Fe-S, el acompañamiento y la inserción en el 
complejo enzimático final. 
 
Casi todos los genes nif producen una proteína con una función que se sabe que es esencial para el ensamblaje o 
función de la nitrogenasa (ver, Simon, Homer and Roberts, Perturbation of nifT expression in Klebsiella pneumoniae 35 
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 proteínas reguladoras maestras. El gen nifT no tiene una función conocida, y su 
eliminación tiene poco efecto sobre la fijación de nitrógeno. Además, aunque la eliminación de nifX tiene un efecto 
menor en la fijación de nitrógeno, su sobreexpresión reduce perjudicialmente la actividad enzimática. Por estas 40 
razones, elegimos eliminar nifL, nifA, nifT y nifX de nuestro complejo génico refactorizado. 
 
Diseñamos genes sintéticos mediante la codificación aleatoria del ADN que codifica cada secuencia de aminoácidos. 
Las secuencias codificantes de proteínas 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 45 
cluster of Klebsiella pneumonia. JMB 1988) La selección de codones se realizó mediante DNA2.0 usando un 
algoritmo interno y dos criterios de guía. Especificamos que nuestros genes se expresan razonablemente bien en E. 
coli y Klebsiella. Además, especificamos que nuestro uso de codones fuese lo más divergente posible del uso de 
codones en el gen nativo. Al diseñar genes sintéticos, rastreamos cada secuencia propuesta en busca de una lista 
de características no deseadas y rechazamos cualquier en la que se encontró una característica. La lista de 50 
características incluye sitios de reconocimiento de enzimas de restricción, sitios de reconocimiento de transposones, 
secuencias repetitivas, promotores sigma 54 y sigma 70, sitios de unión a ribosomas crípticos y terminadores 
independientes de rho. La Figura 18 muestra secuencias de ADN para genes nativos y genes sintéticos, así como el 
porcentaje de identidades comunes de nucleótidos y codones entre cada par. 
 55 
Se eligieron los sitios de unión a ribosomas sintéticos para que coincidan con la fuerza de cada sitio de unión a 
ribosomas nativo correspondiente. Para caracterizar la fuerza de un sitio de unión a ribosomas nativo dado, 
construimos un plásmido indicador fluorescente en el que los 150 pb que rodean el codón de inicio de un gen (de -60 
a +90) se fusionaron con el gen mRFP (Fig. 8). La quimera se expresó bajo el control del promotor Ptac, y la 
fluorescencia se midió mediante citometría de flujo (Fig. 9). Para generar sitios de unión al ribosoma sintéticos, 60 
construimos una biblioteca de plásmidos indicadores utilizando 150 pb (-60 a +90) de un casete de expresión 
sintético. Brevemente, un casete de expresión sintético consistía en un espaciador de ADN aleatorio, una secuencia 
degenerada que codifica una biblioteca RBS y la secuencia codificante para cada gen sintético. Examinamos 
múltiples clones para identificar el sitio de unión al ribosoma sintético que mejor coincidía con el sitio de unión al 
ribosoma nativo (Fig. 10). 65 
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Construimos operones sintéticos que consistían en los mismos genes que los operones nativos. Esta estrategia nos 
permitió inactivar un operón nativo de Klebsiella y complementar la deleción usando la contraparte sintética. 
 
Cada operón sintético consistía en un promotor Ptac seguido de casetes de expresión génica sintéticos (espaciador 
de ADN aleatorio, rbs sintético, secuencia codificante sintética) y un terminador de la transcripción. El espaciador de 5 
ADN aleatorio sirve para aislar la expresión de cada secuencia codificante sintética de los casetes anteriores. Cada 
operón sintético se examinó para eliminar secuencias reguladoras no deseadas (similar al proceso utilizado durante 
el diseño y síntesis de genes sintéticos). 
 
En dos casos, encontramos operones sintéticos que no mostraron complementación funcional en la cepa inactivada 10 
correspondiente (nifHDKTY y nifUSVWZM). Para depurar los operones sintéticos, dividimos el operón en casetes de 
expresión génica constituyente. Luego construimos operones quiméricos, en los que algunos casetes tenían 
componentes sintéticos y otros eran genes nativos y sus sitios de unión al ribosoma (Fig. 11). Esta estrategia nos 
permitió probar cada operón quimérico para la complementación funcional e identificar rápidamente los casetes de 
expresión sintética problemáticos. Con un análisis más detallado de los casetes de expresión problemáticos, 15 
pudimos diagnosticar y corregir errores en los operones totalmente sintéticos. La Figura 12 ilustra una lista de 
errores en los dos operones. 
 
Cada operón sintético se diseñó inicialmente para ser controlado por un promotor inducible por Ptac. Al valorar la 
concentración de IPTG, podríamos especificar con precisión la fuerza del promotor y la correspondiente expresión 20 
del operón sintético. Esto nos permitió variar el nivel de expresión para identificar la función óptima del operón. 
Descubrimos que cada operón sintético requería diferentes niveles de concentración de IPTG para una función 
óptima (Fig. 13). 
 
Utilizamos el sistema de conexiones de T7 para desacoplar el promotor Ptac de cada operón sintético. Al insertar la 25 
conexión entre el promotor y la unidad transcripcional, logramos dos hitos importantes. Primero, obtuvimos la 
capacidad de modular la señal transcripcional mediante el uso de varios promotores de T7 mutantes. Esto nos 
permitió cambiar la función óptima del operón a una concentración de inductor único seleccionando los promotores 
de T7 mutantes correspondientes. En segundo lugar, modulamos el control del operón sintético (Fig. 14). Es decir, 
cualquier circuito genético puede controlar el operón sintético siempre que pueda producir la concentración 30 
necesaria de ARNP de T7 para guiar cada conexión. 
 
Adoptamos un enfoque jerárquico para ensamblar operones individuales en un complejo completamente sintético. 
Primero, ensamblamos tres operones en semi-complejos ((nifJ-nifHDKY-nifEN y nifUSVWZM-nifF-nifBQ) y 
demostramos la capacidad de cada semi-complejo sintético para complementar la función en una cepa inactivada 35 
correspondiente. A continuación, combinamos los dos semi-complejos en un complejo sintético completo y 
demostramos la fijación de nitrógeno 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.º 1 o del controlador N.º 2 produce el mismo rendimiento funcional del 40 
complejo sintético (Fig. 16). En el controlador N.º 1, la ARNP de T7 está bajo el control del promotor Ptac. En el 
controlador N.º 2, ARNP de T7 está bajo el control del promotor Ptet. 
 
La Figura 17 muestra un esquema del complejo biológico 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 45 
componente del complejo completo. 
 
