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DESCRIPCION
Plataforma de ingenieria genémica de HTP para mejorar Escherichia coli
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad a la Solicitud Provisional de EE.UU. Nimero de serie 62/515.870,
presentada el 6 de junio de 2017.

CAMPO

La presente descripcion se dirige a la ingenieria gendmica microbiana de alta capacidad (HTP) para Escherichia coli.
La plataforma de ingenieria genémica de HTP descrita esté dirigida computacionalmente e integra biologia molecular,
automatizacion y protocolos avanzados de aprendizaje automatico. Esta plataforma integradora usa una serie de
conjuntos de herramientas moleculares de HTP para crear bibliotecas de disefio genético de HTP, que se obtienen,
entre otras cosas, a partir de conocimientos cientificos profundos y reconocimiento de patrones iterativos.

DECLARACION RESPECTO A LA LISTA DE SECUENCIAS

La lista de secuencias asociada con esta solicitud se proporciona en formato de texto en lugar de una copia en papel.
El nombre del archivo de texto que contiene la lista de secuencias es ZYMR_012_01WO_SeqList_ST25.txt. El archivo
de texto es de = 127 KB, se cre6 el 6 de junio de 2018 y se envia electronicamente a través de EFS-Web.

ANTECEDENTES

Los seres humanos han estado aprovechando las posibilidades que ofrecen las rutas biosintéticas celulares
microbianas durante milenios para producir productos de interés, cuyos ejemplos mas antiguos incluyen alcohol,
vinagre, queso y yogur. Estos productos todavia tienen una gran demanda en la actualidad y también han ido
acompafados de un repertorio cada vez mayor de productos producibles por microbios. La llegada de la tecnologia
de la ingenieria genética ha permitido a los cientificos disefiar y programar nuevas rutas biosintéticas en una variedad
de organismos para producir una amplia variedad de productos industriales, médicos y de consumo. De hecho, los
cultivos celulares microbianos se utilizan ahora para producir productos que van desde moléculas pequefas,
antibidticos, vacunas, insecticidas, enzimas, combustibles y productos quimicos industriales.

Dada la gran cantidad de productos producidos por microbios industriales modernos, no es de extrafiar que los
ingenieros estén bajo una tremenda presion para mejorar la velocidad y la eficiencia con la que un microorganismo
dado es capaz de producir un producto objetivo. Se ha utilizado una variedad de enfoques para mejorar la economia
de los procedimientos industriales de base bioldgica "mejorando” el microorganismo implicado. Por ejemplo, muchas
industrias farmacéuticas y quimicas se basan en programas de mejora de cepas microbianas en los que las cepas
parentales de un cultivo microbiano mutan continuamente mediante la exposicién a sustancias quimicas o radiacién
UV y, posteriormente se criban buscando aumentos de rendimiento, tales como la productividad, el rendimiento y el
titulo. Este procedimiento de mutagénesis se repite extensamente hasta que una cepa demuestra un aumento
adecuado en el rendimiento del producto. La siguiente cepa "mejorada” se usa después en la produccién comercial.
La identificacion de cepas microbianas industriales mejoradas por mutagénesis requiere mucho tiempo y es ineficaz.
El procedimiento, por su propia naturaleza, es asistematico y se basa en tropezar con una mutacién que tiene un
resultado deseable en la produccion del producto. Los programas tradicionales de mejora de cepas microbianas no
solo son ineficaces, sino que el procedimiento también puede dar lugar a cepas industriales con un alto grado de carga
mutagénica perjudicial. La acumulacién de mutaciones en cepas industriales sometidas a este tipo de programas
puede llegar a ser significativa y puede conducir a un eventual estancamiento en la mejora de la tasa de rendimiento.

Quizés no hay mejor ejemplo del estancamiento que resulta de los programas de mejora de cepas tradicionales que
con E. coli, que es uno de los sistemas hospedantes microbianos mas modificados que existen. El microbio se ha
sometido a los métodos tradicionales mencionados antes de mejora de la cepa microbiana durante décadas. A pesar
de la gran cantidad de esfuerzo que se ha dedicado a la modificacién de E. coli, el microbio todavia tiene una enorme
cantidad de potencial sin explotar. Esto se debe a que E. coli presenta desafios Unicos para los investigadores que
intentan mejorar el microbio con fines de produccion. Estos desafios han obstaculizado el campo de la ingenieria
gendmica en E. coliy han impedido a los investigadores aprovechar todo el potencial de este sistema microbiano.

En particular, la industria todavia no ha desarrollado un sistema de alta capacidad para la modificacion genémica en
E. coli. Esta claro que los métodos tradicionales de mejora de cepas han alcanzado una meseta con respecto a este
sistema de organismos, pero los investigadores aun no tienen las herramientas de modificacion gendémica que se
necesitan para atravesar esta meseta.

Lee Michael E et al., ASC Synthetic Biology, 18 de septiembre de 2015, vol. 4, n® 9, paginas 975 a 986, describen una
plataforma para la modificacion de microbios (p. €j., levaduras) basada en un ensamblaje modular de multiples
plasmidos separados (p. €j., seleccionados de bibliotecas de elementos tales como plasmidos de parte del promotor
o terminador) para formar una unidad transcripcional que permite la expresién de genes individuales en microbios.
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Kincade JM et al., Gene, vol. 97, n® 1, 1 de enero de 1991, paginas 7 a 12, describen los promotores pL y pR del
bacteriéfago lambda determinantes de la secuencia de la actividad in vivo y la sensibilidad al inhibidor de la ADN
girasa, cumermicina.

Rainer Knaus et al., The EMBO Journal, vol. 7, n® 9, 25 de agosto de 1988, paginas 2919-2923, describen diferentes
secuencias de promotores quiméricas que comprenden secuencias de promotores pL y pR variantes, de
aproximadamente 43 nucleétidos de longitud y que consisten en una parte distal del promotor pR del fago lambda,
regiones variables -35 y -10 de los promotores pL y pR del fago lambda que tienen cada uno seis nucleétidos de
longitud y porciones centrales de pL y pR del fago lambda.

El documento EP 2 657 250 A2 describe un método para mejorar la actividad de la acetil-coA sintetasa mediante la
mejora de la expresidn génica mediante modificacion de secuencias de nucleétidos de la regiéon promotora y la region
5'-UTR del gen asc.

El documento US 2006/141578 A1 describe un método de produccién de una proteina deseada por recombinacion
génica. Los vectores usados comprenden la parte 5'-UTR/sitio de uniéon al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs
de E. coli.

William R McCleray, Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 84, n® 4, 25 Julio de 2009, paginas 641-648, es un
articulo de revision que analiza la aplicacion de técnicas de intercambio de promotores para controlar la expresion de
genes cromosémicos.

Pengfei GU et al., Microbial Cell Factories, vo. 11, n? 1, 2 de marzo de 2012, pagina 30, describen el uso del intercambio
de promotores para mejorar la produccién de L-tripté6fano en Escherichia coli.

Rice Christopher D et al., Applied and Enviromental Microbiology, vol. 75, n® 3, febrero de 2009, paginas 573-583,
describen que el uso de una técnica de intercambio de promotores muestra que PhoU modula la actividad del
transportador de ABC PstSCAB: en Escherichia coli. Gueguen Erwan et al., Applied and Environmental Microbiology,
vol. 79, n® 1, enero de 2013, paginas 32-38, describen el uso de intercambio de promotores para revelar la funcion del
sistema de secrecion de Citrobacter rodentium CTS1 tipo VI en la competencia interbacteriana.

Por lo tanto, existe una gran necesidad en la técnica de nuevos métodos de modificacién de E. coli con fines de
produccion, que no tengan los inconvenientes antes mencionados inherentes a los programas tradicionales de mejora
de cepas. Especificamente, un sistema de alta capacidad para descubrir y consolidar mutaciones beneficiosas en E.
coli revolucionaria el campo y permitiria a los investigadores aprovechar todo el potencial de este organismo.

RESUMEN DE LA DESCRICPCION

La presente descripcion proporciona una plataforma de ingenieria gendmica de alta capacidad (HTP) para E. coli que
no tiene la miriada de problemas asociados con los programas tradicionales de mejora de cepas microbianas.

Ademas, la plataforma de HTP ensefnada en el presente documento es capaz de rehabilitar cepas de E. coli que han
acumulado mutaciones no beneficiosas durante décadas de programas de mejora de cepas basados en mutagénesis
aleatoria.

La descripcion también proporciona conjuntos de herramientas y procedimientos de ingenieria genémica Unicos, que
respaldan la funcionalidad de la plataforma de HTP en un sistema de E. coli.

La plataforma de ingenieria genémica de HTP descrita se dirige computacionalmente e integra biologia molecular,
automatizacion y protocolos avanzados de aprendizaje automatico. Esta plataforma integradora usa una serie de
conjuntos de herramientas moleculares de HTP para crear bibliotecas de disefio genético de HTP, que se obtienen,
entre otros, de conocimientos cientificos profundos y reconocimiento de patrones iterativos.

Las bibliotecas de disefio genético de HTP ensefadas funcionan como conductoras del procedimiento de ingenieria
gendmica, proporcionando bibliotecas de alteraciones gendmicas particulares para ensayar en E. coli. Los microbios
modificados usando una biblioteca particular, o combinacién de bibliotecas, se seleccionan de manera eficiente de
una manera HTP para un efecto de resultado, p. €j. la produccién de un producto de interés. Este procedimiento de
utilizar las bibliotecas de disefio genético de HTP para definir alteraciones genémicas particulares para ensayar en un
microbio y después posteriormente cribar genomas microbianos del hospedante que albergan las alteraciones se
implementa de una manera eficiente e iterativa. En algunos ejemplos, el ciclo iterativo o "rondas" de campanas de
ingenieria genémica puede ser al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas
iteraciones/ciclos/rondas.

Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa métodos para llevar a cabo al menos 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650,
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675, 700, 725, 750, 775, 800, 825, 850, 875, 900, 925, 950, 975, 1000 0 mas "rondas" de ingenieria genética de HTP
(p. €j., rondas de intercambio de SNP, intercambio de PRO, intercambio de STOP o combinaciones de los mismos)
en un sistema hospedante de E. coll.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia un enfoque lineal, en el que cada ronda subsiguiente de
ingenieria genética de HTP se basa en la variacion genética identificada en la ronda previa de ingenieria genética. En
otros ejemplos, la presente descripcion ensefa un enfoque no lineal, en el que cada ronda subsiguiente de ingenieria
genética de HTP se basa en la variacion genética identificada en cualquier ronda previa de ingenieria genética,
incluyendo analisis realizados previamente y ramas de ingenieria genética de HTP separadas.

Los datos de estos ciclos iterativos permiten el andlisis de datos a gran escala y el reconocimiento de patrones, que
utiliza la plataforma integradora para informar a rondas posteriores de implementacién de la biblioteca de disefio
genético de HTP. En consecuencia, las bibliotecas de disefio genético de HTP utilizadas en la plataforma ensefiada
son herramientas altamente dinamicas que se benefician de algoritmos de reconocimiento de patrones de datos a
gran escala y se vuelven mas informativas por medio de cada ronda iterativa de modificacién microbiana. Dicho
sistema no se ha desarrollado nunca para E. coli y se necesita desesperadamente en la técnica.

En algunos ejemplos, las bibliotecas de disefio genético de la presente descripcidon comprenden al menos 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67,
68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650,
675, 700, 725, 750, 775, 800, 825, 850, 875, 900, 925, 950, 975, 1000 o mas cambios genéticos individuales (p. €j., al
menos un nimero X de combinaciones de promotor:gen en la biblioteca de intercambio de PRO).

En algunos ejemplos, la presente descripcidén ensefia un método de ingenieria gendmica de alta capacidad (HTP) para
transformar una cepa de E. coli para que adquiera un fenotipo deseado, que comprende: a) perturbar los genomas de
una pluralidad inicial de cepas de E. coli que tienen el mismo contexto de cepa, para crear asi una biblioteca de cepas
de E. coli de disefio genético de HTP inicial que comprende cepas individuales con variaciones genéticas Unicas; b)
cribar y seleccionar cepas individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de disefio genético de HTP inicial segun el
fenotipo deseado; c) proporcionar una pluralidad subsiguiente de microbios de E. coli que comprende cada uno una
combinacion Unica de variacion genética, seleccionada dicha variacién genética de la variacién genética presente en
al menos dos cepas individuales de E. coli cribadas en la etapa precedente, para crear asi una biblioteca de cepas de
E. coli de disefio genético de HTP subsiguiente; d) cribar y seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca
de cepas de E. colide disefio genético de HTP subsiguiente segun el fenotipo deseado; e) repetir las etapas c¢)-d) una
0 mas veces, de forma lineal o no lineal, hasta que una cepa de E. coli haya adquirido el fenotipo deseado, en donde
cada iteracién subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas de E. coli de disefo genético de HTP que comprende
cepas de E. coli individuales que albergan variaciones genéticas Unicas que son una combinacién de variacion
genética seleccionada de entre al menos dos cepas de E. coli individuales de una biblioteca de cepas de E. coli de
disefio genético de HTP precedente.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que la biblioteca de cepas de E. coli de disefio genético de HTP
inicial es al menos una seleccionada del grupo que consiste en una biblioteca de cepas microbianas de intercambio
de promotor, biblioteca de cepas microbianas de intercambio de SNP, biblioteca de cepas microbianas de codones de
inicio/parada, biblioteca de cepas microbianas de secuencia optimizada, una biblioteca de cepas microbianas de
intercambio de terminadores, una biblioteca de cepas microbianas de marcadores de solubilidad de proteinas, una
biblioteca de cepas microbianas de marcadores de degradacion de proteinas o cualquier combinacion de las mismas.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para hacer una pluralidad subsiguiente de cepas de E.
coli que cada una comprende una combinacion Unica de variaciones genéticas, en donde cada una de las variaciones
genéticas combinadas se obtiene de la biblioteca de cepas de E. coli del disefio genético HTP inicial o la biblioteca de
cepas de E. colide disefio genético HTP de la etapa precedente.

En algunos ejemplos, la combinacién de variaciones genéticas en la pluralidad subsiguiente de cepas de E. coli
comprendera un subconjunto de todas las posibles combinaciones de las variaciones genéticas en la biblioteca de
cepas de E. coli de disefio genético de HTP inicial o la biblioteca de cepas de E. coli de disefio genético de HTP de la
etapa precedente.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que la biblioteca de cepas de E. coli de disefio genético de HTP
subsiguiente es una biblioteca de cepas combinatoria completa derivada de las variaciones genéticas en la biblioteca
de cepas de E. colide disefio genético de HTP inicial o la biblioteca de cepas de E. coli de disefio genético de HTP de
la etapa precedente.

Por ejemplo, si la biblioteca de cepas de E. coli de disefio genético de HTP previa solo tenia variaciones genéticas A,
B, C y D, entonces una combinacion parcial de dichas variaciones podria incluir una biblioteca de cepas de E. coli de
disefio genético de HTP subsiguiente que comprende tres cepas comprendiendo cada una de las combinaciones
unicas AB, AC o AD de variaciones genéticas (el orden en el que se representan las mutaciones no es importante).
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Una biblioteca de cepas de E. coli combinatoria completa derivada de las variaciones genéticas de la biblioteca de
disefio genético de HTP de la etapa precedente incluiria seis microbios, comprendiendo cada uno combinaciones
Unicas de variaciones genéticas AB, AC, AD, BC, BD o CD.

En algunos ejemplos, los métodos de la presente descripcion ensefan la perturbacion del genoma de E. coli utilizando
al menos un método seleccionado del grupo que consiste en: mutagénesis aleatoria, inserciones de secuencias
dirigidas, deleciones de secuencias dirigidas, reemplazos de secuencias dirigidas o cualquier combinacién de los
mismos.

En algunos ejemplos de los métodos descritos actualmente, la pluralidad inicial de E. coli comprende variaciones
genéticas unicas derivadas de una cepa de E. coli de produccién industrial.

En algunos ejemplos de los métodos descritos actualmente, la pluralidad inicial de E. coli comprende cepas de E. coli
de produccion industrial denominadas Si1Geni y cualquier nUmero de generaciones microbianas subsiguientes
derivadas de las mismas denominadas SnGenn.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de SNP, que comprende las etapas de: a) proporcionar una cepa de E. coli de referencia y una segunda
cepa de E. coli, en donde la segunda cepa de E. coli comprende una pluralidad de variaciones genéticas identificadas
seleccionadas de polimorfismos de un solo nucleétido, inserciones de ADN y deleciones de ADN, que no estan
presentes en la cepa de referencia; b) perturbar el genoma de la cepa de referencia, o de la segunda cepa, para crear
asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de SNP inicial que comprende una pluralidad de cepas de E. coli
individuales con variaciones genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas
individuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas Unicas corresponde a una Unica variacioén genética
seleccionada de la pluralidad de variaciones genéticas identificadas entre la cepa de referencia y la segunda cepa.

En algunos ejemplos de una biblioteca de intercambio de SNP, el genoma de la cepa de E. coli de referencia se
perturba para afiadir uno o mas de los polimorfismos de un solo nucleétido, inserciones de ADN o deleciones de ADN
identificados, que se encuentran en la segunda cepa de E. coli.

En algunos ejemplos de una biblioteca de intercambio de SNP, el genoma de la segunda cepa de E. coli se perturba
para eliminar uno o mas de los polimorfismos de un solo nucleétido, inserciones de ADN o deleciones de ADN
identificados, que no se encuentran en la cepa de E. coli de referencia.

En algunos ejemplos, las variaciones genéticas de la biblioteca de intercambio de SNP comprenderan un subconjunto
de todas las variaciones genéticas identificadas entre la cepa de E. coli de referencia y la segunda cepa de E. coli.

En algunos ejemplos, las variaciones genéticas de la biblioteca de intercambio de SNP comprenderan todas las
variaciones genéticas identificadas, identificadas entre la cepa de E. coli de referencia y la segunda cepa de E. coli.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia un método para rehabilitar y mejorar el rendimiento fenotipico
de una cepa de E. coli industrial, que comprende las etapas de: a) proporcionar una cepa de E. coli de linaje parental
y una cepa de E. coli industrial derivada de la misma, en donde la cepa industrial comprende una pluralidad de
variaciones genéticas identificadas seleccionadas de polimorfismos de un solo nucleétido, inserciones de ADN y
deleciones de ADN, no presentes en la cepa de linaje parental; b) perturbar el genoma de la cepa de linaje parental o
de la cepa industrial, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de SNP inicial que comprende
una pluralidad de cepas individuales con variaciones genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha
pluralidad de cepas individuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas Unicas corresponde a una Unica
variacion genética seleccionada de la pluralidad de variaciones genéticas identificadas entre la cepa de linaje parental
y la cepa industrial; c) cribar y seleccionar cepas individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
SNP inicial para mejorar el rendimiento fenotipico frente a una cepa de E. coli de referencia, identificando asi
variaciones genéticas Unicas que confieren a dichas cepas de E. coli mejoras en el rendimiento del fenotipo; d)
proporcionar una pluralidad subsiguiente de cepas de E. coli que cada una comprende una combinacion Unica de
variacion genética, seleccionada dicha variacion genética de la variacion genética presente en al menos dos cepas
individuales cribadas en la etapa precedente, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de SNP
subsiguiente; e) cribar y seleccionar cepas individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de SNP
subsiguiente para mejorar el rendimiento del fenotipo frente a la cepa de referencia, identificando asi combinaciones
Unicas de variacion genética que confieren a dichas cepas de E. coli mejoras adicionales del rendimiento del fenotipo;
y f) repetir las etapas d)-e) una o mas veces, de una forma lineal o no lineal, hasta que una cepa presenta un nivel
deseado de rendimiento del fenotipo mejorado en comparacion con el rendimiento del fenotipo de la cepa industrial
de E. coli, en donde cada iteracién subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de SNP
que comprende cepas microbianas individuales que albergan variaciones genéticas Unicas que son una combinacién
de variacion genética seleccionada de entre al menos dos cepas microbianas individuales de una biblioteca de cepas
de E. coli de intercambio de SNP precedente.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para rehabilitar y mejorar el rendimiento fenotipico de
una cepa industrial de E. coli, en donde el genoma de la cepa de E. coli de linaje parental se perturba para afadir uno
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0 mas de los polimorfismos de un solo nucle6tido, ADN inserciones o deleciones de ADN identificados, que se
encuentran en la cepa industrial de E. coli.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para rehabilitar y mejorar el rendimiento fenotipico de
una cepa industrial de E. coli, en donde el genoma de la cepa industrial de E. coli se perturba para eliminar uno o mas
de los polimorfismos de un solo nucleétido, inserciones de ADN, o deleciones de ADN identificados, que no se
encuentran en la cepa de E. coli del linaje parental.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores, comprendiendo dicho método las etapas de: a) proporcionar una pluralidad de genes diana
enddgenos para una cepa de E. coli base, y una escalera de promotores, en donde dicha escalera de promotores
comprende una pluralidad de promotores que presentan diferentes perfiles de expresion en la cepa de E. colibase; b)
modificar el genoma de la cepa de E. coli base, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores inicial que comprenda una pluralidad de cepas de E. coli individuales con variaciones genéticas Unicas
encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas individuales, en donde cada una de dichas variaciones
genéticas Unicas comprende uno de los promotores de la escalera de promotores unido operativamente a uno de los
genes diana endbgenos para la cepa de E. colibase.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método de intercambio de promotores de ingenieria gendmica
para transformar una cepa de E. coli para que adquiera un fenotipo deseado, comprendiendo dicho método las etapas
de: a) proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de
promotores, en donde dicha escalera de promotores comprende una pluralidad de promotores que presentan
diferentes perfiles de expresion en la cepa base de E. coli; b) modificar el genoma de la cepa base de E. coli, para
crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores inicial que comprenda una pluralidad de
cepas de E. coli individuales con variaciones genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad
de cepas individuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas Unicas comprende uno de los promotores
de la escalera de promotores operativamente unido a uno de los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli;
c) cribar y seleccionar cepas individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores inicial para
el fenotipo deseado; d) proporcionar una pluralidad subsiguiente de cepas de E. coli que cada una comprende una
combinacion Unica de variacion genética, dicha variacion genética seleccionada de la variacién genética presente en
al menos dos cepas individuales cribadas en la etapa precedente, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores subsiguiente; e) cribar y seleccionar cepas individuales de la biblioteca de cepas de E. coli
de intercambio de promotores subsiguiente para el fenotipo deseado; f) repetir las etapas d)-e) una o mas veces, de
una forma lineal o no lineal, hasta que un microbio haya adquirido el fenotipo deseado, en donde cada iteracion
subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores que comprende cepas
individuales que albergan variaciones genéticas Unicas que son una combinacion de variacion genética seleccionada
de entre al menos dos cepas individuales de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores
precedente.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de terminadores, comprendiendo dicho método las etapas de: a) proporcionar una pluralidad de genes
diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de terminadores, en donde dicha escalera de
terminadores comprende una pluralidad de terminadores que presentan diferentes perfiles de expresion en la cepa
base de E. coli; b) modificar el genoma de la cepa base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. colide
intercambio de terminadores inicial que comprende una pluralidad de cepas individuales con variaciones genéticas
Unicas que se encuentran dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas individuales, en donde cada una de dichas
variaciones genéticas Unicas comprende uno de los genes diana endbgenos para la cepa base de E. coli
operativamente unida a uno o mas de los terminadores de la escalera de terminadores.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia un método de intercambio de terminadores de ingenieria
gendmica para transformar una cepa de E. coli para que adquiera un fenotipo deseado, comprendiendo dicho método
las etapas de: a) proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera
de terminadores, en donde dicha escalera de terminadores comprende una pluralidad de terminadores que presentan
diferentes perfiles de expresion en la cepa base de E. coli; b) modificar el genoma de la cepa base de E. coli, para
crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de terminadores inicial que comprende una pluralidad de
cepas de E. coliindividuales con variaciones genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad
de cepas individuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas Unicas comprende uno de los genes diana
endbgenos para la cepa base de E. coli operativamente unida a uno o méas de los terminadores de la escalera de
terminadores; c) cribar y seleccionar cepas microbianas individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio
de terminadores inicial para el fenotipo deseado; d) proporcionar una pluralidad subsiguiente de cepas de E. coli que
cada una comprende una combinacién Unica de variacidon genética, dicha variacion genética seleccionada de la
variacion genética presente en al menos dos cepas individuales cribadas en la etapa precedente, para crear asi una
biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de terminadores subsiguiente; e) cribar y seleccionar cepas individuales
de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de terminadores subsiguiente para el fenotipo deseado; f) repetir
las etapas d)-e) una o mas veces, de una forma lineal o no lineal, hasta que un microbio haya adquirido el fenotipo
deseado, en donde cada iteracion subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
terminadores que comprende cepas individuales que albergan variaciones genéticas Unicas que son una combinacion
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de variacion genética seleccionada de entre al menos dos cepas individuales de una biblioteca de cepas de E. colide
intercambio de terminadores precedente.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la mejora iterativa del disefio de cepas candidatas de E. coli (a)
accediendo a un modelo predictivo equipado con un conjunto de entrenamiento que comprende (1) entradas que
representan cambios genéticos para una o mas cepas de E. coli originales y (2) medidas de rendimiento
correspondientes; (b) aplicar entradas de ensayo al modelo predictivo que representan cambios genéticos,
correspondiendo las entradas de ensayo a cepas candidatas de E. coli que incorporan esos cambios genéticos; (c)
predecir el rendimiento fenotipico de las cepas candidatas de E. coli basandose, al menos en parte, en el modelo
predictivo; (d) seleccionar un primer subconjunto de las cepas candidatas de E. coli basandose, al menos en parte, en
su comportamiento previsto; (e) obtener el rendimiento fenotipico medido del primer subconjunto de las cepas
candidatas de E. coli; (f) obtener una seleccién de un segundo subconjunto de las cepas candidatas de E. coli
basandose, al menos en parte, en su rendimiento fenotipico medido; (g) afadir al conjunto de entrenamiento del
modelo predictivo (1) entradas correspondientes al segundo subconjunto seleccionado de cepas de E. coli candidatas,
junto con (2) el rendimiento medido correspondiente del segundo subconjunto seleccionado de cepas candidatas de
E. coli; y (h) repetir (b)-(g) hasta que el rendimiento fenotipico medido de al menos una cepa candidata de E. coli
satisfaga un indicador de rendimiento. En algunos casos, durante una primera aplicaciéon de entradas de ensayo al
modelo predictivo, los cambios genéticos representados por las entradas de ensayo comprenden cambios genéticos
en una o mas cepas de E. coli originales; y durante aplicaciones posteriores de entradas de ensayo, los cambios
genéticos representados por las entradas de ensayo comprenden cambios genéticos en cepas de E. coli candidatas
dentro de un segundo subconjunto previamente seleccionado de cepas candidatas de E. coli.

En algunos ejemplos, la seleccion del primer subconjunto se puede basar en efectos epistaticos. Esto se puede lograr:
durante una primera seleccion del primer subconjunto: determinando los grados de diferencia entre las medidas de
rendimiento de una o mas cepas de E. coli originales en respuesta a la aplicacién de una pluralidad de entradas
respectivas que representan cambios genéticos en una o mas cepas de E. coli originales; y seleccionando para su
inclusién en el primer subconjunto al menos dos cepas candidatas de E. coli basandose, al menos en parte, en los
grados de diferencia en las medidas de rendimiento de una o mas cepas de E. coli originales en respuesta a la
aplicacién de cambios genéticos incorporados en las al menos dos cepas candidatas de E. coli.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la aplicacién de efectos epistaticos en la mejora iterativa de
cepas de E. coli candidatas, comprendiendo el método: obtener datos que representan el rendimiento medido en
respuesta a los cambios genéticos correspondientes hechos en al menos una cepa de E. coli original; obtener una
seleccién de al menos dos cambios genéticos basada, al menos en parte, en un grado de diferencia entre las
correspondientes medidas de rendimiento sensibles de los al menos dos cambios genéticos, en donde el grado de
diferencia se relaciona con el grado en que los al menos dos cambios genéticos afectan a sus correspondientes
medidas de rendimiento sensibles a través de diferentes rutas bioldgicas; y disefiar cambios genéticos en una cepa
de E. coli original que incluye los cambios genéticos seleccionados. En algunos casos, la cepa original de E. coli para
la que se disefan los al menos dos cambios genéticos seleccionados es la misma que la al menos una cepa de E. coli
original para la que se obtuvieron datos que representan el rendimiento sensible medido.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de mejora de HTP de la cepa de E. coli que utilizan
solo un tipo Unico de biblioteca genética. Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos
de mejora de HTP de cepas de E. coli que utilizan inicamente bibliotecas de intercambio de SNP. En otros ejemplos,
la presente descripcién ensefia métodos de mejora de HTP de cepas de E. coli que utilizan unicamente bibliotecas de
intercambio de PRO. En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos de mejora de HTP de cepas de
E. coli de que utilizan anicamente bibliotecas de intercambio de STOP. En algunos ejemplos, la presente descripcion
ensefna métodos de mejora de HTP de cepas de E. coli que utilizan Unicamente bibliotecas de intercambio de codones
de inicio/parada.

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de mejora de HTP de la cepa de E. coli que utilizan dos o
mas tipos de bibliotecas genéticas. Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de
mejora HTP de la cepa de E. coli que combinan bibliotecas de intercambio de SNP y de intercambio de PRO. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de mejora de HTP de cepas de E. coli que combinan
bibliotecas de intercambio de SNP y de intercambio de STOP. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensena
métodos de mejora de HTP de cepas de E. coli que combinan bibliotecas de intercambio de PRO y de intercambio de
STOP.

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de mejora de HTP de cepas de E. colique utilizan multiples
tipos de bibliotecas genéticas (véase, por ejemplo, la Figura 5). En algunos ejemplos, las bibliotecas genéticas se
combinan para producir mutaciones de combinacion (p. €j., escaleras de combinacién de promotores/terminadores
aplicadas a uno o mas genes). En otros ejemplos mas, los métodos de mejora HTP de cepas de E. colide la presente
descripcion se pueden combinar con uno o mas métodos tradicionales de mejora de cepas.

En algunos ejemplos, los métodos de mejora de HTP de cepas de E. coli de la presente descripcion dan como
resultado una célula hospedante de E. coli mejorada. Es decir, la presente descripcidn ensefia métodos para mejorar
una o mas propiedades de las células hospedantes de E. coli. En algunos ejemplos, |la propiedad mejorada de la célula
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hospedante de E. coli se selecciona del grupo que consiste en: productividad volumétrica, productividad especifica,
rendimiento o titulo, de un producto de interés producido por la célula hospedante de E. coli. En algunos ejemplos, la
propiedad mejorada de la célula hospedante de E. coli es la productividad volumétrica. En algunos ejemplos, la
propiedad mejorada de la célula hospedante de E. coli es la productividad especifica. En algunos ejemplos, la
propiedad mejorada de la célula hospedante de E. coli es el rendimiento.

En algunos ejemplos, los métodos de mejora HTP de cepas de E. coli de la presente descripcion dan como resultado
una célula hospedante de E. coli que presenta un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%,
35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%,
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300% o mas de una mejora en al menos una propiedad de la
célula hospedante de E. coli frente a una célula hospedante de E. coli de control que no se somete a los métodos de
mejora de HTP de la cepa (p. €j., una mejora de X% en el rendimiento o la productividad de una biomolécula de interés,
incorporando cualquier intervalo y subintervalo entre ellos). En algunos ejemplos, los métodos de mejora de HTP de
cepas de E. colide la presente descripcion se seleccionan del grupo que consiste en intercambio de SNP, intercambio
de PRO, intercambio de STOP, intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD, intercambio de MARCADORES
DE DEGRADACION y combinaciones de los mismos.

Por lo tanto, en algunos ejemplos, los métodos de intercambio de SNP de la presente descripcion dan como resultado
una célula hospedante de E. coli que presenta un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%,
35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%,
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300% o mas de una mejora en al menos una propiedad de la
célula hospedante de E. coli frente a una célula hospedante de E. coli de control que no se somete a los métodos de
intercambio de SNP (p. ej., una mejora de X% en el rendimiento o la productividad de una biomolécula de interés,
incorporando cualquier intervalo y subintervalo entre ellos).

Por lo tanto, en algunos ejemplos, los métodos de intercambio de PRO de la presente descripcion dan como resultado
una célula hospedante de E. coli que presenta un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%,
35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%,
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300% o mas de una mejora en al menos una propiedad de la
célula hospedante de E. coli frente a una célula hospedante de E. coli de control que no se somete a los métodos de
intercambio de PRO (p. ej., una mejora de X% en el rendimiento o la productividad de una biomolécula de interés,
incorporando cualquier intervalo y subintervalo entre ellos).

Por lo tanto, en algunos ejemplos, los métodos de intercambio de TERMINADORES de la presente descripcién dan
como resultado una célula hospedante de E. coli que presenta un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%,
12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%,
32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300% o0 mas de una mejora en al menos
una propiedad de la célula hospedante de E. colifrente a una célula hospedante de E. colide control que no se somete
a los métodos de intercambio de TERMINADORES (p. €j., una mejora de X% en el rendimiento o la productividad de
una biomolécula de interés, incorporando cualquier intervalo y subintervalo entre ellos).

Por lo tanto, en algunos ejemplos, los métodos de intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD de la presente
descripcion dan como resultado una célula hospedante de E. coli que presenta un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%,
9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%,
29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%,
49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%,
69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300% o mas de una mejora
en al menos una propiedad de la célula hospedante de E. coli frente a una célula hospedante de E. coli de control que
no se somete a los métodos de intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD (p. €j., una mejora de X% en el
rendimiento o la productividad de una biomolécula de interés, incorporando cualquier intervalo y subintervalo entre
ellos).

Por lo tanto, en algunos ejemplos, los métodos de intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION de la presente
descripcion dan como resultado una célula hospedante de E. coli que presenta un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%,
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9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25%, 26%, 27%, 28%,
29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%,
49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%,
69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 150%, 200%, 250%, 300% o mas de una mejora
en al menos una propiedad de la célula hospedante de E. coli frente a una célula hospedante de E. colide control que
no se somete a los métodos de intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION (p. ej., una mejora de X% en el
rendimiento o la productividad de una biomolécula de interés, incorporando cualquier intervalo y subintervalo entre
ellos).

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de marcadores de solubilidad de proteinas, que comprende las etapas de: a. proporcionar una pluralidad
de genes diana enddgenos para una cepa de E. coli base, y una escalera de marcadores de solubilidad, en donde
dicha escalera de marcadores de solubilidad comprende una pluralidad de marcadores de solubilidad que presentan
diferentes perfiles de solubilidad en la cepa base de E. coli; y b. modificar el genoma de la cepa base de E. coli, para
crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad inicial que comprende una
pluralidad de cepas de E. coliindividuales con variaciones genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha
pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas unicas comprende uno
0 mas de los marcadores de solubilidad de la escalera de marcadores de solubilidad operativamente unidos a uno de
los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia un método de intercambio de marcadores de solubilidad de
proteinas para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccion, que comprende las etapas de:
proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de marcadores
de solubilidad, en donde dicha escalera de marcadores de solubilidad comprende una pluralidad de marcadores de
solubilidad que presentan diferentes perfiles de expresion en la cepa base de E. coli; modificar el genoma de la cepa
base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad inicial
que comprende una pluralidad de cepas de E. coli individuales con variaciones genéticas Unicas encontradas dentro
de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas
Unicas comprende uno o mas de las marcadores de solubilidad de la escalera de marcadores de solubilidad
operativamente unidos a uno de los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli; cribar y seleccionar cepas
de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad inicial para
mejorar el rendimiento fenotipico frente a una cepa de E. coli de referencia, identificando asi variaciones genéticas
Unicas que confieren mejoras del rendimiento fenotipico; proporcionar una pluralidad subsiguiente de microbios de E.
coli que comprenden cada uno una combinacién de variaciones genéticas Unicas de las variaciones genéticas
presentes en al menos dos cepas de E. coliindividuales cribadas en la etapa precedente, para crear asi una biblioteca
de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente; cribar y seleccionar cepas de E. coli
individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente para mejorar
el rendimiento fenotipico frente a la cepa de E. coli de referencia, identificando asi combinaciones Unicas de variacién
genética que confieren mejoras de rendimiento fenotipico adicionales; y repetir las etapas d)-e) una o mas veces, de
una forma lineal o no lineal, hasta que una cepa de E. coli presente un nivel deseado de rendimiento fenotipico
mejorado en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa de E. coli de produccién, en donde cada iteracion
subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas microbianas de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de
solubilidad, donde cada cepa de la nueva biblioteca comprende variaciones genéticas que son una combinacion de
variaciones genéticas seleccionadas de entre al menos dos cepas individuales de E. coli de una biblioteca precedente.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente es
una biblioteca combinatoria completa de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad
inicial.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente es
un subconjunto de una biblioteca combinatoria completa de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
marcadores de solubilidad inicial.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente es
una biblioteca combinatoria completa de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de
solubilidad precedente.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente es
un subconjunto de una biblioteca combinatoria completa de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
marcadores de solubilidad precedente.

En algunos ejemplos, las etapas d)-e) se repiten hasta que el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de una
biblioteca de cepas de E. colide intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente presenta al menos un aumento
de 10% en una variable fenotipica medida en comparacién con el rendimiento fenotipico de la cepa de E. coli de
produccién.
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En algunos ejemplos, las etapas d)-e) se repiten hasta que el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de una
biblioteca de cepas de E. colide intercambio de marcadores de solubilidad subsiguiente presenta al menos un aumento
de una vez en una variable fenotipica medida en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa de E. coli de
produccion.

En algunos ejemplos, el rendimiento fenotipico mejorado de la etapa f) se selecciona del grupo que consiste en:
productividad volumétrica de un producto de interés, productividad especifica de un producto de interés, rendimiento
de un producto de interés, titulo de un producto de interés, y combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos, el rendimiento fenotipico mejorado de la etapa f) es: produccidon mayor o mas eficiente de un
producto de interés, dicho producto de interés seleccionado del grupo que consiste en: una molécula pequena, enzima,
péptido, amino&cido, acido organico, compuesto sintético, combustible, alcohol, metabolito extracelular primario,
metabolito extracelular secundario, molécula de componente intracelular y combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de marcadores de degradacion de proteinas, que comprende las etapas de: a. proporcionar una pluralidad
de genes diana endbégenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de marcadores de degradacion, en donde
dicha escalera de marcadores de degradacion comprende una pluralidad de marcadores de degradacion que
presentan diferentes perfiles de solubilidad en la cepa base de E. coli; y b. modificar el genoma de la cepa base de E.
coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacién inicial que
comprende una pluralidad de cepas de E. coliindividuales con variaciones genéticas unicas que se encuentran dentro
de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde cada una de dichas variaciones genéticas
Unicas comprende uno o mas de los marcadores de degradacién de la escalera de marcadores de degradacién unidos
operativamente a uno de los genes diana enddgenos para la cepa de E. colibase.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método de intercambio de marcadores de degradacion de
proteinas para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién, que comprende las etapas de:
proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de marcadores
de degradacion, en donde dicha escalera de marcadores de degradacion comprende una pluralidad de marcadores
de degradacion que presentan diferentes perfiles de expresién en la cepa base de E. coli; modificar el genoma de la
cepa base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacién
inicial que comprende una pluralidad de cepas de E. coli individuales con variaciones genéticas Unicas que se
encuentran dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coli individuales, en donde cada una de dichas
variaciones genéticas Unicas comprende uno o mas de los marcadores de degradacién de la escalera de marcadores
de degradacién unidos operativamente a uno de los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli; cribar y
seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de
degradacién inicial para mejorar el rendimiento fenotipico frente a una cepa de E. coli de referencia, identificando asi
variaciones genéticas Unicas que confieren mejoras del rendimiento fenotipico; proporcionar una pluralidad
subsiguiente de microbios de E. coli que comprende cada uno una combinacién de variaciones genéticas Unicas de
las variaciones genéticas presentes en al menos dos cepas de E. coli individuales cribadas en la etapa precedente,
para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente; cribar y
seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de
degradacién subsiguiente para mejorar el rendimiento fenotipico frente a la cepa de E. coli de referencia, identificando
asi combinaciones Unicas de variacion genética que confieren mejoras adicionales del rendimiento fenotipico; y repetir
las etapas d)-e) una o mas veces, de una forma lineal o no lineal, hasta que una cepa de E. coli presenta un nivel
deseado de rendimiento fenotipico mejorado en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa de E. coli de
produccion, en donde cada iteracion subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas microbianas de cepas E. coli de
intercambio de marcadores de degradacion, donde cada cepa de la nueva biblioteca comprende variaciones genéticas
que son una combinacién de variaciones genéticas seleccionadas de entre al menos dos cepas individuales de E. coli
de una biblioteca precedente.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente es
una biblioteca combinatoria completa de la biblioteca de cepas de E. colide intercambio de marcadores de degradacion
inicial.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente es
un subconjunto de una biblioteca combinatoria completa de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
marcadores de degradacion inicial.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente es
una biblioteca combinatoria completa de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de
degradacién precedente.

En algunos ejemplos, la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente es
un subconjunto de una biblioteca combinatoria completa de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
marcadores de degradacion precedente.
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En algunos ejemplos, las etapas d)-e) se repiten hasta que el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de una
biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente presenta al menos un
aumento de 10% en una variable fenotipica medida en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa de E.
coli de produccion.

En algunos ejemplos, las etapas d)-e) se repiten hasta que el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de una
biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de marcadores de degradacion subsiguiente presenta al menos un
aumento de una vez en una variable fenotipica medida en comparacién con el rendimiento fenotipico de la cepa de E.
coli de produccion.

En algunos ejemplos, el rendimiento fenotipico mejorado de la etapa f) se selecciona del grupo que consiste en:
productividad volumétrica de un producto de interés, productividad especifica de un producto de interés, rendimiento
de un producto de interés, titulo de un producto de interés, y combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos, el rendimiento fenotipico mejorado de la etapa f) es: produccién mayor o mas eficiente de un
producto de interés, dicho producto de interés seleccionado del grupo que consiste en: una molécula pequena, enzima,
péptido, aminoacido, acido organico, compuesto sintético, combustible, alcohol, metabolito extracelular primario,
metabolito extracelular secundario, molécula de componente intracelular y combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un promotor quimérico sintético operativamente unido a un gen
heterdlogo para la expresion en una célula hospedante microbiana, en donde el promotor quimérico sintético es de
60-90 nucleétidos de longitud y consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones variables -35
y -10 de los promotores pr y pr del fago lambda que tienen seis nucledtidos de longitud cada uno, partes centrales de
los promotores p. y pr del fago lambda y una parte 5' UTR/Sitio de union al ribosoma (RBS) del promotor pr del fago
lambda.

En algunos ejemplos, las secuencias de acido nucleico de la parte distal del promotor pr del fago lambda, las regiones
variables -35 y -10 de los promotores p. y pr del fago lambda, las partes centrales de los promotores p. y pr del fago
lambda y la parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) del promotor pr del fago lambda se seleccionan de las
secuencias de acidos nucleicos que se encuentran en la Tabla 1.5.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un promotor quimérico sintético operativamente unido a un gen
heterdlogo para la expresion en una célula hospedante microbiana, en donde el promotor quimérico sintético es de
60-90 nucledtidos de longitud y consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones variables -35 y
-10 de los promotores pL y pr del fago lambda que es cada uno de seis nucleétidos de longitud, partes centrales de
los promotores p. y pr del fago lambda y una parte 5' UTR/sitio de union al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs
de E. coli.

En algunos ejemplos, las secuencias de &acido nucleico de la parte distal del promotor pr del fago lambda, las regiones
variables -35 y -10 de los promotores p. y pr del fago lambda, las partes centrales de los promotores p.y pr del fago
lambda y la parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs de E. coli se seleccionan de las
secuencias de acidos nucleicos que se encuentran en la Tabla 1.5.

En algunos ejemplos, el promotor quimérico sintético consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada de
las SEQ ID NOs. 132-152, 159-160, 162, 165, 174-175, 188, 190, 199-201 o 207.

En algunos ejemplos, el promotor quimérico sintético consiste en una secuencia de acido nucleico seleccionada de
las SEQ ID NOs. 153-158, 161, 163-164, 166-173, 176-187, 189, 191-198 0 202-206.

En algunos ejemplos, la célula hospedante microbiana es E. coli.

En algunos ejemplos, el gen heterélogo que codifica un producto proteina de interés que se encuentra en la Tabla 2.
En algunos ejemplos, el gen heterélogo es un gen que es parte de una ruta biosintética de la lisina.

En algunos ejemplos, el gen heter6logo se selecciona del gen asd, el gen ask, el gen hom, el gen dapA, el gen dapB,
el gen dapD, el gen ddh, el gen argD, el gen dapE, el gen dapF, el gen lysA, el gen lysE, el gen zwf, el gen pgi, el gen
ktk, el gen fbp, el gen ppc, el gen pck, el gen ddx, el gen pyc o el gen icd.

En algunos ejemplos, el gen heterélogo es un gen que es parte de una ruta biosintética del licopeno.

En algunos ejemplos, el gen heterélogo se selecciona del gen dxs, el gen ispC, el gen ispE, el gen ispD, el gen ispF,
el gen ispG, el gen ispH, el gen idi, el gen ispA, el gen ispB, el gen crtE, el gen crtB, el gen cril, el gen crtY, el gen
ymgA, el gen dxr, el gen elbA, el gen gdhA, el gen appY, el gen elbB o el gen ymgB.

En algunos ejemplos, el gen heterdlogo codifica un producto biofarmacéutico o es un gen en una ruta para generar un
producto biofarmacéutico.
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En algunos ejemplos, el producto biofarmacéutico se selecciona de humulina (rh insulina), intronA (interferén alfa2b),
roferén (interferon alfa2a), humatrope (hormona del crecimiento rh somatropina), neupogen (filgrastim), detaferon
(interferon beta-Ib), lispro (insulina de accion rapida), rapilysin (reteplasa), infergen (interferon alfacon-1), glucagén,
beromun (tasonermina), ontak (denileuquina diftitox), lantus (insulina glargina de acciéon prolongada), kineret
(anakinra), natrecor (nesiritida), somavert (pegvisomant), calcitonina (calcitonina recombinante de salmén), lucentis
(ranibizumab), preotact (hormona paratiroidea humana), kyrstexxal (rh urato oxidasa, PEGilada), nivestim (filgrastim,
rhGCSF), voraxaze (glucarpidasa), o preos (hormona paratiroidea).

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un gen heterélogo operativamente unido a un promotor
quimérico sintético con una secuencia de acido nucleico seleccionada de las SEQ ID NO. 132-207.

En algunos ejemplos, el gen heterélogo codifica un producto proteina de interés encontrado en la Tabla 2.
En algunos ejemplos, el gen heterélogo es un gen que es parte de una ruta biosintética de la lisina.

En algunos ejemplos, el gen heterélogo se selecciona del gen asd, el gen ask, el gen hom, el gen dapA, el gen dapB,
el gen dapD, el gen ddh, el gen argD, el gen dapE, el gen dapF, el gen lysA, el gen lysE, el gen zwf, el gen pgi, el gen
ktk, el gen fbp, el gen ppc, el gen pck, el gen ddx, el gen pyc o el gen icd.

En algunos ejemplos, el gen heterélogo es un gen que es parte de la ruta biosintética del licopeno.

En algunos ejemplos, el gen heter6logo se selecciona del gen dxs, el gen ispC, el gen ispE, el gen ispD, el gen ispF,
el gen ispG, el gen ispH, el gen idi, el gen ispA, el gen ispB, el gen crtE, el gen crtB, el gen cril, el gen crtY, el gen
ymgA, el gen dxr, el gen elbA, el gen gdhA, el gen appY, el gen elbB o el gen ymgB.

En algunos ejemplos, el gen heterdlogo codifica un producto biofarmacéutico o es un gen en una ruta para generar un
producto biofarmacéutico.

En algunos ejemplos, el producto biofarmacéutico se selecciona de humulina (rh insulina), intronA (interferén alfa2b),
roferén (interferén alfa2a), humatrope (hormona del crecimiento rh somatropina), neupogen (filgrastim), detaferén
(interferon beta-Ib), lispro (insulina de accion rapida), rapilysin (reteplasa), infergen (interferon alfacon-1), glucagén,
beromun (tasonermina), ontak (denileuquina diftitox), lantus (insulina glargina de accién prolongada), kineret
(anakinra), natrecor (nesiritida), somavert (pegvisomant), calcitonina (calcitonina recombinante de salmén), lucentis
(ranibizumab), preotact (hormona paratiroidea humana), kyrstexxal (rh urato oxidasa, PEGilada), nivestim (filgrastim,
rhGCSF), voraxaze (glucarpidasa), o preos (hormona paratiroidea).

En un primer aspecto de la invencion se proporciona un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores, que comprende las etapas de:

a. proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa de E. coli base, y una escalera de
promotores, en donde dicha escalera de promotores comprende una pluralidad de promotores que presentan
diferentes perfiles de expresion en la cepa base E. coli, en donde al menos uno de la pluralidad de promotores
es un promotor quimérico sintético, en donde el promotor quimérico sintético es de 60-90 nucleétidos de longitud
y consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones variables -35 y -10 de los promotores pr
y pr del fago lambda que son cada uno de seis nucleétidos de longitud, partes centrales de los promotores pry
prdel fago lambda y una parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) que es la parte 5' UTR/RBS del promotor
pr del fago lambda o la parte de 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs de E. coli; y

b. transformar el genoma de la cepa base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores inicial que comprende una pluralidad de cepas de E. coliindividuales con variaciones
genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde
cada una de dichas variaciones genéticas Unicas comprende uno o mas de los promotores de la escalera de
promotores operativamente unidos a uno de los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa
de E. coli de produccién, que comprende las etapas de:

c. proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de
promotores, en donde dicha escalera de promotores comprende una pluralidad de promotores que presentan
diferentes perfiles de expresion en la cepa base de E. coli, en donde al menos uno de la pluralidad de promotores
es un promotor quimérico sintético, en donde el promotor quimérico sintético es de 60-90 nucleotidos de longitud
y consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones variables -35 y -10 de los promotores pr.
y pr del fago lambda que son cada uno de seis nucleétidos de longitud, partes centrales de los promotores pry
pr del fago lambda y una parte de 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) que es la parte 5' UTR/RBS del
promotor pr del fago lambda o la parte de 5' UTR/sitio de unién al ribosoma del promotor del gen acs de E. coli;

d. transformar el genoma de la cepa base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores inicial que comprende una pluralidad de cepas de E. coliindividuales con variaciones
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genéticas unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde
cada una de dichas variaciones genéticas Unicas comprende uno o mas de los promotores de la escalera de
promotores unidos operativamente a uno de los genes diana endégenos para la cepa base de E. coli;

e. cribar y seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores inicial para mejorar el rendimiento fenotipico frente a una cepa de E. coli de referencia, identificando
asfi variaciones genéticas Unicas que confieren mejoras del rendimiento fenotipico;

f. proporcionar una pluralidad subsiguiente de microbios de E. coli que comprende cada uno una combinacién
de variaciones genéticas Unicas de las variaciones genéticas presentes en al menos dos cepas de E. coli
individuales cribadas en la etapa precedente, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores subsiguiente;

g. cribar y seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores subsiguiente para mejorar el rendimiento fenotipico frente a la cepa de E. coli de referencia,
identificando asi combinaciones Unicas de variacién genética que confieren mejoras adicionales del rendimiento
fenotipico; y

h. repetir las etapas d)-e) una o mas veces, de una forma lineal o no lineal, hasta que una cepa de E. coli presenta
un nivel deseado de rendimiento fenotipico mejorado en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa
de E. coli de produccién, donde cada iteracién subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas microbianas de
cepas de E. coli de intercambio de promotores, donde cada cepa de la nueva biblioteca comprende variaciones
genéticas que son una combinacion de variaciones genéticas seleccionadas de entre al menos dos cepas de E.
coliindividuales de una biblioteca precedente.