Además, hemos demostrado que pueden usarse circuitos genéticos complejos para producir el rendimiento funcional 
del complejo génico sintético. Construimos un circuito genético que codifica la lógica “A y no B” y usamos este 
circuito para controlar la ARNP de T7. En este circuito, la lógica “A y no B” corresponde a la presencia o ausencia de 50 
los inductores, IPTG y aTc, de modo que la célula calcula “IPTG y no aTc”. El circuito se construyó modificando el 
controlador N.º 1 para incluir los sitios de unión al represón cI OR1 y OR2 en el promotor Ptac para producir el 
controlador N.º 3. Además, el plásmido pNOR1020 (ver, por ejemplo, Tamsir y Voigt Nature 469:212-215 (2011))) 
codifica el represor cI bajo control del promotor Ptet. Cuando pNOR1020 y el controlador N.º 3 se transforman 
conjuntamente, producen el circuito lógico “IPTG y no aTc”.  55 
 

Secuencia promotora del Controlador Ptac N.º 1: 
tattctgaaatgagctgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatt 
 
Secuencia promotora del Controlador N.º 3: 60 
tattaacaccgtgcgtgttgacagctatacctctggcggttataatgctagcggaattgtgagcggataacaatt 
 

Entrada Salida lógica esperada Rendimiento de fijación de 
nitrógeno sintético (% en peso) 

Sin inductor 0 <0,5 % 
IPTG 1 mM  1 9 % 
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(continuación) 
Entrada Salida lógica esperada Rendimiento de fijación de 

nitrógeno sintético (% en peso) 
a Tc 50 ng/ml 0 <0,5 % 

IPTG 1 mM y a Tc 50 ng/ml 0 <0,5 % 
 
En este experimento, también incluimos el controlador N.º 1 como referencia de rendimiento. En condiciones 
inductoras (IPTG 1 mM), el controlador N.º 1 exhibe el 12 % de la fijación de WT. 
 5 
Ejemplo 3: refactorización del sistema de secreción bacteriana tipo III (T3SS) 
 
Este ejemplo ilustra el uso del método descrito en el presente documento para refactorizar completamente el 
sistema de secreción bacteriana tipo III (T3SS). Este ejemplo también ilustra que los operones sintéticos 
refactorizados de T3SS son controlables y funcionan independientemente de todo control y regulación nativos. 10 
 
Los sistemas de secreción bacteriana tipo III (T3SS) son valiosos porque, a diferencia de las vías Sec y Tat 
utilizadas convencionalmente, translocan polipéptidos a través de las membranas internas y externas. Esto permite 
la administración de proteínas directamente a los medios de cultivo, que pueden ser uno de los requisitos críticos en 
la tecnología de manipulación bacteriana. Por ejemplo, las proteínas tóxicas se pueden eliminar del citoplasma sin 15 
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 diseñados es doble. T3SS generalmente existe 
en bacterias patógenas que utilizan estos mecanismos para la invasión de las células hospedadoras. Por lo tanto, 20 
los T3SS están muy estrechamente regulados en la célula y son difíciles de controlar de forma independiente. 
Debido a esto, elegimos usar los métodos de la presente invención para refactorizar completamente el T3SS y 
probar la función de los operones refactorizados en las células inactivadas. 
 
El término “refactorización” se refiere a un proceso que implica la optimización de múltiples genes, la regulación de 25 
un complejo génico y el establecimiento del contexto genético para un circuito biológico. La refactorización de 
complejos génicos complejos y el diseño de rutas biológicas requiere numerosas iteraciones entre el diseño, la 
construcción y la evaluación para mejorar la propiedad deseada del sistema. Brevemente, la refactorización incluye 
descomponer un sistema biológico en sus componentes y reconstruirlo sintéticamente. También implica eliminar 
todo el control nativo y la regulación del sistema biológico para reemplazarlo con un mecanismo que proporcione un 30 
control independiente. 
 
Este ejemplo ilustra un método de recodificación de 18 genes de los sistemas de secreción bacteriana tipo III. El 
término “recodificación” se refiere a un método para eliminar o reemplazar la secuencia de un gen con el fin de 
reducir o eliminar cualquier elemento de regulación nativo, al tiempo que preserva la secuencia de proteína 35 
codificada por el gen. Los genes del sistema de secreción tipo III 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 proteína, pero con la máxima diferencia con la secuencia nativa 
 
Los 18 genes están dispuestos en dos operones bacterianos. Cada gen es una versión recodificada de un gen 40 
nativo de Salmonella typhimurium. Cada gen está acoplado a una secuencia de sitio de unión al ribosoma (RBS) 
sintético que establece un nivel de expresión apropiado para cada gen individual. Los detalles de la selección 
sintética de RBS se describen a continuación. 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 según sea necesario. 45 
 
Para seleccionar una secuencia de RBS sintética que coincida mejor con el nivel de expresión nativa de cada uno de 
los 18 genes de los sistemas de secreción bacteriana tipo III, medimos la expresión de cada gen en el sistema 
natural. Clonamos la región de 36 bases en dirección 5’ en el codón de inicio, junto con las 36 bases de la región de 
codificación fusionadas a una RFP (proteína fluorescente roja). Esto se clonó en un plásmido con un promotor 50 
constitutivo. 
 
Esta construcción se transformó en Salmonella typhimurium SL1344 y creció durante la noche a 37 °C en medio 
inductor de PI-1 (LB con 17 g/l de NaCl). El cultivo se subcultivó en medios de inducción frescos hasta una OD260 de 
0,025, se cultivó durante 2 horas a 37 °C hasta que las células alcanzaron la fase logarítmica. La fluorescencia se 55 
midió en un citómetro. La media geométrica de la fluorescencia de RFP de al menos 10.000 células se utilizó como 
medida de la expresión de proteínas. 
 
Para encontrar secuencias de unión al ribosoma para probar, utilizamos la Calculadora de sitios de unión a 
ribosomas (http://www.voigtlab.ucsf.edu/software/), identificamos secuencias RBS conocidas del Registro de partes 60 
biológicas estándar (http://partsregistry. org/Main_Page), y se generó una serie de secuencias aleatorias. Las 
secuencias aleatorizadas comprenden los siguientes formatos: 
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CTTGGGCACGCGTCCATTAANNAGGANNAATTAAGC; 
TGGGCACGCGTCCATTAANNAGGANNAATTATTAGC; 
TACTTGGGCACGCGTCCATTAANNAGGANNAATAGC; 
CTTGGGCACGCGTCCATTAANAAGGAGNAATTAAGC; 
CTTGGGCACGCGTCCATTANTAAGGAGGNATTAAGC. 5 
 
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 guía. Seguimos el mismo procedimiento experimental utilizado para medir 
la expresión de cada gen en el sistema natural. De los RBS aleatorizados, se analizaron 12 - 48 colonias de cada 
secuencia aleatorizada. La construcción sintética que mejor se ajustaba al nivel de expresión nativa fue 10 
seleccionada y secuenciada. Esta secuencia se usó después en la construcción 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 operón de la misma manera que en el sistema de tipo silvestre. Sin embargo, el 
orden de los genes en cada operón se organiza en función del nivel de expresión medido de más fuerte a más débil. 15 
Los operones se ensamblaron colocando el RBS sintético seleccionado frente a su secuencia genética sintética 
correspondiente. Se agregaron sitios de unión de enzimas de restricción entre genes o pares de genes para facilitar 
la manipulación futura. La secuencia completa fue sintetizada por DNA2.0. El operón sintético se clonó en un vector 
de prueba de bajo número de copias y se colocó bajo el control de un promotor inducible (p.ej., pTac o pBad - IPTG 
o inducción de arabinosa). Se creó un plásmido indicador que contiene una proteína efectora secretable de 20 
Salmonella nativa que se fusionó con una etiqueta de epítopo FLAG para identificación. Este indicador se puso bajo 
el control de un promotor constitutivo fuerte. La Figura 22B muestra un esquema del vector de prueba de operón 
prg-org y un plásmido indicador. 
 
También generamos líneas celulares SL1344 de Salmonella con dos operones inactivados (prg-org e inv-spa) 25 
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 Δprg-org inactivada. Los operones inv-spa y prg-org se muestran en un 
recuadro. La Figura 23A muestra que la cepa Δprg-org inactivada no expresa el operón prg-org. 
 