Las realizaciones preferidas de la invencion en cualquiera de sus diversos aspectos son las descritas a continuacion
0 como se definen en las subreivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa un método de recombinacion de ADN de la presente descripcion para aumentar la variacion
en grupos de diversidad. Las secciones de ADN, tal como las regiones de genoma de especies relacionadas, se
pueden cortar por medios fisicos o enzimaticos/quimicos. Las regiones de ADN cortadas se funden y se deja que se
reasocien, de modo que las regiones genéticas superpuestas ceban las reacciones de extension de la polimerasa.
Las reacciones de fusion/extension subsiguientes se llevan a cabo hasta que los productos se vuelven a ensamblar
en ADN quimérico, que comprende elementos de una 0 mas secuencias de partida.

La figura 2 describe métodos de la presente descripcién para generar nuevas cepas de E. coli hospedantes con
modificaciones de secuencia seleccionadas (p. ej, 100 SNP para intercambiar). Brevemente, el método comprende
(1) los insertos de ADN deseados se disefian y generan combinando uno 0 mas oligos sintetizados en una reaccion
de ensamblaje, (2) los insertos de ADN se clonan en plasmidos de transformacion, (3) los plasmidos completos se
transfieren a las cepas de produccion deseadas, donde se integran en el genoma de la cepa hospedante, y (4) los
marcadores de seleccién y otros elementos de ADN no deseados se sacan en bucle de la cepa hospedante. Cada
etapa de ensamblaje de ADN puede implicar etapas de control de calidad (CC) adicionales, tales como la clonacién
de plasmidos en bacterias E. coli para amplificacion y secuenciacion.

La figura 3 representa el ensamblaje de los plasmidos de transformacién de la presente descripcion y su integracion
en un genoma de E. coli hospedante. El inserto de ADN se genera combinando uno o mas oligos sintetizados en una
reaccion de ensamblaje. Los insertos de ADN que contienen la secuencia deseada estan flanqueados por regiones
de ADN homdlogas a la region diana del genoma. Estas regiones homdlogas facilitan la integracion genémica y, una
vez integradas, forman regiones de repeticion directas disefiadas para sacar un bucle de ADN de la cadena principal
del vector en etapas subsiguientes. Los plasmidos ensamblados contienen el inserto de ADN y, opcionalmente, uno o
mas marcadores de seleccion.

La figura 4 representa un procedimiento para la salida bucles de regiones seleccionadas de ADN de cepas de E. coli
hospedantes. Las regiones de repeticion directa del ADN insertado y el genoma del hospedante pueden "salir en un
bucle" en un suceso de recombinacion. El contador de células seleccionado para el marcador de seleccién contiene
deleciones del ADN del bucle flanqueado por las regiones de repeticion directa.

La figura 5 representa un ejemplo del procedimiento de mejora de cepas de E. coli de la presente descripcion. Las
secuencias de la cepa hospedante que contienen modificaciones genéticas (disefio genético) se ensayan para mejorar
el rendimiento de la cepa en varios contextos de cepas (construccion de cepas). Las cepas que presentan mutaciones
beneficiosas se analizan (ID de aciertos y analisis) y los datos se almacenan en bibliotecas para su analisis adicional
(p. €j., bibliotecas de intercambio de SNP, bibliotecas de intercambio de PRO y combinaciones de las mismas, entre
otras). Las reglas de seleccién de la presente descripcidn generan nuevas secuencias de cepas hospedantes de E.
coli propuestas basadas en el efecto predicho de combinar elementos de una o mas bibliotecas para un analisis
iterativo adicional.
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La figura 6A-B representa las etapas de ensamblaje de ADN, transformacion y cribado de cepas de E. colide uno de
los ejemplos de la presente descripcion. La figura 6A representa las etapas para construir fragmentos de ADN, clonar
dichos fragmentos de ADN en vectores, transformar dichos vectores en cepas de E. coli hospedantes y salida de bucle
de secuencias de seleccion mediante contraseleccién. La figura 6B representa las etapas para el cultivo, cribado y
evaluacion de alta capacidad de cepas hospedantes de E. coli seleccionadas. Esta figura también describe las etapas
opcionales de cultivo, cribado y evaluacién de cepas de E. coli seleccionadas en tanques de cultivo.

La figura 7 representa un ejemplo del sistema automatizado de la presente descripcion. La presente descripcion
ensena el uso de sistemas robéticos automatizados con varios médulos capaces de clonar, transformar, cultivar, cribar
y/o0 secuenciar E. coli hospedantes.

La figura 8 representa una vision general de un ejemplo del programa de mejora de cepas de E. coli de la presente
descripcion.

La figura 9 es una representacion del genoma de Corynebacterium glutamicum, que comprende aproximadamente
3,2 millones de pares de bases.

La figura 10 representa los resultados de un experimento de transformacion de la presente descripcion. Se
seleccionaron insertos de ADN en el intervalo de 0,5 kb a 5,0 kb para insertar en varias regiones (mostradas como
posiciones relativas 1-24) del genoma de Corynebacterium glutamicum. El color claro indica una integracion con éxito,
mientras que el color mas oscuro indica fallo de insercion.

La figura 11 representa los resultados de un programa de intercambio de PRO de ingenieria de HTP de segunda
ronda. Las combinaciones de promotor: :gen superiores identificadas durante la primera ronda de intercambio de PRO
se analizaron de acuerdo con los métodos de la presente descripcion para identificar combinaciones de dichas
mutaciones que seria probable que presentaran efectos beneficiosos aditivos 0 combinatorios en el rendimiento del
hospedante. Por lo tanto, los mutantes de intercambio de PRO de segunda ronda comprendian combinaciones de
pares de varias mutaciones de promotor:: gen. Los mutantes de la segunda ronda resultantes se cribaron segun las
diferencias en el rendimiento de la célula hospedante de una biomolécula seleccionada. Un par de mutaciones de
combinaciones que se habia predicho que presentarian efectos beneficiosos se enfatiza con un circulo.

La figura 12 representa los resultados de un experimento que ensaya el ensamblaje de plasmido con éxito para
plasmidos transformados en E. coli. Escoger cuatro colonias es suficiente para lograr una tasa de fallo de 13% para
plasmidos que contienen secuencias de insercion de 1y 2 kb. Las inserciones mas grandes pueden requerir un cribado
de colonias adicional para lograr resultados consistentes.

La figura 13 representa los resultados de un experimento que ensaya la transformacion con éxito de Corynebacterium
glutamicum con vectores de insercion. Los tamafos de insertos de ADN de 2 y 5 kb presentaron tasas altas de
transformacion con tasas bajas de fallo del ensamblaje.

La figura 14 representa los resultados de las selecciones de salidas de bucle en Corynebacterium glutamicum. La
resistencia a la sacarosa de las bacterias transformadas indica salida de bucle del marcador de seleccion sacB. El
tamano del inserto de ADN no parece tener impacto en la eficiencia de la salida de bucle.

La figura 15 es una matriz de similitud calculada usando la medida de correlacion. La matriz es una representacién
de la similitud funcional entre variantes de SNP. Se espera que la consolidacién de SNP con baja similitud funcional
tenga una mayor probabilidad de mejorar el rendimiento de las cepas, en contraposicion a la consolidacién de SNP
con mayor similitud funcional.

La figura 16A-B representa los resultados de un experimento de mapeo de epistasis. La combinacion de intercambios
de SNP y de PRO con bajas similitudes funcionales da un mejor rendimiento de las cepas. La figura 16A representa
un dendrograma agrupado por similitud funcional de todos los intercambios de SNP/PRO. La figura 16B representa
el rendimiento de la cepa hospedante de SNP consolidados medidos por el rendimiento del producto. Una mayor
distancia de agrupamientos se correlaciona con un mejor rendimiento de consolidacién de la cepa hospedante.

La figura 17A-B representa diferencias de SNP entre variantes de cepas en el grupo de diversidad. La figura 17A
representa la relacion entre las cepas de este experimento. La cepa A es la cepa hospedante de tipo natural. La cepa
B es una cepa modificada intermedia. La cepa C es la cepa de produccién industrial. La figura 17B es un grafico que
identifica el nimero de SNP Unicos y compartidos en cada cepa.

La figura 18 representa un experimento de intercambio de SNP de primera ronda de acuerdo con los métodos de la
presente descripcion. (1) todos los SNP de C se clonaran de forma individual y/o combinatoria en la cepa A base
("onda ascendente" de A a C). (2) todos los SNP de C se eliminaran de forma individual y/o combinatoria de la cepa
comercial C ("onda descendente” de C a A). (3) todos los SNP de B se clonaran de forma individual y/o combinatoria
en la cepa base A (onda ascendente de A a B). (4) todos los SNP de B se eliminaran de forma individual y/o
combinatoria de la cepa comercial B (onda descendente de B a A). (5) todos los SNP Unicos de C se clonaran de
forma individual y/o combinatoria en la cepa B comercial (onda ascendente de B a C). (6) todos los SNP Unicos de C
se eliminaran de forma individual y/o combinatoria de la cepa comercial C (onda descendente C a B).
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La figura 19 ilustra dianas génicas de ejemplo que se usaran en un procedimiento de intercambio de promotores. Los
4 subrayados son genes de desvio que se pueden dirigir para regulacion por disminucién, mientras que los 19 genes
restantes en la ruta se pueden dirigir para sobreexpresion.

La figura 20 ilustra una biblioteca de promotores de ejemplo que se esta utilizando para llevar a cabo un procedimiento
de intercambio de promotores para las dianas de genes identificadas. Los promotores utilizados en el procedimiento
de intercambio de PRO (es decir, intercambio de promotores) son P1-Ps, cuyas secuencias e identidad se pueden
encontrar en la Tabla 1.

La figura 21 ilustra los diferentes enfoques disponibles para el intercambio de promotores dependiendo de si el gen
diana comprende su propio promotor o es parte de un operoén.

La figura 22 representa datos de intercambio de promotores de HTP de ejemplo que muestran modificaciones que
afectan significativamente al funcionamiento en el rendimiento de lisina. El eje X representa diferentes cepas dentro
de la biblioteca de cepas microbianas de disefio genético de intercambio de promotores, y el eje Y incluye valores
relativos de rendimiento de lisina para cada cepa. Cada letra del grafico representa un gen diana de intercambio de
PRO. Cada punto de datos representa una repeticion. Los datos demuestran que una herramienta molecular adaptada
para aplicaciones de HTP, como se describe en el presente documento (es decir, intercambio de PRO), es capaz de
crear y optimizar de manera eficiente el rendimiento de cepas microbianas para la produccién de un compuesto o
molécula de interés. En este caso, el compuesto de interés era lisina; sin embargo, la herramienta molecular de
intercambio de PRO ensefada se puede utilizar para optimizar y/o aumentar la produccion de cualquier compuesto
de interés. Un experto en la técnica comprenderia cémo elegir genes diana, que codifican la produccién de un
compuesto deseado, y después utilizar el procedimiento de intercambio de PRO ensefiado. Un experto en la técnica
apreciaria facilmente que los datos demostrados que ilustran los aumentos de rendimiento de lisina ensefiados en el
presente documento, junto con la descripcion detallada presentada en la solicitud, permiten que la herramienta
molecular de intercambio de PRO sea un avance ampliamente aplicable en la ingenieria genémica de HTP.

La figura 23 ilustra la distribucion de los rendimientos de cepas relativos para los datos de entrada considerados. Un
rendimiento relativo de cero indica que la cepa modificada funcionaba igualmente bien que la cepa base en la placa.
Los procedimientos descritos en el presente documento estan disefiados para identificar las cepas que es probable
que funcionen significativamente por encima de cero.

La figura 24 ilustra los valores del coeficiente de regresion lineal, que representan el cambio promedio (aumento o
disminucion) en el rendimiento relativo de las cepas asociado con cada cambio genético incorporado en las cepas
representadas.

La figura 25 ilustra la composicién de los cambios para los 100 disefios superiores de cepas pronosticadas. El eje x
da el conjunto de cambios genéticos potenciales (las mutaciones dss son intercambios de SNP y las mutaciones Pcg
son intercambios de PRO), y el eje y muestra el orden de clasificacion. Las celdas negras indican la presencia de un
cambio particular en el disefio candidato, mientras que las celdas blancas indican la ausencia de ese cambio. En este
ejemplo particular, todos los 100 disefios superiores contienen los cambios pcg3121_pgi, pcg1860_pyc, dss_339 y
pcg0007_39_lysa. Ademas, el disefio del candidato superior contiene los cambios dss_034, dss_009.

La figura 26 representa las etapas de ensamblaje y transformacién de ADN de uno de los ejemplos de la presente
descripcion. El diagrama de flujo representa las etapas para construir fragmentos de ADN, clonar dichos fragmentos
de ADN en vectores, transformar dichos vectores en cepas de E. coli hospedantes y la salida de bucle de secuencias
de seleccion mediante contraseleccion.

La figura 27 representa las etapas para el cultivo, cribado y evaluacién de alta capacidad de cepas de E. coli
hospedantes seleccionadas. Esta figura también representa las etapas opcionales de cultivo, cribado y evaluacion de
cepas de E. coli seleccionadas en tanques de cultivo.

La figura 28 representa perfiles de expresion de promotores ilustrativos que presentan un intervalo de expresién
reguladora, de acuerdo con las escaleras de promotores de la presente descripcion. La expresion del promotor A
alcanza su maximo en la fase de retardo de los cultivos bacterianos, mientras que el promotor B y C alcanzan su
maximo en la fase exponencial y estacionaria, respectivamente.

La figura 29 representa perfiles de expresion de promotores ilustrativos que presentan un intervalo de expresién
reguladora, de acuerdo con las escaleras de promotores de la presente descripcion. La expresion del promotor A
alcanza su maximo inmediatamente después de la adicién de un sustrato seleccionado, pero vuelve rapidamente a
niveles indetectables a medida que se reduce la concentracion del sustrato. La expresion del promotor B alcanza su
maximo inmediatamente después de la adicién del sustrato seleccionado y baja lentamente hasta niveles indetectables
junto con la correspondiente reduccion en el sustrato. La expresion del promotor C alcanza su maximo tras la adicion
del sustrato seleccionado y permanece con expresion alta a lo largo de todo el cultivo, incluso después de que el
sustrato se haya disipado.
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La figura 30 representa perfiles de expresién de promotores ilustrativos que presentan un intervalo de niveles de
expresion constitutivos, de acuerdo con las escaleras de promotores de la presente descripcién. El promotor A
presenta la expresién mas baja, seguido de niveles de expresion crecientes del promotor B y C, respectivamente.

La figura 31 representa graficamente un ejemplo del sistema LIMS de la presente descripcion para la mejora de cepas
de E. coli.

La figura 32 representa graficamente una implementacién computacional en la nube de ejemplos del sistema LIMS
de la presente descripcion.

La figura 33 representa un ejemplo del flujo de trabajo de disefio predictivo de cepas iterativo de la presente
descripcion.

La figura 34 representa graficamente un ejemplo de un sistema informatico, de acuerdo con ejemplos de la presente
descripcion.

La figura 35 representa el flujo de trabajo asociado con el ensamblaje de ADN segun un ejemplo de la presente
descripcion. Este procedimiento se divide en 4 etapas: generacion de partes, ensamblaje del plasmido, CC del
plasmido y preparacion del plasmido para la transformacion. Durante la generacién de las partes, los oligonucleotidos
disefados por el sistema de gestién de informacion de laboratorio (LIMS) se encargan a un proveedor de
secuenciacion de oligonuclettidos y se utilizan para amplificar las secuencias diana del organismo hospedante por
PCR. Estas partes de la PCR se limpian para eliminar contaminantes y se evalta su éxito por analisis de fragmentos,
comparacién de control de calidad in silico de tamafnos de fragmentos observados con tedricos y cuantificacion de
ADN. Las partes se transforman en levaduras junto con un vector de ensamblaje y se ensamblan en plasmidos por
recombinacion homologa. Los plasmidos ensamblados se aislan de la levadura y se transforman en E. coli para el
subsiguiente control de calidad del ensamblaje y amplificacion. Durante el control de calidad del ensamblaje del
plasmido, se aislan varias copias de cada plasmido, se amplifican por amplificaciéon en circulo rodante (RCA) y se
evalia el ensamblaje correcto por digestion enzimatica y andlisis de fragmentos. Los plasmidos correctamente
ensamblados identificados durante el procedimiento de CC se seleccionan como aciertos para generar reservas
permanentes y el ADN del plasmido se extrae y cuantifica antes de la transformacion en el organismo hospedante
diana.

La figura 36 representa los resultados de un experimento que caracteriza los efectos de terminadores T1-T8 en dos
medios en dos puntos de tiempo. Las condiciones A y C representan los dos puntos de tiempo para los medios BHI,
mientras que los puntos B y D representan los dos puntos de tiempo para los medios de ensayo HTP.

La figura 37 representa los resultados de un experimento que compara la eficacia de enfoques tradicionales de mejora
de cepas tales como mutagénesis por UV frente a las metodologias de ingenieria de HTP de la presente descripcion.
La gran mayoria de las mutaciones por UV no produjeron un aumento notable en el rendimiento de las células
hospedantes. Por el contrario, las metodologias de intercambio de PRO de la presente descripcion produjeron una
alta proporcion de mutantes que presentaban aumentos de 1,2 a 2 veces en el rendimiento de las células hospedantes.

La figura 38 representa los resultados de la primera ronda de un programa de intercambio de SNP de ingenieria de
HTP. Se identificaron 186 mutaciones de SNP individuales y se clonaron individualmente en una cepa base. Los
mutantes resultantes se cribaron segun las diferencias en el rendimiento de la célula hospedante de una biomolécula
seleccionada.

La figura 39 representa los resultados de la segunda ronda de un programa de intercambio de SNP de ingenieria de
HTP. Se clonaron individualmente 176 mutaciones de SNP individuales de una primera ronda del programa de
intercambio de SNP en una cepa de células hospedantes de la segunda ronda que contenia un SNP beneficioso
identificado durante un programa de SNP de la primera ronda. Por lo tanto, los mutantes resultantes representan el
efecto de dos pares de combinaciones de mutaciones. Se muestran los resultados del cribado segun las diferencias
en el rendimiento de la célula hospedante (eje Y) y la productividad (eje X) para la biomolécula seleccionada.

La figura 40 representa los resultados de un experimento de validacién de fermentacion en tanque. Los pares de
mutaciones superiores de la segunda ronda de intercambio de SNP de HTP se cultivaron en tanques de fermentacion.
Se muestran los resultados del rendimiento y la productividad de las células hospedantes para la biomolécula
seleccionada (es decir, lisina). Como puede verse, en una ronda de ingenieria gendémica, los autores de la invencién
utilizaron el procedimiento de intercambio de PRO para determinar que un mutante de intercambio de PRO particular
(zwf) presentaba mayor rendimiento de una biomolécula seleccionada en comparacion con la cepa base (es decir, se
compara la cepa base con la cepa base + zwf). Después, los autores de la invencion llevaron a cabo otra ronda de
ingenieria gendmica, en donde se utilizéd un procedimiento de intercambio de SNP para determinar mutaciones de
SNP beneficiosas que podrian afectar al rendimiento de la biomolécula, cuando se combinan con dicho mutante de
intercambio de PRO. La combinacién del procedimiento de intercambio de PRO y el procedimiento de intercambio de
SNP creaba mutantes con rendimientos incluso mas altos que los mutantes de intercambio de PRO solo anteriores
(es decir, se compara la cepa base + zwf + SNP121 con la cepa base + zwf previamente descrita). Esta figura ilustra
las mejoras notables en el rendimiento que se pueden lograr al combinar los procedimientos de intercambio de PRO
e intercambio de SNP de la descripcion. En ejemplos, la combinaciéon de una campana de ingenieria genémica de
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intercambio de PRO con una campafa de ingenieria genémica de intercambio de SNP puede conducir a un mayor
rendimiento y/o productividad de una biomolécula/producto de interés en un factor de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,
8%, 9% 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 45%, 50%, 0 mas, en relacién con una cepa base.

La figura 41 representa los resultados de la primera ronda de un programa de intercambio de PRO de ingenieria de
HTP. Los genes seleccionados que se cree que estan asociados con el rendimiento del hospedante se combinaron
con una escalera de promotores para crear una biblioteca de intercambio de PRO de la primera ronda, de acuerdo
con los métodos de la presente descripcién. Los mutantes resultantes se cribaron segun las diferencias en el
rendimiento de la célula hospedante de una biomolécula seleccionada (es decir, lisina).

La figura 42 es un diagrama de flujo que ilustra la consideracion de los efectos epistaticos en la seleccion de
mutaciones para el disefio de una cepa microbiana, de acuerdo con los ejemplos de la descripcion.

La figura 43 representa una secuencia reguladora de disefio bicistronico (BCD), de acuerdo con la presente
descripcion. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que se pueden usar los BCD en lugar de los
promotores tradicionales con el fin de mejorar la consistencia de la expresion entre diferentes combinaciones de
promotores: :genes diana en intercambios de PRO. En algunos ejemplos, los BCD comprenden un promotor, un primer
sitio de union al ribosoma (SD1), una primera secuencia cistrénica (Cis1), un segundo sitio de union al ribosoma (SD2),
operativamente unido a un gen diana de interés (Cis2). En algunos ejemplos, la presente descripcion ensena que Cis1
puede ser cualquier secuencia codificante de péptidos. Se proporciona informacién adicional sobre el disefio y uso de
BCD en secciones posteriores de la memoria descriptiva.

La figura 44 es una ilustracién de la colocalizacion de enzimas de rutas mediante dominios de unién a ADN
recombinantes. Una célula modificada codifica las enzimas de ruta Enz1-3 con dominios de unién al ADN. Cuando se
expresan, estas enzimas se unen a un ADN armazon u otra ubicacién diana, que comprende motivos de ADN que son
reconocidos por los dominios de uniéon de ADN recombinantes fusionados con las enzimas de ruta. Cuando los
dominios de unién de ADN fusionados se unen a sus motivos de ADN cognado en el plasmido de armazén, las enzimas
estan constrefiidas cerca unas de otras en el espacio, lo que puede mejorar la productividad de la ruta.

La figura 45 es un diagrama esquemaético para la incorporacion de secuencias de nucleétidos que codifican dominios
de union de ADN en enzimas de ruta. El GOI codifica una enzima de ruta. Las células de E. coli se transforman con
un plasmido que codifica una version mutante de GOl que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica un
dominio de unién de ADN (indicado con una estrella). El plasmido también codifica un marcador de resistencia a
antibiéticos (Ab) que permite la seleccion de células con "entrada de bucle" ("Loop-in") y un marcador de
contraseleccion (Contador) que permite la contraseleccion posterior de las células con "salida de bucle" ("Loop-out”).
En la etapa de "entrada de bucle", el plasmido completo, incluido el GOl mutante, se incorpora en el genoma por
recombinacion homéloga (HR). Durante la etapa de "salida de bucle", algunas de las células volveran a la secuencia
nativa del GOI a través de HR, mientras que otras sufriran un suceso de HR que dejara al GOl mutante en el genoma.

La figura 46 es un diagrama de puntos para el rendimiento previsto frente al rendimiento medido de los datos de
entrenamiento para un modelo de rendimiento de la presente descripcion. EI modelo subyacente es un modelo de
regresion de Kernel Ridge (con kernel polinomial de orden 4). El modelo se entrena en 1864 construcciones genéticas
Unicas y el rendimiento fenotipico asociado. El modelo ajustado tiene un valor r2 de 0,52.

La figura 47 representa la composicion genética de los disefios de candidatos generados por los algoritmos de
prediccién de la presente descripcién. Estos disefios de candidatos se enviaron para la construccion y analisis de HTP.
Aqui, el disefio de candidato se define como la combinacién de la id de la cepa parental y la mutacién o mutaciones
introducidas.

La Figura 48 es un diagrama de puntos del rendimiento previsto frente al rendimiento medido de los disefos de
candidatos generados por los algoritmos de prediccion de la presente descripcion, y construido de acuerdo con los
métodos de construccion de HTP de la presente descripcion. Esta figura demuestra que el modelo puede predecir el
rendimiento de la cepa candidata con un grado aceptable de precision.

La figura 49 es un diagrama de caja y bigotes que representa el porcentaje de cambio de rendimiento de las cepas
candidatas con respecto a las cepas parentales. En el eje y, un valor de 0,01 corresponde al 1%. Esta figura demuestra
que las cepas disefiadas por un modelo computacional (gris claro) logran una mejora cuantificable frente a sus cepas
parentales correspondientes. Ademas, la figura demuestra que estas mejoras de la cepa base del modelo son
comparables en magnitud a las mejoras logradas por cepas disefiadas por expertos humanos.

La figura 50 ilustra la distribucién del comportamiento del rendimiento para las cepas disefiadas por el modelo
computacional (gris oscuro) y por un experto humano (gris claro). Las cepas disefiadas por ordenador presentaban
distribuciones mas ajustadas con ganancias medianas mas altas.

La figura 51 es un diagrama de caja y bigotes que representa el rendimiento absoluto de cepas candidatas generadas
por ordenador (gris claro) o por un experto humano (gris oscuro). Los resultados se agregan por cepa parental.
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La figura 52 es una representacion del genoma de Escherichia coli, que comprende aproximadamente 4,6 millones
de pares de bases.

La figura 53 ilustra el efecto de las partes aislantes y terminadoras en las cadenas principales del vector en la eficiencia
de la transformacion y la integracion del plasmido.

La figura 54 ilustra el disefio combinatorio de secuencias de promotor-5'UTR sintéticas de la Tabla 1.4.

La figura 55 representa el mapa de plasmido que ilustra los componentes de la cadena principal del vector 1.
La figura 56 representa el mapa de plasmido que ilustra los componentes de la cadena principal del vector 2.
La figura 57 representa el mapa de plasmido que ilustra los componentes de la cadena principal del vector 3.
La figura 58 representa el mapa de plasmido que ilustra los componentes de la cadena principal del vector 4.
La figura 59 representa la ruta biosintética del licopeno de E. coli.

La figura 60 representa ediciones del terminador en las dianas de |a ruta del licopeno idi e ymgA. El terminador TyjbE
demuestra una disminucién del rendimiento de la cepa en relacion con el control, destacando asi la utilidad de estos
tipos de bibliotecas para identificar las dianas de las rutas criticas.

La figura 61 representa ediciones del terminador en mdltiples dianas de la ruta del licopeno.

La figura 62 representa los intercambios de promotores (para comparacion), marcadores de degradacion y
terminadores en la diana dxs de la ruta del licopeno. El marcador de degradacién ssrA_LAA demuestra un rendimiento
de cepa mejorado con respecto al control. Esto es inesperado ya que esta cepa es una combinacion de un PROSWP
con una marcador de degradacion en una Unica diana de ruta. Se espera que el PROSWP inicial aumente la
abundancia de proteinas, y se espera que el marcador de degradacién disminuya la abundancia de proteinas,
demostrando asi la utilidad de las combinaciones de tipos de bibliotecas para ajustar el rendimiento éptimo de la cepa.

La figura 63 representa intercambios de marcadores de solubilidad, promotores y terminadores en la diana gdhA de
la ruta del licopeno. El marcador de solubilidad FH8 demuestra un rendimiento de cepa mejorado con respecto al
control, pero el marcador de solubilidad GB1 no, lo que demuestra la necesidad de evaluar bibliotecas de cada tipo de
modificacién.

Descripcion detallada
Definiciones

Aunque se cree que los siguientes términos son bien entendidos por un experto en la técnica, las siguientes
definiciones se exponen para facilitar la explicacién de la materia objeto actualmente descrita.

El término "un" o "una" se refiere a uno o mas de esa entidad, es decir, se puede referir a varios referentes. Asi pues,
los términos "un" 0 "una”, "uno o mas" y "al menos uno" se usan indistintamente en el presente documento. Ademas,
la referencia a "un elemento" por el articulo indefinido "un" o "una" no excluye la posibilidad de que esté presente mas

de uno de los elementos, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los elementos.

Como se usa en el presente documento, los términos "organismo celular" "microorganismo™ o "microbio" deben
tomarse de manera amplia. Estos términos se usan indistintamente e incluyen, pero no se limitan a los dos dominios
procariotas, Bacteria y Archaea, asi como a ciertos protistas y hongos eucariotas. En algunos ejemplos, la descripcion
se refiere a los "microorganismos" u "organismos celulares" o "microbios" de listas/tablas y figuras presentes en la
descripcion. Esta caracterizacion se puede referir no solo a los géneros taxonémicos identificados de las tablas y
figuras, sino también a las especies taxonémicas identificadas, asi como a las diversas cepas nuevas y recién
identificadas o disefiadas de cualquier organismo en dichas tablas o figuras. La misma caracterizacién es valida para
la mencion de estos términos en otras partes de la memoria descriptiva, tal como en los ejemplos.

El término "procariotas” es reconocido en la técnica y se refiere a células que no contienen nucleo u otros organulos
celulares. Los procariotas se clasifican en general en uno de dos dominios, las Bacteria y las Archea. La diferencia
definitiva entre organismos de los dominios Archaea y Bacteria se basa en diferencias fundamentales en la secuencia
de bases de nucledtidos en el ARN ribosémico 16S.

El término "Archaea" se refiere a una categorizacion de organismos de la division Mendosicutes, que se encuentran
tipicamente en ambientes inusuales y se distinguen del resto de los procariotas por varios criterios, que incluyen el
numero de proteinas ribosémicas y la falta de acido muramico en las paredes celulares. Basado en el andlisis de
ssrARN, las Archaea consisten en dos grupos filogenéticamente distintos: Crenarchaeota y Euryarchaeota. Basado
en su fisiologia, las Archaea se pueden organizar en tres tipos: metandgenos (procariotas que producen metano);
haléfilos extremos (procariotas que viven en concentraciones muy altas de sal (NaCl); y (hiper) terméfilos extremos
(procariotas que viven a temperaturas muy altas). Ademas de las caracteristicas unificadoras de las arqueas que las
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distinguen de las bacterias (es decir, sin mureina en la pared celular, lipidos de membrana unidos por éster, etc.),
estos procariotas presentan atributos estructurales o bioquimicos Unicos que los adaptan a sus habitats particulares.
La Crenarchaeota consiste principalmente en procariotas hiperterméfilos dependientes de azufre y la Euryarchaeota
contiene los metanégenos y hal6filos extremos.

"Bacteria" 0 "eubacteria" se refiere a un dominio de organismos procariotas. Las bacterias incluyen al menos 11 grupos
distintos como sigue: (1) bacterias Gram positivas (Gram+), de las cuales hay dos subdivisiones principales: (1) grupo
de alto contenido G+C (Actinomycetes, Mycobacteria, Micrococcus, otros) (2) grupo de bajo contenido G+C (Bacillus,
Clostridia, Lactobacillus, Staphylococci, Streptococci, Mycoplasmas); (2) Proteobacterias, p. €j., bacterias Gram
negativas fotosintéticas purpura+no fotosintéticas (incluye las bacterias Gram negativas mas "comunes"); (3)
Cianobacterias, p. ej., fototrofos oxigénicos; (4) Espiroquetas y especies relacionadas; (5) Planctomicetos; (6)
Bacteroides, Flavobacteria; (7) Chlamydia; (8) Bacterias verdes del azufre; (9) Bacterias verdes no del azufre (también
fototrofos anaerobicos); (10) Micrococos radiorresistentes y relacionados; (11) Thermotoga y Thermosipho
thermophiles.

Un "eucariota" es cualquier organismo cuyas células contienen un nucleo y otros organulos encerrados dentro de
membranas. Los eucariotas pertenecen al taxén Eukarya o Eukaryota. La caracteristica definitoria que diferencia a las
células eucariotas de las células procariotas (las bacterias y arqueas mencionadas anteriormente) es que tienen
organulos unidos a la membrana, especialmente el nicleo, que contiene el material genético, y esté encerrado por la
envoltura nuclear.

Las expresiones "célula hospedante genéticamente modificada", "célula hospedante recombinante” y "cepa
recombinante" se utilizan indistintamente en el presente documento y se refieren a células hospedantes que han sido
modificadas genéticamente mediante los métodos de clonacién y transformacién de la presente descripcion. Por lo
tanto, las expresiones incluyen una célula hospedante (p. €j., bacteria, célula de levadura, célula fingica, CHO, célula
humana, etc.) que ha sido alterada, modificada o manipulada genéticamente, de modo que presenta un genotipo y/o
fenotipo (p. ej., cuando la modificacion genética afecta a las secuencias de &cido nucleico codificantes del
microorganismo) alterado, modificado o diferente en comparacién con el organismo natural del que se ha obtenido.
Se entiende que en algunos ejemplos, los términos se refieren no solo a la célula hospedante recombinante particular
en cuestion, sino también a la progenie o la potencial progenie de dicha célula hospedante.

La expresion "microorganismo de tipo natural" o "célula hospedante de tipo natural" describe una célula que se
encuentra en la naturaleza, es decir, una célula que no ha sido modificada genéticamente.

La expresion "genéticamente transformado" se puede referir a cualquier manipulacién del genoma de una célula
hospedante (p. €j., por insercién, delecién, mutacién o reemplazo de acidos nucleicos).

El término "control" o "célula hospedante de control" se refiere a una célula hospedante de comparacion adecuada
para determinar el efecto de una modificacion genética o tratamiento experimental. En algunos ejemplos, la célula
hospedante de control es una célula de tipo natural. En otros ejemplos, una célula hospedante de control es
genéticamente idéntica a la célula hospedante genéticamente modificada, salvo por la o las modificaciones genéticas
que diferencian a la célula hospedante de tratamiento. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el uso de
cepas parentales como células hospedantes de control (p. €j., la cepa Si que se usd como base para el programa de
mejora de cepas). En otros ejemplos, una célula hospedante puede ser una célula genéticamente idéntica que carece
de un promotor o SNP especifico que se esté ensayando en la célula hospedante de tratamiento.

Como se usa en el presente documento, el término "alelo(s)" significa cualquiera de una o mas formas alternativas de
un gen, todos cuyos alelos estan relacionados con al menos un rasgo o caracteristica. En una célula diploide, los dos
alelos de un gen determinado ocupan locus correspondientes en un par de cromosomas homologos.

Como se usa en el presente documento, el término "locus” (plural locus) significa un lugar o lugares especificos o un
sitio en un cromosoma donde, por ejemplo, se encuentra un gen o marcador genético.

Como se usa en el presente documento, la expresion "genéticamente ligado" se refiere a dos 0 mas rasgos que se
co-heredan en una alta tasa durante la reproduccién, de modo que son dificiles de separar por cruzamiento.

Una "recombinacion” o "suceso de recombinacién" como se usa en el presente documento, se refiere a un cruce
cromosomico o una distribucién independiente.

Como se usa en el presente documento, el término "fenotipo" se refiere a las caracteristicas observables de una célula
individual, cultivo celular, organismo o grupo de organismos que resultan de la interaccion entre la composicion
genética de ese individuo (es decir, genotipo) y el medio ambiente.

Como se usa en el presente documento, el término "quimérico” o "recombinante” cuando se describe una secuencia
de acido nucleico o una secuencia de proteina se refiere a un acido nucleico, o una secuencia de proteina, que une al
menos dos polinucleétidos heterdlogos, o dos polipéptidos heterélogos, en un solo macromolécula, o que reordena
uno o mas elementos de al menos una secuencia de proteina o &cido nucleico natural. Por ejemplo, el término
"recombinante" se puede referir a una combinacién artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro modo,
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p. €j., por sintesis quimica o por la manipulacién de segmentos aislados de &cidos nucleicos por técnicas de ingenieria
genética.

Como se usa en el presente documento, una "secuencia de nucleétidos sintética" o "secuencia de polinucleétidos
sintética" es una secuencia de nucleétidos que no se conoce que se produzca en la naturaleza o que no se produce
de forma natural. Generalmente, dicha secuencia de nucleotidos sintética comprendera al menos una diferencia de
nucleétidos en comparacion con cualquier otra secuencia de nucleétidos que se encuentra de forma natural.

Como se usa en el presente documento, el término "acido nucleico” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos
de cualquier longitud, sean ribonucleétidos o desoxirribonucle6tidos, o analogos de los mismos. Este término se refiere
a la estructura primaria de la molécula y, por tanto, incluye ADN bicatenario y monocatenario, asi como ARN
bicatenario y monocatenario. También incluye acidos nucleicos modificados tales como acidos nucleicos metilados y/o
con caperuza, acidos nucleicos que contienen bases modificadas, modificaciones de la cadena principal y similares.

Los términos "acido nucleico" y "secuencia de nucleétidos" se usan indistintamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "armazéon de ADN" o "armazon de acido nucleico” se refiere a
un armazén de acido nucleico que se produce de forma artificial 0 a una secuencia de origen natural que se readapta
como armazon. En un ejemplo de la presente descripcion, el armazén de acido nucleico es un armazon de acido
desoxirribonucleico sintético. Los desoxirribonucleétidos del armazén sintético pueden comprender bases de purina y
pirimidina u otras bases desoxirribonucleotidicas naturales, modificadas quimica o bioquimicamente, no naturales o
derivatizadas. Como se describe con mas detalle en el presente documento, el armazén de acido nucleico de la
presente descripcion se utiliza para ensamblar e inmovilizar espacial y temporalmente dos o mas proteinas implicadas
en una ruta biolégica, es decir, enzimas biosintéticas, para crear un complejo funcional. El ensamblaje e inmovilizacion
de cada proteina de la ruta bioldgica en el armazén se produce a través de la interaccion de unidén entre una de las
secuencias de union a proteinas, es decir, sitios de acoplamiento de proteinas, del armazén y una parte de unién al
ADN correspondiente de una enzima biosintética quimérica. Por consiguiente, el armazén de acido nucleico
comprende una o mas subunidades, comprendiendo cada subunidad dos o0 mas secuencias de unién a proteinas para
acomodar la union de dos o mas proteinas quiméricas diferentes de la ruta bioldgica.

Como se usa en el presente documento, una "secuencia de union de ADN" o "sitio de unién de ADN" se refiere a una
secuencia de acido nucleico especifica que es reconocida y unida por una parte del dominio de unién de ADN de un
gen biosintético quimérico (p. ej., enzima biosintética quimérica) codificado por genes modificados de la presente
descripcion. Muchos dominios de unién de ADN vy sus sitios de reconocimiento de ADN de la pareja de unién analoga
(es decir, sitios de union de ADN) son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se conocen en la técnica numerosos
dominios de unién de dedos de zinc y sus correspondientes sitios diana de union de ADN y son adecuados para usar
en la presente descripcion. Otros dominios de unién de ADN incluyen, sin limitacion, dominios de unién de cremallera
de leucina y sus correspondientes sitios de unién de ADN, dominios de unién de ADN de hélice alada y sus
correspondientes sitios de uniébn de ADN, dominios de unién de ADN de hélice alada-giro-hélice y sus
correspondientes sitios de unién de ADN, dominios de unién de ADN HMG-caja y sus correspondientes secuencias
de unién de ADN, dominios de union de ADN de hélice-bucle-hélice y sus correspondientes secuencias de unién de
ADN, y dominios de union de ADN de hélice-giro-hélice y sus correspondientes secuencias de union de ADN. Otros
dominios de union de ADN conocidos con secuencias de unién de ADN conocidas incluyen el dominio de ADN de
inmunoglobulina, dominio de union de ADN B3 y dominios de unién de ADN efector TAL. Las subunidades de armazén
de é&cido nucleico de la presente descripcion pueden comprender dos o0 mas de los sitios de unién de ADN
mencionados antes.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" se refiere a cualquier segmento de ADN asociado con una
funcién bioldgica. Por lo tanto, los genes incluyen, pero no se limitan a, secuencias codificantes y/o las secuencias
reguladoras necesarias para su expresién. Los genes también pueden incluir sesgmentos de ADN no expresados que,
por ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Los genes se pueden obtener de una
variedad de fuentes, que incluyen la clonacién de una fuente de interés o la sintesis a partir de informacion de
secuencia conocida o prevista, y pueden incluir secuencias disefiadas para tener los parametros deseados.

Como se usa en el presente documento, el término "homélogo" u "ortdlogo" se conoce en la técnica y se refiere a
secuencias relacionadas que comparten un ancestro o miembro de familia comin y se determinan basandose en el
grado de identidad de secuencia. Los términos "homologia”, "homdlogo", "sustancialmente similar" y "que se
corresponde sustancialmente" se usan indistintamente en el presente documento. Se refieren a fragmentos de acido
nucleico en donde los cambios en una 0 méas bases de nucledtidos no afectan a la capacidad del fragmento de acido
nucleico para mediar en la expresion génica o producir un determinado fenotipo. Estos términos también se refieren a
modificaciones de los fragmentos de acido nucleico de la presente descripcion tales como delecidn o insercién de uno
0 mas nucledtidos que no alteran sustancialmente las propiedades funcionales del fragmento de acido nucleico
resultante con respecto al fragmento inicial no modificado. Por lo tanto, se entiende, como apreciaran los expertos en
la técnica, que la descripcion abarca mas que las secuencias de ejemplo especificas. Estos términos describen la
relacién entre un gen que se encuentra en una especie, subespecie, variedad, variedad cultivada o cepa y el gen
correspondiente o equivalente en otra especie, subespecie, variedad, cultivo o cepa. Para los propésitos de esta
descripcion, se comparan secuencias homoélogas. Se piensa, se cree o se sabe que las "secuencias homologas” u
"homologos” u "ortdlogos" estan funcionalmente relacionados. Una relacion funcional se puede indicar en cualquiera
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de varias formas, que incluyen, pero no se limitan a: (a) grado de identidad de secuencia y/o (b) la misma o similar
funcion bioldgica. Preferiblemente, se indican tanto (a) como (b). La homologia se puede determinar usando
programas de software facilmente disponibles en la técnica, tales como los descritos en Current Protocols in Molecular
Biology (F.M. Ausubel et al., Eds., 1987) Suplemento 30, seccion 7.718, Tabla 7.71. Algunos programas de
alineamiento son MacVector (Oxford Molecular Ltd, Oxford, Reino Unido), ALIGN Plus (Scientific and Educational
Software, Pensilvania) y AlignX (Vector NTI, Invitrogen, Carlsbad, CA). Otro programa de alineamiento es Sequencher
(Gene Codes, Ann Arbor, Michigan), que utiliza parametros predeterminados.

Como se usa en el presente documento, el término "endégeno” o "gen enddgeno” se refiere al gen de origen natural,
en la ubicacién en la que se encuentra de forma natural dentro del genoma de la célula hospedante. En el contexto de
la presente descripcion, unir operativamente un promotor heter6logo a un gen enddgeno significa insertar
genéticamente una secuencia promotora heteréloga delante de un gen existente, en la ubicacion donde ese gen esta
presente de forma natural. Un gen enddégeno como se describe en el presente documento puede incluir alelos de
genes naturales que se han mutado de acuerdo con cualquiera de los métodos de la presente descripcion.

Como se usa en el presente documento, el término "exdgeno" se usa indistintamente con el término "heterdlogo" y se
refiere a una sustancia que proviene de alguna fuente distinta a su fuente nativa. Por ejemplo, las expresiones
"proteina exégena" o "gen exdgeno" se refieren a una proteina o gen de una fuente o ubicacién no nativa, y que se
han suministrado artificialmente a un sistema bioldgico.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cambio de nucleétidos" se refiere, p. ej., a la sustitucion, delecién
y/o insercién de nucledtidos, como se entiende bien en la técnica. Por ejemplo, las mutaciones contienen alteraciones
que producen sustituciones, adiciones o deleciones silenciosas, pero no alteran las propiedades o actividades de la
proteina codificada o como se producen las proteinas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "modificacion de proteinas” se refiere, p. €j., a la sustitucion de
aminoacidos, modificacion, delecién y/o insercion de aminoacidos, como se entiende bien en la técnica.

Como se usa en el presente documento, la expresién "al menos una parte” o "fragmento” de un acido nucleico o
polipéptido significa una parte que tiene las caracteristicas de tamafio minimo de dichas secuencias, o cualquier
fragmento mas grande de la molécula de longitud completa, hasta e incluyendo la molécula de longitud completa. Un
fragmento de un polinucle6tido de la descripciéon puede codificar una parte biolégicamente activa de un elemento
regulador genético. Se puede preparar una parte bioldgicamente activa de un elemento regulador genético aislando
una parte de uno de los polinucleétidos de la descripcién que comprende el elemento regulador genético y evaluando
la actividad como se describe en el presente documento. De manera similar, una parte de un polipéptido puede ser de
4 aminoacidos, 5 aminoacidos, 6 aminoacidos, 7 amino&cidos, etc., subiendo hasta el polipéptido de longitud completa.
La longitud de la parte que se va a usar dependera de la aplicacion particular. Una parte de un acido nucleico util como
sonda de hibridacion puede ser tan corta como 12 nucleétidos; en algunos ejemplos, es de 20 nucleétidos. Una parte
de un polipéptido util como un epitopo puede ser tan corta como 4 aminoacidos. Una parte de un polipéptido que
realiza la funcién del polipéptido de longitud completa generalmente seria mas larga que 4 aminoécidos.

Los polinucleétidos variantes también abarcan secuencias derivadas de un procedimiento mutagénico y
recombinogénico, tal como el barajado de ADN. Las estrategias para dicho barajado de ADN son conocidas en la
técnica. Véase, por ejemplo, Stemmer (1994) PNAS 91:10747-10751; Stemmer (1994) Nature 370:389-391; Crameri
et al. (1997) Nature Biotech. 15:436-438; Moore et al. (1997) J. Mol. Biol. 272:336-347; Zhang et al. (1997) PNAS
94:4504-4509; Crameri et al. (1998) Nature 391:288-291; y patentes de EE.UU. n® 5.605.793 y 5.837.458.

Para las amplificaciones por PCR de los polinucleétidos descritos en el presente documento, se pueden disefiar
cebadores oligonucledétidos para usar en reacciones de PCR para amplificar las secuencias de ADN correspondientes
a partir de ADNc o ADN gendmico extraido de cualquier organismo de interés. Los métodos para disefiar cebadores
de PCR Yy la clonacién de PCR se conocen en general en la técnica y se describen en Sambrook et al. (2001) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York). Véase también
Innis et al., eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic Press, New York); Innis y
Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic Press, New York); e Innis y Gelfand, eds. (1999) PCR Methods Manual
(Academic Press, New York). Los métodos conocidos de PCR incluyen, pero no se limitan a métodos que usan
cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores especificos Unicos, cebadores degenerados, cebadores
especificos de genes, cebadores especificos de vector, cebadores parcialmente mal emparejados y similares.

El término "cebador”, como se usa en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido que es capaz de hibridar
con la diana de amplificacion permitiendo que una ADN polimerasa se una, sirviendo asi como un punto de inicio de
la sintesis de ADN cuando se pone en condiciones en las que se induce la sintesis del producto de extensién del
cebador, es decir, en presencia de nucleétidos y un agente para la polimerizacion tal como ADN polimerasa y a una
temperatura y pH adecuados. El cebador (de amplificacion) es preferiblemente monocatenario para una maxima
eficacia en la amplificacion. Preferiblemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser
suficientemente largo para cebar la sintesis de productos de extension en presencia del agente para la polimerizacién.
Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, que incluyen la temperatura y la
composicion (contenido de A/T frente a G/C) del cebador. Un par de cebadores bidireccionales consisten en un
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cebador directo y uno inverso como se usa comunmente en la técnica de la amplificacién de ADN, tal como en la
amplificacion por PCR.

Como se usa en el presente documento, "promotor” se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresién
de una secuencia codificante o ARN funcional. En algunos ejemplos, la secuencia de promotor consiste en elementos
secuencia arriba proximales y mas distales, estos Gltimos elementos a menudo denominados potenciadores. Por
consiguiente, un "potenciador” es una secuencia de ADN que puede estimular la actividad del promotor y puede ser
un elemento innato del promotor o un elemento heterdlogo insertado para mejorar el nivel o la especificidad tisular de
un promotor. Los promotores se pueden obtener en su totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de diferentes
elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso comprender segmentos de
ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entenderan que diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un
gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a diferentes
condiciones ambientales. Se reconoce ademas que, puesto que en la mayoria de los casos los limites exactos de las
secuencias reguladoras no se han definido completamente, los fragmentos de ADN de alguna variacién pueden tener
actividad promotora idéntica.

Como se usa en el presente documento, las frases "construccion recombinante”, "construccién de expresion”,
"construccion quimérica”, "construccion” y "construccién de ADN recombinante" se usan indistintamente en el presente
documento. Una construccién recombinante comprende una combinacion artificial de fragmentos de acido nucleico,
p. €j., secuencias reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por ejemplo, una
construccion quimérica puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que derivan de
diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, pero dispuestas
de una manera diferente a la que se encuentra en la naturaleza. Dicha construccion se puede usarse por si misma o
se puede usar junto con un vector. Si se usa un vector, entonces la eleccion del vector depende del método que se
usara para transformar las células hospedantes, como es bien conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo,
se puede utilizar un vector plasmidico. El experto en la técnica conoce bien los elementos genéticos que deben estar
presentes en el vector con el fin de transformar, seleccionar y propagar con éxito las células hospedantes que
comprenden cualquiera de los fragmentos de acido nucleico aislados de la descripcion. El experto en la técnica
también reconocera que diferentes sucesos de transformacion independientes daran como resultado diferentes niveles
y patrones de expresion (Jones et al., (1985) EMBO J. 4: 2411-2418; De Almeida et al., (1989) Mol. Gen. Genetics
218: 78-86) y, por lo tanto, se deben cribar multiples sucesos para obtener lineas que presenten el nivel y patron de
expresion deseados. Dicho cribado se puede llevar a cabo por andlisis Southern de ADN, andlisis Northern de
expresion de ARNm, analisis de inmunotransferencia de expresion de proteinas o analisis fenotipico, entre otros. Los
vectores pueden ser plasmidos, virus, bacteri6fagos, pro-virus, fagémidos, transposones, cromosomas artificiales y
similares, que se replican de forma auténoma o se pueden integrar en un cromosoma de una célula hospedante. Un
vector también puede ser un polinucleétido de ARN desnudo, un polinucleétido de ADN desnudo, un polinucleétido
compuesto de ADN y ARN dentro de la misma cadena, un ADN o ARN conjugado con polilisina, un ADN o ARN
conjugado con péptido, un ADN conjugado con liposoma, o similar, que no se replica de forma auténoma. Como se
usa en el presente documento, el término "expresion" se refiere a la produccién de un producto final funcional, p. €j.,
un ARNm o una proteina (precursora o madura).

"Operativamente unido" significa en este contexto la disposicién secuencial del polinucleétido promotor de acuerdo
con la descripcién con un oligo o polinucle6tido adicional, dando como resultado la transcripcién de dicho polinucleétido
adicional.

La expresién "producto de interés" o "biomolécula” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier
producto producido por microbios a partir de materia prima. En algunos casos, el producto de interés puede ser una
molécula pequefia, enzima, péptido, aminoacido, acido organico, compuesto sintético, combustible, alcohol, etc. Por
ejemplo, el producto de interés o biomolécula puede ser cualquier metabolito extracelular primario o secundario. El
metabolito primario puede ser, entre otros, etanol, acido citrico, acido lactico, acido glutamico, glutamato, lisina,
treonina, triptéfano y otros aminoacidos, vitaminas, polisacaridos, etc. El metabolito secundario puede ser, entre otros,
un compuesto antibiético tal como la penicilina o un inmunosupresor tal como la ciclosporina A, una hormona vegetal
tal como la giberelina, un farmaco estatina tal como la lovastatina, un fungicida tal como la griseofulvina, etc. El
producto de interés o biomolécula también puede ser cualquier componente intracelular producido por un microbio, tal
como: una enzima microbiana, que incluye: catalasa, amilasa, proteasa, pectinasa, glucosa isomerasa, celulasa,
hemicelulasa, lipasa, lactasa, estreptoquinasa y muchas otras. El componente intracelular también puede incluir
proteinas recombinantes, tales como: insulina, vacuna contra la hepatitis B, interferdn, factor estimulante de colonias
de granulocitos, estreptoquinasa y otros.