El plásmido de prueba (o el plásmido de control) y el plásmido indicador se transformaron en la cepa inactivada 30 
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 OD260 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 inducción 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 centrifugó 
1 ml de cada cultivo a 3000xg durante 5 minutos, y a continuación el sobrenadante se filtró a través de un filtro de 35 
0,2 µM. Este cultivo se analizó después en un gel SDS-PAGE y se realizó una transferencia Western con un 
anticuerpo anti-FLAG. 
 
La Figura 23B muestra que el operón prg-org refactorizado sintético en células de Salmonella Δprg-org puede 
controlarse mediante la adición de IPTG. El nivel de expresión es comparable al generado por el promotor natural 40 
PprgH. 
 
Ejemplo 4: Refactorización del complejo génico de fijación de nitrógeno a partir de Klebsiella oxytoca 
 
Los genes bacterianos asociados con un único rasgo a menudo se agrupan en una unidad contigua del genoma 45 
conocida como complejo génico. Es difícil manipular genéticamente muchos complejos génicos debido a la 
compleja, redundante e integrada regulación del hospedador. Hemos desarrollado un enfoque sistemático para 
especificar por completo la genética de un complejo génico mediante la reconstrucción de abajo hacia arriba 
utilizando solo partes sintéticas y bien caracterizadas. Este proceso elimina toda la regulación nativa, incluida la que 
no se ha descubierto. Primero, se elimina todo el ADN no codificante, las proteínas reguladoras y los genes no 50 
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 cálculo para eliminar la 
regulación interna. Se organizan en operones y se colocan bajo el control de partes sintéticas (promotores, sitios de 
unión al ribosoma y terminadores) que están funcionalmente separados por partes aisladoras. Finalmente, un 
controlador que consiste en sensores y circuitos genéticos regula las condiciones y la dinámica de la expresión 55 
génica. Aplicamos este enfoque a un complejo génico agrícolamente relevante de Klebsiella oxytoca que codifica la 
vía de fijación de nitrógeno para convertir el N2 atmosférico en amoníaco. El complejo génico nativo consiste en 20 
genes en 7 operones y está 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 función de cada parte 
genética. Este trabajo demuestra el potencial de las herramientas de biología sintética para reescribir la genética que 60 
codifica funciones biológicas complejas para facilitar el acceso, la manipulación y la transferibilidad. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
Muchas funciones de interés para la biotecnología están codificadas en complejos génicos, que incluyen vías 65 
metabólicas, nanomáquinas, mecanismos de eliminación de nutrientes y generadores de energía (1). Los complejos 
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generalmente contienen regulación interna que está integrada en la red reguladora global del organismo. Los 
promotores y las 5'-UTR son complejos e integran muchas entradas reguladoras (2, 3). La regulación es altamente 
redundante, conteniendo, por ejemplo, bucles de proalimentación y retroalimentación integrados (4). La regulación 
también puede ser interna a los genes, incluidos los promotores, los sitios de pausa y los ARN pequeños (5, 6). 
Además, los genes a menudo se superponen físicamente y las regiones de ADN pueden tener múltiples funciones 5 
(7). La redundancia y el alcance de esta regulación dificultan la manipulación de un complejo génico para romper su 
control mediante estímulos ambientales nativos, optimizar su función o transferirlo entre organismos. Como 
consecuencia, muchos complejos son crípticos, lo que significa que no se pueden identificar las condiciones de 
laboratorio en las que están activos (8). 
 10 
Los complejos génicos se han controlado de arriba a abajo manipulando la regulación nativa o agregando regulación 
sintética en una constitución por lo demás 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 operón único, se ha demostrado que se puede insertar un promotor en dirección 5’ para inducir la 
expresión (15). Todo el complejo biosintético de equinomicina se transfirió a E. coli colocando cada gen nativo bajo 15 
el control de un promotor sintético (16). 
 
En ingeniería, un enfoque para reducir la complejidad de un sistema es “refactorizarlo”, un término prestado del 
desarrollo de software donde el código subyacente a un programa se reescribe para lograr algún objetivo (por 
ejemplo, estabilidad) sin cambiar la funcionalidad (17). Este término se aplicó por primera vez a la genética para 20 
describir la simplificación de arriba a abajo de un genoma de fago mediante el rediseño de elementos genéticos 
conocidos para que se puedan cambiar individualmente por digestión de restricción estándar (18). Aquí, lo usamos 
para referirnos a un proceso integral de abajo a arriba para eliminar sistemáticamente la regulación nativa de un 
complejo génico y reemplazarlo con partes y circuitos genéticos sintéticos (Fig. 26). El producto final es una versión 
del complejo génico cuya secuencia de ADN ha sido reescrita, pero que codifica la misma función. El proceso de 25 
diseño tiene lugar en un ordenador, y después la secuencia de ADN resultante se construye usando síntesis de ADN 
(19). La primera etapa del proceso es eliminar todo el ADN no codificante y los genes reguladores. A continuación, 
cada gen esencial se recodifica seleccionando codones que producen una secuencia de ADN que está lo más 
distante posible de la secuencia de tipo silvestre. La intención es introducir mutaciones en todo el gen para eliminar 
la regulación interna (incluida la que no se ha descubierto), como operadores, promotores, estructura secundaria de 30 
ARNm, sitios de pausa, sitios de metilación y regulación de codones. Las secuencias recodificadas se analizan 
adicionalmente por métodos de cálculo para identificar secuencias funcionales putativas, que luego se eliminan. Los 
genes recodificados se organizan en operones artificiales y los niveles de expresión están controlados por sitios de 
unión a ribosomas sintéticos (RBS), y las secuencias aislantes separan físicamente los genes. El resultado final es 
un complejo génico refactorizado cuya regulación nativa se ha eliminado y se ha organizado en un conjunto de 35 
partes genéticas discretas y bien caracterizadas. 
 
Una vez que se ha eliminado la regulación nativa, se puede volver a agregar la regulación sintética para controlar la 
dinámica y las condiciones bajo las cuales se expresa el complejo. La construcción de dicha regulación ha sido un 
gran impulso de la biología sintética e implica el diseño de sensores y circuitos genéticos y la comprensión de cómo 40 
conectarlos para formar programas (20). En nuestro diseño, separamos genéticamente la detección/circuitería de la 
ruta refactorizada al transportarlo en diferentes plásmidos de bajo número de copias (Fig. 26). El plásmido que 
contiene los sensores y circuitos se conoce como el “controlador” y la salida de los circuitos conduce a la expresión 
de una polimerasa T7 manipulada (T7*). El complejo refactorizado está bajo el control de los promotores de T7. Una 
ventaja de esta organización es que la polimerasa T7 es ortogonal a la transcripción nativa y los promotores de T7 45 
están muy apagados en ausencia del controlador. Además, cambiar la regulación se simplifica para intercambiar el 
controlador por uno que contenga diferentes sensores y circuitos, siempre que el rango dinámico de T7* sea fijo. 
 
Como demostración, hemos aplicado este proceso para refactorizar el complejo génico que codifica la fijación de 
nitrógeno en Klebsiella oxytoca (21). La fijación de nitrógeno es la conversión de N2 atmosférico en amoniaco (NH3), 50 
para que pueda entrar en el metabolismo (22). La fijación industrial de nitrógeno a través del proceso de Haber-
Bosch se utiliza para producir fertilizantes. Muchos microorganismos fijan el nitrógeno 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 electrónico y los reguladores (Fig. 27A) (23, 24). El 
complejo génico de K. oxytoca ha sido un sistema modelo para estudiar la fijación de nitrógeno y consiste en 20 55 
genes codificados en 23,5 kb de ADN (Fig. 26, arriba) (25). La biosíntesis de nitrogenasa está estrechamente 
regulada por una cascada transcripcional de dos capas en respuesta al nitrógeno, oxígeno y temperatura fijos (26). 
El complejo completo se ha transferido a E. coli, demostrando así que tiene todos los genes necesarios para la 
fijación de nitrógeno (27). La codificación de esta función es compleja, muchos de los genes se superponen, los 
operones están orientados en direcciones opuestas y hay muchos posibles elementos reguladores ocultos, incluidos 60 
los promotores internos y las horquillas (25). El propósito de la refactorización es reorganizar el complejo, simplificar 
su regulación y asignar una función concreta a cada parte genética. 
 
RESULTADOS 
 65 
Tolerancia del complejo génico nativo a los cambios en la expresión 
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Antes de refactorizar un complejo, se realiza un análisis de robustez para determinar las tolerancias de un gen o 
conjunto de genes a los cambios en el nivel de expresión (Fig. 27B). Esto aporta información sobre la agrupación de 
genes en operones y la selección de partes sintéticas para obtener los niveles de expresión deseados. En la 
constitución de tipo silvestre, los genes son inactivados y complementados bajo control inducible. La tolerancia se 5 
obtiene midiendo la actividad de la nitrogenasa en función de la actividad del promotor inducible. 
 
La función de la nitrogenasa es notablemente sensible a los cambios de expresión y cada tolerancia tiene un óptimo 
claro (Fig. 27B). La chaperona NifY es necesaria para lograr una actividad completa y amplía la tolerancia a los 
cambios en el nivel de expresión. NifT no tuvo ningún un efecto sobre la actividad, como se observó anteriormente 10 
(28), y con frecuencia está ausente de los complejos homólogos (29). Los genes que controlan el transporte de 
electrones (nifJ y nifF) deben expresarse a niveles bajos, y la actividad cae rápidamente a medida que aumenta la 
expresión. Los valores óptimos para los genes que participan en las rutas biosintéticas de los complejos metálicos 
varían. El operón nifUSVWZM, que codifica proteínas para la formación temprana de complejos Fe-S y proteínas 
para la maduración de componentes, debe expresarse a niveles bajos, mientras que nifBQ, que codifica proteínas 15 
para la síntesis del núcleo de FeMo-co y la integración de molibdeno deben expresarse 10 veces más. NifEN es 
tolerante a niveles de expresión variados. Sin embargo, la actividad se pierde con la inclusión de nifX, que se ha 
caracterizado como un regulador negativo (30). El complejo nativo también incluye las proteínas reguladoras NifL y 
NifA, que integran señales ambientales (26). Los genes nifT, nifX, y nifLA no están incluidos en el complejo 
refactorizado. 20 
 
El complejo génico refactorizado completo 
 
Las actividades de nitrogenasa de los operones refactorizados se midieron en función del promotor Ptac inducible por 
IPTG (Fig. 28A). Cada operón tiene un óptimo diferente. Para combinar los operones, los promotores Ptac fueron 25 
reemplazados por promotores de T7 que tienen una fuerza cercana al óptimo medido (Fig. 28B y sección Materiales 
y Métodos). Los genes de nitrogenasa (nijHDK) están altamente expresados en Klebsiella en condiciones de fijación 
(hasta 10 % de proteína celular) (31), por lo que se utilizó el promotor más fuerte para controlar este operón (T7.WT, 
0,38 REU) (32). Se construyó un operón largo para incluir los genes nifEN y nifJ, donde la menor expresión 
requerida para nifJ se logró mediante atenuación transcripcional. El gen nifF se codificó por separado bajo el control 30 
de un promotor de fuerza media (T7.3, 0,045 REU). Finalmente, los operones nifUSVWZM y 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 Ptac y la correspondiente 
concentración óptima de IPTG (Fig. 28C). 
 35 
La transición 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 función en 
cepas con los genes correspondientes eliminados. El primer semicomplejo consistió en el operón nifHDKYENJ. El 
segundo semicomplejo se ensambló 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 40 
sintético completo se ensambló a partir de ambos semicomplejos (Fig. 29), y su actividad se midió en una cepa 
donde se ha eliminado el complejo completo. El 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 nitrógeno, creciendo 3,5 veces más lento que la cepa de tipo silvestre (Fig. 37) e incorporando 
nitrógeno marcado con 15N en 24 % ± 1,4 % de su contenido de nitrógeno celular, medido por la espectrometría de 45 
masas con relaciones isotópicas (IRMS) (Fig. 30B). 
 
El complejo refactorizado completo consiste en 89 partes genéticas, incluido un controlador, y la función de cada 
parte está definida y caracterizada. Por lo tanto, la genética del sistema refactorizado está completa y se define en el 
esquema de la Fig. 29. Sin embargo, el proceso de simplificación y modularización reduce la actividad (18). Este es 50 
un resultado esperado de la refactorización de un sistema altamente evolucionado. 
 
Intercambio de controladores para cambiar la regulación 
 
La separación del controlador y el complejo refactorizado simplifica el cambio de la regulación del sistema. Esto se 55 
puede lograr transformando un plásmido controlador diferente, siempre que se mantenga el rango dinámico de la 
expresión de la ARNP de T7*. Para demostrar esto, construimos dos controladores adicionales (Fig. 30A). El 
controlador N.º 2 cambia la química que induce el sistema al colocar la expresión de la ARNP de T7* bajo el control 
del promotor Ptet inducible por aTc. Cuando se induce, el Controlador N.º 2 produce una actividad nitrogenasa 
idéntica a la inducida con el Controlador N.º 1 (7,2 % ± 1,7 %). El controlador también puede servir como plataforma 60 
para codificar circuitos genéticos para controlar la dinámica reguladora o para integrar múltiples sensores. Para este 
fin, el Controlador N.º 3 contiene dos sistemas inducibles (IPTG y aTc) y una puerta AND (34, 35). En presencia de 
IPTG y en ausencia de aTc, la fijación de nitrógeno es 6,6 % ± 1,7 % de la actividad de tipo silvestre. Estos 
controladores representan la simplicidad por la cual se puede cambiar la regulación del complejo refactorizado. 
 65 
Además de permitir agregar nueva regulación, el proceso de refactorización elimina la regulación nativa del 
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complejo. Esto se demuestra mediante el desacoplamiento de la actividad nitrogenasa de las señales ambientales 
que normalmente regulan su actividad. Por ejemplo, el amoníaco es un regulador negativo que limita la 
sobreproducción de nitrógeno fijo (26). En presencia de amoníaco 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 amoníaco (1,1 % ± 0,5 %). Curiosamente, esta reducción de actividad de 7 veces no se debe a la 5 
regulación residual presente en el sistema. Más bien, ocurre porque la adición de amoníaco a los medios reduce el 
rendimiento del controlador en 4,5 veces (Fig. 30C). En teoría, esto podría solucionarse aumentando el nivel de 
expresión de ARNP de T7*, pero habla de la necesidad de crear circuitos genéticos que sean robustos para el 
contexto ambiental. 
 10 
DISCUSIÓN 
 
El objetivo de la refactorización es facilitar la ingeniería avanzada de sistemas de múltiples genes codificados por 
genética compleja. Los complejos génicos nativos son producto de procesos evolutivos; por lo tanto, exhiben alta 
redundancia, eficiencia de la codificación de información y capas de regulación que dependen de diferentes 15 
mecanismos bioquímicos (36-38). Estas características inhiben la alteración cuantitativa de la función por sustitución 
de parte, porque el efecto puede incrustarse en una red de interacciones. Aquí, la modularización del complejo, la 
separación física y el aislamiento de las partes, y la simplificación de su regulación han guiado la selección y el 
análisis de las sustituciones de partes. La información obtenida de la detección de las permutaciones en un sistema 
refactorizado puede retroalimentarse limpiamente en el ciclo de diseño. 20 
 