La expresion "fuente de carbono" se refiere en general a una sustancia adecuada para ser usada como fuente de
carbono para el crecimiento celular. Las fuentes de carbono incluyen, pero no se limitan a hidrolizados de biomasa,
almiddn, sacarosa, celulosa, hemicelulosa, xilosa y lignina, asi como componentes monoméricos de estos sustratos.
Las fuentes de carbono pueden comprender diferentes compuestos organicos en diversas formas, que incluyen, pero
no se limitan a polimeros, carbohidratos, &acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminoacidos, péptidos, etc. Estos
incluyen, por ejemplo, varios monosacaridos tales como glucosa, dextrosa (D-glucosa), maltosa, oligosacaridos,
polisacaridos, acidos grasos saturados o insaturados, succinato, lactato, acetato, etanol, etc., 0 mezclas de los
mismos. Los organismos fotosintéticos pueden ademas producir una fuente de carbono como producto de la
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fotosintesis. En algunos ejemplos, las fuentes de carbono se pueden seleccionar de hidrolizados de biomasa y
glucosa.

El término "materia prima" se define como una materia prima o mezcla de materias primas suministradas a un
microorganismo o proceso de fermentacion a partir del cual se pueden producir otros productos. Por ejemplo, una
fuente de carbono, tal como la biomasa o los compuestos de carbono derivados de la biomasa son una materia prima
para un microorganismo que produce un producto de interés (p. ej., molécula pequefia, péptido, compuesto sintético,
combustible, alcohol, etc.) en un proceso de fermentaciéon. Sin embargo, una materia prima puede contener otros
nutrientes ademas de una fuente de carbono.

El término "productividad volumétrica" o "tasa de producciéon” se define como la cantidad de producto formado por
volumen de medio por unidad de tiempo. La productividad volumétrica se puede dar en gramos por litro por hora (g/I/h).

La expresion "productividad especifica” se define como la tasa de formacion del producto. La productividad especifica
se define en el presente documento ademas como la productividad especifica en gramos de producto por gramo de
peso seco de células (CDW) por hora (g/g CDW/h). Usando la relacién de CDW a DOsoo para el microorganismo dado,
la productividad especifica también se puede expresar como gramos de producto por litro de medio de cultivo por
densidad 6ptica del caldo de cultivo a 600 nm (DO) por hora (g/L/h/DO).

El término "rendimiento” se define como la cantidad de producto obtenido por unidad de peso de materia prima y se
puede expresar como g de producto por g de sustrato (g/g). El rendimiento se puede expresar como porcentaje del
rendimiento tedrico. El "rendimiento tedrico” se define como la cantidad maxima de producto que se puede generar
por una cantidad dada de sustrato segun lo dictado por la estequiometria de la ruta metabdlica usada para producir el
producto.

El término "titulo" se define como la fuerza de una solucién o la concentracién de una sustancia en solucion. Por
ejemplo, el titulo de un producto de interés (p. €j., molécula pequefia, péptido, compuesto sintético, combustible,
alcohol, etc.) en un caldo de fermentacion se describe como g de producto de interés en solucion por litro de caldo de
fermentacion (g/l).

La expresion "titulo total" se define como la suma de todo el producto de interés producido en un proceso, que incluye,
pero no se limita al producto de interés en solucion, el producto de interés en fase gaseosa, si se aplica, y cualquier
producto de interés retirado del proceso y recuperado con respecto al volumen inicial en el proceso o el volumen
operativo en el proceso. Como se usa en el presente documento, la expresién "biblioteca de disefio genéticode HTP"
o "biblioteca" se refiere a colecciones de perturbaciones genéticas seglin la presente descripcién. En algunos
ejemplos, las bibliotecas de la presente descripcidon se pueden poner de manifiesto como i) una coleccion de
informacién de secuencias en una base de datos u otro archivo informatico, ii) una coleccién de construcciones
genéticas que codifican la serie de elementos genéticos mencionada antes, o iii) cepas de células hospedantes que
comprenden dichos elementos genéticos. En algunos ejemplos, las bibliotecas de la presente descripcion pueden
referirse a colecciones de elementos individuales (p. ej., colecciones de promotores para bibliotecas de intercambio
de PRO, colecciones de terminadores para bibliotecas de intercambio de STOP, colecciones de marcadores de
solubilidad de proteinas para bibliotecas de intercambio de marcadores de solubilidad o colecciones de marcadores
de degradacion de proteinas para bibliotecas de intercambio de marcadores de degradacién). En otros ejemplos, las
bibliotecas de la presente descripcion también pueden referirse a combinaciones de elementos genéticos, tales como
combinaciones de promotores:genes, genes:terminadores o incluso promotores:genes:terminadores. En algunos
ejemplos, las bibliotecas de la presente descripcion también pueden referirse a combinaciones de promotores,
terminadores, marcadores de solubilidad de proteinas y/o marcadores de degradacion de proteinas. En algunos
ejemplos, las bibliotecas de la presente descripcion comprenden ademas metadatos asociados con los efectos de
aplicar cada miembro de la biblioteca en organismos hospedantes. Por ejemplo, una biblioteca como se usa en el
presente documento puede incluir una coleccién de combinaciones de secuencias de promotor::gen, junto con el
efecto resultante de esas combinaciones en uno o mas fenotipos en una especie en particular, mejorando asi el valor
predictivo futuro de usar dicha combinacion en futuros intercambios de promotores.

Como se usa en el presente documento, el término "SNP" se refiere a polimorfismo(s) nuclear(es) pequefo(s). En
algunos ejemplos, los SNP de la presente descripcién deben interpretarse de manera amplia e incluyen polimorfismos
de un solo nucledtido, inserciones, deleciones, inversiones de secuencia y otros reemplazos de secuencia. Como se
usa en el presente documento, la expresion "no sindnimos” o "SNP no sindnimos" se refiere a mutaciones que
conducen a cambios en la codificacion de las proteinas de la célula hospedante. Un método de "alta capacidad (HTP)"
de ingenieria gendmica puede implicar la utilizacién de al menos una pieza de equipo automatizado (p. €j., un
manipulador de liquidos 0 una maquina manipuladora de placas) para llevar a cabo al menos un paso de dicho método.

Métodos tradicionales de mejora de cepas

Los enfoques tradicionales para la mejora de cepas se pueden clasificar ampliamente en dos tipos de enfoques:
transformacién de cepas dirigida y mutagénesis aleatoria.

Los métodos de transformacion dirigidos para mejorar las cepas implican la perturbacién planificada de unos cuantos
elementos genéticos de un organismo especifico. Estos enfoques se centran tipicamente en modular programas
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biosintéticos o de desarrollo especificos y se basan en el conocimiento previo de los factores genéticos y metabdlicos
que afectan a dichas rutas. En sus ejemplos mas simples, la ingenieria dirigida implica la transferencia de un rasgo
caracterizado (p. €j., gen, promotor u otro elemento genético capaz de producir un fenotipo cuantificable) de un
organismo a otro organismo de la misma o diferente especie.

Los enfoques aleatorios para la transformacion de cepas implican la mutagénesis aleatoria de las cepas parentales,
acoplada con un cribado exhaustivo disefiado para identificar mejoras en el rendimiento. Los enfoques para generar
estas mutaciones aleatorias incluyen la exposicién a radiacion ultravioleta o productos quimicos mutagénicos tales
como el metanosulfonato de etilo. Aunque aleatorio y en gran parte impredecible, este enfoque tradicional para mejorar
cepas tenia varias ventajas en comparacion con las manipulaciones genéticas mas dirigidas. Primero, muchos
organismos industriales estaban (y siguen estando) mal caracterizados en términos de sus repertorios genéticos y
metabdlicos, haciendo dificiles, sino imposibles, los enfoques alternativos de mejora dirigida.

Segundo, incluso en sistemas relativamente bien caracterizados, los cambios genotipicos que dan como resultado
mejoras en el rendimiento industrial son dificiles de predecir y, a veces, solo se manifiestan como fenotipos epistaticos
que requieren mutaciones acumulativas en muchos genes de funcién conocida y desconocida.

Adicionalmente, durante muchos afos, las herramientas genéticas necesarias para realizar mutaciones gendémicas
dirigidas en un organismo industrial dado no han estado disponibles o eran muy lentas y/o dificiles de usar.

La aplicacion extendida de los programas tradicionales de mejora cepas, sin embargo, da ganancias progresivamente
reducidas en un linaje de cepa dado y, finalmente conduce a agotar las posibilidades de obtener mayores eficiencias
de las cepas. Las mutaciones aleatorias beneficiosas son eventos relativamente raros y requieren grandes grupos de
deteccion y altas tasas de mutacion. Esto inevitablemente da como resultado la acumulacion accidental de muchas
mutaciones neutrales y/o perjudiciales (0 parcialmente perjudiciales) en cepas "mejoradas”, que finalmente crean un
lastre para las futuras ganancias de eficiencia.

Otra limitacién de los enfoques tradicionales de mejora acumulada es que se conoce poca o ninguna informacion
sobre cualquier efecto de una mutacién particular en cualquier medida de la cepa. Esto limita fundamentalmente la
capacidad de un investigador para combinar y consolidar mutaciones beneficiosas, o para eliminar el "bagaje”
mutagénico neutro o perjudicial.

Existen otros enfoques y tecnologias para recombinar aleatoriamente mutaciones entre cepas dentro de un linaje
mutagénico. Por ejemplo, algunos formatos y ejemplos para la recombinacién de secuencias iterativas, a veces
denominados barajado de ADN, evolucién o reproduccién molecular, se han descrito en las solicitudes de patente de
EE.UU. N de serie 08/198.431, presentada el 17 de Feb., 1994, N° de serie PCT/US95/02126, presentada el 17 de
Feb., 1995, N° de serie 08/425.684, presentada el 18 de abril, 1995, N° de serie 08/537,874, presentada el 30 de Oct.,
1995, N° de serie 08/564.955, presentada el 30 de Nov., 1995, N° de serie 08/621.859, presentada el 25 de Marzo,
1996, N° de serie 08/621.430, presentada el 25 de Marzo, 1996, N° de serie PCT/US96/05480, presentada el 18 de
abril, 1996, N° de serie 08/650.400, presentada el 20 de Mayo, 1996, N° de serie 08/675.502, presentada el 3 de Jul.,
1996, N° de serie 08/721.824, presentada el 27 de Sep., 1996, y N° de serie 08/722.660 presentada el 27 de Sep.,
1996; Stemmer, Science 270:1510 (1995); Stemmer et al., Gene 164:49-53 (1995); Stemmer, Bio/Technology 13:549-
553 (1995); Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91:10747-10751 (1994); Stemmer, Nature 370:389-391 (1994);
Crameri et al., Nature Medicine 2(1):1-3 (1996); Crameri et al., Nature Biotechnology 14:315-319 (1996.

Estos incluyen técnicas como la fusion de protoplastos y barajado del genoma completo que facilitan la recombinacion
gendmica a través de cepas mutadas. Para algunos microorganismos industriales tales como las levaduras y los
hongos filamentosos, también se pueden aprovechar los ciclos de apareamiento naturales para la recombinacion
gendmica por pares. De esta manera, las mutaciones perjudiciales se pueden eliminar por el "retrocruzamiento” de
mutantes con cepas parentales y consolidar las mutaciones beneficiosas. Ademas, las mutaciones beneficiosas de
dos linajes de cepas diferentes se pueden combinar potencialmente, lo que crea posibilidades de mejora adicionales
de lo que podria estar disponible de la mutacién de un solo linaje de cepas por si solo. Sin embargo, estos enfoques
estan sujetos a muchas limitaciones que se eluden usando los métodos de la presente descripcion.

Por ejemplo, los enfoques recombinantes tradicionales descritos antes son lentos y se basan en un numero
relativamente pequeno de sucesos cruzados de recombinacion aleatoria para intercambiar mutaciones y, por lo tanto,
estan limitados en el numero de combinaciones que se pueden intentar en cualquier ciclo o periodo de tiempo dado.
Ademas, aunque los sucesos de recombinacion natural en la técnica anterior son esencialmente aleatorios, también
estan sujetos al sesgo posicional del genoma.

Lo que es mas importante, los enfoques tradicionales también proporcionan poca informacién sobre la influencia de
mutaciones individuales y, debido a la distribucion aleatoria de mutaciones recombinadas, muchas combinaciones
especificas no se pueden generar ni evaluar.

Para superar muchos de los problemas mencionados anteriormente asociados con los programas tradicionales de
mejora de cepas, la presente descripcidn establece una plataforma de ingenieria gendmica de HTP Unica que se dirige
computacionalmente e integra biologia molecular, automatizacién, analisis de datos y protocolos de aprendizaje
automatico. Esta plataforma integradora utiliza una serie de conjuntos de herramientas moleculares de HTP que se
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usan para construir bibliotecas de disefio genético de HTP. Estas bibliotecas de disefio genético se elaboraran a
continuacion. La Figura 8 representa una visién general de un ejemplo del programa de mejora de cepas de E. coli de
la presente descripcion.

La plataforma de HTP actualmente descrita y sus bibliotecas de disefio genético microbiano Unicas cambian
fundamentalmente el paradigma del desarrollo y evolucion de cepas microbianas. Por ejemplo, los métodos
tradicionales basados en mutagénesis de desarrollo de una cepa microbiana industrial finalmente conduciran a
microbios cargados con una carga mutagénica pesada que se ha acumulado a lo largo de afios de mutagénesis
aleatoria.

La capacidad para resolver este problema (es decir, eliminar el bagaje genético acumulado por estos microbios) ha
eludido a los investigadores microbianos durante décadas. Sin embargo, utilizando la plataforma de HTP descrita en
el presente documento, estas cepas industriales se pueden "rehabilitar" y las mutaciones genéticas que son
perjudiciales se pueden identificar y eliminar. De manera congruente, las mutaciones genéticas que se identifican
como beneficiosas se pueden mantener y, en algunos casos, mejorar. Las cepas microbianas resultantes demuestran
rasgos fenotipicos superiores (p. €j., produccion mejorada de un compuesto de interés), en comparacién con sus
cepas parentales.

Ademas, la plataforma de HTP ensefada en el presente documento es capaz de identificar, caracterizar y cuantificar
el efecto que tienen las mutaciones individuales en el rendimiento de la cepa microbiana. Esta informacion, es decir,
qué efecto tiene un cambio genético dado x en el fenotipo de la célula hospedante y (p. €j., produccién de un
compuesto o producto de interés), se puede generar y después almacenar en las bibliotecas de disefio genético de
HTP microbiano descritas a continuacion. Es decir, la informacién de secuencia para cada permutacién genética y su
efecto en el fenotipo de la célula hospedante se almacenan en una o mas bases de datos y estan disponibles para
andlisis posteriores (por ejemplo, mapeo de epistasis, como se describe a continuacién). La presente descripcion
también ensefia métodos para guardar/almacenar fisicamente permutaciones genéticas valiosas en forma de
construcciones de insercién genética, o en forma de uno o mas organismos de células hospedantes que contienen
dicha permutacion genética (p. €j., véanse las bibliotecas descritas a continuacion).

Cuando se combinan estas bibliotecas de disefio genético de HTP en un procedimiento iterativo que esta integrado
con un analisis de datos sofisticado y un proceso de aprendizaje automatico, surge una metodologia radicalmente
diferente para mejorar las células hospedantes. Por lo tanto, la plataforma ensefada es fundamentalmente diferente
de los métodos tradicionales descritos antes de desarrollo de cepas de células hospedantes. La plataforma de HTP
ensefnada no adolece de muchos de los inconvenientes asociados con los métodos anteriores. Estas y otras ventajas
resultaran evidentes con referencia a los conjuntos de herramientas moleculares de HTP vy las bibliotecas de disefio
genético derivadas que se analizan a continuacion.

Disefio genético e ingenieria microbiana: un enfoque combinatorio sistematico para mejorar cepas utilizando
una serie de herramientas moleculares de HTP y bibliotecas de disefio genético de HTP

Como se ha mencionado antes, la presente descripcién proporciona una plataforma de HTP y una estrategia de disefio
genético novedosos para transformar organismos microbianos mediante la introduccién y eliminacién sistematicas
iterativas de cambios genéticos entre cepas. La plataforma esta respaldada por una serie de herramientas
moleculares, que permiten la creacion de bibliotecas de disefio genético de HTP y permiten la implementacion eficiente
de alteraciones genéticas en una cepa hospedante dada.

Las bibliotecas de disefio genético de HTP de la descripcién sirven como fuentes de posibles alteraciones genéticas
que se pueden introducir en un contexto de cepa microbiana particular. De esta manera, las bibliotecas de disefo
genético de HTP son repositorios de diversidad genética, o colecciones de perturbaciones genéticas, que se pueden
aplicar a la ingenieria inicial o posterior de una cepa microbiana dada. Las técnicas para programar disefios genéticos
para su implementacion en cepas hospedantes se describen en la solicitud de patente de EE.UU. en tramitacion, n®
de serie 15/140.296, y solicitud de patente internacional en tramitacién de n® de serie PCT/US17/29725, titulada
"Sistema y métodos de disefio de cepas microbianas para mejorar las produccién a gran escala de secuencias de
nucle6tidos modificadas".

Los conjuntos de herramientas moleculares de HTP utilizados en esta plataforma pueden incluir, entre otros: (1)
Intercambios de promotores (Intercambio de PRO), (2) Intercambios de SNP, (3) Intercambios de codones de
inicio/detencion, (4) Intercambios de STOP, (5) optimizacion de secuencia, (6) intercambios de MARCADORES DE
SOLUBILIDAD vy (7) intercambios de MARCADORES DE DEGRADACION. Los métodos de HTP de la presente
descripcion también ensefian métodos para dirigir la consolidacién/uso combinatorio de conjuntos de herramientas de
HTP, que incluyen (8) protocolos de mapeo de epistasis. Como se ha mencionado antes, esta serie de herramientas
moleculares, ya sea de forma aislada o en combinacidn, permite la creacion de bibliotecas de células hospedantes de
disefo genético de HTP.

Como se demostrara, la utilizacion de las bibliotecas de disefio genético de HTP mencionadas antes en el contexto
de la plataforma de ingenieria microbiana de HTP ensefiada permite la identificacion y consolidacion de mutaciones o
secciones de genes "causativas" beneficiosas y también la identificacion y eliminacion de mutaciones o secciones de
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genes pasivos o perjudiciales. Este nuevo enfoque permite mejoras rapidas en el rendimiento de la cepa que no
podrian lograrse por la mutagénesis aleatoria tradicional o la ingenieria genética dirigida. La eliminacién de la carga
genética o la consolidacion de cambios beneficiosos en una cepa sin carga genética también proporciona un punto de
partida nuevo y solido para mutagénesis aleatoria adicional que puede permitir mejoras adicionales.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia que a medida que se identifican cambios ortogonales
beneficiosos a través de varias ramas discretas de un linaje de cepas mutagénicas, también se pueden consolidar
rapidamente en cepas de mejor rendimiento. Estas mutaciones también se pueden consolidar en cepas que no forman
parte de linajes mutagénicos, tales como cepas con mejoras obtenidas por ingenieria genética dirigida.

En algunos ejemplos, la presente descripcion difiere de los enfoques de mejora de cepas conocidos en cuanto que
analiza el efecto combinatorio de mutaciones en todo el genoma a lo largo de multiples regiones genémicas dispares,
incluyendo elementos genéticos expresados y no expresados, y usa la informacion recopilada (p. e€j., resultados
experimentales) para predecir las combinaciones de mutaciones que se espera produzcan mejoras en las cepas.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia: i) microorganismos industriales y otras células hospedantes
susceptibles de mejora a través de las divulgaciones descritas, ii) la generacién de grupos de diversidad para analisis
secuencia abajo, iii) métodos y hardware para cribado y secuenciacion de alta capacidad de grupos de variantes
grandes, iv) métodos y hardware para el andlisis computacional de aprendizaje automatico y la prediccion de efectos
sinérgicos de mutaciones en todo el genoma, y v) métodos para la ingenieria de cepas de alta capacidad.

Las siguientes herramientas y bibliotecas moleculares se describen en términos de ejemplos microbianos ilustrativos.
Los expertos en la técnica reconoceran que las herramientas moleculares de HTP de la presente descripcién son
compatibles con cualquier célula hospedante, incluyendo formas celulares eucariotas y de vida superiores. Ademas,
muchos de los ejemplos ilustrados se llevan a cabo en Corynebacterium; sin embargo, se pueden implementar los
mismos principios y procedimientos en Escherichia coli.

Ahora se describira cada uno de los conjuntos de herramientas moleculares HTP identificados, que permiten la
creacion de las diversas bibliotecas de disefio genético de HTP utilizadas en la plataforma de ingenieria microbiana.

1. Intercambios de promotores: una herramienta molecular para la obtencion de bibliotecas de cepas
microbianas de intercambios de promotores

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para seleccionar promotores con propiedades de
expresion éptimas para producir efectos beneficiosos en el fenotipo general de la cepa del hospedante (p. €j.,
rendimiento o productividad).

Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para identificar uno o mas promotores y/o
generar variantes de uno o mas promotores dentro de una célula hospedante, que presentan un intervalo de fuerzas
de expresion (p. €j., escaleras de promotores descritas mas adelante), o propiedades reguladoras superiores (p. €j.,
control regulador mas estrecho para genes seleccionados). Una combinacion particular de estos promotores
identificados y/o generados se puede agrupar como una escalera de promotores, que se explica con mas detalle a
continuacion.

La escalera del promotor en cuestion después se asocia con un gen de interés dado. Por lo tanto, si se tienen los
promotores P1-Ps (que representan ocho promotores que se han identificado y/o generado para presentar un intervalo
de fuerzas de expresion) y se asocia la escalera de promotores con un solo gen de interés en un microbio (es decir,
transformar genéticamente un microbio con un promotor dado operativamente unido a un gen diana dado), entonces
el efecto de cada combinacion de los ocho promotores se puede determinar caracterizando cada una de las cepas
transformadas que resultan de cada esfuerzo combinatorio, dado que los microbios transformados tienen un contexto
genético por lo demas idéntico excepto el o los promotores particulares asociados con el gen diana.

Los microbios resultantes que se transforman por este procedimiento forman bibliotecas de disefio genético de HTP.

La biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccion de cepas microbianas fisicas reales que se
forma por este procedimiento, siendo cada cepa miembro representativa de un promotor dado operativamente unido
a un gen diana particular, en un contexto genético por lo demas idéntico, denominandose dicha biblioteca una
"biblioteca de cepas microbianas de intercambio de promotores". En el contexto especifico de E. coli, la biblioteca se
puede denominar una "biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores", pero los términos se pueden usar
como sinénimos, ya que E. coli es un ejemplo especifico de un microbio.

Ademas, la biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccién de perturbaciones genéticas, en este
caso un promotor dado x operativamente unido a un gen y dado, dicha coleccién se denomina "biblioteca de
intercambio de promotores".

Ademas, se puede utilizar la misma escalera de promotores que comprende los promotores P1-Ps para transformar
microbios, en donde cada uno de los 8 promotores esta operativamente unido a 10 genes diana diferentes. El resultado
de este procedimiento serian 80 microbios que se supone que por lo demas son genéticamente idénticos, excepto por
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los promotores particulares operativamente unidos a un gen diana de interés. Estos 80 microbios se podrian cribar y
caracterizar adecuadamente y dar lugar a otra biblioteca de disefio genético de HTP. La caracterizacion de las cepas
microbianas en la biblioteca de disefio genético de HTP produce informacion y datos que se pueden almacenar en
cualquier construccion de almacenamiento de datos, incluyendo una base de datos relacional, una base de datos
orientada a objetos o una base de datos NoSQL altamente distribuida. Estos datos/informaciéon podrian ser, por
ejemplo, un efecto del promotor dado (p. ej. P1-Ps) cuando esta operativamente unido a un gen diana dado. Estos
datos/informacion también pueden ser el conjunto mas amplio de efectos combinatorios que resultan de unir
operativamente dos o mas de los promotores P1-Ps a un gen diana dado.

Los ejemplos mencionados antes de ocho promotores y 10 genes diana son meramente ilustrativos, ya que el concepto
se puede aplicar con cualquier numero dado de promotores que se hayan agrupado entre si basandose en la
presentacién de un intervalo de fuerzas de expresion y cualquier nimero dado de genes diana. Las personas con
experiencia en la técnica también reconoceran la capacidad de unir operativamente dos 0 mas promotores delante de
cualquier gen diana. Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia bibliotecas de intercambio de
promotores en las que 1, 2, 3 0 mas promotores de una escalera de promotores estan operativamente unidos a uno o
mas genes.

En resumen, la utilizacion de varios promotores para dirigir la expresién de varios genes en un organismo es una
herramienta poderosa para optimizar un rasgo de interés. La herramienta molecular de intercambio de promotores,
desarrollada por los autores de la invencion, usa una escalera de secuencias de promotores que se ha demostrado
que varian la expresion de al menos un locus en al menos una condicion. Después, esta escalera se aplica
sistematicamente a un grupo de genes en el organismo usando la ingenieria de genoma de alta capacidad. Se
determina que este grupo de genes tiene una alta probabilidad de tener impacto en el rasgo de interés basandose en
uno cualquiera de una serie de métodos. Estos podrian incluir la seleccion basada en la funcién conocida o el impacto
en el rasgo de interés, o la seleccidén algoritmica basada en la diversidad genética beneficiosa previamente
determinada. En algunos ejemplos, la seleccién de genes puede incluir todos los genes de un hospedante dado. En
otros ejemplos, la seleccion de genes puede ser un subconjunto de todos los genes en un hospedante dado, elegidos
de forma aleatoria.

Después se evalla en la biblioteca de cepas microbianas de disefio genético HTP resultante de organismos que
contienen una secuencia de promotor ligada a un gen su rendimiento en un modelo de cribado de alta capacidad, y
se determinan las uniones promotor-gen que conducen a un mayor rendimiento y la informacién se almacena en una
base de datos. La coleccion de perturbaciones genéticas (es decir, un promotor x dado operativamente unido a un
gen y dado) forma una "biblioteca de intercambio de promotores", que se puede utilizar como una fuente de
alteraciones genéticas potenciales para utilizar en el procesamiento de ingenieria microbiana. Con el tiempo, a medida
que se implementa un mayor conjunto de perturbaciones genéticas contra una mayor diversidad de contextos
genéticos de células hospedantes, cada biblioteca se vuelve més potente como un corpus de datos confirmados
experimentalmente que se pueden usar para disefiar de manera mas precisa y predecible cambios dirigidos contra
cualquier contexto de interés.

Los niveles de transcripcion de genes en un organismo son un punto clave de control para afectar al comportamiento
del organismo. La transcripcion esta estrechamente ligada a la traduccion (expresion de proteinas), y qué proteinas
se expresan en qué cantidades determina el comportamiento del organismo. Las células expresan miles de tipos
diferentes de proteinas, y estas proteinas interaccionan de numerosas formas complejas para crear funciones. Al
variar los niveles de expresion de un conjunto de proteinas de forma sistematica, la funcién se puede alterar de formas
que, debido a la complejidad, son dificiles de predecir. Algunas alteraciones pueden aumentar el rendimiento, por lo
que, junto con un mecanismo para evaluar el rendimiento, esta técnica permite la generacién de organismos con
funciéon mejorada.

En el contexto de una ruta de sintesis de moléculas pequenas, las enzimas interactian a través de sus sustratos y
productos de moléculas pequefas en una cadena lineal o ramificada, comenzando con un sustrato y terminando con
una molécula pequeiia de interés. Debido a que estas interacciones estan unidas secuencialmente, este sistema
presenta el control distribuido, y el aumento de la expresién de una enzima solo puede aumentar el flujo de la ruta
hasta que otra enzima se vuelva limitante de la velocidad.

El andlisis de control metabdlico (MCA) es un método para determinar, a partir de datos experimentales y primeros
principios, qué enzima o enzimas son limitantes de la velocidad. Sin embargo, el MCA esta limitado porque requiere
una experimentacién extensa después de cada cambio de nivel de expresion para determinar la nueva enzima
limitante de la velocidad. El intercambio de promotores es ventajoso en este contexto, porque a través de la aplicacion
de una escalera de promotores a cada enzima en una ruta, se encuentra la enzima limitante, y se puede hacer lo
mismo en rondas posteriores para encontrar nuevas enzimas que se conviertan en limitantes de la velocidad. Ademas,
debido a que la funcién de lectura es una mejor produccién de la molécula pequefia de interés, el experimento para
determinar qué enzima es limitante es el mismo que la ingenieria para aumentar la produccién, acortando asi el tiempo
de desarrollo. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la aplicacién de intercambio de PRO a genes que
codifican subunidades individuales de enzimas de multiples unidades. En otros ejemplos mas, la presente descripcion
ensefa métodos para aplicar técnicas de intercambio de PRO a genes responsables de regular enzimas individuales
o rutas biosintéticas completas.
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En algunos ejemplos, la herramienta de intercambio de promotores de la presente descripcién se usa para identificar
la expresién 6ptima de un gen diana seleccionado. En algunos ejemplos, el objetivo del intercambio de promotores
puede ser aumentar la expresién de un gen objetivo para reducir los cuellos de botella en una ruta metabdlica o
genética. En otros ejemplos, el objetivo o el intercambio de promotores puede ser para reducir la expresion del gen
diana para evitar gastos de energia innecesarios en la célula hospedante, cuando no se requiere la expresion de dicho
gen diana.

En el contexto de otros sistemas celulares como la transcripcién, transporte o sefalizacién, se pueden usar varios
métodos racionales para probar y descubrir, a priori, qué proteinas son dianas para el cambio de expresion y cudl
deberia ser ese cambio. Estos métodos racionales reducen el nimero de perturbaciones que se deben ensayar para
encontrar una que mejore el rendimiento, pero lo hacen con un coste significativo. Los estudios de delecién de genes
identifican proteinas cuya presencia es critica para una funcion particular, y después los genes importantes se pueden
sobreexpresar. Debido a la complejidad de las interacciones de las proteinas, esto a menudo es ineficaz para aumentar
el rendimiento. Se han desarrollado diferentes tipos de modelos que intentan describir, desde los primeros principios,
el comportamiento de transcripcién o sefalizacién en funcion de los niveles de proteinas en la célula. Estos modelos
a menudo sugieren dianas donde los cambios de expresion pueden conducir a una funcién diferente o0 mejorada. Las
suposiciones que subyacen a estos modelos son simplistas y los parametros dificiles de medir, por lo que las
predicciones que hacen a menudo son incorrectas, especialmente para organismos que no son modelo. Tanto con la
delecion de genes como con el modelado, los experimentos necesarios para determinar como afectar a un
determinado gen son diferentes del trabajo posterior para hacer el cambio que mejora el rendimiento. El intercambio
de promotores evita estos desafios, porque la cepa construida que resalta la importancia de una perturbacion particular
también es, ya, la cepa mejorada.

Por lo tanto, en ejemplos particulares, el intercambio de promotores es un procedimiento de multiples etapas que
comprende:

1. Seleccionar un conjunto de promotores "x" para que actien como una "escalera". Idealmente, se ha mostrado
que estos promotores conducen a una expresion muy variable a lo largo de multiples locus gendmicos, pero el
unico requisito es que perturben la expresion génica de alguna manera.

2. Seleccionar un conjunto de genes "n" para direccionamiento. Este conjunto puede ser cada marco de lectura
abierto (ORF) en un genoma, o un subconjunto de ORF. El subconjunto se puede elegir usando anotaciones en
los ORF relacionados con la funcién, por relacién con perturbaciones beneficiosas previamente demostradas
(intercambios de promotores previos o intercambios de SNP previos), por seleccién algoritmica basada en
interacciones epistaticas entre perturbaciones generadas previamente, otros criterios de seleccion basados en
hipétesis relacionadas con ORF beneficiosas para la diana, o mediante seleccién aleatoria. En otros ejemplos,
los genes dirigidos "n" pueden comprender genes que no codifican proteinas, incluyendo ARN no codificantes.

3. Ingenieria de cepas de alta capacidad para llevar a cabo rapidamente, y en algunos ejemplos, en paralelo, las
siguientes modificaciones genéticas: Cuando existe un promotor nativo delante del gen diana n y se conoce su
secuencia, reemplazar el promotor nativo con cada uno de los promotores x de la escalera. Cuando el promotor
nativo no existe, o su secuencia es desconocida, insertar cada uno de los promotores x de la escalera delante
del gen n (véase, p. €j., la Figura 21). De esta manera se construye una "biblioteca" (también denominada
biblioteca de disefio genético HTP) de cepas, en donde cada miembro de la biblioteca es un caso de promotor x
operativamente unido a la diana n, en un contexto genético por lo demas idéntico. Como se describid
anteriormente, se pueden insertar combinaciones de promotores, ampliando el intervalo de posibilidades
combinatorias sobre las que se construye la biblioteca.

4. Cribado de alta capacidad de la biblioteca de cepas en un contexto en donde su rendimiento frente a una o
mas medidas es indicativo de que el rendimiento se esté optimizando.

Este procedimiento fundamental se puede extender para proporcionar mejoras adicionales en el rendimiento de las
cepas, entre otras cosas: (1) Consolidando mdltiples perturbaciones beneficiosas en un solo contexto genético de la
cepa, ya sea una a la vez en un proceso interactivo, o como multiples cambios en una sola etapa. Las multiples
perturbaciones pueden ser un conjunto especifico de cambios definidos o una biblioteca combinatoria parcialmente
aleatoria de cambios. Por ejemplo, si el conjunto de dianas son todos los genes de una ruta, la regeneracion secuencial
de la biblioteca de perturbaciones en un miembro o miembros mejorados de la biblioteca de cepas previa puede
optimizar el nivel de expresion de todos los genes en una ruta, independientemente de qué genes son limitantes de
velocidad en cualquier iteracion dada; (2) Introduciendo los datos de rendimiento que resultan de la generacién
individual y combinatoria de la biblioteca en un algoritmo que usa esos datos para predecir un conjunto éptimo de
perturbaciones basado en la interaccion de cada perturbacién; y (3) Implementando una combinacién de los dos
enfoques anteriores (véase la Figura 20).

La herramienta o técnica molecular descrita antes se caracteriza como intercambio de promotores, pero no se limita a
los promotores y puede incluir otros cambios de secuencias que varian sistematicamente el nivel de expresiéon de un
conjunto de dianas. Otros métodos para variar el nivel de expresion de un conjunto de genes podrian incluir: a) una
escalera de sitios de unién a ribosomas (0 secuencias de Kozak en eucariotas); b) reemplazar el coddn de inicio de
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cada diana por cada uno de los otros codones de inicio (es decir, intercambios de codones de inicio/parada descritos
mas adelante); ¢) unién de varias secuencias estabilizadoras o desestabilizadoras de ARNm al extremo 5' 0 3', 0 en
cualquier otra ubicacién, de una transcripcion, d) unién de varias secuencias estabilizadoras o desestabilizadoras de
proteinas en cualquier ubicacion de la proteina (es decir, degradacién o intercambios de marcadores de solubilizacién
descritos més adelante).

El enfoque se ilustra en la presente descripcion con microorganismos industriales, pero es aplicable a cualquier
organismo donde se puedan identificar los rasgos deseados en una poblacién de mutantes genéticos. Por ejemplo,
esto se podria usar para mejorar el rendimiento de células CHO, levaduras, células de insectos, algas, asi como
organismos multicelulares, tales como plantas.

2. Intercambios de SNP: una herramienta molecular para la obtencion de bibliotecas de cepas microbianas de
intercambio de SNP

En ciertos ejemplos, el intercambio de SNP no es un enfoque mutagénico aleatorio para mejorar una cepa microbiana,
sino que implica mas bien la introduccion o eliminacion sistematica de mutaciones de nucledtidos individuales de
polimorfismo nuclear pequefio (p. ej., SNP) (de ahi el nombre "intercambio de SNP") a lo largo de las cepas.

Los microbios resultantes que se transforman mediante este procedimiento forman bibliotecas de disefio genético de
HTP.

La biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccion de cepas microbianas fisicas reales que se
forma a través de este procedimiento, siendo cada cepa miembro representativa de la presencia o ausencia de un
SNP dado, en un contexto genético por lo demés idéntico, denominandose dicha biblioteca "biblioteca de cepas
microbianas de intercambio de SNP". En el contexto especifico de E. coli, la biblioteca se puede denominar "biblioteca
de cepas de E. coli de intercambio de SNP", pero los términos se pueden usar como sinénimos, ya que E. coli es un
ejemplo especifico de un microbio.

Ademas, la biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccién de perturbaciones genéticas, en este
caso estando presente un SNP dado o estando ausente un SNP dado, denominandose dicha coleccion "biblioteca de
intercambio de SNP".

En algunos ejemplos, el intercambio de SNP implica la reconstruccidn de organismos hospedantes con combinaciones
optimas de "bloques de construcciéon” de SNP diana con efectos de rendimiento beneficiosos identificados. Por lo
tanto, en algunos ejemplos, el intercambio de SNP implica la consolidacién de multiples mutaciones beneficiosas en
un solo contexto genético de cepa, ya sea una a la vez en un proceso iterativo o como mdltiples cambios en una sola
etapa. Los multiples cambios pueden ser un conjunto especifico de cambios definidos o una biblioteca combinatoria
parcialmente aleatorizada de mutaciones.

En otros ejemplos, el intercambio de SNP también implica la eliminacién de multiples mutaciones identificadas como
perjudiciales de una cepa, ya sea una a la vez en un proceso iterativo o como multiples cambios en una sola etapa.
Los cambios multiples pueden ser un conjunto especifico de cambios definidos o una biblioteca combinatoria
parcialmente aleatorizada de mutaciones. En algunos ejemplos, los métodos de intercambio de SNP de la presente
descripcion incluyen tanto la adicion de SNP beneficiosos como la eliminaciéon de mutaciones neutras y/o perjudiciales.

El intercambio de SNP es una herramienta poderosa para identificar y explotar mutaciones tanto beneficiosas como
perjudiciales en un linaje de cepas sometidas a mutagénesis y seleccién para un rasgo de interés mejorado. El
intercambio de SNP utiliza técnicas de ingenieria genémica de alta capacidad para determinar sistematicamente la
influencia de mutaciones individuales en un linaje mutagénico. Las secuencias del genoma se determinan para cepas
a lo largo de una o0 mas generaciones de un linaje mutagénico con mejoras de rendimiento conocidas. La ingenieria
gendmica de alta capacidad se usa luego sistematicamente para recapitular mutaciones de cepas mejoradas en cepas
de linaje anteriores y/o revertir mutaciones en cepas posteriores a secuencias de cepas anteriores. Después, se evalla
el rendimiento de estas cepas y se puede determinar la contribucion de cada mutacion individual en el fenotipo
mejorado de interés. Como se ha mencionado antes, las cepas microbianas que resultan de este procedimiento se
analizan/caracterizan y forman la base para las bibliotecas de disefio genético de intercambio de SNP que pueden
informar de la mejora de las cepas microbianas entre las cepas hospedantes.

La eliminacion de mutaciones perjudiciales puede proporcionar mejoras inmediatas en el rendimiento, y la
consolidacion de mutaciones beneficiosas en el contexto genético de una cepa no sujeta a carga mutagénica puede
mejorar rapida y enormemente el rendimiento de la cepa. Las diversas cepas microbianas producidas por el
procedimiento de intercambio de SNP forman las bibliotecas de intercambio de SNP de disefio genético HTP, que son
cepas microbianas que comprenden los diversos SNP afnadidos/eliminados/o consolidados, pero por lo demas
contextos genéticos idénticos.

Como se ha descrito previamente, la mutagénesis aleatoria y el cribado posterior para mejorar el rendimiento es una
técnica cominmente usada para mejorar cepas industriales, y muchas cepas que se usan actualmente para la
produccion a gran escala se han desarrollado usando este procedimiento de manera iterativa a lo largo de un periodo
de muchos anos, a veces décadas. Los enfoques aleatorios para generar mutaciones gendémicas, tales como la
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exposicion a la radiacién UV o mutagenos quimicos tales como el metanosulfonato de etilo, eran un método preferido
para mejorar cepas industriales porque: 1) los organismos industriales pueden estar mal caracterizados genética o
metabdlicamente, haciendo dificil sino imposible la seleccién de dianas para los enfoques de mejora dirigida; 2) incluso
en sistemas relativamente bien caracterizados, los cambios que dan como resultado mejoras en el rendimiento
industrial son dificiles de predecir y pueden requerir la perturbacién de genes que no tienen una funcién conocida, y
3) las herramientas genéticas para producir mutaciones genémicas dirigidas en un organismo industrial dado pueden
no estar disponible o ser muy lentas y/o dificiles de usar.

Sin embargo, a pesar de los beneficios mencionados anteriormente de este procedimiento, también existen una serie
de desventajas conocidas. Las mutaciones beneficiosas son sucesos relativamente raros y, con el fin de encontrar
estas mutaciones con una capacidad de cribado fija, las tasas de mutaciones deben ser lo suficientemente altas. Esto
a menudo da como resultado la incorporacion de mutaciones neutras y parcialmente perjudiciales no deseadas en las
cepas junto con cambios beneficiosos. Con el tiempo, esta "carga mutagénica" se acumula, dando como resultado
cepas con deficiencias en la robustez general y rasgos clave tales como las tasas de crecimiento. Finalmente, la "carga
mutagénica" hace que las mejoras adicionales en el rendimiento a través de la mutagénesis aleatoria sean cada vez
mas dificiles o imposibles de obtener. Sin herramientas adecuadas, es imposible consolidar mutaciones beneficiosas
que se encuentran en ramas discretas y paralelas de linajes de cepas.

El intercambio de SNP es un enfoque para superar estas limitaciones recapitulando o revertiendo sistematicamente
algunas o todas las mutaciones observadas cuando se comparan cepas dentro de un linaje mutagénico. De esta
manera, se puede tanto identificar y consolidar mutaciones beneficiosas ("causativas") como se puede identificar y
eliminar mutaciones perjudiciales. Esto permite mejoras rapidas en el rendimiento de la cepa que no podrian lograrse
por mutagénesis aleatoria adicional o ingenieria genética dirigida.

La eliminacion de la carga genética o la consolidacién de cambios beneficiosos en una cepa sin carga genética también
proporciona un punto de partida nuevo y sélido para la mutagénesis aleatoria adicional que puede permitir mejoras
adicionales.

Ademas, a medida que se identifican cambios beneficiosos ortogonales en ramas discretas diversas de un linaje de
cepas mutagénicas, se pueden consolidar rapidamente en cepas de mejor rendimiento. Estas mutaciones también se
pueden consolidar en cepas que no forman parte de linajes mutagénicos, tales como cepas con mejoras obtenidas
por ingenieria genética dirigida.

Existen otros enfoques y tecnologias para recombinar mutaciones aleatoriamente entre cepas dentro de un linaje
mutagénico. Estos incluyen técnicas como fusion de protoplastos y el barajado del genoma completo que facilitan la
recombinacion genémica entre cepas mutadas. Para algunos microorganismos industriales, tales como levaduras y
hongos filamentosos, también se pueden aprovechar los ciclos de apareamiento naturales para la recombinacion
gendmica por pares. De esta manera, las mutaciones perjudiciales se pueden eliminar por "retrocruzamiento” de
mutantes con cepas parentales y consolidar mutaciones beneficiosas. Sin embargo, estos enfoques estan sujetos a
muchas limitaciones que se eluden usando los métodos de intercambio de SNP de la presente descripcién.

Por ejemplo, puesto que estos enfoques se basan en un nimero relativamente pequefio de sucesos cruzados de
recombinacion aleatoria para intercambiar mutaciones, pueden ser necesarios muchos ciclos de recombinacion y
cribado para optimizar el rendimiento de la cepa. Ademas, aunque los sucesos de recombinacion natural son
esencialmente aleatorios, también estan sujetos al sesgo posicional del genoma y puede ser dificil dirigirse a algunas
mutaciones. Estos enfoques también proporcionan poca informacién sobre la influencia de mutaciones individuales
sin secuenciacién y andlisis adicionales del genoma. El intercambio de SNP supera estas limitaciones fundamentales,
ya que no es un enfoque aleatorio, sino mas bien la introduccién o eliminacion sistematica de mutaciones individuales
entre cepas.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para identificar la diversidad de secuencias de SNP
presente entre los organismos de un grupo de diversidad. Un grupo de diversidad puede ser un nimero n dado de
microbios utilizados para el andlisis, y representando los genomas de dichos microbios el "grupo de diversidad".

En ejemplos particulares, un grupo de diversidad puede ser una cepa parental original (Si) con una secuencia genética
"base" o de "referencia" en un punto de tiempo particular (SiGen1) y después cualquier nimero de cepas
descendientes subsiguientes (S2-n) que derivaron/se desarrollaron a partir de dicha cepa S1y que tienen un genoma
diferente (S2-nGenz-n), en relacion con el genoma base de Si.

Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la secuenciacion de los genomas microbianos en
un grupo de diversidad para identificar los SNP presentes en cada cepa. En un ejemplo, las cepas del grupo de
diversidad son cepas histéricas de producciéon microbiana. Por lo tanto, un grupo de diversidad de la presente
descripcion puede incluir, por ejemplo, una cepa industrial de referencia y una o mas cepas industriales mutadas
producidas por programas tradicionales de mejora de cepas.

En algunos ejemplos, los SNP dentro de un grupo de diversidad se determinan con referencia a una "cepa de
referencia”. En algunos ejemplos, la cepa de referencia es una cepa de tipo natural. En otros ejemplos, la cepa de
referencia es una cepa industrial original antes de ser sometida a cualquier mutagénesis. La cepa de referencia puede
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ser definida por el médico y no tiene que ser una cepa de tipo natural original o una cepa industrial original. La cepa
base es simplemente representativa de lo que se considerara la "base", "referencia" o el contexto genético original,
por el cual se van a comparar cepas posteriores que se derivaron o se desarrollaron a partir de dicha cepa de

referencia.

Una vez que se identifican todos los SNPS en el grupo de diversidad, la presente descripcién ensefia métodos de
intercambio de SNP y métodos de cribado para delinear (es decir, cuantificar y caracterizar) los efectos (p. €j., creacion
de un fenotipo de interés) de los SNP individualmente y/o en grupos.

En algunos ejemplos, los métodos de intercambio de SNP de la presente descripcién comprenden la etapa de
introducir uno o0 mas SNP identificados en una cepa mutada (p. €j., una cepa de entre Sz.nGenz-n) en una cepa de
referencia (S1Gen1) o cepa de tipo natural ("onda ascendente”).

En otros ejemplos, los métodos de intercambio de SNP de la presente descripcion comprenden la etapa de eliminar
uno o mas SNP identificados en una cepa mutada (p. €j., una cepa de entre S2.nGenz-n) ("onda descendente").

En algunos ejemplos, cada cepa generada que comprende uno o mas cambios de SNP (que introduce o elimina) se
cultiva y se analiza bajo uno o mas criterios de la presente descripcion (p. €j., produccién de un producto quimico o
producto de interés). Los datos de cada una de las cepas hospedantes analizadas se asocian o correlacionan con el
SNP particular o grupo de SNP presentes en la cepa hospedante y se registran para uso futuro. Por lo tanto, la presente
descripcion permite la creacion de bibliotecas de cepas microbianas de disefio genético HTP grandes y muy
registradas que son capaces de identificar el efecto de un SNP en cualquier serie de rasgos genéticos o fenotipicos
microbianos de interés. La informacién almacenada en estas bibliotecas de disefio genético HTP informa a los
algoritmos de aprendizaje automatico de la plataforma de ingenieria genémica HTP y dirige las iteraciones futuras del
procedimiento, que finalmente conduce a organismos microbianos evolucionados que poseen propiedades/rasgos
altamente deseables.

3. Intercambios de codones de inicio/parada: una herramienta molecular para la obtencion de bibliotecas de cepas
microbianas de codones de inicio/parada

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para intercambiar variantes de codones de inicio y
parada. Por ejemplo, los codones de parada tipicos para S. cerevisiae y mamiferos son TAA (UAA) y TGA (UGA),
respectivamente. El codon de parada tipico para plantas monocotiledéneas es TGA (UGA), mientras que los insectos
y E. coli habitualmente usan TAA (UAA) como codon de parada (Dalphin et al. (1996) Nucl. Acids Res. 24: 216-218).
En otros ejemplos, la presente descripcion ensefa el uso de los codones de parada TAG (UAG).

La presente descripcion ensefia de manera similar el intercambio de codones de inicio. En algunos ejemplos, la
presente descripcion ensefia el uso del codén de inicio ATG (AUG) utilizado por la mayoria de los organismos
(especialmente eucariotas). En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que los procariotas lo que mas usan
es ATG (AUG), seguido de GTG (GUG) y TTG (UUG).

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefa la sustitucion de los codones de inicio ATG por TTG. En algunos
ejemplos, la presente descripcidn ensena la sustitucion de los codones de inicio ATG por GTG. En algunos ejemplos,
la presente descripcion ensefa la sustitucion de los codones de inicio GTG por ATG. En algunos ejemplos, la presente
descripcion ensefa la sustituciéon de los codones de inicio GTG por TTG. En algunos ejemplos, la presente descripcion
ensena la sustitucién de los codones de inicio TTG por ATG. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la
sustitucion de los codones de inicio TTG por GTG.

En otros ejemplos, la presente descripcién ensefa la sustitucion de los codones de parada de TAA por TAG. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la sustitucion de los codones de parada de TAA por TGA. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la sustitucion de los codones de parada de TGA por TAA. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensena la sustitucién de los codones de parada de TGA por TAG. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la sustitucion de los codones de parada de TAG por TAA. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la sustitucién de los codones de parada de TAG por TGA.

4. Intercambio de Stop: una herramienta molecular para la obtencion de bibliotecas de cepas microbianas de
intercambio de STOP

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para mejorar la productividad de las células
hospedantes mediante la optimizacion de la transcripcion de genes celulares. La transcripcién de genes es el resultado
de varios fenémenos bioldgicos distintos, que incluyen el inicio de la transcripcion (reclutamiento de RNAp y formacién
de complejos transcripcionales), elongacion (sintesis/extensién de la hebra) y la terminacién de la transcripcion
(separacion y terminacion de RNAp). Aunque se ha prestado mucha atencion al control de la expresion génica a través
de la modulacion transcripcional de genes (p. ej., cambiando promotores o induciendo factores de transcripcién
reguladores), se han hecho comparativamente pocos esfuerzos dirigidos a la modulacién de la transcripcién mediante
la modulacién de secuencias terminadoras de genes.
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La forma mas obvia en que la transcripcion impacta en los niveles de expresion génica es a través de la velocidad de
inicio de la Pol Il, que puede ser modulada por combinaciones de promotor o fuerza del potenciador y factores trans-
activadores (Kadonaga, JT. 2004 "Regulation of RNA polymerase Il transcription by sequence-specific DNA binding
factors" Cell. 23 de enero de 2004; 116 (2): 247-57). En eucariotas, la tasa de elongacién también puede determinar
los patrones de expresion génica al influir en el empalme alternativo (Cramer P. et al., 1997 "Functional association
between promoter structure and transcript alternative splicing". Proc Natl Acad Sci U S A. 14 de octubre de 1997; 94
(21): 11456-60). La terminacion fallida en un gen puede alterar la expresion de genes secuencia abajo al reducir la
accesibilidad del promotor a Pol Il (Greger IH. Et al., 2000 "Balancing transcriptional interference and initiation on the
GAL7 promoter of Saccharomyces cerevisiae". Proc Natl Acad Sci USA. 2000 18 de julio; 97 (15): 8415-20). Este
proceso, conocido como interferencia transcripcional, es particularmente relevante en eucariotas inferiores, ya que a
menudo tienen genes poco espaciados.

Las secuencias de terminacion también pueden afectar a la expresién de los genes a los que pertenecen las
secuencias. Por ejemplo, los estudios muestran que la terminacion transcripcional ineficaz en eucariotas da como
resultado una acumulacion de pre-ARNm sin empalmar (véase West, S. y Proudfoot, N.J., 2009 "Transcriptional
Termination Enhances Protein Expression in Human Cells" Mol Cell. 13 de febrero de 2009; 33 (3-9); 354-364). Otros
estudios también han mostrado que el procesamiento del extremo 3' se puede retrasar por la terminacion ineficaz
(West, S et al., 2008 "Molecular dissection of mammalian RNA polymerase Il transcriptional termination" Mol Cell. 14
de marzo de 2008; 29 (5): 600-10.). La terminacién de la transcripcion también puede afectar la estabilidad del ARNm
al liberar transcripciones de los sitios de sintesis. Ademas, las secuencias de terminacion fuertes pueden aumentar la
estabilidad del ARNm, aumentando asi la abundancia de proteinas y la actividad general de la ruta.

Terminacion del mecanismo de transcripcion en eucariotas

La terminacion transcripcional en eucariotas opera a través de sefales de terminadores que son reconocidas por
factores proteicos asociados con la ARN polimerasa Il. En algunos ejemplos, el factor de especificidad de escision y
poliadenilacién (CPSF) y el factor de estimulacion de escision (CstF) se transfieren desde el dominio carboxilo terminal
de la ARN polimerasa Il a la senal poli-A. En algunos ejemplos, los factores CPSF y CstF también reclutan otras
proteinas en el sitio de terminacién, que luego escinden el transcrito y liberan el ARNm del complejo de transcripcién.
La terminacion también desencadena la poliadenilacion de los transcritos de ARNm. Los ejemplos ilustrativos de
factores de terminacion eucariotas validados y sus estructuras conservadas se discuten en partes posteriores de este
documento.

Terminacion de la transcripcion en procariotas.

En los procariotas, dos mecanismos principales, denominados terminacién independiente de Rho y dependiente de
Rho, median la terminacién de la transcripcion. Las sefiales de terminacion independientes de Rho no requieren un
factor de terminacion de la transcripcion extrinseco, ya que la formacion de una estructura de tallo-bucle en el ARN
transcrito a partir de estas secuencias junto con una serie de restos de uridina (U) promueve la liberacién de la cadena
de ARN del complejo de transcripcion. La terminacion dependiente de Rho, por otro lado, requiere un factor de
terminacion de la transcripcién llamado Rho y elementos que actian en cis en el ARNm. El sitio de union inicial para
Rho, el sitio de utilizacion de Rho (rut), es una region monocatenaria extendida (~70 nucleétidos, a veces 80-100
nucleétidos) caracterizada por un alto contenido de citidina/bajo contenido de guanosina y relativamente poca
estructura secundaria en el ARN que esta siendo sintetizado, secuencia arriba de la secuencia de terminador real.
Cuando se encuentra un sitio de pausa de la polimerasa, se produce la terminacion y el transcrito es liberado por la
actividad helicasa de Rho.

Intercambio de terminadores (intercambio de STOP)

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para seleccionar secuencias de terminacion
("terminadores") con propiedades de expresion éptimas para producir efectos beneficiosos en la productividad general
de la cepa hospedante.

Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de identificacién de uno o mas
terminadores y/o de generacion de variantes de uno o mas terminadores dentro de una célula hospedante, que
presentan un intervalo de fuerzas de expresion (p. ej., escaleras de terminadores descritas mas adelante). Una
combinacion particular de estos terminadores identificados y/o generados se puede agrupar entre si como una
escalera de terminadores, que se explica con mas detalle a continuacion.

La escalera de terminadores en cuestion después se asocia con un gen de interés dado. Por lo tanto, si se tienen los
terminadores T1-Ts (que representan ocho terminadores que han sido identificados y/o generados para presentar un
intervalo de fuerzas de expresion cuando se combinan con uno 0 mas promotores) y se asocia la escalera de
terminadores con un solo gen de interés en una célula hospedante (es decir, transformar genéticamente una célula
hospedante con un terminador dado operativamente ligado al extremo 3' de un gen diana dado), entonces el efecto
de cada combinacion de los terminadores se puede determinar caracterizando cada una de las cepas transformadas
que resultan de cada esfuerzo combinatorio, dado que las células hospedantes transformadas tienen un contexto
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genético por lo demas idéntico, excepto el o los terminadores particulares asociados con el gen diana. Las células
hospedantes resultantes que se transforman por este procedimiento forman bibliotecas de disefio genético HTP.

La biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccion de cepas microbianas fisicas reales que se
forma por este procedimiento, siendo cada cepa miembro representativa de un terminador dado operativamente unido
a un gen diana particular, en un contexto genético por lo demas idéntico, denominandose dicha biblioteca una
"biblioteca de cepas microbianas de intercambio de terminadores" o "biblioteca de cepas microbianas de intercambio
de STOP". En el contexto especifico de E. coli, la biblioteca puede denominarse "biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de terminadores" o "biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de STOP", pero las expresiones se
pueden usar como sindnimos, ya que E. coli es un ejemplo especifico de microbio.

Ademas, la biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccién de perturbaciones genéticas, en este
caso un terminador x dado operativamente unido a un gen y dado, denominandose dicha coleccion "biblioteca de
intercambio de terminadores" o "biblioteca de intercambio de STOP".

Ademas, se puede utilizar la misma escalera de terminadores que comprende los terminadores T1-Ts para transformar
microbios, en donde cada uno de los ocho terminadores se une operativamente a 10 genes diana diferentes. El
resultado de este procedimiento serian 80 cepas de células hospedantes que por lo demas se suponen genéticamente
idénticas, excepto por los terminadores particulares ligados operativamente a un gen diana de interés. Estas 80 cepas
de células hospedantes se podrian cribar y caracterizar adecuadamente y dar lugar a otra biblioteca de disefo genético
de HTP. La caracterizacion de las cepas microbianas en la biblioteca de disefio genético HTP produce informacién y
datos que se pueden almacenar en cualquier base de datos, incluyendo, sin limitacion, una base de datos relacional,
una base de datos orientada a objetos o una base de datos NoSQL altamente distribuida. Estos datos/informacion
podrian incluir, por ejemplo, un efecto de "terminadores" dado (p. €j., TiTs) cuando se unen operativamente a un gen
diana dado. Estos datos/informacién también pueden ser el conjunto mas amplio de efectos combinatorios que resultan
de unir operativamente dos o mas promotores (p. €j., T1-Ts) a un gen diana dado.

Los ejemplos mencionados antes de ocho terminadores y 10 genes diana son meramente ilustrativos, ya que el
concepto se puede aplicar con cualquier nimero dado de terminadores que se hayan agrupado entre si basandose
en la presentacion de un intervalo de fuerzas de expresion y cualquier numero dado de genes diana. Por ejemplo, otro
conjunto de terminadores que se puede usar en los métodos proporcionados en el presente documento (p. ej.,
intercambio de STOP) es el conjunto de terminadores que se encuentran en la Tabla 1.2 con las SEQ ID NO 225, 226,
227, 228, 229 o 230 de acido nucleico.

En resumen, la utilizacién de varios terminadores para modular la expresién de varios genes en un organismo es una
herramienta potente para optimizar un rasgo de interés. La herramienta molecular de intercambio de terminadores,
desarrollada por los autores de la invencion, usa una escalera de secuencias de terminadores que se ha demostrado
que varian la expresion de al menos un locus en al menos una condicion. Después, esta escalera se aplica
sistematicamente a un grupo de genes en el organismo mediante la ingenieria genémica de alta capacidad. Se
determina que este grupo de genes tiene una alta probabilidad de tener impacto en el rasgo de interés basandose en
uno cualquiera de varios métodos. Estos podrian incluir la seleccién basada en la funcién conocida o el impacto en el
rasgo de interés, o la seleccién algoritmica basada en la diversidad genética beneficiosa previamente determinada.

Después, se evalla el rendimiento de la biblioteca microbiana de disefio genético de HTP resultante de organismos
que contienen una secuencia de terminador unida a un gen en un modelo de cribado de alta capacidad, y se
determinan las uniones terminador-gen que conducen a un mayor rendimiento y la informacion se almacena en una
base de datos. La coleccion de perturbaciones genéticas (es decir, un terminador x dado unido a un gen y dado) forma
una "biblioteca de intercambio de terminadores”, que se puede utilizar como una fuente de alteraciones genéticas
potenciales que se utilizaran en el procesamiento de ingenieria microbiana. Con el tiempo, a medida que se
implementa un mayor conjunto de perturbaciones genéticas contra una mayor diversidad de contextos genéticos
microbianos, cada biblioteca se vuelve mas potente como un corpus de datos experimentalmente confirmados que se
pueden utilizar para disefiar de manera mas precisa y predecible cambios dirigidos contra cualquier contexto genético
de interés. Es decir, en algunos ejemplos, las presentes descripciones ensefian la introducciéon de uno o mas cambios
genéticos en una célula hospedante basandose en resultados experimentales previos insertados dentro de los
metadatos asociados con cualquiera de las bibliotecas de disefio genético de la descripcion.

Por lo tanto, en ejemplos particulares, el intercambio de terminadores es un procedimiento de mdltiples etapas que
comprende:

1. Seleccionar un conjunto de terminadores "x" para que actien como una "escalera". "ldealmente, se ha
mostrado que estos terminadores conducen a una expresion muy variable en multiples locus genémicos, pero el
Unico requisito es que perturben la expresion génica de alguna manera.

2. Seleccionar un conjunto de genes "n" para dirigir. Este conjunto puede ser todos los ORF de un genoma o un
subconjunto de ORF. El subconjunto se puede elegir usando anotaciones en ORF relacionados con la funcién,
por relacién con perturbaciones beneficiosas demostradas previamente (intercambios de promotores previos,
intercambios de STOP, intercambios de marcadores de solubilidad, intercambios de marcadores de degradacion
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o intercambios de SNP), por seleccion algoritmica basada en interacciones epistaticas entre perturbaciones
previamente generadas, otros criterios de seleccion basados en hip6tesis relacionadas con el ORF beneficioso
n.n

para direccionamiento, o mediante selecciéon aleatoria. En otros ejemplos, los genes dirigidos "n" pueden
comprender genes que no codifican proteinas, que incluyen los ARN no codificantes.

3. Ingenieria de cepas de alta capacidad para llevar a cabo de forma rapida y en paralelo las siguientes
modificaciones genéticas: Cuando existe un terminador nativo en el extremo 3' del gen diana n y se conoce su
secuencia, se sustituye el terminador nativo por cada uno de los terminadores x de la escalera. Cuando el
terminador nativo no existe, o se desconoce su secuencia, se inserta cada uno de los terminadores x en la
escalera después del codén de parada del gen. De esta manera, se construye una "biblioteca" (también
denominada biblioteca de disefio genético HTP) de cepas, en donde cada miembro de la biblioteca es un caso
de terminador x unido a diana n, en un contexto genético por lo demas idéntico. Como se ha descrito previamente,
se pueden insertar combinaciones de terminadores, ampliando la variedad de posibilidades combinatorias sobre
las que se construye la biblioteca.

4. Cribado de alta capacidad de la biblioteca de cepas en un contexto donde su rendimiento frente a uno o mas
indicadores es indicativo del rendimiento que se esta optimizando.

Este procedimiento fundamental se puede extender para proporcionar mejoras adicionales en el rendimiento de la
cepa, entre otras cosas: (1) Consolidando multiples perturbaciones beneficiosas en un solo contexto de cepa, ya sea
una a la vez en un proceso interactivo, 0 como multiples cambios en una sola etapa. Multiples perturbaciones pueden
ser un conjunto especifico de cambios definidos o una biblioteca combinatoria parcialmente aleatorizada de cambios.
Por ejemplo, si el conjunto de dianas son todos los genes de una ruta, la regeneracién secuencial de la biblioteca de
perturbaciones en un miembro o miembros mejorados de la biblioteca de cepas anterior puede optimizar el nivel de
expresion de cada gen en una ruta, independientemente de qué genes son limitantes de la velocidad en cualquier
iteracién dada; (2) Introducir los datos de rendimiento resultantes de la generacion individual y combinatoria de la
biblioteca en un algoritmo que usa esos datos para predecir un conjunto éptimo de perturbaciones basado en la
interaccion de cada perturbacion; y (3) Implementar una combinacion de los dos enfoques anteriores.

El enfoque se ilustra en la presente descripcion con microorganismos industriales, pero es aplicable a cualquier
organismo donde se puedan identificar los rasgos deseados en una poblacién de mutantes genéticos. Por ejemplo,
esto se podria usar para mejorar el rendimiento de células CHO, levaduras, células de insectos, algas, asi como
organismos multicelulares, tales como plantas.

5. Optimizacion de secuencias: una herramienta molecular para la obtencion de bibliotecas de cepas
microbianas de secuencias optimizadas

En un ejemplo, los métodos de la descripcién comprenden codones que optimizan uno o mas genes expresados por
el organismo hospedante. Los métodos de optimizacion de codones para mejorar la expresion en varios hospedantes
se conocen en la técnica y se describen en la bibliografia (véase la Pub. de solicitud de patente de EE.UU. N®
2007/0292918). Las secuencias de codificacion optimizadas que contienen codones preferidos por un hospedante
procariota o eucariota particular (véase también, Murray et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17: 477-508) se pueden
preparar, por ejemplo, para aumentar la velocidad de traduccién o para producir transcritos de ARN recombinante que
tengan propiedades deseables, tales como una semivida mas larga, en comparacién con los transcritos producidos a
partir de una secuencia no optimizada.

La expresién de proteinas se rige por una serie de factores, que incluyen los que afectan a la transcripcion,
procesamiento del ARNm y la estabilidad y el inicio de la traduccién. Por lo tanto, la optimizacién puede abordar
cualquiera de una serie de caracteristicas de secuencia de cualquier gen en particular. Como ejemplo especifico, una
pausa de traduccién inducida por codones raros puede dar como resultado una expresion de proteina reducida. Una
pausa de traduccion inducida por codones raros incluye la presencia de codones en el polinucleétido de interés que
rara vez se usan en el organismo hospedante y puede tener un efecto negativo en la traduccion de proteinas debido
a su escasez en el grupo de ARNt disponible.

El inicio de traduccion alternativo también puede dar como resultado la expresion reducida de proteina heteréloga. El
inicio de traduccion alternativo puede incluir una secuencia de polinucleétidos sintética que contiene accidentalmente
motivos capaces de funcionar como un sitio de union al ribosoma (RBS). Estos sitios pueden dar como resultado el
inicio de la traduccién de una proteina truncada desde un sitio interno del gen. Un método para reducir la posibilidad
de producir una proteina truncada, que puede ser dificil de eliminar durante la purificacién, incluye eliminar las
supuestas secuencias de RBS internas de una secuencia de polinucleétido optimizada.

El deslizamiento de la polimerasa inducido por repeticion puede dar como resultado la expresion de proteina
heterdloga reducida. El deslizamiento de la polimerasa inducido por repeticion implica repeticiones de secuencias de
nucleétidos que se ha mostrado que provocan deslizamiento o tartamudeo de la ADN polimerasa, lo que puede dar
como resultado mutaciones de cambio de marco. Dichas repeticiones también pueden producir el deslizamiento de la
ARN polimerasa. En un organismo con un alto sesgo de contenido de G+C, puede haber un mayor grado de
repeticiones compuestas por repeticiones de nucledtidos G o C. Por lo tanto, un método de reduccion de la posibilidad
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de inducir el deslizamiento de la ARN polimerasa incluye la alteracion de repeticiones extendidas de nucleétidos G o
C.

La interferencia de estructuras secundarias también puede dar como resultado una expresion de proteina heteréloga
reducida. Las estructuras secundarias pueden secuestrar la secuencia de RBS o el codén de inicio y se han
correlacionado con una reduccién en la expresion de proteinas. Las estructuras de tallo-bucle también pueden estar
implicadas en la pausa y atenuacion de la transcripcién. Una secuencia de polinucleétidos optimizada puede contener
estructuras secundarias minimas en el RBS y las regiones codificantes de genes de la secuencia de nucleétidos para
permitir una mejor transcripcion y traduccion.

Por ejemplo, el procedimiento de optimizacion puede comenzar identificando la secuencia de aminoacidos deseada
para ser expresada por el hospedante. A partir de la secuencia de aminoacidos se puede disefiar un polinucleétido o
secuencia de ADN candidata. Durante el disefio de la secuencia de ADN sintético, la frecuencia de uso de codones
se puede comparar con el uso de codones del organismo de expresién hospedante y los codones del hospedante
raros se pueden eliminar de la secuencia sintética. Ademas, la secuencia de ADN candidata sintética se puede
modificar con el fin de eliminar los sitios de restriccion enzimaticos indeseables y afadir o eliminar cualesquiera
secuencias sefial, conectores o regiones no traducidas deseadas. Se puede analizar en la secuencia de ADN sintético
la presencia de una estructura secundaria que pueda interferir con el proceso de traduccion, tal como repeticiones
G/C y estructuras de tallo-bucle.

6. Intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD: una herramienta molecular para la obtencion de
bibliotecas de cepas microbianas de intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para mejorar la productividad de la célula hospedante
mediante la optimizacion de los mecanismos postraduccionales. La mejora tradicional de cepas a menudo se puede
lograr mediante la sobreexpresién de genes de la ruta que producen alguna molécula de interés. Tipicamente, se
pueden duplicar genes de la ruta conocidos o se pueden insertar promotores fuertes para dirigir la expresion de estos
genes vy, por lo tanto, aumentar los niveles de transcrito de ARNm con el objetivo de aumentar la abundancia de
proteinas de la ruta para lograr una velocidad, titulo o rendimiento mejorados de una ruta determinada. Este enfoque
se puede aplicar sistematicamente a escala del genoma completo para identificar todos los genes que pueden mejorar
el rendimiento de la cepa. Otro enfoque aplicado con frecuencia puede ser la delecion de genes de la ruta
potencialmente competidores con el objetivo de eliminar por completo los productos proteicos que pueden desviar el
carbono de la ruta deseada. Sin embargo, estos enfoques de mejora de cepas de sobreexpresion y/o delecion
conocidos en la técnica pueden tener varias limitaciones.

Comenzando con la duplicacion de la ruta o la insercién de un promotor fuerte, el efecto esperado de niveles mayores
de transcrito de ARNm puede no dar como resultado necesariamente mayor abundancia de proteinas. Varios
productos proteicos pueden tener varias etapas limitantes de la velocidad en su produccién, y esta etapa limitante de
la velocidad pueden no ser los niveles de transcritos de ARNm. En escenarios donde la transcripcion de ARNm no es
la etapa limitante de la velocidad, es posible que los mecanismos postraduccionales puedan estar teniendo impacto
en la abundancia de proteinas en general. Por ejemplo, la presencia de marcadores de solubilidad de proteinas se
puede usar para aumentar la abundancia de proteina activa correctamente plegada que puede contribuir a la
produccion de una molécula diana, mientras que el simple aumento de los niveles de transcritos de ARNm puede
conducir solo a un aumento de proteina inactiva mal plegada. Los efectos de los marcadores de solubilidad de
proteinas también se hacer que sean ajustables dependiendo de la secuencia del marcador de solubilidad que se use,
lo que permite una optimizacion precisa del fenotipo diana.

Intercambio de marcadores de solubilidad de proteinas (intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD)

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de seleccion de secuencias de marcadores de
solubilidad de proteinas ("marcadores de solubilidad") con propiedades 6ptimas de solubilidad de proteinas para
producir efectos beneficiosos en la productividad general de la cepa hospedante.

Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de identificacion de uno o mas marcadores
de solubilidad de proteinas y/o generacion de variantes de uno o mas marcadores de solubilidad de proteinas dentro
de una célula hospedante, que presentan un intervalo de fuerzas de solubilidad (p. €j., marcadores de solubilidad de
proteinas descritas mas adelante). Una combinacion particular de estos marcadores de solubilidad de proteinas
identificados y/o generados se pueden agrupar entre si como una escalera de marcadores de solubilidad de proteinas,
que se explica con mas detalle a continuacion.

La escalera de marcadores de solubilidad de proteinas en cuestion después se asocia con un gen de interés dado.
Por lo tanto, si se tienen los marcadores de solubilidad de proteinas, PSTi-PST4 (véase la Tabla 17) que representan
un subconjunto de marcadores de solubilidad de proteinas que se han identificado en Costa et al., Front Microbiol.
2014; 5: 63 para mejorar la solubilidad de proteinas y también ser de menos de 100 aminodacidos, y asocia la escalera
de marcadores de solubilidad de proteinas con un solo gen de interés en una célula hospedante (es decir, transformar
genéticamente una célula hospedante con un marcador de solubilidad de proteinas dado operativamente unido a un
determinado gen diana para generar una proteina diana marcada en el extremo N o en el extremo C). El efecto de
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cada combinacién del marcador de solubilidad de proteinas se puede determinar caracterizando cada una de las cepas
transformadas que resultan de cada esfuerzo combinatorio, dado que las células hospedantes transformadas tienen
un contexto genético por lo demas idéntico excepto el o los marcadores de solubilidad particulares asociados con el
gen diana. Las células hospedantes resultantes que se transforman por este procedimiento forman bibliotecas de
disefno genético de HTP.

La biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccion de cepas microbianas fisicas reales que se
forma a través de este procedimiento, siendo cada cepa miembro representativa de una marcador de solubilidad de
proteinas dado operativamente unido a una proteina diana particular, en un contexto genético por lo demas idéntico,
denominandose dicha biblioteca una "biblioteca de cepas microbianas de intercambio de marcadores de solubilidad”
o "biblioteca de cepas microbianas de intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD". En el contexto especifico
de E. coli, la biblioteca se puede denominar una "biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de MARCADORES DE
SOLUBILIDAD" o "biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD", pero los
términos se pueden usar como sindnimos, ya que E. coli es un ejemplo especifico de un microbio.

Ademas, la biblioteca de disefio genético HTP se puede referir a la coleccién de perturbaciones genéticas, en este
caso una marcador de solubilidad de proteina x dado operativamente unido a un gen y dado, denominandose dicha
coleccién una "biblioteca de intercambio de marcadores de solubilidad de proteinas" o "biblioteca de intercambio de
MARCADOR DE SOLUBILIDAD".

Ademas, se puede utilizar la misma escalera de marcadores de solubilidad de proteinas que comprende el marcador
de solubilidad de proteinas PST1-PST4 para transformar microbios, en donde cada uno de las cuatro marcadores de
solubilidad de proteinas esté operativamente unido a 10 genes diana diferentes. El resultado de este procedimiento
serian 40 cepas de células hospedantes que por lo demas se suponen genéticamente idénticas, excepto por los
marcadores de solubilidad de proteinas particulares unidos operativamente a un gen diana de interés. Estas 40 cepas
de células hospedantes se podrian cribar y caracterizar adecuadamente y dar lugar a otra biblioteca de disefio genético
HTP. La caracterizacion de las cepas microbianas en la biblioteca de disefio genético HTP produce informacion y
datos que se pueden almacenar en cualquier base de datos, incluyendo, sin limitacion, una base de datos relacional,
una base de datos orientada a objetos o una base de datos NoSQL altamente distribuida. Estos datos/informacion
podrian incluir, por ejemplo, un efecto del marcador de solubilidad de proteinas dado (p. ej., PST1-PST4) cuando esta
operativamente unido a un gen diana dado. Estos datos/informacién también pueden ser el conjunto mas amplio de
efectos combinatorios que resultan de unir operativamente de dos o mas marcadores de solubilidad (p. ej., PST1-
PST4) a un gen diana dado.

Los ejemplos mencionados anteriormente de cuatro marcadores de solubilidad de proteinas y 10 genes diana son
meramente ilustrativos, ya que el concepto se puede aplicar con cualquier nimero dado de marcadores de solubilidad
de proteinas que se han agrupado entre si basado en la presentacion de un intervalo de fuerzas de solubilidad y
cualquier numero dado de genes diana.

En resumen, la utilizacién de diversos marcadores de solubilidad de proteinas para modular la solubilidad de diversas
proteinas en un organismo es una herramienta poderosa para optimizar un rasgo de interés. La herramienta molecular
de intercambio de marcadores de solubilidad de proteinas, desarrollada por los autores de la invencién, usa una
escalera de secuencias de marcadores de solubilidad de proteinas que han demostrado que varian la solubilidad (p.
ej., mejoran) de al menos una proteina en al menos una condicién. Después, esta escalera se aplica sistematicamente
a un grupo de genes en el organismo usando ingenieria gendmica de alta capacidad. Se determina que este grupo de
genes tiene una alta probabilidad de tener impacto en el rasgo de interés basandose en uno cualquiera de una serie
de métodos. Estos podrian incluir la seleccién basada en la funcién conocida o el impacto en el rasgo de interés, o la
seleccidn algoritmica basada en la diversidad genética beneficiosa previamente determinada.

Después se evalla en la biblioteca microbiana de disefio genético de HTP resultante de organismos que contienen
una secuencia de marcador de solubilidad de proteinas unido a un gen, el rendimiento en un modelo de cribado de
alta capacidad, y se determinan las uniones de marcador de solubilidad de proteinas-gen que conducen a un mayor
rendimiento y la informacién se almacena en una base de datos. La coleccion de perturbaciones genéticas (es decir,
marcador de solubilidad de proteinas x dado unido a un gen y dado) forma una "biblioteca de intercambio de
marcadores de solubilidad de proteinas", que se puede utilizar como una fuente de alteraciones genéticas potenciales
que se utilizaran en el procesamiento de ingenieria microbiana. Con el tiempo, a medida que se implementa un mayor
conjunto de perturbaciones genéticas contra una mayor diversidad de contextos genéticos microbianos, cada
biblioteca se vuelve méas poderosa como un corpus de datos confirmados experimentalmente que se pueden usar para
disefar de manera mas precisa y predecible cambios especificos frente a cualquier contexto de interés. Es decir, en
algunos ejemplos, las presentes descripciones ensefnan la introduccion de uno o més cambios genéticos en una célula
hospedante basandose en resultados experimentales previos insertados dentro de los metadatos asociados con
cualquiera de las bibliotecas de disefio genético de la descripcion.

Por lo tanto, en ejemplos particulares, el intercambio de marcadores de solubilidad de proteinas es un procedimiento
de multiples etapas que comprende:
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1. Seleccionar un conjunto de marcadores de solubilidad de proteinas "x" para que actien como una "escalera".
“Idealmente, se ha mostrado que estos marcadores de solubilidad de proteinas conducen a una mayor solubilidad
de proteinas a lo largo de multiples locus genémicos, pero el Unico requisito es que perturben la solubilidad de
alguna manera.

2. Seleccionar un conjunto de genes "n" para direccionamiento. Este conjunto puede ser todos los ORF de un
genoma o un subconjunto de ORF. El subconjunto se puede elegir usando anotaciones en los ORF relacionados
con la funcion, por relacion con perturbaciones beneficiosas previamente demostradas (intercambios de
promotores previos, intercambios de STOP, intercambios de MARCADORES DE DEGRADACION o
intercambios de SNP), por seleccion algoritmica basada en interacciones epistaticas entre perturbaciones
generadas previamente, otros criterios de seleccion basados en hipétesis con respecto al ORF beneficioso para
dirigir, 0 mediante seleccion aleatoria.

3. Ingenieria de cepas de alta capacidad para llevar a cabo rapidamente y en paralelo las siguientes
modificaciones genéticas: Cuando existe un marcador de solubilidad de proteinas nativo dentro de un gen diana
n y se conoce su secuencia, reemplazar el marcador de solubilidad de proteinas nativo con cada uno de los
marcadores de solubilidad de proteinas x de la escalera. Cuando el marcador de solubilidad de proteinas nativo
no existe, 0 su secuencia es desconocida, insertar cada uno de los marcadores de solubilidad de proteinas x en
la escalera. De esta manera se construye una "biblioteca" (también denominada biblioteca de disefio genético
HTP) de cepas, en donde cada miembro de la biblioteca es un caso de marcador de solubilidad de proteinas x
unido a la diana n, en un contexto genético por lo demas idéntico. Como se ha descrito previamente, se pueden
insertar combinaciones de marcadores de solubilidad de proteinas, ampliando la variedad de posibilidades
combinatorias sobre las que se construye la biblioteca.

4. Cribado de alta capacidad de la biblioteca de cepas en un contexto donde su rendimiento frente a uno o mas
indicadores es indicativo del rendimiento que se esta optimizando.

Este procedimiento fundamental se puede extender para proporcionar mejoras adicionales en el rendimiento de las
cepas, entre otras cosas: (1) Consolidando multiples perturbaciones beneficiosas en un solo contexto genético de
cepa, ya sea una a la vez en un procedimiento interactivo, 0 como multiples cambios en una sola etapa. Las multiples
perturbaciones pueden ser un conjunto especifico de cambios definidos o una biblioteca combinatoria parcialmente
aleatorizada de cambios. Por ejemplo, si el conjunto de dianas son todos los genes de una ruta, la regeneracion
secuencial de la biblioteca de perturbaciones en un miembro o miembros mejorados de la biblioteca de cepas previa
puede optimizar el nivel de expresion de todos los genes en una ruta, independientemente de qué genes son limitantes
de velocidad en cualquier iteracion dada; (2) Introduciendo los datos de rendimiento resultantes de la generacién
individual y combinatoria de la biblioteca en un algoritmo que usa esos datos para predecir un conjunto éptimo de
perturbaciones basado en la interaccion de cada perturbacién; y (3) Implementando una combinacién de los dos
enfoques anteriores.

El enfoque se ilustra en la presente descripcion con microorganismos industriales, pero es aplicable a cualquier
organismo donde se puedan identificar los rasgos deseados en una poblacién de mutantes genéticos. Por ejemplo,
esto podria usarse para mejorar el rendimiento de células CHO, levaduras, células de insectos, algas, asi como
organismos multicelulares, tales como plantas.

7. Intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION: una herramienta molecular para la obtencion de
bibliotecas de cepas microbianas de intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION

Ademas de los ejemplos anteriores con respecto a los métodos para mejorar la productividad de las células
hospedantes a través de la optimizacién de los mecanismos postraduccionales, una estrategia de eliminacién de genes
también puede tener inconvenientes que pueden ser abordados por los marcadores de degradacion de proteinas (asi
como terminadores y marcadores de solubilidad de proteinas) de la presente descripcién. La eliminacién en su
totalidad de un gen y su correspondiente producto proteico puede, en algunos casos, imponer una modificacion
drastica a la célula. Se puede lograr una respuesta mas precisa y ajustable a través de bibliotecas de marcadores de
degradacién de proteinas que se dirigen a una proteina para la degradacion a velocidades variables. Este enfoque
también puede tener el beneficio de permitir la modulacién de productos proteicos que pueden ser esenciales para la
supervivencia celular y no seria viable si se eliminaran por completo. Puesto que estos marcadores de degradacion
también funcionan a un nivel postraduccional, pueden ser capaces de abordar escenarios donde los niveles de
transcripcion de ARNm alterados no dan como resultado niveles de proteinas alterados como se ha descrito
anteriormente.

Intercambio de marcadores de degradacion de proteinas (intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION)

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de seleccion de secuencias de marcadores de
degradacién de proteinas ("marcadores de degradacion") con propiedades de degradacion de proteinas optimas o
modulacion del nivel de proteinas para producir efectos beneficiosos en la productividad general de las cepas
hospedantes.
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Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de identificacion de uno o mas marcadores
de degradacion de proteinas y/o generacion de variantes de uno o mas marcadores de degradacion de proteinas
dentro de una célula hospedante, que presentan un intervalo de fuerzas de degradacién o modulan los niveles de
proteinas diana (p. ej., marcadores de degradacion de proteinas descritos mas adelante). Una combinacién particular
de estos marcadores de degradacién de proteinas identificados y/o generados se pueden agrupar entre si como una
escalera de marcadores de degradacion de proteinas, lo cual se explica con mas detalle a continuacion.

La escalera de marcadores de degradacién de proteinas en cuestion después se asocia con un gen de interés dado.
Por lo tanto, si se tienen los marcadores de degradacion de proteinas PDT1-PDTs (véase la Tabla 18) que representan
un subconjunto de marcadores de degradacion de proteinas que se han identificado a partir de diversas fuentes como
se detalla en la Tabla 18) y se asocia la escalera de marcadores de degradacién de proteinas con un solo gen de
interés en una célula hospedante (es decir, transformar genéticamente una célula hospedante con una marcador de
degradacién de proteinas dado operativamente unido a un gen diana dado), entonces el efecto de cada combinacién
del marcador de degradacion de proteinas se puede determinar caracterizando cada una de las cepas transformadas
resultantes de cada esfuerzo combinatorio, dado que las células hospedantes transformadas tienen un contexto
genético por lo demas idéntico, excepto el o los marcadores de degradacion particulares asociadas con el gen diana.
Las células hospedantes resultantes que se transforman mediante este procedimiento forman bibliotecas de disefio
genético de HTP.

La biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccion de cepas microbianas fisicas reales que se
forma a través de este procedimiento, siendo cada cepa miembro representativa de una marcador de degradacién de
proteinas dado operativamente unido a una proteina diana particular, en un contexto genético por lo demas idéntico,
denominandose dicha biblioteca una "biblioteca de cepas microbianas de intercambio de marcadores de degradacion”

o "biblioteca de cepas microbianas de intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION". En el contexto especifico
de E. coli, la biblioteca se puede denominar "biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de MARCADORES DE
DEGRADACION" o "biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION", pero los
términos se pueden usar como sindnimos, puesto que E. coli es un ejemplo especifico de un microbio.

Ademas, la biblioteca de disefio genético de HTP se puede referir a la coleccién de perturbaciones genéticas, en este
caso un marcador de degradacion de proteinas x dado operativamente unido a un gen y dado, denominandose dicha
coleccion una "biblioteca de intercambio de marcadores de degradacion de proteinas” o "biblioteca de intercambio de
MARCADORES DE DEGRADACION".

Ademas, se puede utilizar la misma escalera de marcadores de degradacién de proteinas que comprende el marcador
de degradacion de proteinas PDT1-PDTs para disefiar microbios, en donde cada uno de las ocho marcadores de
degradacién de proteinas esta operativamente unido a 10 genes diana diferentes. El resultado de este procedimiento
serian 80 cepas de células hospedantes que por lo demas se suponen genéticamente idénticas, excepto por los
marcadores de degradacién de proteinas particulares operativamente unidos a un gen diana de interés. Estas 80
cepas de células hospedantes se podrian cribar y caracterizar adecuadamente y dar lugar a otra biblioteca de disefio
genético de HTP. La caracterizacién de las cepas microbianas en la biblioteca de disefio genético de HTP produce
informacién y datos que se pueden almacenar en cualquier base de datos, incluyendo, sin limitacién, una base de
datos relacional, una base de datos orientada a objetos o una base de datos NoSQL altamente distribuida. Estos
datos/informacion podrian incluir, por ejemplo, un efecto del marcador de degradacion de proteinas dado (p. €j., PDT1-
PDTs) cuando esta operativamente unido a un gen diana dado. Estos datos/informacion también pueden ser el
conjunto mas amplio de efectos combinatorios que resultan de unir operativamente dos o mas marcadores de
degradacion (p. ej., PDT1-PDTs) a un gen diana dado.

Los ejemplos antes mencionados de ocho marcadores de degradacion de proteinas y 10 genes diana son meramente
ilustrativos, ya que el concepto se puede aplicar con cualquier nimero dado de marcadores de degradacion de
proteinas que se han agrupado entre si basandose en la presentacién de un intervalo de fuerzas de degradacion y
cualquier niumero dado de genes diana.

En resumen, la utilizacién de diversos marcadores de degradacion de proteinas para modular la degradaciéon de
diversas proteinas en un organismo es una herramienta poderosa para optimizar un rasgo de interés. La herramienta
molecular de intercambio de marcadores de degradacion de proteinas, desarrollada por los inventores, utiliza una
escalera de secuencias de marcadores de degradacion de proteinas que han demostrado que varian la degradacion
(p. €j., mejoran) de al menos una proteina en al menos una condicién. Después, esta escalera se aplica
sistematicamente a un grupo de genes en el organismo usando la ingenieria gendmica de alta capacidad. Se determina
que este grupo de genes tiene una alta probabilidad de tener impacto en el rasgo de interés basandose en uno
cualquiera de una serie de métodos. Estos podrian incluir la seleccién basada en la funcién conocida o el impacto en
el rasgo de interés, o la seleccion algoritmica basada en la diversidad genética beneficiosa previamente determinada.

Después, se evalua el rendimiento de la biblioteca microbiana de disefio genético HTP resultante de organismos que
contienen una secuencia de marcador de degradacién de proteinas unida a un gen en un modelo de cribado de alta
capacidad, y se determinan las uniones de marcador de degradacién de proteinas-gen que conducen a un mayor
rendimiento y la informacion se almacena en una base de datos. La coleccion de perturbaciones genéticas (es decir,
marcador de degradacion de proteinas x dado unido a un gen y dado) forma una "biblioteca de intercambio de
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marcadores de degradacion de proteinas”, que se puede utilizar como una fuente de potenciales alteraciones
genéticas que se utilizaran en el procesamiento de transformacién microbiana. Con el tiempo, a medida que se
implementa un mayor conjunto de perturbaciones genéticas contra una mayor diversidad de contextos genéticos
microbianos, cada biblioteca se vuelve mas poderosa como un corpus de datos confirmados experimentalmente que
se puede utilizar para disefiar de manera mas precisa y predecible cambios concretos frente a cualquier contexto
genético de interés. Es decir, en algunos ejemplos, las presentes descripciones ensefian la introduccién de uno o mas
cambios genéticos en una célula hospedante basandose en resultados experimentales previos insertados dentro de
los metadatos asociados con cualquiera de las bibliotecas de disefio genético de la descripcion.

Por lo tanto, en ejemplos particulares, el intercambio de marcadores de degradacion de proteinas es un procedimiento
de multiples etapas que comprende:

1. Seleccionar un conjunto de marcadores de degradacién de proteinas "x" para que actiien como una "escalera".
Idealmente, se ha mostrado que estos marcadores de degradacién de proteinas conducen a una mayor
degradacién de proteinas en mdltiples locus gendmicos, pero el Unico requisito es que perturben la degradacién
de alguna manera.

2. Seleccionar un conjunto de genes "n" para direccionamiento. Este conjunto puede ser todos los ORF de un
genoma o un subconjunto de ORF. El subconjunto se puede elegir utilizando anotaciones en ORF relacionados
con la funcién, por relacion con perturbaciones beneficiosas previamente demostradas (intercambios de
promotores previos, intercambios de STOP, intercambios de MARCADORES DE SOLUBILIDAD o intercambios
de SNP), por seleccion algoritmica basada en interacciones epistaticas entre perturbaciones generadas
previamente, otros criterios de seleccién basados en hipotesis con respecto al ORF beneficioso como diana, o
mediante seleccion aleatoria.

3. Ingenieria de cepas de alta capacidad para llevar a cabo rapidamente y en paralelo las siguientes
modificaciones genéticas: Cuando existe una marcador de degradacién de proteinas nativo dentro de un gen
diana ny se conoce su secuencia, reemplazar el marcador de degradacion de proteinas nativo con cada uno de
los marcadores de degradacién de proteinas x de la escalera. Cuando el marcador de degradacién de proteinas
nativo no existe, 0 se desconoce su secuencia, insertar cada uno de los marcadores de degradacion de proteinas
x de la escalera. De esta manera se construye una "biblioteca" (también denominada biblioteca de disefio
genético de HTP) de cepas, en donde cada miembro de la biblioteca es un caso de marcador de degradacion de
proteinas x unido a la diana n, en un contexto genético por lo demas idéntico. Como se ha descrito previamente,
se pueden insertar combinaciones de marcadores de degradacion de proteinas, ampliando la variedad de
posibilidades combinatorias sobre las que se construye la biblioteca.

4. Cribado de alta capacidad de la biblioteca de cepas en un contexto donde su rendimiento frente a uno o mas
indicadores es indicativo del rendimiento que se esta optimizando.

Este procedimiento fundamental se puede extender para proporcionar mejoras adicionales en el rendimiento de las
cepas, entre otras cosas: (1) Consolidando multiples perturbaciones beneficiosas en un solo contexto genético de
cepa, ya sea una a la vez en un procedimiento interactivo, 0 como multiples cambios en una sola etapa. Las multiples
perturbaciones pueden ser un conjunto especifico de cambios definidos o una biblioteca combinatoria parcialmente
aleatorizada de cambios. Por ejemplo, si el conjunto de objetivos son todos los genes de una ruta, la regeneracion
secuencial de la biblioteca de perturbaciones en un miembro o miembros mejorados de la biblioteca de cepas previa
puede optimizar el nivel de expresion de todos los genes en una ruta, independientemente de qué genes son limitantes
de velocidad en cualquier iteracion dada; (2) Introduciendo los datos de rendimiento resultantes de la generacién
individual y combinatoria de la biblioteca en un algoritmo que usa esos datos para predecir un conjunto éptimo de
perturbaciones basado en la interaccion de cada perturbacion; y (3) Implementar una combinacién de los dos enfoques
anteriores.

El enfoque se ilustra en la presente descripcion con microorganismos industriales, pero es aplicable a cualquier
organismo donde se puedan identificar rasgos deseados en una poblacién de mutantes genéticos. Por ejemplo, esto
se podria usar para mejorar el rendimiento de células CHO, levaduras, células de insectos, algas, asi como organismos
multicelulares, tales como plantas.

8. Mapeo de epistasis - Una herramienta analitica predictiva que permite consolidaciones genéticas
beneficiosas

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de mapeo de epistasis para predecir y combinar
alteraciones genéticas beneficiosas en una célula hospedante. Las alteraciones genéticas pueden ser creadas por
cualquiera de los conjuntos de herramientas moleculares de HTP antes mencionados (p. ej., Intercambios de
promotores, intercambios de SNP, intercambios de codones de inicio/parada, optimizacién de secuencia, intercambios
de marcadores de solubilidad de proteinas, intercambios de marcadores de degradacion de proteinas e intercambios
de STOP) y el efecto de esas alteraciones genéticas se conocerian a partir de la caracterizacion de las bibliotecas de
cepas microbianas de disefio genético de HTP obtenidas. Por lo tanto, como se usa en el presente documento, la
expresion mapeo de epistasis incluye métodos para identificar combinaciones de alteraciones genéticas (p. ej., SNP
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beneficiosos 0 asociaciones de promotores/genes diana beneficiosas) que es probable que produzcan aumentos en
el rendimiento del hospedante.

En ejemplos, los métodos de mapeo de epistasis de la presente descripcion se basan en la idea de que es mas
probable que la combinacién de mutaciones beneficiosas de dos grupos funcionales diferentes mejore el rendimiento
del hospedante, en comparacién con una combinaciéon de mutaciones del mismo grupo funcional. Véase, p. €j.,
Costanzo, The Genetic Landscape of a Cell, Science, vol. 327, Nimero 5964, 22 de enero de 2010, pags. 425-431.

Es mas probable que las mutaciones del mismo grupo funcional operen por el mismo mecanismo y, por lo tanto, es
mas probable que presenten epistasis negativa o neutra en el rendimiento general del hospedante. Por el contrario,
es mas probable que las mutaciones de diferentes grupos funcionales operen por mecanismos independientes, lo que
puede conducir a un mejor rendimiento del hospedante y, en algunos casos, a efectos sinérgicos. Por ejemplo, en
referencia a la Figura 19, lysA y zwf son genes que operan en diferentes rutas para lograr la produccion de lisina.
Basado en la diferencia en el rendimiento individual de esos genes, los cambios genéticos que usan esos genes
deberian dar como resultado efectos de consolidacién aditivos. Esto se confirmé en la medicion real de los efectos
consolidados de la combinacion de lysA y zwf, como se muestra en la Figura 16B y el Ejemplo 6.

Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de anadlisis de mutaciones de SNP para
identificar SNP que se predice que pertenecen a diferentes grupos funcionales. En algunos ejemplos, la similitud de
los grupos funcionales de SNP se determina calculando la similitud del coseno de los perfiles de interaccion de
mutacion (similar a un coeficiente de correlacion, véase la Figura 16A). La presente descripcién también ilustra la
comparaciéon de SNP mediante una matriz de similitud de mutaciones (véase la Figura 15, para el analisis de ejemplo
realizado en Corynebacterium) o dendrograma (véase la Figura 16A, para el andlisis de ejemplo realizado en
Corynebacterium).

Por lo tanto, el procedimiento de mapeo de epistasis proporciona un método para agrupar y/o clasificar una diversidad
de mutaciones genéticas aplicadas en uno o mas contextos genéticos con el proposito de consolidaciones eficientes
y efectivas de dichas mutaciones en uno o méas contextos genéticos.

En los ejemplos, la consolidacion se realiza con el objetivo de crear cepas novedosas que estan optimizadas para la
produccion de biomoléculas diana. Mediante el procedimiento de mapeo de epistasis ensefiado, es posible identificar
agrupaciones funcionales de mutaciones, y dichas agrupaciones funcionales permiten una estrategia de consolidacion
que minimiza los efectos epistaticos indeseables.

Como se ha explicado previamente, la optimizacién de microbios para usar en la fermentacién industrial es un
problema importante y dificil, con amplias implicaciones para la economia, la sociedad y el mundo natural.
Tradicionalmente, la ingenieria microbiana se ha realizado mediante un procedimiento lento e incierto de mutagénesis
aleatoria. Dichos enfoques aprovechan la capacidad evolutiva natural de las células para adaptarse a la presion de
seleccién impuesta artificialmente. Dichos enfoques también estan limitados por la rareza de las mutaciones
beneficiosas, la solidez del entorno de conveniencia subyacente y, de manera mas general, infrautilizan el estado de
la técnica en biologia celular y molecular.

Los enfoques modernos aprovechan la nueva comprensién de la funcién celular en el nivel mecanistico y nuevas
herramientas de biologia molecular para llevar a cabo manipulaciones genéticas dirigidas a fines fenotipicos
especificos. En la préactica, dichos enfoques racionales se confunden por la complejidad subyacente de la biologia.
Los mecanismos causales se entienden mal, en particular cuando se intentan combinar dos 0 mas cambios los cuales
tienen cada uno un efecto beneficioso observado. A veces, dichas consolidaciones de cambios genéticos producen
resultados positivos (medidos por aumentos en la actividad fenotipica deseada), aunque el resultado positivo neto
puede ser menor de lo esperado y en algunos casos mayor de lo esperado. En otros casos, dichas combinaciones
producen un efecto neto neutro o un efecto neto negativo. Este fenédmeno se conoce como epistasis y es uno de los
desafios fundamentales para la ingenieria microbiana (y la ingenieria genética en general).

Como se ha mencionado antes, la plataforma de ingenieria genémica de HTP actual resuelve muchos de los
problemas asociados con los enfoques tradicionales de ingenieria microbiana. La plataforma de HTP actual usa
tecnologias de automatizacién para realizar cientos o miles de mutaciones genéticas de una vez. En ejemplos
particulares, a diferencia de los enfoques racionales descritos antes, la plataforma de HTP descrita permite la
construccion paralela de miles de mutantes para explorar de manera mas efectiva grandes subconjuntos del espacio
gendmico relevante, como se describe en la solicitud de EE.UU. N2 15/140.296, titulada "Disefio de cepas microbianas
Sistema y métodos para la produccion mejorada a gran escala de secuencias de nucleétidos disefiadas". Al intentar
"todo", la presente plataforma de HTP evita las dificultades inducidas por nuestra comprension bioldgica limitada.

Sin embargo, al mismo tiempo, la presente plataforma de HTP se enfrenta al problema de estar fundamentalmente
limitada por el tamafio explosivo combinatorio del espacio gendmico y la efectividad de las técnicas computacionales
para interpretar los conjuntos de datos generados dada la complejidad de las interacciones genéticas. Se necesitan
técnicas para explorar subconjuntos de espacios combinatorios vastos de manera que maximicen la seleccién no
aleatoria de combinaciones que produzcan los resultados deseados.
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Enfoques de HTP algo similares han demostrado ser efectivos en el caso de la optimizacién enzimatica. En este nicho
del problema, una secuencia gendémica de interés (del orden de 1000 bases) codifica una cadena de proteinas con
alguna configuracion fisica complicada. La configuracién precisa estd determinada por las interacciones
electromagnéticas colectivas entre sus componentes atémicos constituyentes. Esta combinacion de secuencia
gendmica corta y problema de plegamiento fisicamente restringido se presta especificamente a estrategias de
optimizacién ambiciosas. Es decir, es posible mutar individualmente la secuencia en cada resto y barajar los mutantes
resultantes para muestrear eficazmente el espacio de secuencia local con una resolucion compatible con la
modelizacion de respuesta de actividad de secuencia.

Sin embargo, para optimizaciones genémicas completas para biomoléculas, estos enfoques centrados en restos son
insuficientes por algunas razones importantes. Primero, debido al aumento exponencial en el espacio de secuencia
relevante asociado con optimizaciones gendémicas para biomoléculas. Segundo, debido a la complejidad adicional de
regulacién, expresion e interacciones metabdlicas en la sintesis de biomoléculas. Los autores de la presente invencion
han resuelto estos problemas mediante el procedimiento de mapeo de epistasis ensefiado.

El método ensefiado para modelar interacciones epistaticas, entre una coleccion de mutaciones con el propésito de
una consolidacién més eficiente y eficaz de dichas mutaciones en uno o mas contextos genéticos, es innovador y muy
necesario en la técnica.

Cuando se describe el procedimiento de mapeo de la epistasis, las expresiones "mas eficiente" y "mas efectivo" se
refieren a evitar interacciones epistaticas indeseables entre cepas de consolidacién con respecto a objetivos
fenotipicos particulares.

Puesto que el procedimiento se ha desarrollado de forma general mas arriba, ahora se describirda un ejemplo de flujo
de trabajo mas especifico.

Primero, se comienza con una biblioteca de mutaciones M y uno o méas contextos genéticos (p. €j., cepas bacterianas
parentales). Ni la eleccion de la biblioteca ni la eleccién de los contextos genéticos son especificas del método descrito
en el presente documento. Pero en una implementacion particular, una biblioteca de mutaciones puede incluir
exclusivamente, o en combinacion: bibliotecas de intercambio de SNP, bibliotecas de intercambio de promotores o
cualquier otra biblioteca de mutaciones descrita en el presente documento.

En una implementacion, solo se proporciona un Unico contexto genético. En este caso, primero se generara una
coleccién de distintos contextos genéticos (mutantes microbianos) a partir de este Gnico contexto. Esto se puede lograr
aplicando la biblioteca primaria de mutaciones (o alguin subconjunto de la misma) al contexto dado, por ejemplo, la
aplicacién de una biblioteca de disefio genético de HTP de SNP particulares o una biblioteca de disefio genético de
HTP de promotores particulares para el contexto genético dado, para crear una poblacién (quizas cientos o miles) de
mutantes microbianos con un contexto genético idéntico excepto por la alteracion genética particular de la biblioteca
de disefio genético de HTP dada incorporada en el mismo. Como se detalla a continuacién, este ejemplo puede
conducir a una biblioteca combinatoria o una biblioteca por pares.

En otra implementacion, se puede dar simplemente una coleccion de distintos contextos genéticos conocidos. Como
se detalla a continuacién, este ejemplo puede conducir a un subconjunto de una biblioteca combinatoria.