El complejo refactorizado también puede servir como plataforma para abordar preguntas en biología básica. 
Primero, permite que el impacto de las interacciones reguladoras se cuantifique de forma aislada. Por ejemplo, en el 
sistema natural, un circuito de retroalimentación podría integrarse en muchos otros circuitos reguladores. La 
eliminación sistemática de dicha regulación proporciona un sistema de referencia limpio (potencialmente menos 25 
activo y robusto que el tipo silvestre) a partir del cual se pueden cuantificar las mejoras como resultado de agregar 
una nueva regulación. También sirve como base para la comparación de programas reguladores radicalmente 
diferentes o principios organizativos; por ejemplo, para determinar la importancia del control temporal de la expresión 
génica (4, 39) o la necesidad de que los genes se codifiquen con una estructura de operón particular (40, 41). En 
segundo lugar, el proceso de reconstrucción y depuración es un mecanismo de descubrimiento que probablemente 30 
revele nuevos modos genéticos y reguladores. En este trabajo, la mejora del 0 % al 7 % reveló solo cambios 
menores: anotaciones erróneas en los genes y niveles de expresión inadecuados. Sin embargo, el proceso de 
depuración en sí mismo es ciego al mecanismo: simplemente identifica regiones problemáticas de ADN. 
 
Una de las aplicaciones inmediatas de la refactorización es el acceso a complejos génicos a partir de la información 35 
de la secuencia genómica. Esto podría 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 metagenómica o una base de datos 
de información y el ADN físico no está disponible (42). Ha habido muchos métodos ingeniosos para activar un 
complejo génico, incluida la colocación de promotores inducibles en dirección 5’ de los operones naturales y la 
división del complejo en cistrones individuales, que luego se pueden volver a ensamblar (43). Con los avances en la 40 
tecnología de síntesis de ADN, es posible construir complejos génicos completos con un control completo sobre la 
identidad de cada nucleótido en el diseño. Esta capacidad elimina la dependencia del ADN físico natural para la 
construcción y permite el rediseño simultáneo de componentes en el sistema completo. Aprovechar al máximo esta 
tecnología requerirá la combinación de métodos de cálculo para seleccionar partes y examinar diseños, bibliotecas 
de partes caracterizadas y métodos para reducir su dependencia del contexto. 45 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Cepas y medios 
 50 
Se usó la cepa S17-1 de E. coli para la construcción y propagación de todos los plásmidos utilizados en la 
construcción 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 fijación de nitrógeno. Se usó medio de 
Luria-Bertani (LB)-Lennox para la propagación de la cepa. Todos los ensayos se llevaron a cabo en un medio 
mínimo que contenía (por litro) 25 g de Na2HPO4, 3 g de KH2PO4, 0,25 g de MgSO4•7H2O, 1 g de NaCl, 0,1g de 55 
CaCl2•2H2O, 2,9 mg de FeCl3, 0,25 mg de Na2MoO4•2H2O y 20 g de sacarosa. Los medios de crecimiento se 
definen como medios mínimos complementados con 6 ml (por litro) de 22 % de NH4Ac. Los medios de desrepresión 
se definen como medios mínimos suplementados con 1,5 ml (por litro) de serina al 10 %. Los antibióticos utilizados 
fueron 34,4 µg ml-1 Cm, 100 µg ml-1 Spec, 50 µg ml-1 Kan, y/o 100 µg ml-1 Amp. 
 60 
Aleatorización 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 óptimo 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 aparición 65 
en K. oxytoca) se evitaron y se suprimió la estructura de ARNm en la región de inicio de la traducción. El algoritmo 
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DNA2.0 eliminó los motivos de secuencia conocidos, incluidos los sitios de restricción, los sitios de reconocimiento 
de transposones, las secuencias de Shine-Dalgarno y los terminadores transcripcionales. 
 
Eliminación de la regulación no deseada 
 5 
Cada operón sintético se examinó antes de la síntesis de ADN para identificar y eliminar la regulación no deseada. 
Se identificaron múltiples tipos de regulación utilizando software disponible al público. Se utilizó la calculadora RBS 
(Ingeniería inversa, ARN 16S: ACCTCCTTA) para identificar sitios de unión a ribosomas a lo largo de la secuencia 
de ADN del operón propuesta (45). El servidor Prokaryotic Promoter Prediction se utilizó para identificar supuestos 
sitios promotores σ70 (valor de corte de 5, base de datos sigma.hmm) (46). El algoritmo PromScan se usó para 10 
identificar supuestos sitios promotores σ54 utilizando las opciones predeterminadas (47). El software TransTermHP 
se utilizó con parámetros predeterminados para identificar secuencias de terminación tanto en la dirección directa 
como inversa (48). Los RBS superiores a 50 UA y todos los promotores y terminadores identificados se consideraron 
significativos. 
 15 
Ensayo de actividad de nitrogenasa 
 
La actividad in vivo de la nitrogenasa se determina mediante reducción de acetileno como se describió previamente 
(49). Para el ensayo de actividad de nitrogenasa de células enteras en K.oxytoca, las células que albergan los 
plásmidos apropiados se incubaron en 5 ml de medio de crecimiento (suplementado con antibióticos, 30 °C, 250 20 
rpm) en tubos cónicos de 50 ml durante 14 horas. Los cultivos se diluyeron en 2 ml de medio de desrepresión 
(suplementado con antibióticos e inductores) hasta una OD600 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 vacío. Después de incubar 
los cultivos durante 5,5 horas a 30 °C, 250 r.p.m, el espacio de cabeza se reemplazó por 1 atmósfera de Ar. El 25 
acetileno se generó a partir de CaC2 usando una botella de Burris, y se inyectó 1 ml en cada botella para comenzar 
la reacción. Los cultivos se incubaron durante 1 hora a 30 °C, 250 rpm antes de que el ensayo se detuviera por 
inyección de 300 µl de solución de NaOH 4M en cada botella. Para cuantificar la producción de etileno, se extrajeron 
50 µl de espacio de cabeza de cultivo a través del tapón de goma con una jeringa hermética a los gases y se 
inyectaron manualmente en un cromatógrafo de gases HP 5890. La actividad de la nitrogenasa se expresa como un 30 
porcentaje de la actividad de tipo silvestre. Brevemente, la producción de etileno por las cepas se cuantificó 
integrando el área bajo el pico utilizando el software HP Chemstation y dividiendo la producción de etileno de cepas 
experimentales por la producción de etileno de un control de tipo silvestre incluido en cada ensayo. 
 