En una implementacién particular, se determina el nimero de contextos genéticos y la diversidad genética entre estos
contextos (medidos en nimero de mutaciones o distancia de edicion de secuencia o similar) para maximizar la eficacia
de este método.

Un contexto genético puede ser una cepa natural, nativa o no manipulada genéticamente o una cepa transformada
mutada. N cepas de distinto contexto genético se pueden representar por un vector b. En un ejemplo, el contexto de
b puede representar contextos transformados, formados aplicando N mutaciones primarias mo = (m1, mz, ... M) a una
cepa de contexto de tipo natural bo para formar las N cepas de contexto mutado b = mo bo = (m1bo, mzbo, ... mn bo),
donde mibo representa la aplicacion de la mutacion mi a la cepa de contexto bo.

En cualquier caso (es decir, un Unico contexto genético proporcionado o una coleccién de contextos genéticos), el
resultado es una coleccion de N contextos genéticamente distintos. Se miden los fenotipos relevantes para cada
contexto genético.

Segundo, cada mutacién en una coleccién de M mutaciones m1 se aplica a cada contexto dentro de la coleccién de N
cepas de contexto b para formar una coleccion de mutantes M x N. En la implementacién donde los N contextos se
obtenian ellos mismos aplicando el conjunto primario de mutaciones mo (como se ha descrito antes), el conjunto
resultante de mutantes se denominara a veces una biblioteca combinatoria o una biblioteca por pares. En otra
implementacion, en la que se ha proporcionado explicitamente una coleccion de contextos conocidos, el conjunto
resultante de mutantes se puede denominar un subconjunto de una biblioteca combinatoria. Similar a la generacion
de vectores de contexto transformado, en los ejemplos, la interfaz de entrada 202 (véase la Figura 31) recibe el vector
de mutacion my y el vector de contexto b, y una operacién especificada tal como el producto cruzado.
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Continuando con el ejemplo de contexto modificado anterior, la formacién de la biblioteca combinatoria MxN se puede
representar por la matriz formada por m1 x mo bo, el producto cruzado de m1 aplicado a los N contextos de b = mo bo,
donde cada mutacién en m se aplica a cada cepa de contexto dentro de b. Cada i-ésima fila de la matriz MxN
resultante representa la aplicacion de la i-ésima mutacion dentro de m1 a todas las cepas dentro de la coleccién de
contexto b. En un ejemplo, m1 = mo y la matriz representa la aplicacién por pares de las mismas mutaciones a la cepa
inicial bo. En ese caso, la matriz es simétrica con respecto a su diagonal (M=N), y la diagonal se puede ignorar en
cualquier analisis ya que representa la aplicacién de la misma mutacion dos veces.

En los ejemplos, la formacién de la matriz MxN se puede lograr introduciendo en la interfaz de entrada 202 (véase la
Figura 31) la expresién compuesta m1 x mobo. Los vectores componentes de la expresion se pueden introducir
directamente con sus elementos especificados explicitamente, mediante una o mas especificaciones de ADN, o como
llamadas a la biblioteca 206 para permitir la recuperacion de los vectores durante la interpretacion por el intérprete
204. Como se describe en la solicitud de patente de EE.UU., Nimero de serie 15/140.296, titulada "Sistema y métodos
de disefio de cepas microbianas para la produccién mejorada a gran escalera de secuencias de nucleotidos
transformadas”, a través del intérprete 204, el motor de ejecucion 207, el motor de colocacion de pedidos 208 y la
fabrica 210, el sistema LIMS 200 genera las cepas microbianas especificadas por la expresion de entrada.

Tercero, con referencia a la Figura 42, el equipo de analisis 214 (véase la Figura 31) mide las respuestas fenotipicas
para cada mutante dentro de la matriz de biblioteca combinatoria MxN (4202). Asi pues, la coleccién de respuestas se
puede interpretar como una Matriz R de respuesta M x N. Cada elemento de R se puede representar como rij = y(m,
mj), donde y representa la respuesta (rendimiento) de la cepa de contexto bj dentro de la coleccién transformada b
como mutada por la mutacién m;. Por simplicidad y practicidad, se asumen mutaciones por pares donde m1 = mao.
Cuando, como aqui, el conjunto de mutaciones representa una biblioteca de mutaciones por pares, la matriz resultante
también puede denominarse matriz de interaccion de genes o, mas particularmente, matriz de interacciéon de
mutaciones.

Los expertos en la técnica reconoceran que, en algunos ejemplos, las operaciones relacionadas con los efectos
epistaticos y el disefio predictivo de cepas se pueden realizar enteramente a través de medios automatizados del
sistema LIMS 200, p. ej., mediante el equipo de andlisis 214 (véase la Figura 31), o por implementacion humana, o
mediante una combinacién de medios automatizados y manuales. Cuando una operacién no estd totalmente
automatizada, los elementos del sistema LIMS 200, p. €j., el equipo de analisis 214, pueden recibir, por ejemplo, los
resultados de rendimiento humanos de las operaciones en lugar de generar resultados a través de sus propias
capacidades operativas. Como se describe en otra parte del presente documento, los componentes del sistema LIMS
200, tales como el equipo de andlisis 214, se pueden implementar total o parcialmente mediante uno o mas sistemas
informaticos. En algunos ejemplos, en particular cuando las operaciones relacionadas con el disefio predictivo de
cepas se realizan por una combinacién de medios automatizados y manuales, el equipo de analisis 214 puede incluir
no solo hardware, software o firmware informatico (o una combinacién de los mismos), sino también equipos operados
por un operador humano tal como el que se citan en la Tabla 5 mas adelante, p. €j., el equipo citado bajo la categoria
de "Evaluar el rendimiento".

Cuarto, el equipo de analisis 212 (véase la Figura 31) normaliza la matriz de respuesta. La normalizacién consiste en
procesos manuales y/o, en este ejemplo, automatizados para ajustar los valores de respuesta medidos con el fin de
eliminar el sesgo y/o aislar las partes relevantes del efecto especifico de este método. Con respecto a la Figura 42, la
primera etapa 4202 puede incluir la obtencién de datos medidos normalizados. En general, en las reivindicaciones
dirigidas al disefo predictivo de cepas y al mapeo de epistasis, las expresiones "medida de rendimiento” o "rendimiento
medido" o similares se pueden usar para describir un indicador que refleja los datos medidos, ya sea en bruto o
procesados de alguna manera, p. €j., datos normalizados. En una implementacién particular, la normalizacién se
puede realizar restando una respuesta de contexto previamente medida del valor de respuesta medido. En esa
implementacion, los elementos de respuesta resultantes se pueden formar como rij = y(mi, mj) - y(mj), donde y(m;) es
la respuesta de la cepa de contexto transformado bj dentro de la coleccion transformada b causada por aplicacion de
la mutacién primaria m;j a la cepa parental bo. Obsérvese que cada fila de la matriz de respuestas normalizadas se
trata como un perfil de respuesta para su correspondiente mutacion. Es decir, la i-ésima fila describe el efecto relativo
de la mutacion correspondiente mi aplicada a todas las cepas de contexto bj para j=1 a N.

Con respecto al ejemplo de mutaciones por pares, el rendimiento/respuesta combinado de las cepas resultantes de
dos mutaciones puede ser mayor, menor o igual que el rendimiento/respuesta de la cepa para cada una de las
mutaciones individualmente. Este efecto se conoce como "epistasis" y, en algunos ejemplos, se puede representar
como ejj = y(mi, mj) - (y(mi) + y(m;j)). Las variaciones de esta representacién matematica son posibles y pueden
depender, por ejemplo, de como interaccionan biolégicamente los cambios individuales. Como se ha indicado antes,
es mas probable que las mutaciones del mismo grupo funcional operen por el mismo mecanismo vy, por lo tanto, es
mas probable que presenten una epistasis negativa o neutra en el rendimiento general del hospedante. Por el contrario,
es mas probable que las mutaciones de diferentes grupos funcionales operen por mecanismos independientes, lo que
puede conducir a un mejor rendimiento del hospedante al reducir los efectos mutantes redundantes, por ejemplo. Por
lo tanto, es mas probable que las mutaciones que producen respuestas diferentes se combinen de manera aditiva que
las mutaciones que producen respuestas similares. Esto conduce al calculo de la similitud en la siguiente etapa.
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Quinto, el equipo de andlisis 214 mide la similitud entre las respuestas, en el ejemplo de mutacion por pares, la similitud
entre los efectos de la i-ésima mutacién y la j-ésima mutacion (p. ej., primaria) dentro de la matriz de respuestas (4204).
Recuerde que la i-ésima fila de R representa los efectos en el rendimiento de la i-ésima mutacién mi en las N cepas
de contexto, cada una de las cuales puede ser ella misma el resultado de mutaciones disefiadas como se ha descrito
antes. Por lo tanto, la similitud entre los efectos de las mutaciones i-ésima y j-ésima se puede representar por la
similitud Sj entre las filas i-ésima y j-ésima, pi y pj, respectivamente, para formar una matriz de similitud S, un ejemplo
de la cual se ilustra en la Figura 15. La similitud se puede medir usando muchas técnicas conocidas, tales como la
correlacion cruzada o la similitud absoluta del coseno, p. €j., Sij = abs (cos(pi, pj))-

Como alternativa o complemento a un indicador como la similitud del coseno, se pueden agrupar los perfiles de
respuesta para determinar el grado de similitud. El agrupamiento se puede realizar mediante el uso de algoritmos de
agrupamiento basados en la distancia (p. €j., k-media, aglomeracion jerarquica, etc.) junto con una medida de distancia
adecuada (p. ej. Euclidiana, Hamming, etc.). Alternativamente, el agrupamiento se puede realizar usando algoritmos
de agrupamiento basados en similitud (p. €j., espectral, corte minimo, etc.) con una medida de similitud adecuada (p.
ej., coseno, correlacion, etc.). Por supuesto, las medidas de distancia se pueden equiparar a medidas de similitud y
viceversa por una serie de operaciones funcionales estandar (p. ej., la funciéon exponencial). En una implementacion,
el agrupamiento aglomerativo jerarquico se puede usar junto con una similitud de coseno absoluta. (Véase la Figura
16A para ver un ejemplo de andlisis realizado en Corynebacterium).

Como ejemplo de agrupamiento, sea C un agrupamiento de mutaciones m; en k grupos distintos. Sea C la matriz de
pertenencia al grupo, donde cjj es el grado en que la mutacién i pertenece al grupo j, un valor entre 0 y 1. La similitud
basada en grupos entre las mutaciones i y j viene dada entonces por CixC; (el producto escalar de las filas i-ésima y
j-ésima de C). En general, la matriz de similitud basada en grupos viene dada por CCT (es decir, C multiplicado por C-
transposicién). En el caso del agrupamiento duro (una mutacién pertenece exactamente a un grupo), la similitud entre
dos mutaciones es 1 si pertenecen al mismo grupo y 0 si no.

Como se describe en Costanzo, The Genetic Landscape of a Cell, Science, vol. 327, Nimero 5964, 22 de enero de
2010, pags. 425-431, dicho agrupamiento de perfiles de respuesta a mutaciones se relaciona con un mapeo
aproximado de la organizacién funcional subyacente de una célula. Es decir, las mutaciones que se agrupan entre si
tienden a estar relacionadas por un proceso biolégico subyacente o una ruta metabdlica. Dichas mutaciones se
denominan en el presente documento "grupo funcional". La observacion clave de este método es que si dos
mutaciones operan por el mismo proceso biolégico o ruta, entonces los efectos observados (y en especial los
beneficios observados) pueden ser redundantes. A la inversa, si dos mutaciones operan por un mecanismo distante,
es menos probable que los efectos beneficiosos sean redundantes.

Sexto, basandose en el efecto epistatico, el equipo de andlisis 214 selecciona pares de mutaciones que conducen a
respuestas diferentes, p. ej., su indicador de similitud de coseno cae por debajo de un umbral de similitud, o sus
respuestas se encuentran dentro de grupos suficientemente separados (p. €j., en la Figura 15 y Figura 16A, por
ejemplo, andlisis realizados en Corynebacterium) como se muestra en la Figura 42 (4206). Basandose en su
diferencia, los pares de mutaciones seleccionados deberian consolidarse en cepas de contexto mejor que pares
similares.

Basado en los pares seleccionados de mutaciones que conducen a respuestas suficientemente diferentes, el sistema
LIMS (p. €j., todas o alguna combinacién del intérprete 204, motor de ejecucion 207, colocador de pedidos 208 y
fabrica 210) se puede usar para disefiar cepas microbianas que tengan esas mutaciones seleccionadas (4208). En
los ejemplos, como se describe a continuacion y en otra parte del presente documento, los efectos epistaticos se
pueden incorporar o usar junto con el modelo predictivo para ponderar o filtrar la seleccion de la cepa.

Se supone que es posible estimar el rendimiento (también conocido como puntuacién) de una cepa hipotética obtenida
por la consolidacion de una coleccion de mutaciones de la biblioteca en un contexto particular a través de algin modelo
predictivo preferido. Un modelo predictivo representativo usado en los métodos ensefiados se proporciona en la
siguiente seccion titulada "Disefio predictivo de cepas" que se encuentra en la seccidon mas grande de: "Analisis
computacional y prediccion de efectos de los criterios de disefio genético de todo el genoma".

Cuando se emplea una técnica de disefio predictivo de cepas tal como la regresion lineal, el equipo de analisis 214
puede restringir el modelo a mutaciones que tienen medidas de similitud baja, p. €j., filtrando los resultados de la
regresion para mantener solo mutaciones suficientemente diferentes. Alternativamente, el modelo predictivo se puede
ponderar con la matriz de similitud. Por ejemplo, algunos ejemplos pueden emplear una regresién de minimos
cuadrados ponderados usando la matriz de similitud para caracterizar las interdependencias de las mutaciones
propuestas. Como ejemplo, la ponderacién se puede hacer aplicando el truco del "nucleo (Kernel)" al modelo de
regresion. (En la medida en que el "truco del nicleo" es general para muchos enfoques de modelizacién de aprendizaje
automatico, esta estrategia de reponderacion no se limita a la regresion lineal).

Los expertos en la técnica conocen dichos métodos. En los ejemplos, el nlcleo es una matriz que tiene elementos 1 -
w-+sij donde 1 es un elemento de la matriz identidad y w es un valor real entre 0 y 1. Cuando w = 0, esto se reduce a
un modelo de regresion estandar. En la practica, el valor de w estara ligado a la precision (valor r? o error cuadratico
medio (RMSE)) del modelo predictivo cuando se evalle frente a las construcciones combinatorias por pares y sus
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efectos asociados y(mi, mj). En una implementacién simple, w se define como w = 1- r2. En este caso, cuando el
modelo es completamente predictivo, w = 1-r? = 0 y la consolidacion se basa Gnicamente en el modelo predictivo y el
procedimiento de mapeo epistatico no juega ningun papel. Por otro lado, cuando el modelo predictivo no es predictivo
en absoluto, w = 1-r? = 1 y la consolidacion se basa Unicamente en el procedimiento de mapeo epistatico. Durante
cada iteracién, se puede evaluar la precision para determinar si el rendimiento del modelo esta mejorando.

Deberia estar claro que el procedimiento de mapeo epistatico descrito en el presente documento no depende de qué
modelo usa el equipo de analisis 214. Dado dicho modelo predictivo, es posible puntuar y clasificar todas las cepas
hipotéticas accesibles a la biblioteca de mutaciones a través de la consolidacion combinatoria.

En algunos ejemplos, para tener en cuenta los efectos epistéaticos, el equipo de analisis 214 puede usar los perfiles de
respuesta de mutacién diferentes para aumentar la puntuacion y el rango asociados con cada cepa hipotética del
modelo predictivo. Este procedimiento puede considerarse de manera general como una ponderacién de nuevo de las
puntuaciones, para asi favorecer las cepas candidatas con perfiles de respuesta diferentes (p. €j., cepas extraidas de
una diversidad de grupos). En una implementacién simple, una cepa puede tener su puntuacién reducida por el nimero
de mutaciones constituyentes que no satisfacen el umbral de disimilitud o que se extraen del mismo grupo (con
ponderacion adecuada). En una implementacion particular, la estimacién del rendimiento de una cepa hipotética se
puede reducir por la suma de términos en la matriz de similitud asociada con todos los pares de mutaciones
constituyentes asociadas con la cepa hipotética (nuevamente con la ponderacién adecuada). Las cepas hipotéticas
pueden volver a clasificarse utilizando estas puntuaciones aumentadas. En la practica, dichos célculos de
reponderacion se pueden realizar junto con la estimacion de puntuacion inicial.

El resultado es una coleccién de cepas hipotéticas con puntuacién y rango aumentados para evitar de manera mas
efectiva interacciones epistaticas de confusion. Las cepas hipotéticas se pueden construir en este momento, o se
pueden pasar a otro método computacional para su posterior analisis o0 uso.

Los expertos en la técnica reconoceran que el mapeo de epistasis y el disefo predictivo iterativo de cepas como se
describe en el presente documento no se limitan a emplear solamente mutaciones por pares, sino que pueden
expandirse a la aplicacion simultdnea de muchas mas mutaciones a una cepa de contexto. En otro ejemplo, se pueden
aplicar mutaciones adicionales secuencialmente a cepas que ya han sido mutadas usando mutaciones seleccionadas
de acuerdo con los métodos predictivos descritos en el presente documento. En otro ejemplo, los efectos epistaticos
se imputan aplicando la misma mutacién genética a varios contextos de cepas que difieren ligeramente entre si, y
observando cualquier diferencia significativa en los perfiles de respuesta positiva entre los contextos de cepas
modificadas.

Organismos susceptibles de disefio genético

La plataforma de ingenieria genémica HTP descrita se ilustra con cultivos de células microbianas industriales (p. €j.,
Corynebacterium), pero es aplicable a cualquier organismo celular hospedante donde se pueden identificar los rasgos
deseados en una poblacion de mutantes genéticos.

Ademas, como se expone en la introduccion, la descripcion actual proporciona una plataforma de ingenieria gendémica
HTP para mejorar las caracteristicas de la célula hospedante en sistemas de E. coliy resuelve muchos problemas que
previamente han impedido el desarrollo de dicho sistema en E. coli.

Por lo tanto, como se usa en el presente documento, el término "microorganismo" se debe tomar de manera amplia.
Incluye, pero no se limita a los dos dominios procariotas, bacterias y arqueas, asi como ciertos protistas y hongos
eucariotas. Sin embargo, en ciertos ejemplos, se pueden usar organismos eucariotas "superiores” tales como insectos,
plantas y animales en los métodos ensefiados en el presente documento.

Las células hospedantes adecuadas incluyen, pero no se limitan a: células bacterianas, células de algas, células
vegetales, células fungicas, células de insectos y células de mamiferos. En un ejemplo ilustrativo, las células
hospedantes adecuadas incluyen E. coli (p. €j., E. coli competente SHuffle™ disponible de New England BiolLabs en
Ipswich, Mass.). El genoma de E. coli tiene un tamafo de 4.646.332 pb (véase la Figura 52).

Las cepas hospedantes adecuadas de la especie E. coli comprenden: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. colienterohemorragica (EHEC), E. coliuropatégena (UPEC),
E. coli productora de verotoxina, E. coli O157:H7, E. coli O104:H4, Escherichia coli 0121, Escherichia coli O104:H21,
Escherichia coli K1 y Escherichia coli NC101. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la transformacion
gendmica de E. coliK12, E. coliBy E. coli C.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la transformacion gendmica de las cepas de E. coliNCTC 12757,
NCTC 12779, NCTC 12790, NCTC 12796, NCTC 12811, ATCC 11229, ATCC 25922, ATCC 8739, DSM 30083, BC
5849, BC 8265, BC 8267, BC 8268, BC 8270, BC 8271, BC 8272, BC 8273, BC 8276, BC 8277, BC 8278, BC 8279,
BC 8312, BC 8317, BC 8319, BC 8320, BC 8321, BC 8322, BC 8326, BC 8327, BC 8331, BC 8335, BC 8338, BC
8341, BC 8344, BC 8345, BC 8346, BC 8347, BC 8348, BC 8863, y BC 8864.
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En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa E. coli verocitotoxigénicas (VTEC), tal como las cepas BC 4734
(026:H11), BC 4735 (O157:H-), BC 4736 , BC 4737 (n.d.), BC 4738 (O157:H7), BC 4945 (O26:H-), BC 4946
(0O157:H7), BC 4947 (O111:H-), BC 4948 (O157:H), BC 4949 (O5), BC 5579 (0157:H7), BC 5580 (O157:H7), BC 5582
(O8:H), BC 5643 (02:H5), BC 5644 (0128), BC 5645 (O55:H-), BC 5646 (069:H-), BC 5647 (O101:H9), BC 5648
(0103:H2), BC 5850 (022:H8), BC 5851 (O55:H-), BC 5852 (048:H21), BC 5853 (026:H11), BC 5854 (O157:H7), BC
5855 (0157:H-), BC 5856 (026:H-), BC 5857 (0103:H2), BC 5858 (026:H11), BC 7832, BC 7833 (O forma cruda:H-
), BC 7834 (ONT:H-), BC 7835 (0103:H2), BC 7836 (O57:H-), BC 7837 (ONT:H-), BC 7838, BC 7839 (0128:H2), BC
7840 (O157:H-), BC 7841 (023:H-), BC 7842 (O157:H-), BC 7843, BC 7844 (O157:H-), BC 7845 (0O103:H2), BC 7846
(026:H11), BC 7847 (O145:H-), BC 7848 (O157:H-), BC 7849 (O156:H47), BC 7850, BC 7851 (O157:H-), BC 7852
(O157:H-), BC 7853 (O5:H-), BC 7854 (0O157:H7), BC 7855 (0157:H7), BC 7856 (026:H-), BC 7857, BC 7858, BC
7859 (ONT:H-), BC 7860 (O129:H-), BC 7861, BC 7862 (0103:H2), BC 7863, BC 7864 (O forma cruda:H-), BC 7865,
BC 7866 (026:H-), BC 7867 (O forma cruda:H-), BC 7868, BC 7869 (ONT:H-), BC 7870 (O113:H-), BC 7871 (ONT:H-
), BC 7872 (ONT:H-), BC 7873, BC 7874 (O forma cruda:H-), BC 7875 (O157:H-), BC 7876 (O111:H-), BC 7877
(O146:H21), BC 7878 (O145:H-), BC 7879 (022:H8), BC 7880 (O forma cruda:H-), BC 7881 (O145:H-), BC 8275
(0157:H7), BC 8318 (055:K-:H-), BC 8325 (0157:H7), y BC 8332 (ONT), BC 8333.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa E. coli enteroinvasivas (EIEC), tal como las cepas BC 8246
(O152:K-:H-), BC 8247 (O124:K(72):H3), BC 8248 (0124), BC 8249 (0112), BC 8250 (O136:K(78):H-), BC 8251
(O124:H-), BC 8252 (0O144:K-:H-), BC 8253 (0143:K:H-), BC 8254 (0143), BC 8255 (0112), BC 8256 (028a.e), BC
8257 (0124:H-), BC 8258 (0143), BC 8259 (0167:K-:H5), BC 8260 (O128a.c.:H35), BC 8261 (0164), BC 8262
(O164:K-:H-), BC 8263 (0164), y BC 8264 (0124).

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia E. coli enterotoxigénicas (ETEC), tal como las cepas BC 5581
(078:H11), BC 5583 (0O2:K1), BC 8221 (0118), BC 8222 (0148:H-), BC 8223 (O111), BC 8224 (O110:H-), BC 8225
(0148), BC 8226 (0118), BC 8227 (025:H42), BC 8229 (06), BC 8231 (0153:H45), BC 8232 (09), BC 8233 (0148), BC
8234 (0128), BC 8235 (0118), BC 8237 (O111), BC 8238 (O110:H17), BC 8240 (0148), BC 8241 (O6H16), BC 8243
(0153), BC 8244 (O15:H-), BC 8245 (020), BC 8269 (O125a.c:H-), BC 8313 (06:H6), BC 8315 (O153:H-), BC 8329,
BC 8334 (O118:H12), y BC 8339.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia E. coli enteropatégenas (EPEC), tal como las cepas BC 7567
(086), BC 7568 (0128), BC 7571 (O114), BC 7572 (O119), BC 7573 (0125), BC 7574 (0124), BC 7576 (O127a), BC
7577 (0126), BC 7578 (0142), BC 7579 (O26), BC 7580 (OK26), BC 7581 (0142), BC 7582 (O55), BC 7583 (0158),
BC 7584 (O-), BC 7585 (O-), BC 7586 (O-), BC 8330, BC 8550 (026), BC 8551 (O55), BC 8552 (0158), BC 8553
(026), BC 8554 (0158), BC 8555 (086), BC 8556 (0128), BC 8557 (OK26), BC 8558 (O55), BC 8560 (O158), BC
8561 (0158), BC 8562 (O114), BC 8563 (086), BC 8564 (0128), BC 8565 (0158), BC 8566 (0158), BC 8567 (0158),
BC 8568 (O111), BC 8569 (0128), BC 8570 (O114), BC 8571 (0128), BC 8572 (0128), BC 8573 (O158), BC 8574
(0158), BC 8575 (0158), BC 8576 (0158), BC 8577 (0158), BC 8578 (0158), BC 8581 (0158), BC 8583 (0128), BC
8584 (0158), BC 8585 (0128), BC 8586 (0158), BC 8588 (026), BC 8589 (086), BC 8590 (0127), BC 8591 (0128),
BC 8592 (O114), BC 8593 (O114), BC 8594 (O114), BC 8595 (0125), BC 8596 (O158), BC 8597 (026), BC 8598
(026), BC 8599 (0158), BC 8605 (0158), BC 8606 (O158), BC 8607 (O158), BC 8608 (0128), BC 8609 (055), BC
8610 (O114), BC 8615 (0158), BC 8616 (0128), BC 8617 (026), BC 8618 (086), BC 8619, BC 8620, BC 8621, BC
8622, BC 8623, BC 8624 (0158), y BC 8625 (0158).

En algunos ejemplos, la presente descripcion también ensefia métodos para a transformacion de organismos Shigella,
que incluyen Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella boydiiy Shigella sonnei.

Generacion de grupos de diversidad genética para usar en el disefio genético y la plataforma de ingenieria
microbiana de HTP

En algunos ejemplos, los métodos de la presente descripcion se caracterizan como disefio genético. Como se usa en
el presente documento, la expresion disefio genético se refiere a la reconstruccién o alteracién del genoma de un
organismo hospedante a través de la identificacion y seleccion de las variantes mas 6ptimas de un gen particular,
parte de un gen, promotor, codon de parada, 5'UTR, 3'UTR u otra secuencia de ADN para disefiar y crear nuevas
células hospedantes superiores.

En algunos ejemplos, una primera etapa en los métodos de disefio genético de la presente descripcion es obtener una
poblacién de grupo de diversidad genética inicial con una pluralidad de variaciones de secuencia a partir de la cual se
puede reconstruir un nuevo genoma de hospedante.

En algunos ejemplos, una etapa posterior en los métodos de disefio genético ensefiados en el presente documento
es usar uno o mas de los conjuntos de herramientas moleculares de HTP antes mencionados (p. €j., intercambio de
SNP, intercambio de promotor, intercambio de terminador, intercambio de marcadores de solubilidad de proteinas o
intercambio de marcadores de degradacién de proteinas) para construir bibliotecas de disefio genético de HTP, que
luego funcionan como conductores del procedimiento de ingenieria gendmica, proporcionando bibliotecas de
alteraciones gendmicas particulares para ensayar en una célula hospedante.
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Aprovechamiento de grupos de diversidad de cepas de tipo natural existentes

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para identificar la diversidad de secuencias presente
entre los microbios de una poblacién de tipo natural dada. Por lo tanto, un grupo de diversidad puede ser un nimero
n dado de microbios de tipo natural usados para el andlisis, representando dichos genomas de microbios el "grupo de
diversidad".

En algunos ejemplos, los grupos de diversidad pueden ser el resultado de la diversidad existente presente en la
variacion genética natural entre dichos microbios de tipo natural. Esta variacion puede resultar de variantes de cepas
de una célula hospedante dada o puede ser el resultado de que los microbios sean especies completamente diferentes.
Las variaciones genéticas pueden incluir cualquier diferencia en la secuencia genética de las cepas, se encuentren de
forma natural o no. En algunos ejemplos, las variaciones genéticas pueden incluir intercambios de SNP, intercambios
de PRO, intercambios de codon de inicio/detencion, intercambios de MARCADORES DE SOLUBILIDAD, intercambios
de MARCADORES DE DEGRADACION o intercambios de STOP, entre otros.

Aprovechamiento de grupos de diversidad de variantes de cepas industriales existentes

En otros ejemplos de la presente descripcion, los grupos de diversidad son variantes de cepas creadas durante los
procedimientos tradicionales de mejora de cepas (p. €j., una o0 mas cepas de organismos hospedantes generadas por
mutacion aleatoria y seleccionadas para obtener mejores rendimientos a lo largo de los afios). Por tanto, en algunos
ejemplos, el grupo de diversidad o los organismos hospedantes pueden comprender una coleccion de cepas de
produccion historicas.

En ejemplos particulares, un grupo de diversidad puede ser una cepa microbiana parental original (S1) con una
secuencia genética "base" en un punto de tiempo particular (S1Gen1) y después cualquier nimero de cepas
descendientes posteriores (Sz, S3, Sa, Ss, etc., generalizable a S2-n) que se derivaron/desarrollaron a partir de dicha
cepa S1y que tienen un genoma diferente (S2.nGenz-n), en relacién con el genoma base de Si.

Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la secuenciacion de los genomas microbianos en
un grupo de diversidad para identificar los SNP presentes en cada cepa. En un ejemplo, las cepas del grupo de
diversidad son cepas de produccion microbiana histéricas. Por lo tanto, un grupo de diversidad de la presente
descripcion puede incluir, por ejemplo, una cepa base industrial y una o0 mas cepas industriales mutadas producidas
por programas tradicionales de mejora de cepas.

Una vez que se identifican todos los SNP en el grupo de diversidad, la presente descripcién ensefia métodos de
intercambio de SNP y métodos de cribado para delinear (es decir, cuantificar y caracterizar) los efectos (p. €j., creacion
de un fenotipo de interés) de los SNP individualmente y en grupos. Por lo tanto, como se ha mencionado antes, una
etapa inicial en la plataforma ensefiada puede ser obtener una poblaciéon de grupo de diversidad genética inicial con
una pluralidad de variaciones de secuencia, p. ej. SNP. Después, una etapa posterior en la plataforma ensefiada
puede ser usar uno o mas de los conjuntos de herramientas moleculares de HTP antes mencionados (p. €j. intercambio
de SNP) para construir bibliotecas de disefio genético de HTP, que después funcionan como conductores del
procedimiento de ingenieria gendmica, proporcionando bibliotecas de alteraciones gendmicas particulares para
ensayar en un microbio.

En algunos ejemplos, los métodos de intercambio de SNP de la presente descripcién comprenden la etapa de
introducir uno o mas SNP identificados en una cepa mutada (p. €j., una cepa de entre S2.nGenz-n) en una cepa base
(S1Gen1) o cepa de tipo natural.

En otros ejemplos, los métodos de intercambio de SNP de la presente descripcion comprenden la etapa de eliminar
uno o mas SNP identificados en una cepa mutada (p. €j., una cepa de entre S2.nGenz-n).

Creacion de grupos de diversidad por mutagénesis

En algunos ejemplos, las mutaciones de interés en una poblacion de células de un grupo de diversidad dado se pueden
generar artificialmente por cualquier medio para la mutaciones de cepas, incluidas sustancias quimicas mutagénicas
o radiacion. El término "mutagenizante” se usa en el presente documento para referirse a un método para inducir una
o0 mas modificaciones genéticas en material de acido nucleico celular.

La expresion "modificacién genética" se refiere a cualquier alteracion del ADN. Las modificaciones de genes
representativas incluyen inserciones, deleciones, sustituciones de nucledtidos y combinaciones de las mismas, y
pueden ser tan pequefias como una sola base o tan grandes como decenas de miles de bases. Por lo tanto, la
expresion "modificacién genética" abarca inversiones de una secuencia de nucle6tidos y otros reordenamientos
cromosomicos, de modo que se altera la posicion u orientacion del ADN que comprende una region de un cromosoma.
Un reordenamiento cromosomico puede comprender un reordenamiento intracromosémico o un reordenamiento
intercromosomico.

En un ejemplo, los métodos mutagenizantes empleados en la materia objeto actualmente reivindicada son
sustancialmente aleatorios, de modo que se puede producir una modificacién genética en cualquier posicion de
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nucleétido disponible dentro del material de &cido nucleico que se va a mutagenizar. Dicho de otra manera, en un
ejemplo, la mutagenizaciéon no muestra una preferencia o mayor frecuencia de aparicion en secuencias de nucleétidos
particulares.

Los métodos de la descripcién pueden emplear cualquier agente mutagénico que incluye, pero no se limita a: luz
ultravioleta, radiacion de rayos X, radiaciéon gamma, N-etil-N-nitrosourea (ENU), metinitrosourea (MNU), procarbazina
(PRC), trietilen-melamina (TEM), monémero de acrilamida (AA), clorambucilo (CHL), melfalan (MLP), ciclofosfamida
(CPP), sulfato de dietilo (DES), metanosulfonato de etilo (EMS), metanosulfonato de metilo (MMS), 6-mercaptopurina
(6-MP), mitomicina-C (MMC), N-metil-N'"-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), 3H20 y uretano (UR) (véase, p. e]., Rinchik,
1991; Marker et al., 1997; y Russell, 1990). Los agentes mutagénicos adicionales son bien conocidos por los expertos
en la técnica, incluidos los descritos en http://www.iephb.nw.ru/~spirov/hazard/mutagen_Ist.html.

El término "mutagenizar" también abarca un método para alterar (p. €j., por mutacién dirigida) o modular una funcion
celular, para mejorar asi la velocidad, la calidad o la extension de la mutagénesis. Por ejemplo, una célula se puede
alterar o modular para que de ese modo sea disfuncional o deficiente en la reparacion del ADN, metabolismo
mutéageno, sensibilidad a mutagenos, estabilidad genémica o combinaciones de los mismos. Por lo tanto, la alteracién
de las funciones génicas que normalmente mantienen la estabilidad genémica se puede usar para potenciar la
mutagénesis. Los objetivos representativos de la alteracion incluyen, pero no se limitan a ADN ligasa | (Bentley et al.,
2002) y caseina quinasa | (patente de Estados Unidos N° 6.060.296).

En algunos ejemplos, la mutagénesis especifica de sitio (p. €., mutagénesis dirigida por cebador usando un kit
disponible en el mercado tal como el kit Transformer Site Directed mutagenesis (Clontech)) se usa para realizar una
pluralidad de cambios a lo largo de una secuencia de &acido nucleico con el fin de generar acido nucleico que codifica
una enzima de escision de la presente descripcion.

La frecuencia de modificacion genética tras la exposicion a uno o mas agentes mutagénicos se puede modular
variando la dosis y/o la repeticion del tratamiento, y se puede adaptar para una aplicacién particular.

Por lo tanto, en algunos ejemplos, la "mutagénesis”, como se usa en el presente documento, comprende todas las
técnicas conocidas en la técnica para inducir mutaciones, incluida la mutagénesis por PCR propensa a errores,
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, mutagénesis dirigida al sitio y recombinacién de secuencias iterativa por
cualquiera de las técnicas descritas en el presente documento.

Mutaciones de un solo locus para generar diversidad

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la mutacion de poblaciones de células introduciendo, eliminando
o reemplazando porciones seleccionadas de ADN genémico. Por tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcion
ensefa métodos para dirigir mutaciones a un locus especifico. En otros ejemplos, la presente descripcién ensefa el
uso de tecnologias de edicion de genes tales como ZFN, TALENS, Lambda Red o CRISPR, para editar selectivamente
regiones de ADN diana.

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia la mutacion de regiones de ADN seleccionadas fuera del organismo
hospedante y después la insercion de la secuencia mutada de nuevo en el organismo hospedante. Por ejemplo, en
algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa la mutacién de promotores nativos o sintéticos para producir una
gama de variantes de promotores con diversas propiedades de expresion (véase la escalera de promotores mas
adelante). En otros ejemplos, la presente descripcidén es compatible con técnicas de optimizacién de un solo gen, tales
como ProSAR (Fox et al. 2007. "Improving catalytic function by ProSAR-driven enzyme evolution". Nature
Biotechnology Vol 25 (3) 338-343).

En algunos ejemplos, las regiones seleccionadas de ADN se producen in vitro por el barajado de genes de variantes
naturales o barajado con oligos sintéticos, recombinacién plasmido-plasmido, recombinacién de plasmido virus,
recombinacion de virus-virus. En otros ejemplos, las regiones genémicas se producen por PCR propensa a errores.

En algunos ejemplos, la generacion de mutaciones en regiones genéticas seleccionadas se logra por "PCR de
reensamblaje”. Brevemente, se sintetizan los cebadores oligonucleétidos (oligos) para la amplificacién por PCR de
segmentos de una secuencia de acido nucleico de interés, de manera que las secuencias de los oligonucleétidos se
solapan con las uniones de dos segmentos. La region de solapamiento tiene tipicamente una longitud de
aproximadamente 10 a 100 nucleétidos. Cada uno de los segmentos se amplifica con un conjunto de dichos
cebadores. Después, los productos de PCR se "reensamblan” de acuerdo con los protocolos de ensamblaje. En
resumen, en un protocolo de ensamblaje, los productos de la PCR primero se purifican de los cebadores, por ejemplo,
mediante electroforesis en gel o cromatografia de exclusion por tamafos. Los productos purificados se mezclan entre
si y se someten a aproximadamente 1-10 ciclos de desnaturalizacion, reasociacion y extension en presencia de
polimerasa y desoxinucledsido trifosfatos (dNTP) y sales tamp6n adecuadas en ausencia de cebadores adicionales
("autocebado"). La PCR posterior con cebadores que flanquean el gen se usa para amplificar el rendimiento de los
genes completamente reensamblados y barajados.

En algunos ejemplos de la descripcion, las regiones de ADN mutado, tal como las descritas antes, se enriquecen con
secuencias mutantes de modo que el espectro de mutantes multiples, es decir, las posibles combinaciones de
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mutaciones, se muestrea de manera mas eficiente. En algunos ejemplos, las secuencias mutadas se identifican
mediante una matriz de afinidad de proteina mutS (Wagner et al., Nucleic Acids Res. 23(19): 3944-3948 (1995); Su et
al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.), 83: 5057-5061 (1986)) con una etapa preferida de amplificacion del material
purificado por afinidad in vitro antes de una reaccién de ensamblaje. Este material amplificado después se pone en
una reaccion de PCR de ensamblaje o reensamblaje como se describe en partes posteriores de esta solicitud.

Escalera de promotores

Los promotores regulan la velocidad a la que se transcriben los genes y pueden influir en la transcripcion en una
variedad de formas. Los promotores constitutivos, por ejemplo, dirigen la transcripcién de sus genes asociados a una
velocidad constante independientemente de las condiciones celulares internas o externas, mientras que los
promotores regulables aumentan o disminuyen la velocidad a la que se transcribe un gen dependiendo de las
condiciones celulares internas y/o externas, p. €j., velocidad de crecimiento, temperatura, respuestas a sustancias
quimicas ambientales especificas y similares. Los promotores se pueden aislar de sus entornos celulares normales y
transformar para regular la expresién de practicamente cualquier gen, lo que permite la modificacién eficaz del
crecimiento celular, el rendimiento del producto y/u otros fenotipos de interés.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para producir bibliotecas de escalera de promotores
para usar en métodos de disefio genético posteriores. Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion
ensefa métodos para identificar uno 0 mas promotores y/o generar variantes de uno o mas promotores dentro de una
célula hospedante, que presentan un intervalo de fuerzas de expresion o propiedades reguladoras superiores. Una
combinacion particular de estos promotores identificados y/o generados se puede agrupar como una escalera de
promotores, que se explica con mas detalle a continuacion.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el uso de escaleras de promotores. En algunos ejemplos, las
escaleras de promotores de la presente descripcion comprenden promotores que presentan un intervalo continuo de
perfiles de expresion. Por ejemplo, en algunos ejemplos, las escaleras de promotores se crean por: identificacion de
promotores naturales, nativos o de tipo natural que presentan un intervalo de fuerzas de expresién en respuesta a un
estimulo, o por expresion constitutiva (véase, p. €j., la Figura 20 y Figuras 28- 30). Estos promotores identificados se
pueden agrupar entre si como una escalera de promotores.

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia la creacion de escaleras de promotores que presentan un intervalo
de perfiles de expresion en diferentes condiciones. Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa
la creacion de una escalera de promotores con maximos de expresién extendidos a lo largo de las diferentes etapas
de una fermentacién (véase, p. €j., la Figura 28). En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia la creacion de
una escalera de promotores con diferentes dindmicas de maximos de expresion en respuesta a un estimulo especifico
(véase, p. €]., la Figura 29). Los expertos en la técnica reconoceran que las escaleras de promotores reguladores de
la presente descripcion pueden ser representativas de uno o mas perfiles reguladores.

En algunos ejemplos, las escaleras de promotores de la presente descripcion estan disefadas para perturbar la
expresion génica de una manera predecible a lo largo de un intervalo continuo de respuestas. En algunos ejemplos,
la naturaleza continua de una escalera de promotores confiere a los programas de mejora de cepas un poder predictivo
adicional. Por ejemplo, en algunos ejemplos, el intercambio de promotores o secuencias de terminaciéon de una ruta
metabdlica seleccionada puede producir una curva de rendimiento de la célula hospedante, que identifica la relacién
o perfil de expresion mas optimo; producir una cepa en la que el gen diana ya no es un factor limitante para una
reaccion particular o cascada genética, mientras que también evita la sobreexpresion innecesaria o la expresion
errdnea en circunstancias inadecuadas. En algunos ejemplos, las escaleras de promotores se crean por: identificacion
de promotores naturales, nativos o de tipo natural que presentan los perfiles deseados. En la Tabla 1.4 se pueden
encontrar ejemplos de promotores nativos para usar en los métodos proporcionados en el presente documento. En
otros ejemplos, las escaleras de promotores se crean mutando promotores que se encuentran de forma natural para
derivar multiples secuencias de promotores mutadas. En cada uno de estos promotores mutados se analiza su efecto
en la expresién del gen diana. En algunos ejemplos, en los promotores editados se analiza la actividad de expresion
a través de una variedad de condiciones, de modo que la actividad de cada variante del promotor se
documenta/caracteriza/anota y se almacena en una base de datos. Las variantes de promotores editadas resultantes
se organizan posteriormente en escaleras de promotores dispuestas en funcion de la fuerza de su expresion (p. €;.,
con variantes de expresion alta cerca de la parte superior y expresion atenuada cerca de la parte inferior, conduciendo
asi al término "escalera"). En la Tabla 1.4 se pueden encontrar ejemplos de promotores sintéticos para usar en los
métodos proporcionados en el presente documento.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia escaleras de promotores que son una combinacién de
promotores que se encuentran de forma natural identificados y promotores variantes mutados.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para identificar promotores naturales, nativos o de tipo
natural que satisfacen los dos criterios siguientes: 1) representan una escalera de promotores constitutivos; y 2)
podrian ser codificados por secuencias de ADN cortas, idealmente menos de 100 pares de bases. En algunos
ejemplos, los promotores constitutivos de la presente descripcion presentan expresién génica constante en dos
condiciones de crecimiento seleccionadas (tipicamente comparadas entre las condiciones experimentadas durante el
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cultivo industrial). En el Ejemplo 12 se puede encontrar un ejemplo de examen de la expresion génica usando
diferentes promotores proporcionados en el presente documento. En algunos ejemplos, los promotores de la presente
descripcion consistiran en un promotor central de ~60 pares de bases y una 5' UTR de entre 26 y 40 pares de bases
de longitud.

Los promotores nativos para incluir en las escaleras de promotores para usar en los métodos PROSWP
proporcionados en el presente documento se pueden seleccionar basandose en dicho promotor nativo que muestra
una variacion minima en la expresion de un gen asociado. Ademas, los promotores nativos pueden tener una longitud
de 60-90 pb y pueden consistir en una secuencia que se encuentra 50 pb delante de un sitio de inicio de transcripcion
putativo y, opcionalmente, la secuencia hasta pero sin incluir un codén de inicio putativo. En la Tabla 1.4 se pueden
encontrar ejemplos de promotores nativos para usar en los métodos proporcionados en el presente documento. En
particular, los promotores nativos para usar en los métodos proporcionados en el presente documento se pueden
seleccionar de los acidos nucleicos de SEQ ID NO 71-131 de la Tabla 1.4.

En algunos ejemplos, una o méas de las secuencias de promotores que se encuentran de forma natural identificadas
mencionadas anteriormente se eligen para la ediciéon de genes. En algunos ejemplos, los promotores naturales se
editan por cualquiera de los métodos de mutacién descritos mas arriba. En otros ejemplos, los promotores de la
presente descripcion se editan sintetizando nuevas variantes de promotores con la secuencia deseada.

Los promotores sintéticos para incluir en escaleras de promotores para usar en los métodos PROSWP proporcionados
en el presente documento pueden ser secuencias quiméricas de 60-90 pb de longitud. Las bibliotecas de promotores
sintéticos para usar en el presente documento pueden comprender un conjunto o pluralidad de promotores sintéticos
que se pueden disefar y construir de manera que es probable que se expresen constitutivamente y/o representen un
intervalo de fuerzas de expresion en comparacion entre si. Ademas, los promotores sintéticos se pueden disefiar y
construir de manera que no sea probable que se unan a elementos reguladores presentes en E. coliy, por lo tanto,
dirijan la expresion génica de forma constitutiva.

Para lograr estos objetivos de diseno, los promotores sintéticos quiméricos pueden comprender todos o una
combinacion de los elementos que se encuentran en la Tabla 1.5. En particular, en relacién con un sitio de inicio de la
transcripcion, los promotores sintéticos pueden comprender o consistir en una region distal, una regién -35, una region
central, una regién -10 y una region 5'UTR/sitio de union del ribosoma (RBS), como se muestra en la Figura 54. La
region distal puede estar situada justo secuencia arriba de la regién -35, mientras que la region central puede estar
situada entre las regiones -35 y -10, como se muestra en la Figura 54. Tanto la regién distal como la central pueden
ser importantes para la unién de elementos reguladores (véase Cox et al., Mol Syst Biol. 2007; 3: 145). Puesto que se
espera que el promotor pr del fago lambda dirija la expresion de manera constitutiva, las regiones distal y central de
este promotor se pueden usar en la estrategia de disefio. La region central del promotor pL del fago lambda también
se incluird por la misma razén, asi como para afadir variedad adicional a la biblioteca.

Las regiones -35 y -10 se pueden incluir porque se sabe que son particularmente importantes en procariotas para la
unién de la ARN polimerasa y, por lo tanto, pueden ser criticas para modular el grado de expresién. En un ejemplo, se
usan las regiones -35 y -10 del promotor pr y el promotor pL del fago lambda. Las regiones -35y -10 de pr y pL se
pueden usar ya que se espera que dirijan una expresion fuerte. Ademas, se pueden usar las regiones -35 y -10 que
se encuentran en muchos promotores de E. coli nativos, de modo que dichas regiones -35 y -10 representan
variaciones pequefas de pry pL Yy se puede esperar que disminuyan la fuerza del promotor en comparacién con pry
pL. La secuencia variable de 6 pb que constituye las regiones -35 y -10 se puede seleccionar de las secuencias -35 y
-10 que se encuentran en la Tabla 1.5.

Ademas de los elementos anteriores, los promotores sintéticos quiméricos pueden comprender una region no
traducida 5' (5'-UTR) que incluye un sitio de unién al ribosoma (RBS), que puede ser particularmente importante en
procariotas para la unién al ribosoma vy, por lo tanto, ser critico para modular el grado de expresién de proteinas. En
un ejemplo, el 5'-UTR/RBS del gen acs nativo de E. coli se puede usar para afhadir variedad adicional a la biblioteca.
En otro ejemplo, se puede usar el 5'UTR/RBS del promotor pr del fago lambda.

En la Tabla 1.4 se pueden encontrar ejemplos de promotores sintéticos para usar en los métodos proporcionados en
el presente documento. En particular, los promotores sintéticos para usar en los métodos proporcionados en el
presente documento se pueden seleccionar de los acidos nucleicos de SEQ ID NO 132-207 de la Tabla 1.4.

La descripcion completa de la solicitud de patente de EE.UU. No. 62/264.232, presentada el 07 de diciembre de 2015.

En la Tabla 1 y/o Tabla 1.4 a continuacién se proporciona una lista no exhaustiva de los promotores de la presente
descripcion. Cada una de las secuencias de promotores se puede denominar promotor heterélogo o polinucleétido
promotor heterélogo.
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Tabla 1. Secuencias de promotores seleccionadas de la presente descripcion.

SEQID NO. Nombre corto del promotor Nombre del promotor

1 P1 Pcg0007_lib_39

2 P2 Pcg0007

3 P3 Pcg1860

4 P4 Pcg0755

5 P5 Pcg0007_265

6 P6 Pcg3381

7 P7 Pcg0007_119

8 P8 Pcg3121

Tabla 1.4 Secuencias de promotores adicionales de la presente descripcion.