Crecimiento dependiente de N2 y ensayo de incorporación de 15N2 35 
 
La fijación de nitrógeno por el complejo nif sintético en K. oxytoca queda demostrada por el crecimiento dependiente 
de N2 y la incorporación de 15N2. Las células se diluyen como se describe en el ensayo de reducción de acetileno. El 
espacio de cabeza de las botellas se reemplaza por gas N2 normal o por el isótopo estable del nitrógeno, 15N2 
(átomo 15N 99,9 %, Icon Isotopes, N.º Cat.: IN 5501). Después de incubar los cultivos durante 36 horas a 30 °C, 250 40 
r.p.m, el crecimiento dependiente de N2 de las células se determina midiendo la densidad óptica a 600 nm (OD600). 
Para realizar el ensayo de incorporación de 15N2, las células enriquecidas en 15N con los cultivos de control 
correspondientes bajo gas nitrógeno normal se recogen por centrifugación, los sedimentos celulares se secan en un 
horno de laboratorio a 100 °C durante 12 horas. Se analiza la relación 15N/14N de los gránulos secos en el Centro de 
Biogeoquímica de isótopos estables de la Universidad de California, Berkeley, utilizando el espectrómetro de masas 45 
de relaciones isotópicas 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 plásmido 50 
suicida pDS132 que lleva la correspondiente deleción 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 modificación a un protocolo publicado previamente (50). Aquí, un casete de 
resistencia a la kanamicina se clonó en el plásmido suicida en dirección 5’ del fragmento de intercambio homólogo 
izquierdo. Estas deleciones de operón en el complejo génico nif abarca el promotor y las secuencias completas de 55 
codificación de aminoácidos, excepto cuando se designa específicamente. Todos los mutantes se verificaron 
mediante secuenciación de ADN del producto de PCR de la región génica correspondiente para confirmar la 
eliminación física del ADN y mediante un ensayo de reducción de acetileno de células completas para confirmar la 
falta de actividad de nitrogenasa. 
 60 
Caracterización de promotores 
 
Como se describe en este ejemplo, la función de los promotores se expresa como unidades de expresión relativa 
(REU). Esto es simplemente un factor lineal que se multiplica por las unidades arbitrarias medidas por el citómetro 
de flujo. El objetivo de normalizar a REU es estandarizar las mediciones entre laboratorios y proyectos. El factor 65 
lineal es 1,66x10-5 y la división por este número se convierte en unidades arbitrarias sin procesar. Este número se 
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calculó como un proxy de las RPU (unidades promotoras relativas) descritas por Kelly y sus colaboradores (51). 
Nuestras medidas estandarizadas originales se realizaron antes del artículo de Kelly e incluyeron un promotor de 
referencia diferente, proteína fluorescente (mRFP), RBS y esqueleto del plásmido. Debido a estas diferencias, no se 
puede calcular las RPU según lo definido por Kelly, et al. En cambio, se realizó una serie de plásmidos (Fig. 33A) 
para estimar la expresión relativa de la proteína indicadora a partir de construcciones experimentales en 5 
comparación con la construcción estándar en Kelly, et al. Los factores de conversión entre construcciones se 
midieron y multiplicaron para obtener el factor lineal anterior. Cambiamos el nombre de la unidad a REU (unidades 
de expresión relativa) porque pretende ser una normalización simple de unidades fluorescentes (similar a un cordón 
fluorescente) y no una medición directa de la actividad de un promotor (por ej., el flujo de polimerasa). 
 10 
Las células se cultivaron como en el ensayo de reducción de acetileno con dos modificaciones. La descarga inicial 
del espacio de cabeza con N2 no se realizó, y el ensayo se detuvo después de la incubación de 5,5 horas. Para 
detener el ensayo, se transfirieron 10 µl de células de cada botella a una placa de 96 pocillos que contenía solución 
salina tamponada con fosfato suplementada con 2 mg ml-1 de kanamicina Los datos de fluorescencia se recogieron 
utilizando un citómetro de flujo BD Biosciences LSRII. Los datos fueron controlados por dispersión frontal y lateral, y 15 
cada conjunto de datos consistió en al menos 10.000 células. FlowJo se utilizó para calcular las medias geométricas 
de las distribuciones de fluorescencia. El valor de autofluorescencia de las células de K. oxytoca que no albergan 
plásmido 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 plásmido N149 (SBa_000516), co-
transformando con el controlador N° 1 (plásmido N249), y midiendo la fluorescencia mediante citometría de flujo bajo 20 
inducción de IPTG 1 mM. 
 
Para reemplazar el promotor Ptac por un promotor de T7 en cada operón sintético, seguimos un proceso simple. 
Primero, identificamos la concentración de IPTG correspondiente a la actividad funcional máxima de cada operón 
sintético. En segundo lugar, tradujimos esta concentración de IPTG a REU en función de la caracterización del 25 
promotor Ptac (Fig. 33B, izquierda). En tercer lugar, seleccionamos el promotor de T7 mutante con la fuerza más 
cercana en REU. Para el operón sintético nifF, observamos una fijación amplia y robusta bajo el promotor Ptac. 
Encontramos que T7 mut 3 producía actividad funcional inducible con un máximo con inducción IPTG 1 mM de la 
ARNP de T7. Para el operón nifJ sintético, nuestro método sugiere que usemos un promotor de T7 mutante débil. 
Sin embargo, descubrimos que un promotor de T7 WT producía actividad inducible con un máximo de IPTG 1 mM. 30 
Atribuimos esta desviación a un cambio en la fuerza de RBS debido a diferencias contextuales entre Ptac y el 
promotor de T7. 
 
Depuración de operones sintéticos 
 35 
Algunos de los diseños iniciales para los operones refactorizados mostraron poca o ninguna actividad. Cuando esto 
ocurre, es difícil identificar el problema porque se han realizado tantos cambios genéticos simultáneamente hasta el 
punto que casi no hay identidad de ADN con la secuencia de tipo silvestre. Para identificar rápidamente el problema, 
se desarrolló un método de depuración que se puede generalizar al refactorizar diferentes funciones (Fig. 34A). Los 
operones quiméricos se crean al reemplazar una región de ADN de tipo silvestre con su contraparte sintética. La 40 
función de cada quimera en esta biblioteca se evalúa para identificar qué región de ADN sintético causó una pérdida 
de actividad. A continuación se construyen nuevas quimeras con cambios de resolución cada vez más finos entre el 
ADN sintético y el de tipo silvestre. Este enfoque “se acerca” a la región problemática del ADN, que luego se puede 
solucionar. El problema más común se debe a errores en la secuencia de ADN de referencia (Genbank, X13303.1) 
(52). Los genes refactorizados se diseñaron utilizando solo la información de la secuencia de aminoácidos de la 45 
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 secuenciación cuidadosa del complejo de tipo silvestre (Fig. 35). Quince de las 18 mutaciones ocurrieron en 
operones refactorizados que requirieron depuración y fueron corregidos (Fig. 34B). Esto demuestra la dificultad de 
reconstituir las funciones biológicas utilizando solo información de la base de datos y la síntesis de ADN (55). 50 
 
La modificación de la fuerza sintética del RBS también fue importante para la depuración. La función del operón 
nifUSVWZM sintético se mejoró significativamente al cambiar RBS para que coincidiese con una relación 1:1 de 
NifU:NifS. La selección inicial de RBS condujo a una relación observada de 10:1 en sus respectivas fuerzas de RBS. 
Después de la depuración, la fuerza de RBS de nifU y nifS estaba mejor equilibrada (1,25: 1) y esto mejoró la 55 
actividad. Para un RBS, el método de medición resultó ser inexacto. Observamos que la fuerza medida del RBS de 
nifQ de tipo silvestre era extremadamente baja (Fig. 27C), y el operón nifBQ sintético mostró baja actividad cuando 
el RBS de nifQ sintético se comparaba con la resistencia medida. Por el contrario, el análisis de robustez mostró un 
requisito para un alto nivel de expresión del operón nifBQ (Fig. 27B). Por lo tanto, se usó un RBS sintético con una 
fuerza cercana a la del RBS de nifB y se mejoró significativamente la actividad del operón de nifBQ. En un caso, 60 
nuestro gen nifH recodificado inicial no se expresó bien utilizando la regulación de tipo silvestre ni la sintética (Fig. 
37). Diseñamos un nuevo gen sintético, lo que requería 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. 
 65 
Crecimiento por fijación de nitrógeno 
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Las células capaces de fijación de nitrógeno deben exhibir un crecimiento medible en medios que carecen de 
nitrógeno utilizando N2 atmosférico como fuente de nitrógeno Por el contrario, las células incapaces de fijación de 
nitrógeno no deben crecer en medios libres de nitrógeno. 
 5 
En paralelo al ensayo de incorporación de 15N2, se controló el crecimiento de la cepa en condiciones de medios 
limitados en nitrógeno y 100 % de atmósfera de 15N2 (Métodos, Ensayo de crecimiento dependiente de N2). Las 
células se cultivaron en medios de desrepresión como se usa en el ensayo de actividad de nitrogenasa. Los medios 
de depresión no están estrictamente libres de nitrógeno, contienen serina 1,43 mM para promover la producción de 
ARN ribosómico y acelerar la biosíntesis de nitrogenasa (54). 10 
 