Nombre del promotor SEQ ID NO. Tipo*

b0904 _promotor 71 Nativo
b2405 _promotor 72 Nativo
b0096 _promotor 73 Nativo
b0576_promotor 74 Nativo
b2017_promotor 75 Nativo
b1278_promotor 76 Nativo
b4255 _promotor 77 Nativo
b0786_promotor 78 Nativo
b0605_promotor 79 Nativo
b1824_promotor 80 Nativo
b1061_promotor 81 Nativo
b0313_promotor 82 Nativo
b0814_promotor 83 Nativo
b4133_promotor 84 Nativo
b4268 promotor 85 Nativo
b0345_promotor 86 Nativo
b2096_promotor 87 Nativo
b1277_promotor 88 Nativo
b1646_promotor 89 Nativo
b4177_promotor 90 Nativo
b0369_promotor 91 Nativo
b1920_promotor 92 Nativo
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Nombre del promotor SEQ ID NO. Tipo*

b3742_promotor 93 Nativo
b3929 promotor 94 Nativo
b3743_promotor 95 Nativo
b1613_promotor 96 Nativo
b1749_promotor 97 Nativo
b2478 promotor 98 Nativo
b0031_promotor 99 Nativo
b2414_promotor 100 Nativo
b1183_promotor 101 Nativo
b0159_promotor 102 Nativo
b2837_promotor 103 Nativo
b3237_promotor 104 Nativo
b3778_promotor 105 Nativo
b2349_promotor 106 Nativo
b1434_promotor 107 Nativo
b3617_promotor 108 Nativo
b0237_promotor 109 Nativo
b4063_promotor 110 Nativo
b0564_promotor 111 Nativo
b0019_promotor 112 Nativo
b2375_promotor 113 Nativo
b1187_promotor 114 Nativo
b2388_promotor 115 Nativo
b1051_promotor 116 Nativo
b4241_promotor 117 Nativo
b4054_promotor 118 Nativo
b2425 promotor 119 Nativo
b0995_promotor 120 Nativo
b1399_promotor 121 Nativo
b3298 promotor 122 Nativo
b2114_promotor 123 Nativo
b2779_promotor 124 Nativo
b1114_promotor 125 Nativo
b3730_promotor 126 Nativo
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Nombre del promotor SEQ ID NO. Tipo*
b3025_promotor 127 Nativo
b0850_promotor 128 Nativo
b2365_promotor 129 Nativo
b4117_promotor 130 Nativo
b2213_promotor 131 Nativo
pMB029_promotor 132 Sintético
pMB023_promotor 133 Sintético
pMBO025_promotor 134 Sintético
pMBO019_promotor 135 Sintético
pMBO008_promotor 136 Sintético
pMB020_promotor 137 Sintético
pMB022_promotor 138 Sintético
pMBO089_promotor 139 Sintético
pMBO001_promotor 140 Sintético
pMBO051_promotor 141 Sintético
pMBO070_promotor 142 Sintético
pMBO074_promotor 143 Sintético
pMBO046_promotor 144 Sintético
pMBOQ71_promotor 145 Sintético
pMBO013_promotor 146 Sintético
pMB080_promotor 147 Sintético
pMBO03 8_promotor 148 Sintético
pMBO060_promotor 149 Sintético
pMBO064_promotor 150 Sintético
pMBO058_promotor 151 Sintético
pMB085_promotor 152 Sintético
pMB081_promotor 153 Sintético
pMB091_promotor 154 Sintético
pMBO027_promotor 155 Sintético
pMB048_promotor 156 Sintético
pMBO055_promotor 157 Sintético
pMBO006_promotor 158 Sintético
pMBO012_promotor 159 Sintético
pMBO014_promotor 160 Sintético
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Nombre del promotor SEQ ID NO. Tipo*

pMB028_promotor 161 Sintético
pMBO059_promotor 162 Sintético
pMBO061_promotor 163 Sintético
pMB043_promotor 164 Sintético
pMBO066_promotor 165 Sintético
pMBO079_promotor 166 Sintético
pMB032_promotor 167 Sintético
pMBO068_promotor 168 Sintético
pMBO082_promotor 169 Sintético
pMBO030_promotor 170 Sintético
pMBO067_promotor 171 Sintético
pMBO050_promotor 172 Sintético
pMBO069_promotor 173 Sintético
pMBO017_promotor 174 Sintético
pMBO039_promotor 175 Sintético
pMBO011_promotor 176 Sintético
pMBO072_promotor 177 Sintético
pMBO016_promotor 178 Sintético
pMBQ77_promotor 179 Sintético
pMBO047_promotor 180 Sintético
pMB052_promotor 181 Sintético
pMB090_promotor 182 Sintético
pMBO035_promotor 183 Sintético
pMBOQ73_promotor 184 Sintético
pMBO004_promotor 185 Sintético
pMB054_promotor 186 Sintético
pMB024_promotor 187 Sintético
pMBO007_promotor 188 Sintético
pMBO005_promotor 189 Sintético
pMBO003_promotor 190 Sintético
pMB088_promotor 191 Sintético
pMBO065_promotor 192 Sintético
pMBO037_promotor 193 Sintético
pMBO009_promotor 194 Sintético
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Nombre del promotor SEQ ID NO. Tipo*
pMB041_promotor 195 Sintético
pMB036_promotor 196 Sintético
pMB049_promotor 197 Sintético
pMBO044_promotor 198 Sintético
pMB042_promotor 199 Sintético
pMB086_promotor 200 Sintético
pMB053_promotor 201 Sintético
pMBO057_promotor 202 Sintético
pMBO018_promotor 203 Sintético
pMBO002_promotor 204 Sintético
pMBO015_promotor 205 Sintético
pMB087_promotor 206 Sintético
pMBO063_promotor 207 Sintético
*Promotores nativos de Escherichia coli

Tabla 1.5. Partes de secuencias usadas en la biblioteca de promotor sintético-5'UTR combinatoria

Nombre de la parte Secuencias de la parte Origen
distal | ACCGTGCGTG (SEQ ID NO. 208) fago A, promotor Pr
-35 | TTTACA variacion
TTGACT fago A, promotor Pr
TTGACA fago A, promotor PL
TAGGCT variacion
TAGACT variacion
Centro | ATTTTACCTCTGGCGGT (SEQ ID NO. 209) fago A, promotor Pr
TAAATACCACTGGCGGT (SEQ ID NO. 210) fago A, promotor PL
-10 | GATAAT fago A, promotor Pr
GATACT fago A, promotor PL
TAGAGT variacion
TATAAT variacion
TATTTT variacion
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Nombre de la parte Secuencias de la parte Origen
5-UTR/RBS | GGTTGCATGTACTAAGGAGGTTGT (SEQ ID NO. 211) fago A, promotor Pr

TAACATCCTACAAGGAGAACAAAAGC (SEQ ID NO. 212) | E. coli, promotor del gen acs

En algunos ejemplos, los promotores de la presente descripcion presentan una identidad de secuencia de al menos
100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81 %,
80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 0 75% con un promotor de la tabla 1 y/o tabla 4.

Disefo de elementos reguladores bicistronicos

Una de las barreras para un disefio genético de HTP eficiente y escalable es la falta de piezas estandar que se puedan
reutilizar de forma fiable en combinaciones novedosas. Muchos ejemplos dentro de E. coli destacan como las
funciones genéticas aparentemente simples se comportan de manera diferente en diferentes entornos. Por ejemplo,
en algunos ejemplos, un elemento del sitio de unién al ribosoma (RBS) procariota que inicia la traducciéon de una
secuencia codificante podria no funcionar en absoluto con otra secuencia codificante (véase Salis, H.M., et al.
"Automated design of synthetic ribosome binding sites to control protein expression" Nat. Biotechnol. Vol. 27, 946-950
(2009)). Si los elementos genéticos que codifican el control de los procesos celulares centrales, tales como la
transcripcion y la traduccion, no se pueden reutilizar de manera fiable, entonces hay pocas posibilidades de que objetos
de orden superior codificados a partir de dichos elementos basicos sean fiables en sistemas a mayor escala. En
algunos ejemplos, los métodos de la presente descripcion superan estos desafios mencionados antes mediante el uso
de secuencias reguladoras de disefio bicistrénico.

Los disefios bicistronicos de la presente descripcién, en algunos ejemplos, pueden reducir en gran medida la
variabilidad dependiente del marco en la fuerza de expresion de un promotor dado para una variedad de genes
codificantes (Mutalik, et al. "Precise and reliable gene expression via standard transcription and translation initiation
elements" Nat. Biotechnol. Vol 10 (4) pags. 354-368 (2013)). En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa
que un disefio bicistrénico (BCD) es una secuencia de nucle6tidos en la que un promotor dirige la expresiéon de dos
secuencias codificantes, donde la primera secuencia codificante (Cistrén 1) terminay la segunda secuencia codificante
empieza en la misma base nucleotidica (Cistron 2/gen diana). Esta estrategia proporciona un medio para evitar la
variabilidad en la fuerza de expresién de las segundas secuencias codificantes debido a interacciones impredecibles
entre el promotor y la segunda secuencia codificante.

En algun ejemplo, los promotores de la presente descripcidn son secuencias reguladoras de compuestos que siguen
el disefio bicistrdnico. Es decir, en algunos ejemplos, los promotores en las escaleras de promotores de la presente
descripcion son secuencias reguladoras mas grandes que comprenden i) un promotor operativamente unido a ii) un
primer sitio de union al ribosoma (SD1), que esta operativamente unido a iii) una primera secuencia cistrénica (Cis1),
en donde Cis1 se solapa con iv) un segundo sitio de unién al ribosoma (SD2), que después se une operativamente a
V) una secuencia codificante del gen diana (Cis2) (véase la Figura 43). En algunos ejemplos, la presente descripcién
se refiere a la combinacién de los elementos i)-iv) como un "disefio bicistrénico" o "secuencia reguladora de disefio
bicistronico" (BCD).

En algunos ejemplos, los BCD de la presente descripcion se pueden unir operativamente a cualquier gen diana. Por
lo tanto, en algunas realizaciones, los BCD de la presente descripcion se pueden usar en lugar de los promotores
tradicionales. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que el uso de BCD en la caja de herramientas de
intercambio de PRO aumenta la coherencia con la que los transcritos expresados se traducen. Sin desear estar ligados
a ninguna teoria, los autores de la presente invencion creen que la presencia de secuencias lider SD1 y Cis1 unidas
operativamente al gen diana recluta complejos ribosomales activos, que después son capaces de reiniciar
regularmente la traduccién del gen diana a través del sitio de union al ribosoma SD2.

Se ha descrito una coleccion de promotores y elementos de disefio bicistrénico que se pueden usar para la ingenieria
genomica de HTP (véase Mutalik, et al. "Precise and reliable gene expression via standard transcription and translation
initiation elements" Nat. Biotechnol. Vol 10 (4) pags. 354-368 (2013)). Sin embargo, todas estas secuencias descritas
contienen secuencias de ADN idénticas en los primeros 35 nt de los 48 nt de la secuencia de disefio bicistrénico
reguladora (véase la secuencia del estado actual de Mutalik en la Figura 43).

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefna que el BCD de Mutalik et al., no se podria usar para transformar
eficazmente mlltiples genes diana en un solo organismo. Es decir, en algunos ejemplos, la presente descripcion
ensefa contra la integracion multiple de Mutalik BCD en el genoma de una célula hospedante. Sin desear estar ligados
por ninguna teoria, los autores de la presente invencién creen que el uso repetido de del BCD de Mutalik et al. daria
como resultado tasas crecientes de recombinacién homéloga (HR) no deseada desencadenada por la presencia de
secuencias altamente homologas en todo el genoma.

En algunos ejemplos, la presente descripcion resuelve este problema describiendo nuevos BCD con secuencias de
nucleétidos no idénticas. Estos nuevos BCD se pueden usar para la ingenieria genémica de HTP en E. coli para
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proporcionar cambios predecibles en la expresion de multiples genes dentro de un solo genoma, independientemente
de las secuencias codificantes de estos genes, sin inducir recombinacién homologa indeseable.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de expresion de dos proteinas génicas diana en un
organismo hospedante en niveles relativamente similares. Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcién
ensenfa la expresion de dos o méas proteinas de genes diana dentro de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2, 1,4, 1,6, 1,8, 2, 2,2,
2,4,2,6, 2,8 0 3 veces el uno del otro.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de expresion dos proteinas génicas diana en un
organismo hospedante en niveles similares, mientras que se reduce el riesgo de sucesos de recombinacion homoéloga
(HR) no deseables desencadenados por el uso de secuencias reguladoras idénticas. Por lo tanto, en algunos ejemplos,
la presente descripcion ensefia métodos para variar la secuencia de BCD de una manera que mantiene los niveles de
expresion, a la vez que reduce el riesgo de HR. Es decir, en algunos ejemplos, la presente descripcién enseia la
expresion de dos o mas genes que codifican proteinas a través de BCD que son idénticos salvo por sus secuencias
Cis1.

Promotores de BCD

En algunos ejemplos, los BCD de la presente descripcién comprenden una secuencia de promotor. En algunos
ejemplos, los promotores comprendidos en los BCD pueden ser cualquier promotor capaz de expresarse en la célula
hospedante. Por lo tanto, en algunos ejemplos, los promotores pueden ser cualquier promotor descrito en la memoria
descriptiva. En algunos ejemplos, el promotor puede ser cualquier promotor que se sepa que funciona en E. coli. En
otros ejemplos, los promotores pueden ser cualquier promotor descrito en la Tabla 1 y/o la Tabla 1.4.

Primer y segundo sitio de union al ribosoma (SD1y SD2)

En algunos ejemplos, los BCD de la presente descripcién comprenden un primer y un segundo sitio de unién al
ribosoma, denominados SD1 y SD2, respectivamente. En algunos ejemplos, las secuencias de SD1 y SD2 pueden
ser las mismas. En otros ejemplos, las secuencias de SD1 y SD2 pueden ser diferentes.

En algunos ejemplos, las secuencias de los SD pueden ser cualquier sitio de unién al ribosoma conocido funcional en
el hospedante sometido a la ingenieria genémica de HTP. En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia una
secuencia de SD de NNNGGANNN, en donde N se refiere a cualquier nucleétido. En otros ejemplos, la presente
descripcion ensefa secuencias de SD seleccionadas de las secuencias descritas en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1- Lista no limitante de sitios de unién al ribosoma, susceptibles para usar de SD1 y SD2.

SD n® Secuencia SD n® Secuencia SD n? Secuencia
1 TGCGGAGGG 50 AGTGGAACC 99 GGAGGAGAC
2 CACGGAGGC 51 GCCGGAGTG 100 TAGGGAACG
3 TGGGGAGGG 52 GCGGGACAG 101 TGAGGACGT
4 AGGGGAGGC 53 CCGGGATAA 102 ATCGGAGGT
5 GGGGGAGGG 54 CCAGGAACG 103 CCGGGAGGG
6 TATGGAGGT 55 GACGGAGCA 104 ACGGGACGG
7 GACGGAGCG 56 AGCGGATTG 105 GTGGGAGAG
8 AGGGGAGTC 57 ATGGGATAT 106 CGAGGATAG
9 ACAGGAGGC 58 CTGGGAAGT 107 TGGGGAGCC
10 GGGGGAGCG 59 TGGGGAGCC 108 CGTGGAGTG
11 ACAGGAGTC 60 GTGGGACAT 109 TGGGGACTG
12 ACAGGAGAC 61 GCCGGAGCG 110 GGTGGAAGC
13 TGGGGAGGC 62 AATGGAGGC 111 GATGGACGG
14 TGGGGAGAT 63 GGAGGATTG 112 AATGGAGGT
15 GGGGGAGAA 64 GATGGACTC 113 GGAGGATCC

56



ES 2875579 T3

SD n® Secuencia SD n® Secuencia SD n? Secuencia
16 AGGGGAGGC 65 GAGGGATGG 114 ACAGGATCT
17 AGAGGAGTC 66 GAAGGACAG 115 CCCGGACAG
18 AGGGGATAT 67 TAGGGAAGG 116 ACGGGAAAC
19 CGTGGAGTG 68 TGGGGAACC 117 AGTGGACCG
20 GGGGGAAGG 69 TTAGGAGTC 118 CATGGATCA
21 AGGGGAATC 70 GGAGGAGGA 119 CTGGGATGT
22 CCCGGAGGT 71 CCGGGATCT 120 TTAGGATGG
23 AGGGGAGGG 72 GGGGGATGA 121 GTAGGATTC
24 TTTGGAGTC 73 CTGGGAGTG 122 TTTGGAGTT
25 AGGGGACAC 74 CAAGGAACC 123 CGCGGACTC
26 CGGGGAGAC 75 GCTGGAGGC 124 CTCGGACAG
27 GGGGGAGGG 76 ATGGGACCT 125 CAAGGAGTC
28 AAGGAGATC 77 GGAGGAGGG 126 CTTGGACAG
29 TAAGGAGGT 78 CTGGGATGC 127 GGCGGATCG
30 GGGGGAGTC 79 ACAGGATAC 128 GGGGGACAG
31 GGAGGATCG 80 GAGGGAAGG 129 ATTGGATGG
32 CTGGGATCG 81 AGTGGATCT 130 CCTGGATAT
33 ATCGGACCG 82 CCGGGAGTT 131 CTCGGATAC
34 GGGGGAGTG 83 GGTGGAGGC 132 GGGGGAGCC
35 TAGGGAGCA 84 CCAGGAAGA 133 TGGGGATTG
36 GGTGGAGGG 85 GGGGGATTT 134 CCAGGATCA
37 GCCGGAGGT 86 CGCGGAGTA 135 CGGGGACGG
38 TGAGGAAAG 87 CCAGGAATC 136 TCAGGACAA
39 CTTGGAGGG 88 ATTGGAGTG 137 GTAGGATGG
40 TGAGGAGAT 89 CTAGGAAGT 138 TCCGGACTA
41 CGTGGAGGG 90 GAAGGATAG 139 GTCGGATCA
42 GCGGGAGGG 91 AAAGGACAC 140 TGCGGAGTT
43 GGGGGATAG 92 CCGGGACGT 141 GGTGGACGG
44 GGGGGAGCG 93 ATGGGAGTG 142 CTTGGACGA
45 CCGGGAGCA 94 AGCGGACAG 143 CTGGGACTT
46 GCGGGAGTA 95 GGCGGATCT 144 TATGGAGTA
47 GTAGGACCG 96 ATAGGAGGG 145 ACAGGAGGC
48 CCGGGAAGG 97 TATGGAGGG
49 GACGGAGTC 98 GGTGGACTC

57




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2875579 T3

Deberia estar claro que el procedimiento de mapeo epistatico descrito en el presente documento no depende de qué
modelo usa el equipo de andlisis 214. Dado dicho modelo predictivo, se pueden puntuar y clasificar todas las cepas
hipotéticas accesibles a la biblioteca de mutaciones a través de la consolidaciéon combinatoria.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que la variacion de secuencias de SD individuales en el BCD
afectara a la expresion general del BCD. Algunas secuencias de SD pueden servir para aumentar o disminuir el
potencial de expresién general del BCD. Sin embargo, se espera que cada BCD presente resultados de expresion
consistentes cuando se combinen con diferentes secuencias Cis2 de genes diana.

En algunos ejemplos, la secuencia de SD2 esta completamente insertada dentro de la secuencia codificante de la
primera secuencia cistronica. Es decir, en algunos ejemplos, la secuencia de SD2 esta integrada en las secuencias
codificantes de Cis2. Sin desear estar ligados a ninguna teoria, los autores de la presente invencion creen que las
disposiciones del BCD en las que el sitio de unién al ribosoma del gen diana (SD2) esta completamente insertado en
la secuencia codificante del gen secuencia arriba (Cis1) da como resultado el acoplamiento de la traducciones de los
péptidos Cis1 y Cis2. Mas especificamente, los autores de la presente invencion plantean la hipétesis de que la
actividad de helicasa intrinseca de los ribosomas que llegan al codén de parada de una secuencia Cis1 secuencia
arriba elimina las estructuras de ARN inhibidoras que de otro modo interrumpirian el inicio de la traduccién del gen
diana de Cis2 secuencia abajo.

Primera secuencia cistronica (Cis1)

En algunos ejemplos, la primera secuencia cistrénica Cis1 de la presente descripcion puede ser cualquier secuencia
que codifique un péptido continuo. Por ejemplo, en algunos ejemplos, la secuencia de Cis1 codifica un péptido que
tiene 4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650,
700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, o0 mas aminodcidos de longitud, incluyendo cualquier intervalo y subintervalo de
los mismos. En algunos ejemplos, no es necesario que Cis1 codifique un péptido funcional.

En algunos ejemplos, la secuencia de Cis1 codifica un péptido lider de 16 aminodacidos. En algunos ejemplos la
secuencia de nucledtidos de Cis1 es:

5' -ATGAAAGCAATTTTCGTACTGAAACATCTTAATCATGCACAGGAGACTTTCTAA-3' (SEQ ID No. 17).

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia de que secuencia de Cis1 puede ser 5'-
ATGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN - 3' |, donde N puede ser
cualquier &acido nucleico, con la condicion de que Cis1 codifique un péptido.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa que el codén de parada de Cis1 y el codén de inicio de Cis2
deben estar proximos o solaparse. Por ejemplo, en algunos ejemplos, el coddn de parada de Cis1 debe estar dentro
de1,2,3,4,5/6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, o0 50 nucledtidos del coddn de inicio de Cis2, incluyendo
todos los intervalos y subintervalos en los mismos.

En algunos ejemplos, la secuencia de Cis1 solapa con la secuenciade Cis2en 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 100 o mas nucleétidos, incluyendo todos los intervalos y subintervalos en los mismos. En otros
ejemplos, el BCD de la presente descripcién esta disefiado de manera que la secuencia Cis1 solapa en 1 nucleétido
con la secuencia Cis2 codificante del gen diana, de modo que los Ultimos nucleotidos codifican tanto un codén de
parada como de inicio a través de un desplazamiento de marco de -1 (véase la Figura 43). En algunos ejemplos, las
secuencias Cis1 y Cis 2 deben ser codificadas en diferentes marcos de lectura abiertos para evitar asi la formacion
de una proteina quimérica que combine las secuencias de Cis1 y Cis2.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que el coddn de inicio de la secuencia de Cis1 puede ser
cualquier codon de inicio funcional. En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia que los procariotas usan
ATG (AUG) en el coddn de inicio mas comun, seguido de GTG (GUG) y TTG (UUG).

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que la secuencia de Cis1 no tiene ningln codoén de parada
prematuro. En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia que codones raros en la secuencia de Cis1 pueden
reducir la eficacia de traduccion de Cis2. Por lo tanto, en algunos ejemplos, Cis1 codificara un péptido sin ningdn
codon raro para lograr la maxima expresién. En otros ejemplos, Cis1 codificard un péptido con uno o mas codones
raros con el fin de modular la expresién de Cis2.

En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia que multiples codones repetidos en la secuencia de Cis1 pueden
reducir la eficacia de traduccién de Cis2. Por lo tanto, en algunos ejemplos, Cis1 codificara un péptido sin ninguna
repeticion de codones para lograr la maxima expresion. En otros ejemplos, Cis1 codificara un péptido con una o mas
repeticiones de codones con el fin de modular la expresion de Cis2.
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Segunda secuencia cistronica (Cis2- Gen diana)

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensena que los BCD de la presente descripcion estan operativamente
unidos a una secuencia del gen diana Cis2, de la misma manera en que los promotores de las bibliotecas de
intercambio de PRO estan unidos operativamente a secuencias diana. Es decir, en algunos ejemplos, los BCD de la
presente descripcion pueden tomar el lugar de los promotores tradicionales en las bibliotecas y métodos de
intercambio de PRO de la presente descripcion. Las secuencias de Cis2, en algunos ejemplos, pueden ser cualquier
secuencia de interés.

La presente descripcién ensefia que, en algunos ejemplos, los genes diana que codifican un polipéptido seran
regulados mas eficazmente por BCD que por un promotor. Es decir, en algunos ejemplos, los BCD no modularan la
expresion de ARN no codificante méas de lo que seria posible mediante un promotor.

Escaleras de terminadores

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para mejorar las cepas hospedantes transformadas
genéticamente proporcionando una o més secuencias de terminacion de la transcripcion en una posicion 3' hasta el
final del elemento codificante de ARN. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que la adicién de
secuencias de terminacién mejora la eficacia de la transcripcion de ARN de un gen seleccionado en el hospedante
genéticamente transformado. En otros ejemplos, la presente descripcién ensefia que la adicion de secuencias de
terminacion reduce la eficacia de la transcripcion de ARN de un gen seleccionado en el hospedante genéticamente
transformado. Por lo tanto, en algunos ejemplos, las escaleras de terminadores de la presente descripcidon comprenden
una serie de secuencias de terminadores que presentan un intervalo de eficiencias de transcripcion (p. €j., un
terminador débil, un terminador medio y un promotor fuerte).

Una secuencia de terminacién de la transcripcién puede ser cualquier secuencia de nucleétidos, que cuando se pone
transcripcionalmente secuencia abajo de una secuencia de nucleétidos que codifica un marco de lectura abierto,
produce el final de la transcripcion del marco de lectura abierto. Dichas secuencias son conocidas en la técnica y
pueden ser de origen procariota, eucariota o fago. Los ejemplos de secuencias de terminadores incluyen, pero no se
limitan al terminador de PTH, terminador de pET-T7, terminador de T3-T®, terminador de pBR322-P4, terminador del
virus de estomatitis vesicular, terminador de rrnB-T1, terminador de rrnC, terminador transcripcional TTadc y
secuencias de terminacién reconocidas por levaduras, tales como el terminador de la transcripcion Mata (factor a),
secuencia de terminacién de la transcripcién del factor a nativo, secuencia de terminacion de la transcripcion ADR1,
secuencia de terminacién de la transcripcién ADH2 y secuencia de terminacion de la transcripcion GAPD. Se puede
encontrar una lista no exhaustiva de secuencias terminadoras de la transcripcion en el registro iGEM, que esta
disponible en: http://partsregistry.org/Terminators/Catalog.

En algunos ejemplos, las secuencias de terminacién de la transcripcién pueden ser especificas de la polimerasa o no
especificas, sin embargo, los terminadores de la transcripcion seleccionados para usar en los presentes ejemplos
deben formar una "combinaciéon funcional" con el promotor seleccionado, lo que significa que la secuencia del
terminador debe ser capaz de terminar la transcripcién por el tipo de ARN polimerasa que comienza en el promotor.
Por ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que un promotor de ARN pol Il eucariota y
terminadores de ARN pol Il eucariotas, un promotor T7 y terminadores T7, un promotor T3 y terminadores T3, un
promotor reconocido por levadura y secuencias de terminacién reconocidas por levadura, etc., generalmente formarian
una combinacion funcional. La identidad de las secuencias de terminacién de la transcripcion usadas también se
puede seleccionar basandose en la eficacia con la que se termina la transcripcién a partir de un promotor dado. Por
ejemplo, una secuencia de terminador de la transcripcion heteréloga se puede proporcionar transcripcionalmente
secuencia abajo del elemento codificante del ARN para lograr una eficiencia de terminacién de al menos 60%, al
menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o0 al menos 99% a partir de un
promotor dado.

En algunos ejemplos, la eficacia de la transcripcién de ARN a partir de la construccion de expresion transformada se
puede mejorar proporcionando una secuencia de acido nucleico que forme una estructura secundaria que comprenda
dos o mas horquillas en una posicién 3' hasta el extremo del elemento codificante de ARN. Sin desear estar ligado a
una teoria particular, la estructura secundaria desestabiliza el complejo de elongacion de la transcripcién y conduce a
que la polimerasa se disocie del molde de ADN, minimizando asi la transcripcién improductiva de la secuencia no
funcional y aumentando la transcripcion del ARN deseado. Por consiguiente, se puede proporcionar una secuencia de
terminacion que forme una estructura secundaria que comprenda dos o mas horquillas adyacentes. Generalmente,
una horquilla puede estar formada por una secuencia de nucleétidos palindromica que puede plegarse sobre si misma
para formar una region de tallo emparejada cuyos brazos estéan conectados por un bucle de una sola hebra. En algunos
ejemplos, la secuencia de terminacién comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas horquillas adyacentes. En algunos
ejemplos, las horquillas adyacentes estan separadas por 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 nucleétidos
no emparejados. En algunos ejemplos, un tallo de la horquilla comprende 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 0 mas pares de bases de longitud. En ciertos ejemplos, un tallo
de horquilla tiene de 12 a 30 pares de bases de longitud. En ciertos ejemplos, la secuencia de terminacion comprende
dos 0 mas horquillas de tamafo mediano que tienen una regién de tallo que comprende aproximadamente de 9 a 25
pares de bases. En algunos ejemplos, la horquilla comprende una regién que forma buclede 1, 2,3, 4,5,6,7,8,90
10 nucledtidos. En algunos ejemplos, la regién que forma bucle comprende 4-8 nucleoétidos. Sin desear estar ligados
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a una teoria particular, la estabilidad de la estructura secundaria se puede correlacionar con la eficiencia de la
terminacion. La estabilidad de la horquilla esta determinada por su longitud, el nimero de emparejamientos erréneos
o protuberancias que contiene y la composicion de bases de la regidon emparejada. Los emparejamientos entre guanina
y citosina tienen tres enlaces de hidrégeno y son mas estables en comparacién con los emparejamientos de adenina-
timina, que solo tienen dos. El contenido de G/C de una secuencia de nucleétidos palindrémica formadora de horquilla
puede ser al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%
o mas. En algunos ejemplos, el contenido de G/C de una secuencia de nucle6tidos palindrémica formadora de horquilla
es al menos de 80%. En algunos ejemplos, la secuencia de terminacion deriva de una o mas secuencias terminadoras
de la transcripcién de origen procariota, eucariota o fago. En algunos ejemplos, se proporciona una secuencia de
nucleétidos que codifica una serie de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 méas adeninas (A) en 3' de la secuencia de terminacion.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el uso de una serie de secuencias de terminacién en tandem.
En algunos ejemplos, la primera secuencia de terminador de la transcripcién de una serie de 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas se
puede poner directamente en 3' del nucleoétido final del elemento que codifica el ARNbc o a una distancia de al menos
1-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-100, 100-150, 150-200, 200-300, 300-400, 400-
500, 500-1,000 o méas nucledtidos 3' hasta el nucledtido final del elemento codificante de ARNbc. El nimero de
nucleétidos entre las secuencias de terminadores de la transcripcion en tandem puede variar, por ejemplo, las
secuencias de terminadores de la transcripcion pueden estar separadas por 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 10-15, 15-
20, 20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50 0 mas nucledtidos. En algunos ejemplos, las secuencias de terminador
de la transcripcion se pueden seleccionar basandose en su estructura secundaria predicha segun lo determinado por
un algoritmo de prediccidn de estructura. Los programas de prediccion de estructuras son bien conocidos en la técnica
e incluyen, por ejemplo, CLC Main Workbench.

Los expertos en la técnica reconoceran que los métodos de la presente descripcién son compatibles con cualquier
secuencia de terminacién. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el uso de terminadores de
Corynebacterium glutamicum anotados como se describe en Pfeifer-Sancar et al. 2013. "Comprehensive analysis of
the Corynebacterium glutamicum transcriptome using an improved RNAseq technique" Pfeifer-Sancar et al. BMC
Genomics 2013, 14:888). En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia el uso de secuencias de terminadores de
la  transcripcion que se encuentran en el registro iGEM, que estd disponible en:
http://partsregistry.org/Terminators/Catalog. En la Tabla 1.2 a continuacién se proporciona una lista no exhaustiva de
secuencias de terminadores de la transcripcion de la presente descripcion.

Tabla 1.2. Lista no exhaustiva de secuencias de terminacién de la presente descripcion.

E. coli
Nombre Descripcion Direccion Longitud

BBa_B0010 T1 de rrnB de E. coli Directa 80
BBa_B0012 TE de colifago T7 Directa 41

BBa_B0013 TE de colifago T7 (+/-) Directa 47
BBa_B0015 Terminador doble (B0010-B0012) Directa 129
BBa_B0017 Terminador doble (B0010-B0010) Directa 168
BBa_B0053 Terminador (His) Directa 72
BBa_B0055 -- Sin descripcion -- 78
BBa_B1002 Terminador (artificial, pequeno, %T~=85%) Directa 34
BBa_B1003 Terminador (artificial, pequeno, %T~=80) Directa 34
BBa_B1004 Terminador (artificial, pequeno, %T~=55) Directa 34
BBa_B1005 Terminador (artificial, pequefo, %T~=25% Directa 34
BBa_B1006 Terminador (artificial, grande, %T~>90) Directa 39
BBa_B1010 Terminador (artificial, grande, %T~<10) Directa 40
BBa_111013 Modificacién de partes biol6gicas BBa_B0015 129
BBa_151003 -- Sin descripcion -- 110
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BBa_J61048 Terminador [rnpB-T1] Directa 113
BBa_K1392970 Terminador+ Promotor Tetr + Endolisina de T4 623
BBa_K1486001 promotor de arabinosa + CpxR Directa 1924
BBa_K1486005 promotor de arabinosa + sfGFP-CpxR [Cterm] Directa 2668
BBa_K1486009 CxpR y Split IFP1.4 [Nterm + Nterm] Directa 3726
BBa_K780000 Terminador para Bacillus subtilis 54
BBa_K864501 Terminador tardio de T22, P22 Directa 42
BBa_K864600 Terminador transcripcional de TO (21 imm) Directa 52
BBa_K864601 Terminador transcripcional de Lambda t1 Directa

BBa_B0011 LuxICDABEG (+/-) Bidireccional 46

BBa_B0014 Terminador doble (B0012-B0011) Bidireccional 95

BBa_B0021 LuxICDABEG (+/-), inverso Bidireccional 46

BBa_B0024 Terminador doble (B0012-B0011), inverso Bidireccional 95

BBa_B0050 Terminador (pBR322, +/-) Bidireccional 33

BBa_B0051 Terminador (yciA/tonA, +/-) Bidireccional 35

BBa_B1001 Terminador (artifical, pequefio, %T~=90) Bidireccional 34

BBa_B1007 Terminador (artificial, grande, %T~=80) Bidireccional 40

BBa_B1008 Terminador (artificial, grande, %T~=70) Bidireccional 40

BBa_B1009 Terminador (artificial, grande, %T~=40%) Bidireccional 40
BBa_K187025 Terminador en pAB, plasmido BioBytes 60
BBa_K259006 GFP- Terminador Bidireccional 823

BBa_B0020 Terminador (inverso B0010) Inversa 82

BBa_B0022 TE de colifago T7, Inverso Inversa 41

BBa_B0023 TE de colifago T7, Inverso Inversa 47

BBa_B0025 Terminador doble (B0015), Inverso Inversa 129

BBa_B0052 Terminador (rrnC) Directa 41

BBa_B0060 Terminador (Inverso B0050) Bidireccional 33

BBa_B0061 Terminador (Inverso B0051) Bidireccional 35

BBa_B0063 Terminador (Inverso B0053) Inversa 72

Spy Terminador (SEQ ID NO. 225) 90
pheA Terminador (SEQ ID NO. 226) 51
osmE Terminador (SEQ ID NO. 227) 42
rpoH Terminador (SEQ ID NO. 228) 41
vibE Terminador (SEQ ID NO. 229) 71

Thr1_ABC Terminador (SEQ ID NO. 230) 57
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Corynebacterium
Terminador Inicio de Final de Hebra Final de Secuencia de
terminador terminador transcrito ADN
cg0001 T1 1628 1647 + bucle SEQID NO. 9
cg0007 T2 7504 7529 + tallo 1 SEQ ID NO. 10
cg0371 T3 322229 322252 + tallo 1 SEQ ID NO. 11
cg0480 T4 421697 421720 - tallo 1 SEQID NO. 12
cg0494 T5 436587 436608 + bucle SEQ ID NO. 13
cg0564 T6 499895 499917 + tallo 1 SEQ ID NO. 14
cg0610 T7 541016 541039 + tallo 2 SEQ ID NO. 15
cg0695 T8 613847 613868 - bucle SEQ ID NO. 16

Escalera de marcadores de solubilidad de proteinas

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para mejorar cepas hospedantes genéticamente
transformadas proporcionando una o mas secuencias de marcadores de solubilidad de proteinas operativamente
unidas con una proteina diana derivada de un gen diana. Los marcadores de solubilidad pueden ser parejas de fusion
operativamente unidas con la proteina diana en el extremo N o en el exiremo C de la proteina diana. En algunos
ejemplos, la presente descripcion ensefa que la adicion de secuencias de marcadores de solubilidad mejora la
solubilidad de una proteina traducida de un gen seleccionado en el hospedante genéticamente transformado. En otros
ejemplos, los marcadores de solubilidad también se pueden usar para ayudar en la purificacién de la proteina diana.

Los marcadores eficaces para usar en las escaleras de marcadores de solubilidad de proteinas de la presente
descripcion pueden ser cualquier marcador de solubilidad conocido en la técnica que forme dominios independientes,
bien plegados, dominios altamente solubles. Estos dominios pueden contribuir a la solubilidad de su proteina diana a
través de un efecto aditivo, o cuando se usan como una marcador N-terminal se pueden plegar rapidamente después
de salir del ribosoma y bloquear estéricamente la cadena de aminoacidos emergente de la proteina diana para que no
interaccione con otros componentes celulares que pueden causar un plegado erréneo. Ademas, los marcadores de
solubilidad para incluir en las escalas de marcadores de solubilidad pueden tener propiedades en comun tales como
ser dominios pequenios, estrechamente plegados o ser secuencias lider de proteinas que se sabe que son altamente
solubles. Las secuencias de marcadores de solubilidad de proteinas pueden ser cualquiera de los marcadores
conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, cualquiera de los marcadores encontrados en Costa et al., Front
Microbiol. 2014; 5: 63. En un ejemplo, las secuencias de marcadores de solubilidad incluyen los marcadores que se
encuentran en la Tabla 17.

En un ejemplo, el marcador de solubilidad de proteinas es una pareja de fusién. El gen que codifica la pareja de fusion
puede estar presente en cualquiera de los vectores (p. €j., vectores lanzadera) proporcionados en el presente
documento de manera que la integracion del gen para una proteina diana en el vector une operativamente el gen que
codifica la pareja de fusién con el gen diana. Los vectores de expresiéon de E. coli que comprenden marcadores de
solubilidad para usar en el presente documento pueden comprender una secuencia de reconocimiento de proteasa
entre el gen que codifica la pareja de fusién del marcador de solubilidad y el gen que codifica la proteina diana, que
puede permitir la eliminacién del marcador segln sea necesario. La eleccion de una pareja de fusién para usar en los
métodos de intercambio de solubilidad proporcionados en el presente documento puede depender de:

(i) El propdsito de la fusion: ;es para mejorar la solubilidad o para la purificacion por afinidad? Se encuentran
disponibles una variedad de marcadores de fusion que tienen diferentes propdsitos, y los sistemas que contienen
marcadores tanto de solubilidad como de afinidad como, por ejemplo, el marca doble de hexahistina (His6)-MBP,
se pueden disenar con el fin de obtener una produccion de proteina rapida "en una sola etapa". Algunos
marcadores de proteinas también pueden funcionar tanto en funciones de afinidad como de solubilidad, como
por ejemplo, la MBP o la glutation-S-transferasa (GST; Esposito y Chatterjee, Curr Opin Biotechnol. 2006 Agosto;
17(4): 353-8. Publicacién electronica 15 de junio de 2006).

(i) La composicion y tamafo de los aminoacidos: las proteinas diana pueden requerir marcadores més grandes
0 mas pequefios dependiendo de su aplicacion. Los marcadores mas grandes pueden presentar una gran
diversidad en el contenido de aminoacidos y pueden imponer una carga metabdlica en la célula hospedante
diferente de la impuesta por los marcadores pequefos.
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(iii) Los niveles de produccion requeridos: los estudios estructurales pueden requerir niveles de produccion de
proteinas mas altos que se pueden lograr rapidamente con una marcador de fusiébn méas grande, que tiene
sefales de inicio de la traduccién fuertes, mientras que el estudio de interacciones fisiolégicas puede exigir
niveles de produccién mas bajos y marcadores pequefios.

(iv) Ubicacion del marcador: las parejas de fusién pueden promover diferentes efectos cuando se ubican en el
extremo N o el extremo C de la proteina diana. Los marcadores N-terminales a menudo pueden ser ventajosas
frente a los marcadores C-terminales porque: (1) proporcionan un entorno fiable para el inicio de la traduccién
eficiente, en el que las proteinas de fusién aprovechan los sitios de inicio de la traduccion eficientes en el
marcador; (2) se pueden eliminar dejando pocos restos adicionales o ninguno en la secuencia N-terminal nativa
de la proteina diana, puesto que la mayoria de las endoproteasas escinden en o cerca del extremo C de sus
sitios de reconocimiento.

Tabla 17. Lista no exhaustiva de secuencias de marcadores de solubilidad de proteinas de la presente descripcion.

Nombre del marcador de|Descripcion Organismo SEQ ID NO.|SEQ ID NO.|Tamano
solubilidad (n2 de marcador de de acido |de (aa)
solubilidad de proteinas) nucleico aminoacidos
GB1 (PST1) IgG dominio B1 de | Streptococcus | 231 235 56
Proteina G sp.
FH8 (PST2) antigeno de 8 kDa | F. hepatica 232 236 69
de Fasciola hepatica
Ubiquitina (PST3) 233 237
SUMO (PST4) Ubiquitina Homo sapiens | 234 238 ~100

modificada pequena

Escaleras de marcadores de degradacion de proteinas

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para mejorar cepas hospedantes genéticamente
transformadas proporcionando una o mas secuencias de marcadores de degradacion de proteinas operativamente
unidas con una proteina diana derivada de un gen diana. La adicion de una secuencia de marcador de degradacion
usando los métodos proporcionados en el presente documento puede marcar la proteina diana para la degradacion.
Marcar la proteina diana para la degradacion puede reducir o modular la abundancia de proteina diana dentro de una
célula. Al reducir o modular los niveles o la abundancia de proteina diana en la célula, la adicion de secuencias de
marcadores de degradacién a una proteina diana puede afectar finalmente al fenotipo general de las cepas resultantes.

Los marcadores efectivos para usar en las escaleras de marcadores de degradacion de proteinas de la presente
descripcion pueden ser cualquier marcador de degradacion conocido en la técnica que sea parte de una ruta de
degradacién conocida en el organismo hospedante (p. €j., E. coli). Por ejemplo, las rutas de degradacién conocidas
en E. coli pueden incluir el sistema clpXP/clpAP, el sistema Hf1B, el sistema ftsH y el sistema lon. Por consiguiente,
los marcadores de degradacion para usar en los métodos de intercambio de marcadores de degradacion
proporcionados en el presente documento pueden incluir cualquier marcador que se sepa que funciona en cualquiera
de estos sistemas de degradacion de proteinas de E. coli. En algunos casos, los marcadores de degradacion se
pueden mutar de manera que se confiera la capacidad del marcador mutante resultante para tener su actividad
sintonizada. Por ejemplo, la clase de marcadores ssrA se puede mutar de modo que los marcadores de degradacion
ssrA mutados marcan una proteina marcada para la degradacion a través de la ruta de degradacion de ClpXP con
diferentes grados de eficacia. En un ejemplo, los marcadores ssrA pueden contener mutaciones de un solo aminoacido
en los Ultimos tres restos de la secuencia consenso de AANDENYALAA, de modo que las proteinas diana que
comprenden una marcador ssrA mutado C-terminal pueden ser degradadas en diferentes niveles de eficacia por
determinadas proteasas intracelulares especificas de la cola. (p. ej., proteasa Tsp) dependiendo de qué aminoacido
se ha mutado en los ultimos tres restos de la secuencia consenso del marcador ssrA (véase Keiler K C, Sauer R T.
"Sequence determinants of C-terminal substrate recognition by the Tsp protease". J Biol Chem. 1996;271:2589-2593.
Por consiguiente, usando los métodos de intercambio de marcadores de degradacién de la presente descripcion, es
posible obtener cepas de células hospedantes que tienen proteinas diana de estabilidad variable mediante la
construccion de variantes que portan marcadores peptidicos C-terminales con alteraciones menores en la secuencia
consenso de Tsp. Los ejemplos de marcadores ssrA mutantes para usar en los métodos del presente documento
pueden comprender la SEQ ID NO: 248, 249 o 250 de aminoacidos.

Otro ejemplo de marcadores ssrA mutados para usar en los métodos proporcionados en el presente documento
pueden ser los marcadores DAS encontrados en McGinness et al., "Engineering Controllable Protein Degradation”
Mol. Cell, Vol 22 (5), junio de 2006. En los marcadores DAS, dos restos en el marcador ssrA se reemplazaban dando
como resultado marcadores ssrA mutados que presentan una unién de ClpX debilitada sin disminuir el reconocimiento
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de SspB. Asi pues, las proteinas diana que llevan los marcadores DAS pueden ser degradadas de manera eficiente
por ClpXP solo cuando esté presente SspB, permitiendo regular la degradacién intracelular controlando los niveles de
SspB.

En la Tabla 18 se puede encontrar una lista no exhaustiva de secuencias de marcadores de degradacién de proteinas
de la presente descripcion.

Tabla 18. Lista no exhaustiva de secuencias de marcadores de degradacion de proteinas de la presente descripcion.

Nombre de marcador de|Descripcion |Organismo [SEQ ID NO.|SEQ ID NO.| Fuente
degradacion (n2 de de acido |de

marcador de degradacion nucleico aminoacidos
de proteinas)

ssrA_LAA (PDT1) nativo E. coli 239 247 Andersen et al., Appl
Environ Microbiol. Junio
1998; 64(6): 2240-2246.

ssrA_LVA (PDT2) mutante E. coli 240 248 Andersen et al., App/
Environ Microbiol. Junio
1998; 64(6): 2240-2246.

ssrA_AAV (PDT3) mutante E. coli 241 249 Andersen et al., Appl
Environ Microbiol. Junio
1998; 64(6): 2240-2246.

ssrA_ASV (PDT4) mutante E. coli 242 250 Andersen et al., Appl
Environ Microbiol. Junio
1998; 64(6): 2240-2246.

ftsH-cl189-97 (PDT5) nativo E. coli 243 251 Kobiler O, Koby S, Teff D,
Court D, Oppenheim AB.
PNAS. 23 Oct 2002,
99(23): 14964-14969.

cl108 (PDT6) nativo E. coli 244 252 Herman et al, Genes
Dev. 1 mayo 1998; 12(9):
1348-1355.

sui120 (PDT7) nativo E. coli 245 253 Wohlever et al., Protein

Eng Des Sel. Abril 2013;
26(4): 299-305.

20 (PDT8) nativo E. coli 246 254 Wohlever et al., Protein
Eng Des Sel. Abril 2013;
26(4): 299-305.

Los marcadores de degradacion pueden ser parejas de fusion operativamente unidas con la proteina diana en el
extremo N o en el extremo C de la proteina diana. Por consiguiente, el gen que codifica la pareja de fusion puede estar
presente en cualquiera de los vectores (p. €j., vectores lanzadera) proporcionados en el presente documento de
manera que la integracion del gen para una proteina diana en el vector une operativamente el gen que codifica la
pareja de fusion con el gen diana de manera que la traduccién de la construccién genera una proteina de fusion con
el marcador de degradacion presente en el extremo N o en el exiremo C de la proteina diana, segun se desee. En un
ejemplo, la colocacion de los marcadores de degradacién (o sus mutantes) en el extremo N o el extremo C de una
proteina diana puede depender del marcador usado. Por ejemplo, los marcadores de degradacion (o sus mutantes)
asociados con el sistema clpXP/clpAP, el sistema Hf1B, el sistema ftsH o el marcador sul20 del sistema lon se pueden
unir operativamente a una proteina diana en el extremo C, mientras que los marcadores de degradacion 20 (o sus
mutantes) del sistema de lon se pueden unir operativamente a una proteina diana en el extremo N o internamente. En
un ejemplo, el marcador de degradacion es el marcador N-degron (Ntag) para E. coli como se encuentra en Sekar K,
Gentile AM, Bostick JW, Tyo KEJ (2016) N-Terminal-Based Targeted, Inducible Protein Degradation in Escherichia
coli. PLoS ONE 11 (2): e0149746. Ntag se puede colocar en el extremo N de una proteina diana de interés y puede
servir para marcar la proteina diana de interés para la degradacién en la célula hospedante de E. coli a través del
sistema clpXP/clpAP. En otro ejemplo, el marcador de degradacion es el marcador RepA que se puede situar en el
extremo N de una proteina diana como se describe en Butz et al., Biochemistry, 2011, 50 (40), pags. 8594-8602. El
marcador RepA N-terminal puede servir para marcar la proteina diana de interés para la degradacién en la célula
hospedante de E. coli a través del sistema clpXP/clpAP.

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2875579 T3

Grupos de diversidad basados en hipodtesis y ascenso de colina

La presente descripcion ensefia que los métodos de ingenieria genémica de HTP de la presente descripcién no
requieren conocimiento genético previo para lograr ganancias significativas en el rendimiento de la célula hospedante.
De hecho, la presente descripcion ensefia métodos para generar grupos de diversidad (p. €j., Figura 1) a través de
varios enfoques funcionalmente agndsticos, incluyendo la mutagénesis aleatoria y la identificacién de la diversidad
genética entre las variantes de células hospedantes preexistentes (p. €j., tal como la comparacién entre una célula
hospedante de tipo natural y una variante industrial).

Sin embargo, en algunos ejemplos, la presente descripcion también ensefia métodos basados en hipotesis de disefio
de mutaciones de diversidad genética que se usaran para la transformacion de HTP secuencia abajo. Es decir, en
algunos ejemplos, la presente descripcion ensena el disefio dirigido de mutaciones seleccionadas. En algunos
ejemplos, las mutaciones dirigidas se incorporan en las bibliotecas de ingenieria de la presente descripcién (p. ej.,
intercambio de SNP, intercambio de PRO, intercambio de STOP, intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD
o intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION).

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia la creacion de mutaciones dirigidas basadas en la anotacién de
genes, la funcién génica hipotética (o confirmada) o la ubicacién dentro de un genoma. Los grupos de diversidad de
la presente descripcion pueden incluir mutaciones en genes que se plantea que estan implicadas en una ruta
metabdlica o genética especifica asociada en la bibliografia con un rendimiento mayor de una célula hospedante. En
otros ejemplos, el grupo de diversidad de la presente descripcidn también puede incluir mutaciones de genes
presentes en un operdn asociado con un rendimiento mejorado del hospedante. En otros ejemplos mas, el grupo de
diversidad de la presente descripcion también puede incluir mutaciones de genes basadas en la funcién predicha
algoritmica u otra anotacién genética.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa un enfoque basado en "cubiertas” para priorizar los objetivos de
mutaciones basadas en hipotesis. La metafora de las cubiertas para priorizar objetivos se basa en la hipotesis de que
solo un pufiado de genes primarios son responsables de la mayor parte de un ejemplo particular del rendimiento de
una célula hospedante (p. €j., la produccién de una sola biomolécula). Estos genes primarios se encuentran en el
nucleo de la cubierta, seguidos por los genes de efectos secundarios en la segunda capa, los efectos terciarios en la
tercera cubierta, y ... etc. Por ejemplo, en un ejemplo, el nucleo de la cubierta podria comprender genes que codifican
enzimas biosintéticas criticas dentro de una ruta metabdlica seleccionada (p. ej., produccion de acido citrico). Los
genes ubicados en la segunda cubierta podrian comprender genes que codifican otras enzimas dentro de la ruta
biosintética responsable de la desviacion del producto o la sefializaciéon por retroalimentacion. Los genes de tercer
nivel bajo esta metéafora ilustrativa probablemente comprenderian genes reguladores responsables de modular la
expresion de la ruta biosintética, o de regular el flujo de carbono general dentro de la célula hospedante.

La presente descripciéon también ensefia métodos de "ascenso de colina (Hill climb)" para optimizar las ganancias de
rendimiento de cada mutacion identificada. En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa que las mutaciones
aleatorias, naturales o basadas en hipétesis en bibliotecas de diversidad de HTP pueden dar como resultado la
identificacién de genes asociados con el rendimiento de la célula hospedante. Por ejemplo, los presentes métodos
pueden identificar uno 0 mas SNP beneficiosos ubicados en, o cerca de, una secuencia codificante de gen. Este gen
podria estar asociado con el rendimiento de la célula hospedante, y su identificacion se puede comparar con el
descubrimiento de una "colina" de rendimiento en el espacio de mutaciones genéticas combinatorias de un organismo.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para explorar el espacio combinatorio alrededor del
ascenso identificado incorporado en la mutacién SNP. Es decir, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa
la perturbacion del gen identificado y las secuencias reguladoras asociadas con el fin de optimizar las ganancias de
rendimiento obtenidas de ese nodo genético (es decir, ascenso de colina). Por lo tanto, de acuerdo con los métodos
de la presente descripcion, un gen podria identificarse primero en una biblioteca de diversidad procedente de
mutagénesis aleatoria, pero posteriormente se podria mejorar para usar en el programa de mejora de cepas mediante
la mutacion dirigida de otra secuencia dentro del mismo gen.

El concepto de ascenso de colina también se puede ampliar mas alla de la exploracién del espacio combinatorio que
rodea a una sola secuencia de gen. En algunos ejemplos, una mutacion en un gen especifico podria revelar la
importancia de una ruta metabdlica o genética particular para el rendimiento de la célula hospedante. Por ejemplo, en
algunos ejemplos, el descubrimiento de que una mutacion en un solo gen de degradacion de ARN daba como resultado
ganancias significativas en el rendimiento del hospedante se podria usar como base para la mutacién de genes de
degradacién de ARN relacionados como un medio para extraer ganancias de rendimiento adicionales del organismo
hospedante. Las personas con experiencia en la técnica reconoceran variantes de los enfoques de las cubiertas y el
ascenso de colina descritos anteriormente para el disefio genético dirigido.

Armazdn de la ruta biosintética

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que la productividad de algunos procedimientos bioindustriales
esta limitada por la difusion aleatoria de sustratos, compuestos intermedios y enzimas biosintéticas dentro de una
célula hospedante. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que la productividad de los cultivos de células
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hospedantes se puede aumentar mediante la co-localizacién de enzimas biosintéticas en una ruta. Por lo tanto, en
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefna la unién de enzimas biosintéticas a un armazén, tal como un
armazon de ADN o de proteinas.

En algunos ejemplos, la colocalizacion se logra mediante fusiones recombinantes de dominios de union de ADN a las
enzimas biosintéticas en la ruta, que después se unen a una region de armazén de ADN, restringiendo asi a las
enzimas de la ruta cerca unas de otras en la célula. En otros ejemplos, la colocalizacién se logra mediante fusiones
recombinantes de dominios de unién de proteinas a las enzimas biosintéticas en la ruta, que después se unen a una
region de armazon de proteina, restringiendo asi las enzimas de la ruta cerca unas de otras en la célula. En algunos
ejemplos, la colocalizacién aumenta la tasa de produccion y disminuye la concentracion de los compuestos intermedios
de laruta en la célula (véase la Figura 44).

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un método de alta capacidad para transformar el genoma de
Escherichia coli, en donde las secuencias de nucleétidos que codifican dominios de uniéon de ADN o de unién de
proteinas se insertan en genes que codifican enzimas en una ruta biosintética, y se introduce un plasmido de armazén
de ADN o una proteina armazén en la célula. De acuerdo con un ejemplo de la descripcién, se cree que los dominios
de unién de ADN o proteina ligados a los genes biosintéticos localizaran las enzimas recombinantes de la ruta juntas
en el plasmido o péptido armazén, conduciendo asi a una productividad mejorada del producto diana.

En algunos ejemplos, esta descripcién resuelve el problema de la productividad limitada por difusion de moléculas
pequerias en células de E. coli con genomas transformados por métodos de alta capacidad. Actualmente, los Unicos
ejemplos descritos de armazén de ADN para localizar enzimas biosintéticas han sido procedimientos de baja
capacidad en los que las enzimas recombinantes de la ruta son codificadas en plasmidos (Lee, et al., "Improved
Production of L-Threonine in Escherichia coli by Use of a DNA Scaffold System" App. And Environ. Microbiol. Vol 79(3),
pag. 774-782 (2013)). En algunos ejemplos, la descripcion actual proporciona un medio para incorporar dominios de
unién de ADN en enzimas de la ruta que estan codificadas cromosémicamente, de una manera de alta capacidad.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia enzimas biosintéticas quiméricas y ADN y proteinas de armazén.
Los diversos ejemplos de esta tecnologia se discuten con mas detalle a continuacion.

Proteinas quiméricas de union de ADN

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefna proteinas quiméricas que comprenden enzimas biosintéticas
seleccionadas que estan ligadas al dominio de union de ADN. De acuerdo con estos ejemplos, se espera que las
enzimas biosintéticas quiméricas sean reclutadas a un armazén de ADN por sus dominios de unién de ADN,
concentrando asi las diversas actividades biosintéticas en un area de la célula hospedante.

En algunos ejemplos, las enzimas biosintéticas y los dominios de unién de ADN se unen covalentemente. En algunos
ejemplos, las enzimas biosintéticas se fusionan traduccionalmente a los dominios de unién de ADN. Por lo tanto, en
algunos ejemplos, las enzimas biosintéticas quiméricas se forman acoplando el dominio de unién de ADN al extremo
amino, al extremo carboxi 0 a un sitio interno dentro de la proteina de la ruta biosintética. Los expertos en la técnica
reconoceran la necesidad de asegurarse de que la adicion del dominio de unién de ADN no reduzca sustancialmente
la actividad de la enzima biosintética.

En algunos ejemplos de la presente descripcion, la enzima biosintética se acopla a su dominio de uniéon de ADN por
una secuencia de conector polipeptidico corto. Los conectores adecuados incluyen péptidos de entre
aproximadamente 6 y aproximadamente 40 aminodcidos de longitud. Las secuencias de conectores preferidas
incluyen secuencias de conectores ricas en glicina (p. ej. G3-5), ricas en serina (p. ej. GSG, GSGS (SEQ ID NO. 18),
GSGSG (SEQ ID NO. 19), GSNG (SEQ ID NO. 20), o ricas en alanina (p. €j., TSAAA (SEQ ID NO. 21)). Otras
secuencias de conectores de ejemplo tienen una combinacién de restos de glicina, alanina, prolina y metionina tales
como AAAGGM (SEQ ID NO. 22); AAAGGMPPAAAGGM (SEQ ID NO. 23); AAAGGM (SEQ ID NO. 24); y
PPAAAGGMM (SEQ ID NO. 25). Los conectores pueden tener practicamente cualquier secuencia que dé como
resultado una proteina de ruta biolégica quimérica generalmente flexible.

En algunos ejemplos, los métodos de la presente descripcién son compatibles con cualquier dominio de uniéon de ADN
capaz de funcionar en cis con la enzima biosintética. En algunos ejemplos, los dominios de unién de ADN son
preferiblemente exégenos al organismo hospedante. En otros ejemplos, la presente descripcion ensefa la seleccion
de dominios de union de ADN que son suficientemente selectivos para evitar una union excesiva fuera del ADN
armazén disefiado.

Se conocen en la técnica varios dominios de unién de ADN junto con sus correspondientes sitios de reconocimiento
de nucleoétidos en el ADN (es decir, sitios de union de ADN) y son adecuados para su uso en el sistema y los métodos
de la presente descripcion. Por ejemplo, en un ejemplo de la presente descripcion, la parte de unién de ADN de una
proteina de la ruta biolégica quimérica comprende un dominio de uniéon de ADN de cremallera de leucina en donde el
armazén comprende la secuencia de unién de ADN de cremallera de leucina correspondiente. En otro ejemplo de la
presente descripcion, la parte de union de ADN de una proteina de la ruta biolégica quimérica comprende un dominio
de union de ADN de hélice-bucle-hélice en donde el armazén comprende la correspondiente secuencia de unién de
ADN de hélice-bucle-hélice. En otro ejemplo, la parte de unién de ADN de una proteina de la ruta biolégica quimérica
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comprende un dominio de uniéon de ADN de hélice alada en donde el armazén comprende la secuencia de union de
ADN de hélice alada correspondiente. En otro ejemplo, la parte de union de ADN de una proteina de la ruta biolégica
quimérica comprende un dominio de unién de ADN de hélice-giro-hélice alada en donde el armazén comprende la
correspondiente secuencia de union de ADN de hélice-giro-hélice alada. En otro ejemplo, la parte de unién de ADN
de una proteina de la ruta biolégica quimérica comprende una unién de ADN de hélice-giro-hélice en donde el armazdn
comprende la correspondiente secuencia de union de ADN de hélice-giro-hélice. En otro ejemplo, la parte de unién de
ADN de la proteina de la ruta biolégica quimérica comprende un dominio de unién de ADN de HMG-caja en donde el
armazén comprende la correspondiente secuencia de union de ADN de HMG-caja. En otro ejemplo, la parte de unién
de ADN de la proteina de la ruta biolégica quimérica comprende un dominio de union de ADN de TALE disefiado a
medida en donde el armazdn comprende la correspondiente secuencia de unién de ADN de TALE disefada. En otro
ejemplo de la presente descripcién, la parte de uniéon de ADN de una proteina de la ruta biolégica quimérica comprende
un dominio de union de ADN de dedo de zinc en donde el armazén comprende la correspondiente secuencia de union
de ADN de dedo de zinc.

En la Tabla 1.3 se proporcionan ejemplos de secuencias de dominio de union de ADN de dedos de zinc y los
correspondientes sitios de union de ADN. Otros dominios de union de ADN de dedos de zinc y sus correspondientes
secuencias de unién de ADN diana conocidas en la técnica también son adecuados para usar en la presente
descripcion (véase, por ejemplo, Greisman H Ay Pabo C O, "A General Strategy for Selecting High-Affinity Zinc Finger
Proteins for Diverse DNA Target Sites," Science 275:657-661 (1997), Rebar E J y Pabo C O, "Zinc Finger Phage:
Affinity Selection of Fingers with New DNA-Binding Specificities," Science 263:671-673 (1994); Maeder et al., "Rapid
"Open-Source" Engineering of Customized Zinc-Finger Nucleases for Highly Efficient Gene Modification," Mol. Cell.
31:294-301 (2008), Sander et al., "Selection-Free Zinc-Finger-Nuclease Engineering by Context-Dependent Assembly
(CoDA)," Nat. Methods 8:67-69 (2011), patente de EE.UU. n? 5.5789.538 de Rebar, patente de EE.UU. n° 6.410.248
de Greisman, patente de EE.UU. n® 7.605.140 de Rebar, patente de EE.UU. n° 6.140.081 de Barbas, patente de
EE.UU. n® 7.067.617 de Barbas, patente de EE.UU. n? 6.205.404 de Michaels, y publicacién de solicitud de patente
de EE.UU. n® 20070178454 de Joung.

También se conocen en la técnica métodos de optimizacién de las especificidades de unién de ADN de los dominios
de dedos de zinc y métodos de transformacién de sitios de union de ADN sintéticos, y se pueden usar en la presente
descripcion para generar nuevas parejas de unién de dedos de zinc (véase p. €j., Bulyk et al., "Exploring the DNA-
binding Specificities of Zinc Fingers with DNA Microarrays," Proc. Nat'l Acad. Sci. U.S.A98(13): 7158-63 (2001) y "Hurt
et al., "Highly Specific Zinc Finger Proteins Obtained by Directed Domain Shuffling and Cell-based Selection," Proc.
Nat'l Acad. Sci. U.S.A. 100(21): 12271-6 (2003), patente de EE.UU. n® 5.5789.538 de Rebar, patente de EE.UU. n®
6.410.248 de Greisman, patente de EE.UU. n® 7.605.140 de Rebar, patente de EE.UU. n® 6.140.081 de Barbas,
patente de EE.UU. n® 7.067.617 de Barbas, patente de EE.UU. n® 6.205.404 de Michaels, y publicacién de solicitud
de patente de EE.UU. n® 20070178454 de Joung.

Tabla 1.3 - Lista no limitante de dominios de unién de ADN

Dedo de Secuencia del dominio de union de ADN Secuencia de uniéon de ADN
Zinc (5'—>-3)
Zif268
PGEKPYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRTHTGQKPFQC
GCGTGGGCG
RICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEKPFACDICGRKFARS
DERKRHTKIHT (SEQ ID NO. 26) GCG GGG GCG
PBSII GTGTGGAAA
PGEKPYACPECGKSFSQRANLRAHQRTHTGEKPYKC
PECGKSFSRSDHLTTHQRTHTGEKPYKCPECGKSFSR
SDVLVRHQRTHT (SEQ ID NO. 27)
ZFa GTCGATGCC

PGERPFQCRICMRNFSDSPTLRRHTRTHTGEKPFQCRI
CMRNFSVRHNLTRHLR THTGEKPFQCRICMRNFSDRT
SLARHLKTH (SEQ ID NO. 28)
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Dedo de Secuencia del dominio de union de ADN Secuencia de uniéon de ADN
Zinc (5'—>-3")
ZFb PGERPFQCRICMRNFSKKDHLHRHTRTHTGEKPFQCR GCGGCTGGG

ICMRNFSLSQTLKRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRL
DMLARHLKTH (SEQ ID NO. 29)

ZFc GAGGACGGC
PGERPFQCRICMRNFSSPSKLIRHTRTHTGEKPFQCRIC
MRNFSDGSNLARHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSRVD
NLPRHLKTH (SEQ ID NO. 30)

Tyr123 GTGGATGAC
EKPYKCPECGKSFSDRSNLTRHQRTHTGEKPYKCPEC
GKSFSTTSNLARHQRTHTGEKPFKCPECGKSFSRSDA
LTRHQRTHT (SEQ ID NO. 31)

Tyrd56 GAAGGGGAA
EKPYKCPECGKSFSQSSNLARHQRTHTGEKPYKCPEC
GKSFSRSDHLTKHQRTHTGEKPFKCPECGKSFSQSSN
LARHQRTHT (SEQ ID NO. 32)

Blues GTTTGGATG
ASDDRPYACPVESCDRRFSRRDVLMNHIRIHTGQKPF
QCRICMRNFSRSDHLTTHIRTHTGEKPFACDICGRKFA
NRDTLTRHSKIHLRQNDLE (SEQ ID NO. 33)

Jazz GCTGCTGCG
ASDDRPYACPVESCDRRFSRSDELTRHIRIHTGQKPFQ
CRICMRNFSSRDVLRRHNRTHTGEKPFACDICGRKFA

SRDVLRRHNRIHLRQNDLE (SEQ ID NO. 34)

Bagly CGGGCTGCTGC (SEQID

EFMTGDRPY ACPVESCDRRFSRSDEL TRHIRTHTGQKP
FQCRICMRNFSSRDVLRRHNRTHTGEKPFA CDICGRK
FASRDVLRRHNRIHLRQGRSHVCAECGKAFVESSKLK
RHQLVHTGEKPFQLE (SEQ ID NO. 35)

NO. 36)
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Dedo de Secuencia del dominio de union de ADN Secuencia de uniéon de ADN
Zinc (5'>-3)
Gil

KREPESVYETDCRWDGCSQEFDSQEQLVHHINSEHIH GACCACCCAAG
GERKEFVCHWGGCSRELRPFKAQYMLVVHMRRHTG ACGA (SEQ ID
EKPHKCTFEGCRKSYSRLENLK THLRSHTGEKPYMCE NO. 38)
HEGCSKAFSNASDRAKHQNRTHSNEKPYVCKLPGCT
KRYTDPSSLRKHVKTVHGPDAHVTKRHRGD (SEQ ID

NO. 37)

HIVC GATGCTGCA
PFQCRICMRNFSLRTDLDRHTR THTGEKPFQCRICMR
NFSLSQTLRRHLRTHTGEKPFQCRICMRNFSLRSNLG
RHLKTHTGEK (SEQ ID NO. 39)

B3 AQAALEPKEKPYACPECGKSFSDPGNLVRHQRTHTG GACGGGGG
EKPYKCPECGKSFSRSDKLVRHQRTHTGEKPYKCPEC
GKSFSQSSHLVRHQRTHTGKKTSGQAG (SEQ ID NO.

40)

NT AQAALEPKEKPY ACPECGK SFSQSSSLVRHQRTHTGE GTAGAAGGG
KPYKCPECGKSFSQSSNLVRHQRTHTGEKPYKCPECG
KSFSRSDKLVRHQRTHTGKKTSGQAG (SEQ ID NO.

41)
Sp-1 GGGGCGGGG

PGKKKQHICHIQGCGKVYGKTSHLRAHLRWHTGERP
FMCTWSYCGKRFTRSDELQRHKRTHTGEKKFACPEC
PKRFMRSDHLSKHIKTHQNKKG (SEQ ID NO. 42)

PGKKKQHACPECGKSFSKSSHLRAHQRTHTGERPYK
CPECGKSFSRSDELQRHQRTHTGEKPYKCPECGKSFS
RSDHLSKHQRTHQNKKG (SEQ ID NO. 43)

Secuencia de armazon de dcido nucleico

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia un armazon de ADN que comprende una o mas de las

secuencias de unién de ADN correspondientes a los dominios de unién de ADN contenidos dentro de las enzimas

biosintéticas quiméricas. En algunos ejemplos, el armazén de ADN es un plasmido extracromosémico u otro vector.
En otros ejemplos, el armazén de ADN esta codificado dentro del genoma de una célula hospedante.

Los vectores de acido nucleico adecuados incluyen, sin limitacion, plasmidos, vectores de baculovirus, vectores de

bacteriofagos, fagémidos, cosmidos, fosmidos, cromosomas artificiales bacterianos, vectores virales (por ejemplo,

vectores virales basados en virus vaccinia, poliovirus, adenovirus, virus adenoasociado, SV40, virus del herpes simple
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y similares), cromosomas artificiales, plasmidos de levadura, cromosomas artificiales de levadura y otros vectores. En
algunos ejemplos de la presente descripcion, se prefieren los vectores adecuados para usar en células hospedantes
procariotas. Por consiguiente, los vectores de ejemplo para usar en procariotas tales como Escherichia coli incluyen,
pero no se limitan a pACYC184, pBeloBacll, pBR332, pBAD33, pBBR1MCS y sus derivados, pSC101, SuperCos
(cosmid), pWE15 (cosmid), pTrc99A, pBAD24, vectores que contiene un origen de replicacion ColE1 y sus derivados,
pUC, pBluescript, pGEM, Ori_Plsmd27 (SEQ ID NO. 213), cadena principal del vector 1 (SEQ ID NO. 214), cadena
principal del vector 2 (SEQ ID NO. 215), cadena principal del vector 3 (SEQ ID NO. 216), cadena principal del vector
4 (SEQ ID NO. 217) y vectores pTZ.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que una subunidad de armazén de acido nucleico puede
comprender 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 o0 més sitios de uniéon de ADN diferentes acoplados entre si para facilitar
la unién e inmovilizacién de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas proteinas de la ruta biosintética diferentes. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que los armazones de ADN tienen un Unico sitio de unién de ADN
para cada proteina biosintética quimérica correspondiente.

En otros ejemplos, el armazoén de acido nucleico puede comprender dos 0 mas copias del mismo sitio de unién de
ADN. Esta arquitectura permite optimizar la estequiometria de la proteina biolégica que se va a conseguir. De acuerdo
con este ejemplo de la presente descripcion, los mismos sitios de unién de ADN se pueden acoplar entre si para crear
centros enzimaticos para una reacciéon quimica particular. Por lo tanto, en algunos ejemplos, el armazén de ADN
comprende grupos de multiples sitios de uniéon de ADN, correspondiendo cada grupo a un gen/enzima biosintética
quimérica especifica.

En algunos ejemplos de la presente descripcién, el método de ensamblar una ruta biolégica sintética implica inmovilizar
al menos un primer gen biosintético quimérico (p. €j., una enzima) y una segunda enzima biosintética quimérica sobre
el armazon de acido nucleico. La primera enzima biosintética quimérica produce un primer producto que es un sustrato
para la segunda proteina quimérica de la ruta biolégica. La segunda enzima biosintética quimérica se inmoviliza sobre
la construccion de armazén de manera que se coloque adyacente o muy cerca de la primera enzima biosintética
quimérica. De esta forma, la concentracion eficaz del primer producto es alta y la segunda enzima biosintética
quimérica puede actuar eficazmente sobre el primer producto. Como un ejemplo, un armazén de &cido nucleico
sintético ha inmovilizado sobre el mismo, en el orden de 3'> 5' 0 5'— 3' de la construcciéon de armazén a) la primera
enzima biosintética quimérica, y b) la segunda enzima biosintética quimérica para formar una "subunidad de armazon".
La subunidad de armazén se puede repetir dos o mas veces dentro del armazoén de acido nucleico sintético.

De acuerdo con este y todos los ejemplos de la presente descripcion, se pueden inmovilizar dos o0 mas copias (p. €j.,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas moléculas) de cada enzima biosintética quimérica sobre
una subunidad de armazdn. Por ejemplo, en algunos ejemplos, una subunidad de armazo6n ha inmovilizado sobre la
misma, a) una molécula (copia) de la primera enzima biosintética quimérica y b) una molécula de la segunda enzima
biosintética quimérica. En otros ejemplos, una subunidad de armazén ha inmovilizado sobre la misma, a) una molécula
de la primera enzima biosintética quimérica y b) dos o mas moléculas (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas
moléculas) de la segunda enzima biosintética quimérica. Por consiguiente, se puede variar la relacion de cualquier
proteina dada en una ruta bioldégica con respecto a cualquier otra proteina en la ruta. Solo a modo de ejemplo, la
relacién de una primera proteina de la ruta biolégica quimérica a una segunda proteina de la ruta biolégica quimérica
puede variar de aproximadamente 0,1:10 hasta aproximadamente 10:0,1, por ejemplo, de aproximadamente 0,1:10 a
aproximadamente 0,5:10, de aproximadamente 0,5:10 a aproximadamente 1,0:10, de aproximadamente 1,0:10 a
aproximadamente 2:10, de aproximadamente 2:10 a aproximadamente 5:10, de aproximadamente 5:10 a
aproximadamente 7:10, de aproximadamente 7:10 a aproximadamente 10:10, de aproximadamente 10:7 a
aproximadamente 10:5, de aproximadamente 10:5 a aproximadamente 10:2, de aproximadamente 10:2 a
aproximadamente 10:1, de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 10:0,5, o de aproximadamente 10:0,5 a
aproximadamente 10:1.

En algunos ejemplos, se inmovilizan al menos tres enzimas biosintéticas quiméricas sobre el armazén de &cido
nucleico sintético para comprender una subunidad de armazén. De acuerdo con este ejemplo de la presente
descripcion, la primera enzima biosintética quimérica produce un primer producto que es un sustrato para la segunda
enzima biosintética quimérica, y la segunda proteina quimérica de la ruta biol6gica produce un segundo producto que
es un sustrato para la tercera enzima biosintética quimérica. En estos ejemplos, una subunidad de armazén ha
inmovilizado sobre la misma, en el orden de 3'— 5' 0 5'— 3' del armazén a) la primera enzima biosintética quimérica,
b) la segunda enzima biosintética quimérica, y c) la tercera enzima biosintética enzima. La unidad de armazén se
puede repetir dos 0 mas veces en la construccion de acido nucleico como se ha descrito antes.

En otro ejemplo de la presente descripcién, se inmovilizan al menos cuatro enzimas biosintéticas quiméricas sobre el
armazén de &cido nucleico. En otro ejemplo de la presente descripcion, se inmovilizan al menos cinco enzimas
biosintéticas quiméricas sobre el armazdn de acido nucleico. Sera evidente a partir de estos ejemplos que se puede
inmovilizar una sexta, séptima, octava, novena, décima, etc., enzima biosintética quimérica sobre el armazoén de acido
nucleico, que las proteinas quiméricas estan inmovilizadas espacialmente en el orden en que funcionan en un ruta, y
que cada proteina se puede inmovilizar sobre el armazoén en una dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez
0 mas copias (0 moléculas).
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En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el espaciamiento de cada sitio de unién de ADN dentro del 4cido
nucleico armazén. De acuerdo con este ejemplo de la presente descripcién, los dos 0 mas sitios de union de ADN
estan ubicados adyacentes entre si dentro de una subunidad de armazén, acoplados entre si en tdndem o separados
por al menos un nucleétido espaciador. Los dos o mas sitios de unién al ADN pueden estar separados entre si por 2,
3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0 mas nucledtidos espaciadores. El
espacio entre diferentes sitios de union de ADN puede variar dentro de una unidad de armazén (es decir, el espacio
entre un primer y un segundo sitio de unién de ADN puede diferir del espacio entre el segundo y tercer sitio de unién
de ADN). El espaciamiento 6ptimo entre diferentes sitios de unién de ADN dentro de una subunidad de armazdn
variara dependiendo de los requisitos de la enzima biosintética y la ruta biolégica que se esta reconstruyendo, y debe
optimizarse para lograr una productividad 6ptima de |a ruta bioldgica.

Armazon peptidico

En algunos ejemplos, los métodos de formaciéon de armazén de la presente descripcién también se pueden aplicar a
armazones proteicos/estructurales dentro de la célula. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la
aplicacién de métodos descritos en la solicitud de patente publicada de EE.UU. n® 20110008829.

Proteinas quiméricas que se unen a proteinas

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa proteinas quiméricas que comprenden enzimas biosintéticas
seleccionadas que estan ligadas a uno o mas dominios de unién de proteinas capaces de unirse a un péptido de
reclutamiento. De acuerdo con estos ejemplos, se espera que las enzimas biosintéticas quiméricas se recluten en un
péptido armazon interaccionando con péptidos de reclutamiento contenidos dentro del péptido armazon.

En algunos ejemplos, las enzimas biosintéticas y los dominios de union de proteinas estan unidos covalentemente.
En algunos ejemplos, las enzimas biosintéticas se fusionan traduccionalmente a los dominios de unién de proteinas.
Por lo tanto, en algunos ejemplos, las enzimas biosintéticas quiméricas se forman por acoplamiento del dominio de
unién de proteinas al extremo amino, al extremo carboxi 0 a un sitio interno dentro de la proteina de la ruta biosintética.
Los expertos en la técnica reconoceran la necesidad de asegurar que la adicién del dominio de unién de proteinas no
reduce sustancialmente la actividad de la enzima biosintética.

En algunos ejemplos de la presente descripcion, la enzima biosintética se acopla a su dominio de union de proteinas
por una secuencia de conector polipeptidico corto como se describe en partes anteriores de esta descripcion.

Se conocen en la técnica varios dominios de unién de proteinas (PBD) junto con sus correspondientes secuencias de
péptidos de reclutamiento y son adecuados para usar en el sistema y los métodos de la presente descripcion. A
continuacion se presenta una discusion ilustrativa no limitante de los PBD adecuados.

SH3

Los PBD adecuados incluyen dominios SH3. Los dominios SH3 incluyen dominios SH3 de Clase |; dominios SH3 de
clase Il; y dominios SH3 no convencionales. Las secuencias de aminoacidos de los dominios SH3 se conocen en la
técnica. Véanse, por ejemplo, los aminoacidos 136-189 de la secuencia de aminoacidos proporcionada en GenBank
con el n® de acceso NP.sub.--058431 (proteina Crk de Homo sapiens); aminoacidos 136-189 de la secuencia de
aminoacidos proporcionada en GenBank con el n® de acceso AAH31149 (proteina Crk de Mus musculus); y
aminoacidos 4-77 de la secuencia de aminoacidos proporcionada en GenBank con el n® de acceso P27986 (subunidad
p85 de Homo sapiens de fosfatidilinositol 3-quinasa).

En algunos ejemplos, un dominio SH3 es un dominio SH3 de Clase | y comprende una secuencia de aminodcidos que
tiene al menos aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de similitud de secuencia de aminoacidos
respecto a la secuencia de aminoacidos: EGYQYRA LYDYKKEREE DIDLHLGDIL TVNKGSLVAL GFSDGQEARP
EEIGWLNGYN ETTGERGDFP GTYVEYI (SEQ ID NO. 44), incluyendo todos los intervalos y subintervalos
intermedios.

En algunos ejemplos, un dominio SH3 es un dominio SH3 de Clase Il y comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de similitud de secuencia de aminoécidos

respecto a la secuencia de aminoacidos:
YVRALFDFNGNDEEDLPFKKGDILRIRDKPEEQWWNAEDSEGKRGMIPVPYVEK (SEQ ID NO. 45). Como un
ejemplo no limitante, un dominio SH3 comprende la secuencia de aminodcidos:

MAEYVRALFDFNGNDEEDLPFKKGDILRIRDKPEEQWWNAEDSEGKRGMIPVPYVEKY (SEQ ID NO. 46), incluyendo
todos los intervalos y subintervalos intermedios.

Un dominio SH3 se une a péptidos ricos en prolina que forman una hélice de tipo Il de poliprolina levdgira, donde
dichos péptidos comprenden la secuencia consenso minima Pro-X-X-Pro. En algunos ejemplos, cada Pro esta
precedida por un resto alifatico. En algunos ejemplos, un péptido de reclutamiento es un ligando del dominio SH3. Un
dominio SH3 une péptidos ricos en prolina que forman una hélice de tipo Il de poliprolina levégira, donde dichos
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péptidos comprenden la secuencia consenso minima Pro-X-X-Pro. En algunos ejemplos, cada Pro esta precedida por
un resto alifatico. Por ejemplo, los ejemplos no limitantes de secuencias de aminoacidos de péptidos que comprenden
ligandos del dominio SH3 incluyen: RPLPVAP (SEQ ID NO. 47; unido por un dominio SH3 de Clase I);
PPPALPPKRRRPG (SEQ ID NO. 48); y PPPALPPKKR (SEQ ID NO. 49; unido por un dominio SH3 de Clase ).

PDZ

Los PBD adecuados incluyen dominios PDZ. Las secuencias de aminoacidos de dominios PDZ son conocidas en la
técnica. Véase, por ejemplo, los aminoacidos 108-191, aminoacidos 201-287, y aminoacidos 354-434 de la secuencia
de aminoacidos proporcionada en GenBank con el n? de acceso AAC52113 (proteina de densidad post-sinaptica 95
de Homo sapiens); y los aminoacidos 80-161 de la secuencia de aminodcidos proporcionada en GenBank con el n®
de acceso NP_033254 (sintrofina de Mus musculus).

En algunos ejemplos, un dominio PDZ adecuado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminoacidos respecto a la
secuencia de aminoacidos: EITLERGNSGLGFSIAGGTDNPHIGDDPSIFIT
KIIPGGAAAQDGRLRVNDSILFVNEVDVREVTHSAAVEALKEAGSIVRLYV (SEQ ID NO. 50), incluyendo todos los
intervalos y subintervalos intermedios.

En algunos ejemplos, un dominio PDZ adecuado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminoacidos respecto a la
secuencia de aminoacidos: VMEIKLIKGPKGLGFSIAGGVGNQHIPGDN SIYVTKIIEGGAAHKDGRLQ
IGDKILAVNSVGLEDVMHEDAVAALKNTYDVVYLKVA (SEQ ID NO.51), incluyendo todos los intervalos vy
subintervalos intermedios.

En algunos ejemplos, un dominio PDZ adecuado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminoacidos respecto a la
secuencia de aminodcidos: RIVIHRGSTGLGFNIVGGEDGEGIFISFILAGGPA
DLSGELRKGDQILSVNGVDLRNASHEQAAIALKNAGQTVTIIAQ (SEQ ID NO. 52), incluyendo todos los intervalos y
subintervalos intermedios.

En algunos ejemplos, un dominio PDZ adecuado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminodcidos respecto a la
secuencia de aminoacidos: RRVTVRKADAGGLGISIKGGRENKMPILISK
IFKGLAADQTEALFVGDAILSVNGEDLSSATHDEAVQALKKTGKEWLEVK (SEQ ID NO. 53), incluyendo todos los
intervalos y subintervalos intermedios. Por ejemplo, un dominio PDZ puede comprender la secuencia de aminoacidos
MLQRRRVTVRKADAGGLGISIKGGRENKMPILISKIFKGLAADQTEALFVGDAILSVNGE DLSS
ATHDEAVQALKKTGKEVVLEVKYMKEVSPYFKGS (SEQ ID NO. 54).

En algunos ejemplos, un péptido de reclutamiento es un ligando del dominio PDZ. Un dominio PDZ se une a los restos
4-5 C-terminales de las proteinas diana. En algunos ejemplos, un ligando del dominio PDZ consenso comprende un
resto hidrofobo, p. ej., Val o lle, en el extremo carboxi. Por ejemplo, ejemplos no limitantes de secuencias de
aminodcidos de péptidos que comprenden ligandos del dominio PDZ incluyen: IESDV (SEQ ID NO. 55); VKESLV
(SEQ ID NO. 56); GVKESLV (SEQ ID NO. 57); GVKQSLL (SEQ ID NO. 58); GVKESGA (SEQ ID NO. 59); YVKESLV
(SEQ ID NO. 60); y VETDV (SEQ ID NO. 61).

GBD

Los PBD adecuados incluyen dominios de unién de GTPasa (GBD), también denominados en la técnica motivos CRIB
(Cdc42/Rac-union interactiva) motifs. En algunos ejemplos, un GBD se une a una GTPasa pequefa tipo Cdc42p y/o
tipo Rho. Las secuencias de aminoacidos of GBD son conocidas en la técnica. Véase, p. €j., los aminoacidos 198-240
de la secuencia de aminoacidos proporcionada en GenBank con el n? de acceso NP.sub.--001103835 (proteina similar
al sindrome de Wiskott-Aldrich de Rattus norvegicus (WASP)); los aminoacidos 69-112 de la secuencia de
aminodcidos proporcionada en GenBank con el n® de acceso Q13177 (PAK-2 de Homo sapiens); y los aminoacidos
70-105 de la secuencia de aminoacidos proporcionada en GenBank con el n? de acceso P35465 (PAK-1 de Rattus
norvegicus). Véanse también las secuencias de aminoacidos PAK (75-111), ACK (504-549) y WASP (232-274),
presentadas en la FIG. 3A de Garrard et al. (2003) EMBO J. 22:1125. Véanse también las secuencias de aminoacidos
ACK (505-531), WASP (236-258), PAK1 (70-94), PAK2 (71-91), PAK-4 (6-30), presentadas en la FIG. 1A de Bishop y
Hall (2000) Biochem. J. 348:241.

En algunos ejemplos, un GBD adecuado comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos

aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminoacidos respecto a la
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secuencia de aminoacidos: ADI GTPSNFQHIG HVGWDPNTGF DLNNLDPELK NLFDMCGISE (SEQ ID NO. 62), y
todos los intervalos y subintervalos intermedios.

En algunos ejemplos, un GBD adecuado comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminodcidos respecto a la
secuencia de aminoacidos: KERPEISLPSDFEHTIHVGFDAVTGEFTGMPEQWAR (SEQ ID NO. 63), y todos los
intervalos y subintervalos intermedios.

En algunos ejemplos, un GBD adecuado comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de similitud de secuencia de aminoacidos respecto a la
secuencia de aminoacidos: MTKADIGTPSNFQHIGHVGWDPNTGFDLNNLDPELKNLFDMCGISEAQLKDRETSKVIY
DFIEK TGGVEAVKNELRRQAP (SEQ ID NO. 64), y todos los intervalos y subintervalos intermedios.

En algunos ejemplos, un péptido de reclutamiento es un ligando de GBD. Un ligando de ejemplo no limitante de GBD
comprende la secuencia de aminoacidos LVGALMHVMQKRSRAIHSSDEGEDQAGDEDED (SEQ ID NO. 65).

Péptidos de la cremallera de leucina

Los PBD adecuados incluyen péptidos de la cremallera de leucina. En algunos ejemplos, los péptidos de la cremallera
de leucina son péptidos que interaccionan por un dominio superenrollado. Las secuencias de aminoacidos de los
dominios de la cremallera de leucina son conocidos en la técnica. Los péptidos de la cremallera de leucina incluyen
un péptido de cremallera de leucina EE12RR345L; un péptido de cremallera de leucina RR12EE354L; y similares.

Un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de un péptido de cremallera de leucina es una cremallera de leucina
EE12RR345L de la secuencia de aminoacidos: LEIEAAFLERENTALETRVAELRQRVQRLR
NRVSQYRTRYGPLGGGK (SEQ ID NO. 66).

En algunos ejemplos, un péptido de cremallera de leucina comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos aproximadamente 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100% de similitud de secuencia de aminoacidos respecto a la
secuencia de aminodcidos: LEIEAA FLERENTALETRVAELRQRVQRLRNRVSQYRTRYGPLGGGK (SEQ ID NO. 67),
y todos los intervalos y subintervalos intermedios. Dicho péptido de cremallera de leucina puede servir como un PBD
0 como un péptido de reclutamiento.

Otro ejemplo no limitante de una secuencia de aminoacidos de un péptido de cremallera de leucina es un péptido de
cremallera de leucina RR12EE345L de la secuencia de aminoacidos: LEIRAAFLRQRNTALRT
EVAELEQEVQRLENEVSQYETRYGPLGGGK (SEQ ID NO. 68).

Las descripciones anteriores han descrito la produccién de proteinas biosintéticas quiméricas que comprenden un
dominio de union de proteinas disefiado para dirigirse (unirse a) uno o0 mas péptidos de reclutamiento ubicados en un
polipéptido armazén. Los expertos en la técnica reconoceran otras variaciones compatibles de esta disposicion. Por
ejemplo, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefna la produccién de proteinas biosintéticas quiméricas que
comprenden péptidos de reclutamiento dirigidos por dominios de union de proteinas ubicados en un polipéptido
armazén. En otros ejemplos, el dominio de unién de proteinas y los péptidos de reclutamiento se incorporan cada uno
en dos 0 mas proteinas biosintéticas quiméricas, de manera que las proteinas quiméricas forman complejos (p. €j.,
dimeros o heterodimeros). Un ejemplo ilustrativo de formacion de complejos es el uso de dominios de cremallera de
leucina compatibles colocados en proteinas biosintéticas quiméricas, de modo que dos o mas proteinas biosintéticas
quiméricas pueden formar un complejo a través de los dominios de cremallera de leucina.

Polipéptido armazén

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa un polipéptido armazén que organiza las enzimas de la ruta
biosintética en un complejo funcional. En algunos ejemplos, los polipéptidos armazén de la presente descripcion
comprenden dos o mas péptidos de reclutamiento. Es decir, en algunos ejemplos, los polipéptidos armazén de la
presente descripcion son capaces de reclutar dos proteinas biosintéticas quiméricas mas.

En algunos ejemplos, el polipéptido armazén de la presente descripcion es un péptido exdgeno introducido en una
célula hospedante (p. €j., por la transformacién de una secuencia de ADN que codifica el polipéptido armazén o la
introduccion directa del péptido). En otros ejemplos, el polipéptido armazén es una estructura natural dentro de la
célula hospedante. Es decir, en algunos ejemplos, el polipéptido armazén es un organulo o membrana (p. €;j., el reticulo
endoplasmico o el aparato de Golgi). Por lo tanto, en algunos ejemplos, el polipéptido armazén de la presente
descripcion incluye estructuras de células hospedantes compuestas por mas de una secuencia de péptidos.

En algunos ejemplos, las secuencias de péptidos de reclutamiento dentro del polipéptido armazdn se organizan para
asi optimizar las rutas biosintéticas diana cuyas enzimas se estan reclutando. En algunos ejemplos, la organizacién
del polipéptido armazén es similar a la descrita antes para armazones de ADN. Por lo tanto, en algunos ejemplos, los
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polipéptidos armazén contienen agrupaciones de péptidos de reclutamiento con el fin de regular el orden y las
proporciones de diversas proteinas biosintéticas quiméricas.

Cultivo celular y fermentacion

Las células de la presente descripcién se pueden cultivar en medios nutritivos convencionales modificados segun sea
adecuado para cualquier reaccién o seleccion biosintética deseada. En algunos ejemplos, la presente descripcion
ensena el cultivo en medios inductores para activar promotores. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa
medios con agentes de seleccidn, incluyendo agentes de seleccion de transformantes (p. ej., antibidticos), o seleccion
de organismos adecuados para crecer en condiciones de inhibicién (p. ej., condiciones de alto contenido de etanol).
En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el cultivo de cultivos celulares en medios optimizados para el
crecimiento celular. En otros ejemplos, la presente descripcion ensefa el cultivo de cultivos celulares en medios
optimizados para el rendimiento del producto. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia cultivos en
crecimiento en medios capaces de inducir el crecimiento celular y también contiene los precursores necesarios para
la produccién del producto final (p. €j., altos niveles de azlcares para la produccion de etanol).

Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y similares, son las adecuadas para usar con la célula
hospedante seleccionada para la expresién, y resultaran evidentes para los expertos en la técnica. Como se ha
indicado, se encuentran disponibles muchas referencias para el cultivo y produccién de muchas células, incluyendo
células de origen bacteriano, vegetal, animal (incluyendo mamifero) y arquebacteriano. Véase, p. €j., Sambrook,
Ausubel (véase todo antes), asi como Berger, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology
volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA; y Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic
Technique, tercera edicién, Wiley-Liss, New York y las referencias citadas en el mismo; Doyle y Giriffiths (1997)
Mammalian Cell Culture: Essential Techniques John Wiley and Sons, NY; Humason (1979) Animal Tissue Techniques,
cuarta edicion W.H. Freeman y Company; y Ricciardelle et al., (1989) In Vitro Cell Dev. Biol. 25:1016-1024. Para el
cultivo y regeneracién de células vegetales, Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John
Wiley & Sons, Inc. New York, N.Y.; Gamborg y Phillips (eds) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental
Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin Heidelberg N.Y.); Jones, ed. (1984) Plant Gene Transfer and
Expression Protocols, Humana Press, Totowa, N.J. y Plant Molecular Biology (1993) R. R. D. Croy, Ed. Bios Scientific
Publishers, Oxford, U.K. ISBN 0 12 198370 6. Los medios de cultivo celular se exponen en general en Atlas and Parks
(eds.) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, Fla.. Se encuentra informacion
adicional para el cultivo celular en la bibliografia disponible en el mercado tal como el Life Science Research Cell
Culture Catalogue de Sigma-Aldrich, Inc (St Louis, Mo.) ("Sigma-LSRCCC") y, por ejemplo, The Plant Culture
Catalogue and supplement también de Sigma-Aldrich, Inc (St Louis, Mo.) ("Sigma-PCCS").

El medio de cultivo para usar debe usarse de una forma adecuada que cumpla los requisitos de las respectivas cepas.
Se presentan descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos en el "Manual of Methods for General
Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., EE.UU., 1981).

La presente descripcién ademas proporciona un procedimiento para la preparacion fermentativa de un producto de
interés, que comprende las etapas de: a) cultivar un microorganismo segun la presente descripcion en un medio
adecuado, que da como resultado un caldo de fermentacién; y b) concentrar el producto de interés en el caldo de
fermentacion de a) y/o en las células del microorganismo.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que los microorganismos producidos se pueden cultivar de forma
continua, como se describe, por ejemplo, en el documento WO 05/021772, o de forma discontinua en un procedimiento
discontinuo (cultivo discontinuo) o en un procedimiento discontinuo alimentado o discontinuo alimentado repetido con
el fin de producir el compuesto quimico organico deseado. Un resumen de caracter general sobre los métodos de
cultivo conocidos esta disponible en el libro de texto de Chmiel (BioprozeBtechnik. 1: Einfiihrung in die
Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren and
periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).

En algunos ejemplos, las células de la presente descripcion se cultivan en condiciones de fermentacion continua o
discontinua.

La fermentacion discontinua clasica es un sistema cerrado, en donde las composiciones del medio se establecen al
comienzo de la fermentacion y no estan sujetas a alternancias artificiales durante la fermentacién. Una variacién del
sistema discontinuo es una fermentacion discontinua alimentada que también tiene uso en la presente descripcion. En
esta variacion, el sustrato se afiade en incrementos a medida que avanza la fermentacién. Los sistemas discontinuos
alimentados son Utiles cuando es probable que la represion de catabolitos inhiba el metabolismo de las células y
cuando es deseable tener cantidades limitadas de sustrato en el medio. Las fermentaciones discontinuas y
discontinuas alimentadas son comunes y bien conocidas en la técnica.

La fermentacion continua es un sistema donde se afade continuamente un medio de fermentacién definido a un
biorreactor y se retira una cantidad igual de medio acondicionado simultaneamente para procesar y recolectar los
productos biomoléculas de interés deseados. En algunos ejemplos, la fermentacién continua generalmente mantiene
los cultivos a una densidad alta constante donde las células estan principalmente en fase de crecimiento logaritmico.
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En algunos ejemplos, la fermentacién continua generalmente mantiene los cultivos en una fase de crecimiento
estacionaria o logaritmica/estacionaria tardia. Los sistemas de fermentacién continua se esfuerzan por mantener
condiciones de crecimiento en estado estacionario.

Los métodos para modular los nutrientes y los factores de crecimiento para los procedimientos de fermentacion
continua, asi como las técnicas para maximizar la velocidad de formacion del producto, son bien conocidos en la
técnica de la microbiologia industrial.

Por ejemplo, una lista no limitante de fuentes de carbono para los cultivos de la presente descripcion incluye azucares
y carbohidratos tales como, por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melazas, soluciones que
contienen sacarosa del procesamiento de la remolacha azucarera o cafa de azucar, almidon, hidrolizado de almidén
y celulosa; aceites y grasas tales como, por ejemplo, aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de
coco; acidos grasos tales como, por ejemplo, acido palmitico, acido estearico y acido linoleico; alcoholes tales como,
por ejemplo, glicerol, metanol y etanol; y acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético o acido lactico.

Una lista no limitante de las fuentes de nitrégeno para los cultivos de la presente descripcion incluye compuestos
organicos que contienen nitrégeno tales como peptonas, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta,
licor de maceracion de maiz, harina de soja y urea; o compuestos inorganicos tales como sulfato de amonio, cloruro
de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de nitrégeno se pueden usar
individualmente o como una mezcla.

Una lista no limitante de las posibles fuentes de fosforo para los cultivos de la presente descripcién incluye acido
fosforico, dihidrogenofosfato de potasio o hidrogenofosfato de dipotasio o las correspondientes sales que contienen
sodio.

El medio de cultivo puede comprender adicionalmente sales, por ejemplo en forma de cloruros o sulfatos de metales
tales como, por ejemplo, sodio, potasio, magnesio, calcio y hierro, tales como por ejemplo sulfato de magnesio o
sulfato de hierro, que son necesarios para el crecimiento.

Finalmente, se pueden usar factores de crecimiento esenciales tales como aminoéacidos, por ejemplo homoserina y
vitaminas, por ejemplo tiamina, biotina o acido pantoténico, ademas de las sustancias antes mencionadas.

En algunos ejemplos, el pH del cultivo se puede controlar con cualquier &cido o base, o sal tampdn, incluyendo, pero
no limitado a hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, amoniaco o amoniaco acuoso; o compuestos acidos tales como
acido fosférico o acido sulfdrico de una manera adecuada. En algunos ejemplos, el pH se ajusta generalmente a un
valor de 6,0 a 8,5, preferiblemente de 6,5 a 8.

En algunos ejemplos, los cultivos de la presente descripcion pueden incluir un agente antiespumante tal como, por
ejemplo, ésteres poliglicélicos de acidos grasos. En algunos ejemplos, los cultivos de la presente descripcion se
modifican para estabilizar los plasmidos de los cultivos afiadiendo sustancias selectivas adecuadas tales como, por
ejemplo, antibioticos.

En algunos ejemplos, el cultivo se realiza en condiciones aerdbicas. Con el fin de mantener estas condiciones, se
introducen en el cultivo oxigeno o mezclas de gases que contienen oxigeno tales como, por ejemplo, aire. Asimismo,
se pueden usar liquidos enriquecidos con peréxido de hidrogeno. La fermentacion se lleva a cabo, cuando sea
adecuado, a presion elevada, por ejemplo a una presion elevada de 0,03 a 0,2 MPa. La temperatura del cultivo es
normalmente de 20°C a 45°C y preferiblemente de 25°C a 40°C, en particular preferiblemente de 30°C a 37°C. En los
procedimientos discontinuos o discontinuos alimentados, el cultivo preferiblemente se continla hasta que se haya
formado una cantidad del producto deseado de interés (p. €j., un compuesto quimico organico) suficiente para ser
recuperado. Este objetivo normalmente se puede lograr en un plazo de 10 horas a 160 horas. En procedimientos
continuos, son posibles tiempos de cultivo mas largos. La actividad de los microorganismos da como resultado una
concentracién (acumulacién) del producto de interés en el medio de fermentacion y/o en las células de dichos
microorganismos.

En algunos ejemplos, el cultivo se lleva a cabo en condiciones anaerobicas.
Cribado

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa cribados iniciales de alta capacidad. En otros ejemplos, la
presente descripcion también ensefia validaciones robustas basadas en tanques de datos de rendimiento (véase la
Figura 6B).

En algunos ejemplos, el procedimiento de cribado de alta capacidad esta disefiado para predecir el rendimiento de las
cepas en biorreactores. Como se ha descrito previamente, las condiciones de cultivo se seleccionan para que sean
adecuadas para el organismo y reflejen las condiciones del biorreactor. Las colonias individuales se recogen y se
transfieren a placas de 96 pocillos y se incuban durante un periodo de tiempo adecuado. Posteriormente, las células
se transfieren a nuevas placas de 96 pocillos para cultivos de siembra adicionales o para cultivos de produccion. Los
cultivos se incuban durante periodos de tiempo variables, donde que se pueden realizar multiples mediciones. Estas
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pueden incluir mediciones de producto, biomasa u otras caracteristicas que predicen el rendimiento de las cepas en
biorreactores. Los resultados de los cultivos de alta capacidad se usan para predecir el rendimiento del biorreactor.

En algunos ejemplos, la validacion del rendimiento basada en tanques se usa para confirmar el rendimiento de las
cepas aisladas por cribado de alta capacidad. Las cepas candidatas se criban usando reactores de fermentacion a
escala de laboratorio (p. €j., los reactores descritos en la Tabla 5 de la presente descripcion) segun caracteristicas
relevantes de rendimiento de la cepa tales como productividad o rendimiento.

Recuperacion y cuantificacion de productos

Los expertos en la técnica conocen métodos de cribado para la produccion de productos de interés y se describen a
lo largo de la presente memoria descriptiva. Dichos métodos se pueden emplear cuando se criban las cepas de la
descripcion.

En algunos ejemplos, la presente descripcidn ensefia métodos para mejorar cepas disefiadas para producir productos
intracelulares no secretados. Por ejemplo, la presente descripcidon ensefia métodos para mejorar la solidez, el
rendimiento, la eficiencia o la conveniencia general de los cultivos celulares que producen enzimas intracelulares,
aceites, productos farmacéuticos u otras moléculas pequenas o péptidos valiosos. La recuperacion o aislamiento de
productos intracelulares no secretados se puede lograr mediante técnicas de lisis y recuperacién que son bien
conocidas en la técnica, incluidas las descritas en el presente documento.

Por ejemplo, en algunos ejemplos, las células de la presente descripcion se pueden recolectar por centrifugacion,
filtracion, sedimentacion u otro método. A continuacion, las células recolectadas se rompen mediante cualquier método
conveniente, que incluyen ciclos de congelacion-descongelacién, sonicacién, rotura mecanica o el uso de agentes de
lisis celular u otros métodos, que son bien conocidos por los expertos en la técnica.

El producto de interés resultante, p. ej. un polipéptido, se puede recuperar/aislar y opcionalmente purificar por
cualquiera de una serie de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un producto polipéptido se puede aislar del
medio nutriente por procedimientos convencionales que incluyen, pero no se limitan a: centrifugacion, filtracion,
extraccion, secado por pulverizacién, evaporacion, cromatografia (p. €j., intercambio iénico, afinidad, interaccion
hidrofébica, cromatoenfoque y exclusién por tamaros) o precipitacion. Finalmente, se puede usar cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) en las etapas finales de purificacion. (Véase, por ejemplo, Purification of intracellular
protein as described in Parry et al., 2001, Biochem. J. 353:117, y Hong et al., 2007, Appl. Microbiol. Biotechnol.
73:1331).

Ademas de las referencias indicadas antes, se conocen bien en la técnica una variedad de métodos de purificacion,
que incluyen, por ejemplo, los expuestos en: Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; Bollag
et al. (1996) Protein Methods, 22 Edicion, Wiley-Liss, NY; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook Humana
Press, NJ; Harris y Angal (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach, IRL Press at Oxford, Oxford,
Inglaterra; Harris y Angal Protein Purification Methods: A Practical Approach, IRL Press at Oxford, Oxford, Inglaterra;
Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 32 Edicién, Springer Verlag, NY; Janson y Ryden (1998)
Protein Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications, Segunda Edicién, Wiley-VCH, NY; y Walker
(1998) Protein Protocols on CD-ROM, Humana Press, NJ.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa los métodos para mejorar las cepas disefiadas para producir
productos secretados. Por ejemplo, la presente descripcion ensefia métodos para mejorar la solidez, rendimiento,
eficiencia o la conveniencia general de los cultivos celulares que producen moléculas pequefias o péptidos valiosos.

En algunos ejemplos, se pueden usar métodos inmunol6gicos para detectar y/o purificar productos secretados o no
secretados producidos por las células de la presente descripcién. En un enfoque de ejemplo, el anticuerpo generado
contra una molécula de producto (p. ej., contra un polipéptido de insulina o un fragmento inmunogénico del mismo)
usando métodos convencionales se inmoviliza sobre perlas, se mezcla con medio de cultivo celular en condiciones en
las que se une la endoglucanasa y se hace precipitar. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia el uso de
ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA).