Las cepas que contienen el controlador N.º 1 y el complejo génico refactorizado crecieron casi un 30 % tanto como 
las cepas de tipo silvestre. Por el contrario, se observó un crecimiento mínimo en cepas Δnif, consistente con el 
limitado nitrógeno disponible de la serina y productos de la lisis celular (55). La Fig. 37 ilustra el crecimiento celular 
soportado por la fijación de nitrógeno. 15 
 
Ensayo de transferencia Western para la expresión de nifH sintético 
 
El primer nifHDK sintético no exhibió actividad nitrogenasa bajo la inducción que variaba de IPTG 0 a 1 mM, y el gen 
nifH (nifHv1 sintético) se identificó como una parte problemática utilizando el protocolo de depuración que se muestra 20 
en la Fig. 34. Sin embargo, no se encontró ninguna mutación. Las transferencias Western se usaron para confirmar 
la expresión problemática del nifH sintético. 
 
Una transferencia Western para la proteína NifH en la Fig. 37 (izquierda) mostró que el nifH tipo silvestre se 
expresaba bien con cualquier nifD o nifK sintético (construcción N10, N12, N14), mientras que el nifHv1 sintético no 25 
se expresaba independientemente del contexto de nifDK (construcción N1 y N19). Se utilizó un segundo nifH 
sintético (nifHv2 sintético) para reemplazar el nifHv1 sintético. La transferencia Western en la Fig. 37 (derecha) mostró 
que el nifHv2 sintético (construcción N38) se expresaba bien. 
 
Las muestras para las transferencias Western se prepararon mediante ebullición de las células de K. oxytoca 30 
recogidas en tampón de carga SDS-PAGE y desarrolladas en geles de SDS-poliacrilamida al 12 % (Lonza 
Biosciences). Las proteínas en los geles se transfirieron a membranas de PVDF (BioRad N.º Cat: 162-0177) usando 
Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell (BioRad N.º Cat: 170-3940). El bloqueo de la membrana y la unión de 
anticuerpos se realizaron usando SNAP i.d. Protein Detection System (Millipre N.º Cat WBAVDBA). Las membranas 
fueron bloqueadas por TBST-1 % BSA (TBS-Tween20). Los anticuerpos anti-NifH y anti-NifDK (proporcionados 35 
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 proteínas NifH purificadas de Azotobacter 
vinelandii, Clostridium pasteurianum, Rhodospirillum rubrum y K. oxytoca. El anticuerpo anti-NifDK se preparó contra 
la proteína NifDK purificada de Azotobacter vinelandii. Los anticuerpos anti-NifH y anti-NifDK se usaron a1:500 y 
1:2000 respectivamente. El anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo de cabra-HRP, Sigam N.º Cat: A0545) se usó 40 
a 1:10.000. El desarrollo se realizó usando un sustrato quimioluminiscente mejorado para HRP (Pierce N.º Cat: 
32209) y se capturó en una película (Kodak: N.º Cat: 178-8207). 
 
Construcción de plásmidos y partes 
 45 
Los plásmidos fueron diseñados 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 cálculo para eliminar la regulación no deseada (Métodos, “Eliminación 
de la regulación no deseada”), y las partes que contienen dicha regulación fueron reemplazadas. Este proceso 50 
reiterativo continuó hasta que los operones sintéticos incluyeron solo la regulación diseñada. 
 
El ADN físico se construyó utilizando técnicas de manipulación estándar. 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 más eficiente, 55 
excepto cuando se realizaban pequeños cambios (<10 pb) en plásmidos de menos de 10 kb de tamaño. 
Observamos que los fallos de ensamblaje eran poco frecuentes, más comunes en ensamblajes por encima de 15 
kbps, y estaban vinculados a la presencia de homología dentro de ∼500 pb de los extremos de la parte. En estos 
casos, observamos la hibridación de partes inesperadas para crear uniones no deseadas. 
 60 
El plásmido pIncW (pSa, SpR) se generó a partir de pEXT21 (pSa, SpR) mediante la eliminación de osa, nuc1, el 
gen integrasa Tn21 y ORF18 (60). El plásmido pSB4C5 (pSC101, CmR) se obtuvo del Registro de partes biológicas 
estándar y sirve como el vector base para la complementación de tipo silvestre, la caracterización de RBS y los 
operones sintéticos (57). El plásmido N58 (pSC101, CmR) se generó insertando el casete Ptac (Registro SynBERC, 
SBa_000561) entre el prefijo BioBrick y el sufijo BioBrick de pSB4C5. El plásmido N292 (SBa_000566) se generó 65 
insertando un casete de caracterización 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 plásmido N149 (SBa_000516) se construyó 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 plásmido N505 (SBa_000517) se construyó insertando el casete 
promotor Ptet (SBa_000562), RBS D103 (SBa_000563) y mRFP (SBa_000484) entre el prefijo BioBrick y el sufijo 5 
BioBrick de pSB4C5. El plásmido N110 (SBa_000564) se construyó 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 plásmido N573 (SBa_000559) se construyó insertando el marcador de resistencia AmpR en pNOR1020 
(14). 
 10 
Se ha demostrado que la expresión multicopia de algunos genes de fijación de nitrógeno puede eliminar la 
maduración y función de la nitrogenasa (es decir, la inhibición multicopia) (63, 64). Una incertidumbre adicional es 
que el reemplazo del promotor nativo con un promotor inducible podría interrumpir su función. Para examinar estos 
efectos, construimos plásmidos para complementar las actividades de las cepas inactivadas (Fig. 31) y probamos su 
actividad bajo control inducible. Estos plásmidos también son la base de los experimentos para cuantificar la 15 
robustez de los cambios en la expresión (Fig. 27). 
 
Los plásmidos de complementación se construyeron insertando el ADN que codifica cada operón de tipo silvestre 
entre el promotor Ptac y el sufijo BioBrick del plásmido N58 (pSC101, CmR). Una excepción fue el plásmido Nif18, 
que se construyó clonando el operón nifHDKTY en el sitio de clonación múltiple de pEXT21 (60). Las secuencias de 20 
operones de tipo silvestre se definieron mediante sitios de inicio de la transcripción publicados (65). 
 
Los vectores de caracterización de RBS de tipo silvestre se construyeron insertando la región 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 plásmido 
N58 (pSC101, CmR). La secuencia del gen nativo de + 1pb a +90 pb formó una fusión en marco con mRFP. En los 25 
casos en que la transcripción del gen no se extiende a -60 pb, se clonó un casete más corto en N58. La fuerza de 
RBS se caracterizó usando el Ensayo de Caracterización 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 midió usando un vector de caracterización de RBS sintético. Estos 30 
vectores se construyeron de manera similar a los vectores de caracterización de RBS de tipo silvestre usando -60 pb 
a + 90 pb del gen sintético diseñado. Esta región incluye parte de una secuencia amortiguadora, el RBS sintético y la 
región de +1 pb a + 90 pb del gen sintético. Si los RBS sintéticos y de tipo silvestre diferían en más de 3 veces en la 
expresión, 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). 35 
 
Los operones sintéticos se clonaron en el esqueleto de pSB4C5 (pSC101, CmR) entre el prefijo BioBrick y el sufijo 
BioBrick. 
 
Generación de partes sintéticas 40 
 
ARN polimerasa de T7*: La ARN polimerasa de T7 se modificó para que no fuese tóxica tanto para Klebsiella como 
para E. coli a altos niveles de expresión. La ARNP se expresó a partir de un origen de bajo número de copias (pSa) 
bajo el control de un RBS débil (SBa_000507, TATCCAAACCAGTAGCTCAATTGGAGTCGTCTAT) y etiqueta de 
degradación N-terminal (SBa_000509, 45 
TTGTTTATCAAGCCTGCGGATCTCCGCGAAATTGTGACTTTTCCGCTATTTAGCGA 
TCTTGTTCAGTGTGGCTTTCCTTCACCGGCAGCAGATTACGTTGAACAGCGCATC GATCTGGGTGGC). El codón 
de inicio se cambió de ATG a GTG, y el sitio activo contenía una mutación (R632S). 
 
Promotores de T7: los promotores de T7 se generaron a partir de una biblioteca aleatoria. La secuencia de semilla 50 
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 caracterización del terminador N292 (SBa_000566). La secuencia semilla del terminador T7 fue 55 
TANNNAACCSSWWSSNSSSSTCWWWCGSSSSSSWWSSGTTT. Los plásmidos terminadores se transformaron 
conjuntamente con el plásmido N249 y se caracterizaron (Métodos, Caracterización de fluorescencia) bajo inducción 
de IPTG 1 mM de la ARNP de T7*. La expresión de RFP se midió para cada terminador, y los datos se expresan 
como la reducción 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 60 
 
Sitios de unión al ribosoma: la calculadora RBS se utilizó 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 
nifJ y nifQ, y SBa_000469 para nifH). En los casos en que la fuerza del RBS sintético inicial difería del RBS WT en 
más de 3 veces (nifV, nifZ y nifM), se construyó una biblioteca de RBS sintético reemplazando los 15 pb en dirección 65 
5’ del codón 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 unión al ribosoma se expresa en unidades de 
fluorescencia arbitrarias medidas usando el ensayo de caracterización 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). 5 
 
Lógica AND: construimos un circuito genético que codifica la lógica A AND B y usamos este circuito para controlar la 
ARNP de T7* en el Controlador N.º 3. En este circuito, la lógica 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 construyó modificando el 
promotor Ptac en el Controlador N.º 1 (SBa_000520) para incluir los sitios de unión al represor cI OR1 y OR2 para 10 
producir el plásmido N639 (SBa_000560). Además, el plásmido pNOR1020 codifica el represor cI 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 lógico IPTG AND aTc.  
 15 

Secuencia de Ptac (SBa_000512): 
tattctgaaatgagctgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatt 
 
Secuencia de Ptac más OR1 y OR2 (SBa_000506): 
tattaacaccgtgcgtgttgacagctatacctctggcggttataatgctagcggaattgtgagcggataacaatt 20 

 
La Figura 39 ilustra mapas para plásmidos clave. 
 
El complejo génico nif en K. oxytoca Ma5L se volvió a secuenciar a partir de fragmentos de PCR. La secuencia de 
ADN re-secuenciada se comparó con la secuencia de referencia de Genbank, X13303.1 (52). Las diferencias de 25 
secuencia se enumeran en la Fig. 35. Las ubicaciones de los nucleótidos están numeradas en relación con 
X13303.1. Se muestran mutaciones de aminoácidos para corregir errores en el registro X13303.1 (Impacto). 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para reemplazar la regulación nativa de un conjunto de genes asociados colectivamente con una 
función con regulación sintética, comprendiendo el método 
proporcionar secuencias codificantes de un conjunto de polipéptidos codificados por genes asociados 5 
colectivamente con una función; 
cambiar la identidad de los codones dentro de al menos una secuencia codificante, eliminando así 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 sinónimos no nativos que 
tienen una distancia máxima de los codones de la secuencia codificante nativa; 10 
organizar las secuencias codificantes en uno o más operones sintéticos, en el que la organización comprende 
ordenar secuencias codificantes dentro de los operones de modo que el gen de mayor expresión (basado en la 
expresión nativa) ocurra primero y el gen de menor expresión (basado en la expresión nativa) ocurra el último; 
unir operativamente una o más secuencias reguladoras transcripcionales heterólogas al operón u operones 
controlando así la magnitud de la expresión génica del operón u operones; y 15 
expresar el uno o más operón u operones sintéticos en una célula bajo el control de un polipéptido que se une 
directa o indirectamente a la secuencia reguladora transcripcional heteróloga. 
 
2. El método de la reivindicación 1, en el que el conjunto de genes es de un procariota. 
 20 
3. El método de la reivindicación 1, que comprende además identificar y eliminar uno o más sitios de inserción de 
transposones, sitios que promueven la recombinación, sitios para escisión por endonucleasas de restricción y sitios 
que están metilados. 
 
4. El método de la reivindicación 1, en el que la organización comprende agrupar secuencias codificantes en 25 
operones basados en un nivel de expresión nativa sustancialmente similar. 
 
5. El método de la reivindicación 1, en el que la magnitud de la expresión de las secuencias codificantes 
corresponde sustancialmente a la proporción de proteínas codificadas por las secuencias codificantes tal como se 
mide en el sistema nativo. 30 
 
6. El método de la reivindicación 1, en el que la secuencia o secuencias reguladoras de la transcripción heterólogas 
comprenden un promotor o promotores de la ARNP de T7. 
 
7. El método de la reivindicación 1, que comprende además unir operativamente un sitio de unión al ribosoma (RBS) 35 
heterólogo a una o más secuencias codificantes en el operón sintético. 
 
8. El método de la reivindicación 7, en el que diferentes RBS están unidos operativamente a diferentes secuencias 
codificantes. 
 40 
9. El método de la reivindicación 8, en el que los RBS regulan la traducción de las secuencias codificantes en una 
proporción que es sustancialmente similar a la proporción de traducción nativa del operón nativo. 
 
10. El método de la reivindicación 1, que comprende además unir operativamente una secuencia de terminador 
transcripcional heterólogo a una o más secuencias codificantes en el operón sintético. 45 
 
11. El método de la reivindicación 10, en el que los terminadores son terminadores de la ARNP de T7. 
 
12. El método de la reivindicación 1, en el que el polipéptido que se une directa o indirectamente a la secuencia 
reguladora transcripcional heteróloga se expresa a partir de un casete de expresión de control, comprendiendo el 50 
casete de expresión un promotor de control unido operativamente a una secuencia polinucleotídica que codifica el 
polipéptido. 
 
13. Un producto de programa informático que comprende un medio tangible legible por ordenador que almacena una 
pluralidad de instrucciones para controlar un procesador para realizar una operación para reemplazar la regulación 55 
nativa de un conjunto de genes asociados colectivamente con una función con regulación sintética, comprendiendo 
las instrucciones las etapas del método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12. 
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