En otros ejemplos relacionados, se usa inmunocromatografia, como se describe en la patente de EE.UU. N°? 5.591.645,
patente de EE.UU. N° 4.855.240, patente de EE.UU. N 4.435.504, patente de EE.UU. N®4.980.298, y Se-Hwan Paek,
et al., "Development of rapid One-Step Immunochromatographic assay, Methods", 22, 53-60, 2000). Una
inmunocromatografia general detecta una muestra mediante el uso de dos anticuerpos. Existe un primer anticuerpo
en una solucion de ensayo 0 en una parte en un extremo de una pieza de ensayo en una forma aproximadamente
rectangular hecha de una membrana porosa, donde se deja caer la solucién de ensayo. Este anticuerpo estd marcado
con particulas de latex o particulas coloidales de oro (en lo sucesivo este anticuerpo se denominara como anticuerpo
marcado). Cuando la soluciéon de ensayo vertida incluye una muestra que se va a detectar, el anticuerpo marcado
reconoce la muestra para unirse con la muestra. Un complejo de la muestra y el anticuerpo marcado fluye por
capilaridad hacia un absorbente, que esta hecho de un papel de filtro y unido a un extremo opuesto al extremo que
tiene incluido el anticuerpo marcado. Durante el flujo, el complejo de la muestra y el anticuerpo marcado es reconocido
y capturado por un segundo anticuerpo (en lo sucesivo, se denominara anticuerpo de golpeteo) que existe en el medio
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de la membrana porosa y, como resultado de esto, aparece el complejo en una parte de deteccién de la membrana
porosa como sefal visible y se detecta.

En algunos ejemplos, los métodos de cribado de la presente descripcion se basan en técnicas de deteccién fotométrica
(absorcion, fluorescencia). Por ejemplo, en algunos ejemplos, la deteccion se puede basar en la presencia de un
detector de fluoréforo como GFP unida a un anticuerpo. En otros ejemplos, la deteccion fotométrica se puede basar
en la acumulacién del producto deseado del cultivo celular. En algunos ejemplos, el producto puede ser detectable
por UV del cultivo o extractos de dicho cultivo.

Los expertos en la técnica reconoceran que los métodos de la presente descripcién son compatibles con las células
hospedantes que producen cualquier producto biomolécula deseable de interés. La Tabla 2 a continuacion presenta
una lista no limitante de las categorias de productos, biomoléculas y células hospedante, incluidas dentro del alcance
de la presente descripcidn. Estos ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos y no pretenden limitar la aplicabilidad
de la tecnologia descrita actualmente de ninguna manera.

Tabla 2. - Una lista no limitante de células hospedantes y productos de interés de la presente descripcion.

Categoria de producto Productos Categoria de hospedante Hospedantes
Aminoécidos Lisina Bacteria Escherichia coli
Aminoécidos Metionina Bacteria Escherichia coli
Aminoécidos MSG Bacteria Escherichia coli
Aminoécidos Treonina Bacteria Escherichia coli
Aminoécidos Treonina Bacteria Escherichia coli
Aminoacidos Triptéfano Bacteria Escherichia coli
Sabor y Fragancia Madera de agar Bacteria Escherichia coli
Sabor y Fragancia Ambrox Bacteria Escherichia coli
Sabor y Fragancia Nootkatona Bacteria Escherichia coli
Sabor y Fragancia Aceite de pachuli Bacteria Escherichia coli
Sabor y Fragancia Azafran Bacteria Escherichia coli
Sabor y Fragancia Aceite de sandalo Bacteria Escherichia coli
Sabor y Valenceno Bacteria Escherichia coli
Fragancia

Sabor y Fragancia Vanillina Bacteria Escherichia coli
Alimento CoQ10/Ubiquinol Bacteria Escherichia coli
Alimento Acidos grasos Omega 3 Bacteria Escherichia coli
Alimento Acidos grasos Omega 6 Bacteria Escherichia coli
Alimento Vitamina B12 Bacteria Escherichia coli
Alimento Vitamina B2 Bacteria Escherichia coli
Alimento Vitamina B2 Bacteria Escherichia coli
Alimento Eritritol Bacteria Escherichia coli
Alimento Eritritol Bacteria Escherichia coli
Alimento Eritritol Bacteria Escherichia coli
Alimento Glicésidos de esteviol Bacteria Escherichia coli
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Categoria de producto Productos Categoria de hospedante Hospedantes

Hidrocoloides Goma diutan Bacteria Escherichia coli
Hidrocoloides Goma gellan Bacteria Escherichia coli
Hidrocoloides Goma xantana Bacteria Escherichia coli
Compuestos intermedios 1,3-PDO Bacteria Escherichia coli
Compuestos intermedios 1,4-BDO Bacteria Escherichia coli
Compuestos intermedios Butadieno Bacteria Escherichia coli
Compuestos intermedios n-butanol Bacteria Escherichia coli
Acidos orgéanicos Acido citrico Bacteria Escherichia coli
Acidos orgéanicos Acido citrico Bacteria Escherichia coli
Acidos orgéanicos Acido glucénico Bacteria Escherichia coli
Acidos organicos Acido itaconico Bacteria Escherichia coli
Acidos organicos Acido lactico Bacteria Escherichia coli
Acidos orgéanicos Acido lactico Bacteria Escherichia coli
Acidos orgéanicos LCDA - DDDA Bacteria Escherichia coli
Policétidos/Ag Spinosad Bacteria Escherichia coli
Policétidos/Ag Spinetoram Bacteria Escherichia coli

Genes heterdlogos de interés

En un ejemplo, se proporcionan en el presente documento métodos para expresar genes heter6logos en una célula
hospedante microbiana. El gen heterogéneo se puede introducir en la célula hospedante microbiana usando los
métodos proporcionados en el presente documento y/o conocidos en la técnica, de manera que la célula hospedante
microbiana use el gen heterdlogo para producir un producto de interés. En un ejemplo, la célula hospedante microbiana
es una cepa de E. coli. La cepa de E. coli puede ser cualquier cepa de E. coli conocida en la técnica y/o proporcionada
en el presente documento. El gen heterélogo puede ser una versién de tipo natural de dicho gen o un mutante del
mismo. El gen heter6logo se puede unir operativamente a un promotor, terminador, marcador de solubilidad de
proteinas, marcador de degradacién de proteinas o cualquier combinacion de los mismos. La unién operativa del gen
heterdlogo al promotor, terminador, marcador de solubilidad de proteinas o marcador de degradacion de proteinas se
puede lograr usando los métodos de intercambio de promotores, intercambio de terminadores, intercambio de
marcadores de solubilidad y/o intercambio de degradacién proporcionados a lo largo de esta descripcién.

En un ejemplo, el gen heterdlogo se une operativamente a un promotor seleccionado de la Tabla 1. En un ejemplo, el
gen heterélogo se une operativamente a una secuencia de promotor sintético quimérico de 60-90 pb, en donde el
promotor quimérico sintético consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones -35 y -10 variables
de los promotores pr y pr del fago lambda, partes centrales de los promotores p. y pr del fago lambda y una parte 5'
UTR/sitio de union al ribosoma (RBS) del promotor pr del fago lambda o una parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma
(RBS) del promotor del gen acs de E. coli. Las secuencias de acido nucleico de la parte distal del promotor pr del fago
lambda, regiones -35 y -10 variables de los promotores p. y pr del fago lambda, porciones centrales de los promotores
pLy pr del fago lambda y una parte 5' UTR/sitio de union al ribosoma (RBS) del promotor pr del fago lambda o una
parte de 5' UTR/sitio de unién ribosémico (RBS) del promotor del gen acs de E. colipara usar en el promotor quimérico
sintético se puede seleccionar de las secuencias de acido nucleico que se encuentran en la Tabla 1.5. En un ejemplo,
el gen heterdlogo se puede unir operativamente a un promotor quimérico sintético que tiene una secuencia de acido
nucleico seleccionada de las SEQ ID NO. 132-207 que se encuentran en la Tabla 1.4.

En un ejemplo, el gen heter6logo esta operativamente unido a un terminador seleccionado de la tabla 1.2. En otro
ejemplo, el gen heterdlogo esta operativamente unido a una secuencia de terminador seleccionada de la tabla 19.

En un ejemplo, el gen heter6logo esta operativamente unido a un marcador de solubilidad seleccionado de la tabla 17.
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En un ejemplo, el gen heter6logo esta operativamente unido a una secuencia de marcador de degradacion
seleccionada de la tabla 18.

Ademas de los ejemplos anteriores, el gen heterélogo puede ser cualquiera de los genes requeridos para generar los
productos de interés encontrados en la tabla 2 o cualquier gen conocido en la técnica que pueda ser expresado como
un gen heterélogo en la célula hospedante microbiana (p. €j., E. coli) para producir un producto de interés.

En un ejemplo, el gen heterdlogo es un gen que es parte de la ruta biosintética de la lisina como se ilustra en la figura
19. Ademas de este ejemplo, el gen heterdlogo se puede seleccionar del gen asd, el gen ask, el gen hom, el gen dapA,
el gen dapB, el gen dapD, el gen ddh, el gen argD, el gen dapE, el gen dapF, el gen lysA, el gen lysE, el gen zwf, el
gen pgi, el gen ktk, el gen fbp, el gen ppc, el gen pck, el gen ddx, el gen pyc o el gen icd. En un ejemplo, el gen
heterdlogo que es parte de la ruta de la lisina como se proporciona en el presente documento esta operativamente
unido a un promotor sintético quimérico con una secuencia de acido nucleico seleccionada de las SEQ ID NO. 132-
207.

En un ejemplo, el gen heterélogo es un gen que es parte de la ruta biosintética del licopeno como se ilustra, por
ejemplo, en la figura 59. Ademas de este ejemplo, el gen heterdlogo se puede seleccionar del gen dxs, el gen ispC, el
gen ispE, el gen ispD, el gen ispF, el gen ispG, el gen ispH, el gen idi, el gen ispA, el gen ispB, el gen crtE, el gen crtB,
el gen crtl, el gen crtY, el gen ymgA, el gen dxr, el gen elbA, el gen gdhA, el gen appY, el gen elbB gene, o el gen
ymgB. En un ejemplo, un gen heter6logo que es parte de la ruta del licopeno como se proprociona en el presente
documento esta operativamente unido a un promotor sintético quimérico con una secuencia de acido nucleico
seleccionada de las SEQ ID NO. 132-207.

En un ejemplo, el gen heterélogo es un gen que codifica un producto biofarmacéutico o un gen en la ruta para generar
un producto biofarmacéutico. En un ejemplo, la célula hospedante microbiana es E. coliy el producto biofarmacéutico
es cualquier producto biofarmacéutico que se haya mostrado que es producido en E. coli. El producto biofarmacéutico
se puede seleccionar entre humulina (insulina rh), intronA (interferén alfa2b), roferon (interferén alfa2a), humatrope
(hormona de crecimiento somatropina rh), neupogen (filgrastim), detaferon (interferén beta-Ib), lispro (insulina de
acciéon rapida), Rapilysin (reteplasa), infergen (interferon alfacon-1), glucagén, beromun (tasonermina), ontak
(denileucina diftitox), lantus (insulina glargina de accion prolongada), kineret (anakinra), natrecor (nesiritida), somavert
(pegvisomant), calcitonina (calcitonina recombinante de salmén), lucentis (ranibizumab), preotact (hormona
paratiroidea humana), kyrstexxal (urato oxidasa rh, PEGlilada), nivestim (filgrastim, rhGCSF), voraxaze (glucarpidasa)
u preos (hormona paratiroidea). En un ejemplo, un gen heterélogo que codifica un producto biofarmacéutico o un gen
en una ruta que genera un producto biofarmacéutico como se proporciona en el presente documento esta
operativamente unido a un promotor quimérico sintético con una secuencia de acido nucleico seleccionada de las SEQ
ID NO. 132-207.

Criterios de seleccion y objetivos

Los criterios de seleccion aplicados a los métodos de la presente descripcion variaran con los objetivos especificos
del programa de mejora de cepas. La presente descripcién puede adaptarse para cumplir cualquier objetivo del
programa. Por ejemplo, en algunos ejemplos, el objetivo del programa puede ser maximizar los rendimientos de lotes
individuales de reacciones sin limites de tiempo inmediatos. En otros ejemplos, el objetivo del programa puede ser
reequilibrar los rendimientos biosintéticos para producir un producto especifico o para producir una relacién particular
de productos. En otros ejemplos, el objetivo del programa puede ser modificar la estructura quimica de un producto,
tal como alargar la cadena de carbonos de un polimero. En algunos ejemplos, el objetivo del programa puede ser
mejorar las caracteristicas de rendimiento tales como el rendimiento, titulo, productividad, eliminacion de
subproductos, tolerancia a las variaciones del proceso, temperatura de crecimiento 6ptima y tasa de crecimiento. En
algunos ejemplos, el objetivo del programa es mejorar el rendimiento del hospedante medido por la productividad
volumétrica, productividad especifica, rendimiento o titulo de un producto de interés producido por un microbio.

En otros ejemplos, el objetivo del programa puede ser optimizar la eficiencia de sintesis de una cepa comercial en
términos de rendimiento del producto final por cantidad de entrada (p. €j., cantidad total de etanol producido por libra
de sacarosa). En otros ejemplos, el objetivo del programa puede ser optimizar la velocidad de sintesis, medida, por
ejemplo, en términos de tasas de finalizacion de lotes o tasas de rendimiento en sistemas de cultivo continuo. En otros
ejemplos, el objetivo del programa puede ser aumentar la resistencia de la cepa a un fago particular, 0 aumentar de
otro modo el vigor/robustez de la cepa en condiciones de cultivo.

En algunos ejemplos, los proyectos de mejora de cepas pueden estar sujetos a mas de un objetivo. En algunos
ejemplos, el objetivo del proyecto de cepas puede girar en torno a la calidad, fiabilidad o la rentabilidad general. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de mutaciones o grupos de mutaciones seleccionadas
asociadas con una o mas de las propiedades de cepas descritas anteriormente.

Las personas que tengan conocimientos ordinarios en la técnica reconoceran cémo adaptar los criterios de seleccion
de cepas para cumplir el objetivo particular del proyecto. Por ejemplo, las selecciones del rendimiento maximo de un
lote individual de una cepa en la saturacion de la reaccién pueden ser adecuadas para identificar cepas con altos
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rendimientos de lotes individuales. La seleccidon basada en la consistencia del rendimiento en un intervalo de
temperaturas y condiciones puede ser adecuada para identificar cepas con mayor robustez y fiabilidad.

En algunos ejemplos, los criterios de seleccion para la fase inicial de alta capacidad y la validaciéon basada en tanque
seran idénticos. En otros ejemplos, la seleccion basada en tanques puede operar con criterios de seleccién adicionales
y/o diferentes. Por ejemplo, en algunos ejemplos, la seleccion de cepas de alta capacidad se podria basar en los
rendimientos de finalizacion de la reaccion de lotes individuales, mientras que la seleccién basada en el tanque puede
ampliarse para incluir selecciones basadas en los rendimientos de la velocidad de reaccion.

Secuenciacion

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la secuenciacion del genoma completo de los organismos
descritos en el presente documento. En otros ejemplos, la presente descripcidén también ensefia la secuenciacién de
plasmidos, productos de PCR y otros oligonucleétidos como controles de calidad para los métodos de la presente
descripcion. Los expertos en la técnica conocen bien los métodos de secuenciacion para proyectos grandes y
pequenos.

En algunos ejemplos, se puede usar cualquier técnica de alta capacidad para secuenciar acidos nucleicos en los
métodos de la descripcion. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la secuenciacion del genoma
completo. En otros ejemplos, la presente descripcion ensefia secuenciacion de amplicones secuenciacion ultra
profunda para identificar variaciones genéticas. En algunos ejemplos, la presente descripcion también ensefia métodos
novedosos para la preparacion de bibliotecas, que incluyen el marcaje (véase el documento W0O/2016/073690). Las
técnicas de secuenciacion de ADN incluyen reacciones clasicas de secuenciacion de didesoxi (método de Sanger)
utilizando terminadores o cebadores marcados y separacién en gel en soporte plano o capilar; secuenciacion por
sintesis usando nucleétidos marcados terminados de forma reversible, pirosecuenciacién; secuenciacion 454;
hibridacion especifica de alelos con una biblioteca de sondas de oligonucleétidos marcadas; secuenciacién por sintesis
usando hibridacion especifica de alelos con una biblioteca de clones marcados que va seguida de ligacion;
monitorizacién en tiempo real de la incorporacién de nucledtidos marcados durante una etapa de polimerizacion;
secuenciacion de polony; y secuenciacion SOLID.

En un ejemplo de la descripcién, se emplean métodos de secuenciacion de alta capacidad que comprenden una etapa

de aislamiento espacial de moléculas individuales en una superficie sélida donde se secuencian en paralelo. Dichas
superficies soélidas pueden incluir superficies no porosas (tales como en la secuenciacién de Solexa, p. €j. Bentley et
al, Nature, 456: 53-59 (2008) o secuenciacién de Complete Genomics, p. ej. Drmanac et al, Science, 327: 78-81
(2010)), matrices de pocillos, que pueden incluir moldes unidos a perlas o particulas (tal como con 454, p. ej. Margulies
et al, Nature, 437: 376-380 (2005) o secuenciacién de lon Torrent, publicaciéon de patente de EE.UU. 2010/0137143 o
2010/0304982), membranas micromecanizadas (tales como con secuenciacion SMRT, p. ej. Eid et al, Science, 323:
133-138 (2009)), o matrices de perlas (tal como con secuenciacién SOLID o secuenciacion polony, p. €j. Kim et al.,
Science, 316: 1481-1414 (2007)).

En otro ejemplo, los métodos de la presente descripcién comprenden amplificar las moléculas aisladas antes o
después de que se aislen espacialmente en una superficie solida. La amplificacién previa puede comprender
amplificacion basada en emulsion, tal como PCR en emulsién o amplificacion por circulo rodante. También se ensefa
la secuenciacién basada en Solexa donde las moléculas molde individuales se aislan espacialmente sobre una
superficie sdlida, después de lo cual se amplifican en paralelo por PCR puente para formar poblaciones clonales
separadas, 0 agrupamientos, y luego se secuencian, como se describe en Bentley et al. (citado antes) y en las
instrucciones del fabricante (p. ej. Kit de preparacion de muestras TruSeq™ y hoja de datos, lllumina, Inc., San Diego,
California, 2010); y ademas en las siguientes referencias: patentes de EE.UU. N® 6.090.592; 6.300.070; 7.115.400; y
EP0972081B1.

En un ejemplo, las moléculas individuales dispuestas y amplificadas sobre una superficie sélida forman agrupamientos
en una densidad de al menos 10° agrupamientos por cm?; o en una densidad de al menos 5 x 105 por cm?; 0 en una
densidad de al menos 108 agrupamientos por cm2. En un ejemplo, se emplean quimicas de secuenciacion que tienen
tasas de error relativamente altas. En dichos ejemplos, las puntuaciones de calidad promedio producidas por dichas
quimicas son funciones decrecientes monétonas de longitudes de lecturas de secuencias. En un ejemplo, dicha
disminucion corresponde a que el 0,5 por ciento de las lecturas de secuencias tienen al menos un error en las
posiciones 1-75; 1 por ciento de las lecturas de secuencias tiene al menos un error en las posiciones 76-100; y 2 por
ciento de las lecturas de secuencias tienen al menos un error en las posiciones 101-125.

Analisis computacional y prediccion de los efectos de los criterios de disefio genético en todo el genoma

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos para predecir los efectos de alteraciones genéticas
particulares que se han incorporado en una cepa hospedante determinada. En otros ejemplos, la descripcion
proporciona métodos para generar alteraciones genéticas propuestas que deberian incorporarse en una cepa
hospedante determinada, con el fin de que dicho hospedante posea un rasgo fenotipico particular o parametro de
cepa. En ejemplos dados, la descripcion proporciona modelos predictivos que se pueden usar para disefiar nuevas
cepas hospedantes.
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En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para analizar los resultados de rendimiento de cada
ronda de cribado y métodos para generar nuevas modificaciones de secuencia de todo el genoma propuestas que se
prevé que mejoren el rendimiento de la cepa en la siguiente ronda de cribado.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia que el sistema genera modificaciones de secuencia propuestas
para las cepas hospedantes basandose en resultados de cribado previos. En algunos ejemplos, las recomendaciones
del presente sistema se basan en los resultados del cribado inmediatamente anterior. En otros ejemplos, las
recomendaciones del presente sistema se basan en los resultados acumulados de uno o méas de los cribados
precedentes.

En algunos ejemplos, las recomendaciones del presente sistema se basan en bibliotecas de disefio genético de HTP
desarrolladas previamente. Por ejemplo, en algunos ejemplos, el presente sistema esta disefiado para guardar
resultados de cribados previos y aplicar esos resultados a un proyecto diferente, en el mismo organismo hospedante
0 en uno diferente.

En otros ejemplos, las recomendaciones del presente sistema se basan en conocimientos cientificos. Por ejemplo, en
algunos ejemplos, las recomendaciones se basan en propiedades conocidas de genes (de fuentes tales como bases
de datos de genes anotados y la bibliografia relevante), optimizacion de codones, deslizamiento transcripcional, uUORF
u otras optimizaciones de secuencias y hospedantes basadas en hipétesis.

En algunos ejemplos, las modificaciones de secuencia propuestas para una cepa hospedante recomendadas por el
sistema, o el modelo predictivo, se llevan a cabo mediante el uso de uno o mas de los conjuntos de herramientas
moleculares descritos que comprenden: (1) intercambios de promotores, (2) intercambios de SNP, (3) Intercambios
de codones de inicio/detencion, (4) optimizacion de secuencia, (5) intercambios de detencion, (6) intercambios de
marcadores de solubilidad, (7) intercambios de marcadores de degradacion y (8) mapeo de epistasis.

La plataforma de ingenieria genética de HTP descrita en el presente documento es agnostica con respecto a cualquier
rasgo fenotipico o microbio particular (p. ej., producciéon de un compuesto particular). Es decir, la plataforma y las
lecciones ensefnadas en el presente documento se pueden usar con cualquier célula hospedante para modificar dicha
célula hospedante para que tenga cualquier rasgo fenotipico deseado. Ademas, las lecciones aprendidas de un
procedimiento de ingenieria genética de HTP dado usado para crear una nueva célula hospedante, se pueden aplicar
a cualquier numero de otras células hospedantes, como resultado del almacenamiento, caracterizaciéon y andlisis de
una gran cantidad de parametros de procedimiento que ocurren durante los métodos ensenados.

Como se menciond en la seccion de mapeo epistatico, es posible estimar el rendimiento (también conocido como
puntuacion) de una cepa hipotética obtenida consolidando una colecciéon de mutaciones de una biblioteca de disefo
genético de HTP en un contexto particular a través de algiin modelo predictivo preferido. Dado dicho modelo predictivo,
es posible puntuar y clasificar todas las cepas hipotéticas accesibles a la biblioteca de mutaciones a través de la
consolidacion combinatoria.

La siguiente seccion describe los modelos particulares usados en la presente plataforma de HTP.
Disefio predictivo de cepas

En el presente documento se describe un enfoque para el disefio predictivo de cepas, que incluye: métodos para
describir los cambios genéticos y el rendimiento de la cepa, predecir el rendimiento de la cepa basado en la
composicién de los cambios en la cepa, recomendar disefios candidatos con un rendimiento previsto alto y filtrar las
predicciones para optimizar por consideraciones de segundo orden, p. ej. similitud con cepas existentes, epistasis o
confianza en las predicciones.

Entradas al modelo de diseio de cepas

En un ejemplo, para facilitar la ilustracion, los datos de entrada pueden comprender dos componentes: (1) conjuntos
de cambios genéticos y (2) rendimiento relativo de la cepa. Los expertos en la técnica reconoceran que este modelo
se puede extender facilmente para considerar una amplia variedad de entradas, mientras se tiene presente la
consideracion compensatoria del sobreajuste. Ademas de los cambios genéticos, algunos de los parametros de
entrada (variables independientes) que se pueden ajustar son los tipos de células (género, especie, cepa,
caracterizacion filogenética, etc.) y los parametros del procedimiento (p. ej., condiciones ambientales, equipo de
manipulacion, técnicas de modificacion, etc.) con los cuales se lleva a cabo la fermentacion con las células.

Los conjuntos de cambios genéticos pueden provenir de las colecciones discutidas previamente de perturbaciones
genéticas denominadas bibliotecas de disefio genético HTP. El rendimiento relativo de la cepa se puede evaluar
basandose en cualquier parametro o rasgo fenotipico de interés dado (p. €j., produccién de un compuesto, molécula
pequeria o producto de interés).

Los tipos de células se pueden especificar en categorias generales como sistemas procariotas y eucariotas, género,
especie, cepa, cultivos de tejidos (frente a células dispersas), etc. Los parametros del procedimiento que se pueden
ajustar incluyen temperatura, presion, configuracion del reactor y composicién del medio. Los ejemplos de

81



10

15

20

25

30

35

40

ES 2875579 T3

configuracién del reactor incluyen el volumen del reactor, si el procedimiento es discontinuo o continuo y, si es continuo,
el caudal volumétrico, etc. También se puede especificar la estructura de soporte, si hay alguna, en la que residen las
células. Los ejemplos de composicion del medio incluyen las concentraciones de electrolitos, nutrientes, productos de
desecho, acidos, pH y similares.

Conjuntos de cambios genéticos de bibliotecas de diseno genético de HTP seleccionados para usar en el
modelo de regresion lineal inicial que posteriormente se usa para crear el modelo de disefio de cepas
predictivo

Se muestra a continuacién un ejemplo, un conjunto de entradas de una tabla de cambios genéticos en
Corynebacterium, en la Tabla 3. Cada fila indica un cambio genético en la cepa 7000051473, asi como metadatos
sobre el mecanismo de cambio, p. gj. intercambio de promotores o intercambio de SNP. aceE, zwf y pyc estan todos
relacionados con el ciclo del &cido citrico.

En este caso, la cepa 7000051473 tiene un total de 7 cambios. "Ultimo cambio" significa que el cambio en esta cepa
representa la modificacion mas reciente en este linaje de cepas. Por lo tanto, la comparacién del rendimiento de esta
cepa con el rendimiento de la parental representa un punto de datos relativo al rendimiento de la mutacién del "dltimo
cambio".

Tabla 3 - Tabla de entrada de disefio de cepas para la cepa 7000051473

cepa nombre biblioteca cambio de a ultimo cambio
7000051473 dic19_42 proswp pcg3121 cgl1144 | pcg3121_cgi1144 1
7000051473 dic19_42 SCsSwp acee atg>ttg ttg acee_atg 0
7000051473 dic19_42 snpswp dss_033 NA na 0
7000051473 dic19_42 snpswp dss_084 NA t 0
7000051473 dic19_42 snpswp dss_316 NA na 0
7000051473 dic19_42 proswp pcg0007_39 zwf pcg0007_39_zwf 0
7000051473 dic19_42 proswp pcg1860 pyc pcg1860_pyc 0

Evaluacion del rendimiento de la cepa construida

El objetivo del modelo ensefiado es predecir el rendimiento de la cepa en funcion de la composicién de los cambios
genéticos introducidos en la cepa. Para construir una referencia para la comparacion, el rendimiento de la cepa se
calcula con respecto a una cepa de referencia comun, calculando primero el rendimiento mediano por cepa, por placa
de ensayo. Después se calcula el rendimiento relativo como la diferencia en el rendimiento medio entre una cepa
disefada y la cepa de referencia comun dentro de la misma placa. La restriccién de los calculos a comparaciones
dentro de la placa asegura que todas las muestras consideradas recibian las mismas condiciones experimentales.

La Figura 23 muestra la distribucion de los rendimientos relativos de la cepa de Corynebacterium para los datos de
entrada en consideracion. Un rendimiento relativo de cero indica que la cepa disefiada funcionaba igual de bien que
la cepa de "referencia" o base en placa. Es de interés la capacidad del modelo predictivo para identificar las cepas
que es probable que funcionen significativamente por encima de cero. Ademas, y de manera mas general, es de
interés si alguna cepa determinada tiene mayor rendimiento que la progenitora por algun criterio. En la préctica, el
criterio puede ser un titulo de producto que cumpla o supere algin umbral por encima del nivel parental, aunque
también se podria usar en su lugar o ademas el tener una diferencia estadisticamente significativa con la progenitora
en la direccion deseada. El papel de la cepa base o de "referencia" es simplemente servir como un factor de
normalizacién afiadido para hacer comparaciones dentro o entre placas.

Un concepto a tener en cuenta es el de las diferencias entre: cepa parental y cepa de referencia. La cepa parental es
el contexto que se us6 para una ronda actual de mutagénesis. La cepa de referencia es una cepa de control llevada
en cada placa para facilitar las comparaciones, especialmente entre placas, y es tipicamente la "cepa base" como se
ha mencionado antes. Pero puesto que la cepa base (p. €j., la cepa de tipo natural o industrial que se usa para medir
el rendimiento general) no es necesariamente una "base" en el sentido de ser un objetivo de mutagénesis en una
ronda determinada de mejora de la cepa, un término mas descriptivo es "cepa de referencia”.

En resumen, una cepa base/de referencia se usa para medir el rendimiento de las cepas construidas, en general,

mientras que la cepa parental se usa para medir el rendimiento de un cambio genético especifico en el contexto
genético relevante.

82



10

15

20

25

30

35

40

ES 2875579 T3

Clasificacion del rendimiento de las cepas construidas con regresion lineal

El objetivo del modelo descrito es clasificar el rendimiento de las cepas construidas, describiendo el rendimiento
relativo de la cepa, en funcién de la composicion de los cambios genéticos introducidos en las cepas construidas.
Como se ha discutido a lo largo de la descripcion, las diversas bibliotecas de disefio genético de HTP proporcionan el
repertorio de posibles cambios genéticos (p. €j., perturbaciones/alteraciones genéticas) que se introducen en las cepas
transformadas. La regresion lineal es la base del modelo predictivo de ejemplo descrito actualmente.

La siguiente tabla (es decir, la Tabla 4) contiene entrada de ejemplo para la modelizacion basada en regresién. Los
rendimientos de la cepa se clasifican en relacion con una cepa de base comun, en funcién de la composicién de los
cambios genéticos contenidos en la cepa.

Cada encabezado de columna representa un cambio genético, un "1" representa la presencia del cambio, mientras
que un "0" representa la ausencia de un cambio. "DSS" se refiere a intercambios de SNP de una biblioteca particular
(las primeras 3 columnas después de relativ _perf). Las 3 ultimas columnas son intercambios de promotores, donde
pcgXXXX indica el promotor particular y las 3 Gltimas letras representan el gen al que se esta aplicando el promotor.
Los genes estan relacionados con el metabolismo central. Los promotores son de Corynebacterium glutamicum (de
ahi la notacién "cg"). Se puede encontrar mas informacién sobre los promotores usados en la Tabla 1, que enumera
los promotores P1-P8 y la lista de secuencias de la presente solicitud. Ademas, se puede encontrar informacion
detallada sobre cada promotor P1-P8 en la solicitud provisional de EE.UU. N°® 62/264.232, presentada el 7 de diciembre
de 2015, y titulada "Promotores de Corynebacterium glutamicum". Para facilitar la referencia, en la siguiente tabla,
pcg3121 = P8; pcg0755 = P4; y pcg1860 = P3.

Tabla 4 - Resumen de cambios genéticos y su efecto sobre el rendimiento relativo.

relativo_perf dss_033 dss_034 dss_056 pcg3121_pgi pcg0755_zwf pcg1860_pyc
0,1358908 0 0 0 0 0 1
-1,8946985 1 0 0 1 0 1
-0,0222045 0 0 0 1 0 0
0,6342183 1 0 1 0 0 0
-0,0803285 1 1 0 0 0 0
2,6468117 0 0 0 1 0 0

Regresion lineal para caracterizar cepas construidas

La regresion lineal es un método atractivo para la plataforma de ingenieria genémica HTP descrita, debido a la facilidad
de implementacion e interpretacion. Los coeficientes de regresion resultantes se pueden interpretar como el aumento
o disminucién promedio en el rendimiento relativo de la cepa atribuible a la presencia de cada cambio genético.

Por ejemplo, como se ve en la Figura 24, esta técnica permite concluir que cambiar el promotor pgi a pcg3121 mejora
el rendimiento relativo de la cepa en aproximadamente 5 unidades en promedio y, por lo tanto, es un cambio
potencialmente muy deseable, en ausencia de cualquier interaccion epistatica negativa (nota: la entrada es un valor
normalizado sin unidades).

Por lo tanto, el método ensefiado usa modelos de regresidn lineal para describir/caracterizar y clasificar cepas
construidas, que tienen diversas perturbaciones genéticas introducidas en sus genomas a partir de las diversas
bibliotecas ensefiadas.

Modelizacion de diseno predictivo

El modelo de regresion lineal descrito antes, que usaba datos de cepas construidas, se puede usar para hacer
predicciones de rendimiento para cepas que todavia no se han construido.

El procedimiento se puede resumir como sigue: se generan in silico todas las configuraciones posibles de cambios
genéticos — se usa el modelo de regresion para predecir el rendimiento relativo de la cepa — se ordenan los disefios
de cepas candidatas por rendimiento. Por lo tanto, usando el modelo de regresién para predecir el rendimiento de las
cepas todavia no construidas, el método permite la produccion de cepas de mayor rendimiento y, al mismo tiempo,
llevar a cabo menos experimentos.

83



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2875579 T3

Generacion de configuraciones

Cuando se construye un modelo para predecir el rendimiento de cepas todavia no construidas, la primera etapa es
producir una secuencia de candidatos de disefio. Esto se hace fijando el nimero total de cambios genéticos en la cepa
y después definiendo todas las posibles combinaciones de cambios genéticos. Por ejemplo, se puede establecer el
namero total de potenciales cambios/perturbaciones genéticas en 29 (p. ej., 29 posibles SNP, o 29 promotores
diferentes, o cualquier combinacion de los mismos siempre que el universo de perturbaciones genéticas sea 29) y
luego decidir disefar todos los posibles combinaciones de 3 miembros de los 29 cambios genéticos potenciales, que
daran como resultado 3.654 disefios de cepas candidatas.

Para proporcionar el entorno a las 3.654 cepas candidatas mencionadas anteriormente, considere que se puede
calcular el numero de agrupaciones no redundantes de tamario r a partir de n miembros posibles usando n!/ ((n - r)!
*rl). Sir=3,n=29 da 3654. Por lo tanto, si se disefian todas las combinaciones posibles de 3 miembros de 29
cambios potenciales, el resultado es 3.654 cepas candidatas. Los 29 cambios genéticos potenciales estan presentes
en el eje x de la Figura 25.

Prediccion del rendimiento de los nuevos disefios de cepas

Usando la regresion lineal construida antes con las configuraciones combinatorias como entrada, se puede entonces
predecir el rendimiento relativo esperado de cada disefio candidato. La Figura 25 resume la composicién de los
cambios para los 100 disefios superiores de cepas previstos para Corynebacterium. El eje x da el conjunto de
potenciales cambios genéticos (29 cambios genéticos posibles) y el eje y muestra el orden jerarquico. Las celdas
negras indican la presencia de un cambio particular en el disefio candidato, mientras que las celdas blancas indican
la ausencia de ese cambio. En este ejemplo en particular, todos los 100 disefios superiores contienen los cambios
pcg3121_pgi, pcg1860_pyc, dss_339 y pcg0007_39 lysa. Ademas, el disefio del candidato superior contiene los
cambios dss_034, dss_009.

La precision predictiva deberia aumentar con el tiempo a medida que se usan nuevas observaciones para reentrenar
y reajustar iterativamente el modelo. Los resultados de un estudio de los autores de la invencion ilustran los métodos
mediante los cuales el modelo predictivo se puede volver a entrenar y mejorar de forma iterativa. La Figura 46 compara
las predicciones del modelo con los valores de medicion observados. La calidad de las predicciones del modelo se
puede evaluar a través de varios métodos, incluyendo un coeficiente de correlacién que indica la fuerza de la
asociacion entre los valores predichos y observados, o el error cuadratico medio, que es una medicién del error
promedio del modelo. Usando un indicador elegido para la evaluaciéon del modelo, el sistema puede definir reglas
sobre cuando debe ser reentrenado el modelo.

Un par de suposiciones no expuestas del modelo anterior incluyen: (1) no hay interacciones epistaticas; y (2) los
cambios/perturbaciones genéticas utilizadas para construir el modelo predictivo (p. €j., a partir de datos de cepas
construidas como se ilustra en la Figura 24, o cualquier conjunto de datos que se use como referencia para construir
el modelo) se hicieron todos en el mismo contexto de Corynebacterium, como las combinaciones propuestas de
cambios genéticos (p. ej., como se ilustra en la Figura 25).

Filtrado por caracteristicas de segundo orden

El ejemplo ilustrativo anterior se centré en predicciones de regresion lineal basadas en el rendimiento previsto de la
célula hospedante. En algunos ejemplos, los presentes métodos de regresion lineal también se pueden aplicar a
factores que no son biomoléculas, tales como biomasa de saturacion, resistencia u otras caracteristicas medibles de
la célula hospedante. Por lo tanto, los métodos de la presente descripcién también ensefian a considerar otras
caracteristicas fuera del rendimiento previsto cuando se priorizan los candidatos a construir. Suponiendo que hay
datos relevantes adicionales, los términos no lineales también se incluyen en el modelo de regresion.

Cercania con las cepas existentes

Las cepas previstas que son similares a las que ya se han construido podrian dar como resultado ahorro de tiempo y
coste a pesar de no ser un candidato previsto superior

Diversidad de cambios

Cuando se construyen los modelos mencionados antes, no se puede estar seguro de que los cambios genéticos sean
realmente aditivos (como se asume por regresion lineal y se menciona como una suposicion mas arriba) debido a la
presencia de interacciones epistaticas. Por lo tanto, el conocimiento de la disimilitud del cambio genético se puede
usar para aumentar la probabilidad de aditividad positiva. Si se sabe, por ejemplo, que los cambios dss_034 y dss_009
(que son intercambios de SNP) de la cepa clasificada superior antes estan en la misma ruta metabdlica y tienen
caracteristicas de rendimiento similares, entonces esa informacion se podria usar para seleccionar otra cepa de
clasificacion superior con una composicién diferente de cambios. Como se describe en la seccidn anterior en relacion
con el mapeo de la epistasis, los mejores cambios genéticos previstos se pueden filtrar para restringir la seleccién a
mutaciones con perfiles de respuesta suficientemente diferentes. Alternativamente, la regresion lineal puede ser una
regresion de minimos cuadrados ponderados usando la matriz de similitud para ponderar las predicciones.
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Diversidad del rendimiento previsto

Finalmente, se puede optar por disefiar cepas con un rendimiento previsto medio o pobre, con el fin de validar y
posteriormente mejorar los modelos predictivos.

Optimizacion del diseno de cepas iterativo

Como se describe en el ejemplo anterior, todos los 100 disefios superiores de cepas contienen los cambios
pcg3121_pgi, pcg1860_pyc, dss_339 y pcg0007_39_lysa. Ademas, el disefio de la cepa candidata superior contiene
los cambios dss 034, dss_009.

En ejemplos, el motor de colocacion de pedidos 208 pone un pedido de fabrica a la fabrica 210 para fabricar cepas
microbianas que incorporan las mutaciones candidatas superiores. En forma de bucle de retroalimentacion, los
resultados pueden ser analizados por el equipo de andlisis 214 para determinar qué microbios presentan propiedades
fenotipicas deseadas (314). Durante la fase de analisis, se evaluan los cultivos de cepas modificadas para determinar
su rendimiento, es decir, su expresion de las propiedades fenotipicas deseadas, que incluyen la capacidad para
producir a escala industrial. Por ejemplo, la fase de analisis usa, entre otras cosas, datos de imagenes de placas para
medir el crecimiento de colonias microbianas como indicador de la salud de las colonias. El equipo de analisis 214 se
usa para correlacionar los cambios genéticos con el rendimiento fenotipico y guardar los datos de correlacién genotipo-
fenotipo resultantes en bibliotecas, que se pueden almacenar en la biblioteca 206, para comunicar la produccién
microbiana futura.

En particular, los cambios candidatos que realmente dan como resultado un rendimiento medido suficientemente alto,
se pueden anadir como filas en la base de datos a tablas como la Tabla 4 anterior. De esta manera, las mutaciones
de mejor rendimiento se afiaden al modelo de disefio de cepas predictivo en una forma de aprendizaje automatico
supervisado.

LIMS itera el ciclo de disefio/construccion/ensayo/anadlisis basado en las correlaciones desarrolladas a partir de los
experimentos de fabrica anteriores. Durante un ciclo subsiguiente, el equipo de andlisis 214 solo, 0 en conjunto con
operadores humanos, puede seleccionar los mejores candidatos como cepas base para la entrada de nuevo en la
interfaz de entrada 202, usando los datos de correlacion para ajustar las modificaciones genéticas para lograr un mejor
rendimiento fenotipico con granularidad mas fina. De esta manera, el sistema de gestién de la informacién del
laboratorio de ejemplos de la descripcién implementa un bucle de retroalimentacion de mejora de la calidad.

En resumen, con referencia al diagrama de flujo de la Figura 33, el flujo de trabajo de disefio de cepas predictivo
iterativo se puede describir de la siguiente manera:

- Se genera un conjunto de entrenamiento de variables de entrada y salida, p. ej., cambios genéticos como
entradas y caracteristicas de rendimiento como salidas (3302). La generacioén se puede realizar mediante el
equipo de analisis 214 basandose en cambios genéticos previos y el correspondiente rendimiento medido de las
cepas microbianas que incorporan esos cambios genéticos.

- Se desarrolla un modelo inicial (p. €j., modelo de regresion lineal) basado en el conjunto de entrenamiento
(3304). Esto puede ser realizado por el equipo de analisis 214.

- Se generan cepas candidatas del disefio (3306)

o Enun ejemplo, el equipo de analisis 214 puede fijar el nUmero de cambios genéticos que se van a hacer
en el contexto de una cepa, en forma de combinaciones de cambios. Para representar estos cambios, el
equipo de andlisis 214 puede proporcionar al intérprete 204 una o mas expresiones de especificacion de ADN
que representan esas combinaciones de cambios. (Estos cambios genéticos o las cepas microbianas que
incorporan esos cambios se pueden denominar "entradas de ensayo"). El intérprete 204 interpreta la una o
mas especificaciones de ADN, y el motor de ejecucion 207 ejecuta las especificaciones de ADN para
completar la especificacion de ADN con salidas resueltas que representan las cepas de disefio candidatas
individuales para esos cambios.

- Basandose en el modelo, el equipo de analisis 214 predice el rendimiento esperado de cada cepa de disefio
candidata (3308).

- El equipo de analisis 214 selecciona un nimero limitado de disefios candidatos, p. €j., 100, con el rendimiento
previsto mas alto (3310).

o Como se describe en otra parte del presente documento con respecto al mapeo de epistasis, el equipo
de andlisis 214 puede tener en cuenta efectos de segundo orden tales como epistasis, p. €j., filirando disefios
superiores para efectos epistaticos o factorizando epistasis en el modelo predictivo.

- Se construyen las cepas candidatas filtradas (en la fabrica 210) segun el pedido de fabrica generado por el
motor de colocacion de pedidos 208 (3312).

- El equipo de andlisis 214 mide el rendimiento real de las cepas seleccionadas, selecciona un nimero limitado
de esas cepas seleccionadas basandose en su rendimiento real superior (3314) y afiade los cambios de disefio
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y su rendimiento resultante para modelo predictivo (3316). En el ejemplo de regresion lineal, se afiaden los
conjuntos de cambios de disefo y su rendimiento asociado como nuevas filas en la Tabla 4.

- El equipo de analisis 214 después itera de nuevo a la generacién de nuevas cepas candidatas de disefio (3306)
y continla iterando hasta que se satisface una condicién de parada. La condicion de parada puede comprender,
por ejemplo, el rendimiento medido de al menos una cepa microbiana que satisfaga un indicador de rendimiento,
tal como rendimiento, velocidad de crecimiento o titulo.

En el ejemplo anterior, la optimizacién iterativa del disefio de cepas usa la retroalimentacion y regresioén lineal para
implementar el aprendizaje automatico. En general, el aprendizaje automatico se puede describir como la optimizacion
de los criterios de rendimiento, p. ej., parametros, técnicas u otras caracteristicas, en el rendimiento de una tarea
informativa (tal como clasificacion o regresion) usando un ndmero limitado de ejemplos de datos marcados, y luego
realizando la misma tarea en datos desconocidos. En el aprendizaje automatico supervisado, tal como el del ejemplo
de regresion lineal anterior, la maquina (p. €j., un dispositivo informatico) aprende, por ejemplo, identificando patrones,
categorias, relaciones estadisticas u otros atributos, presentados por los datos de entrenamiento. El resultado del
aprendizaje después se usa para predecir si los nuevos datos presentaran los mismos patrones, categorias, relaciones
estadisticas u otros atributos.

Los ejemplos de la descripcion pueden emplear otras técnicas de aprendizaje automatico supervisado cuando los
datos de entrenamiento estan disponibles. En ausencia de datos de entrenamiento, los ejemplos pueden emplear
aprendizaje automatico sin supervision. Alternativamente, los ejemplos pueden emplear aprendizaje automatico semi-
supervisado, usando una pequefna cantidad de datos marcados y una gran cantidad de datos no marcados. Los
ejemplos también pueden emplear una seleccion de caracteristicas para seleccionar el subconjunto de las
caracteristicas mas relevantes para optimizar el rendimiento del modelo de aprendizaje automatico. Dependiendo del
tipo de enfoque de aprendizaje automatico seleccionado, como alternativas o ademas de la regresion lineal, los
ejemplos pueden emplear, por ejemplo, regresion logistica, redes neuronales, maquinas de vectores de soporte
(SVM), arboles de decision, modelos de Markov ocultos, redes bayesianas, Gram Schmidt, aprendizaje basado en
refuerzo, aprendizaje basado en agrupamientos que incluye agrupamiento jerarquico, algoritmos genéticos y cualquier
otra maquina de aprendizaje adecuada conocida en la técnica. En particular, los ejemplos pueden emplear regresion
logistica para proporcionar probabilidades de clasificacion (p. ej., clasificacion de genes en diferentes grupos
funcionales) junto con las propias clasificaciones. Véase, p. €j., "A simple and efficient algorithm for gene selection
using sparse logistic regression", Bioinformatics, Vol. 19, No. 17 2003, pp. 2246-2253, Leng, et al., "Classification using
functional data analysis for temporal gene expression data", Bioinformatics, Vol. 22, No. 1, Oxford University Press
(2006), pag. 68-76.

Los ejemplos pueden usar arquitecturas aceleradas de unidad de procesamiento de graficos (GPU) que han
encontrado una popularidad creciente en la realizacion de tareas de aprendizaje automatico, en particular en la forma
conocida como redes neuronales profundas (DNN). Los ejemplos de la descripcién pueden emplear el aprendizaje
automatico basado en GPU, tal como el que se describe en "GPU-Based Deep Learning Inference: A Performance
and Power Analysis", NVidia Whitepaper, Noviembre de 2015, Dahl, et al., "Multi-task Neural Networks for QSAR
Predictions", Dept. of Computer Science, Univ. de Toronto, Junio de 2014 (arXiv:1406.1231 [stat.ML]). También se
pueden encontrar técnicas de aprendizaje automatico aplicables a ejemplos de la descripcion en, entre otras
referencias, Libbrecht, et al., "Machine learning applications in genetics and genomics", Nature Reviews: Genetics,
Vol. 16, Junio de 2015, Kashyap, et al., "Big Data Analytics in Bioinformatics: A Machine Learning Perspective", Journal
of Latex Class Files, Vol. 13, No. 9, Sept. 2014, Prompramote, et al., "Machine Learning in Bioinformatics", Capitulo 5
de Bioinformatics Technologies, pag. 117-153, Springer Berlin Heidelberg 2005.

Disefio de cepas iterativo predictivo: Ejemplo

A continuacién se proporciona una aplicaciéon de ejemplo del flujo de trabajo del disefio de cepas predictivo iterativo
descrito antes.

Se prepar6 un conjunto inicial de variables de entrada y salida de entrenamiento. Este conjunto comprendia 1864
cepas transformadas Unicas con una composiciéon genética definida. Cada cepa contenia entre 5 y 15 cambios de
ingenieria. Estaban presentes un total de 336 cambios genéticos Unicos en el entrenamiento.

Se desarroll6 un modelo computacional predictivo inicial. La implementacion usaba un modelo lineal generalizado
(Kernel Ridge Regression con kernel polinomial de orden 4). La implementacion modeliza dos fenotipos distintos
(rendimiento y productividad). Estos fenotipos se combinaron como suma ponderada para obtener una unica
puntuacion para la clasificacién, como se muestra a continuacion. Varios parametros del modelo, p. ej. factor de
regularizacion, se ajustaron mediante una validacion cruzada de k iteraciones de los datos de entrenamiento
designados.

La implementacién no incorpora ningun analisis explicito de los efectos de interaccion como se describe en la seccién
de Mapeo de epistasis anterior. Sin embargo, como comprenderan los expertos en la técnica, el modelo lineal
generalizado implementado puede capturar efectos de interaccion implicitamente a través de los términos de segundo,
tercer y cuarto orden del nacleo.
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El modelo se entrend contra el conjunto de entrenamiento. EI modelo ajustado tiene un valor de R? (coeficiente de
determinacién) de 0,52 con respecto al rendimiento 'y un valor de R? de 0,67 con respecto a la productividad. La Figura
46 demuestra un ajuste de calidad significativo del modelo de rendimiento a los datos de entrenamiento.

Se generaron cepas candidatas. Este ejemplo incluye una restriccion de construcciéon en serie asociada con la
introduccion de nuevos cambios genéticos en una cepa parental (en este ejemplo, solo se disefidé una nueva mutacion
en una cepa a la vez). Aqui, los candidatos no se consideran simplemente como una funcién del nimero deseado de
cambios. En cambio, el equipo de andlisis 214 selecciond, como punto de partida, una coleccién de cepas previamente
disefadas que se sabe que tienen indicadores de alto rendimiento ("cepas de semillas"). El equipo de andlisis 214
aplicé cambios genéticos individualmente a cada una de las cepas de semillas. Los cambios genéticos introducidos
no incluian los que ya estaban presentes en la cepa de semillas. Por diversas razones técnicas, bioldgicas o de otro
tipo, se requerian explicitamente ciertas mutaciones, p. €j., opca_4, o se excluian explicitamente, p. ej., dss_422.
Usando 166 cepas de semillas disponibles y los 336 cambios caracterizados por el modelo, se disefiaron 6239 nuevas
cepas candidatas.

Basandose en el modelo, el equipo de analisis 214 predecia el rendimiento de los disefios de cepas candidatas. El
equipo de analisis 214 clasificaba los candidatos de "mejor" a "peor" basandose en el rendimiento previsto con
respecto a dos fenotipos de interés (rendimiento y productividad). Especificamente, el equipo de analisis 214 us6 una
suma ponderada para puntuar una cepa candidata:

Puntuacién = 0,8 * rendimiento/max(rendimientos) + 0,2 * prod/max(prods),
donde rendimiento representa el rendimiento previsto para la cepa candidata,
max(rendimientos) representa el rendimiento maximo de todas las cepas candidatas,
prod representa la productividad de la cepa candidata, y
max.(prods) representa el rendimiento maximo de todas las cepas candidatas.

El equipo de analisis 214 genero6 un conjunto final de recomendaciones a partir de la lista clasificada de candidatos
imponiendo tanto restricciones de capacidad como restricciones operativas. En este ejemplo, el limite de capacidad
se estableci6 en 48 cepas de disefio candidatas generadas por ordenador. Debido a restricciones operativas, en este
ejemplo solo se us6 una cepa de semillas por columna de una placa de 96 pocillos. Esto significa que después de que
se eligiera una variedad de semillas, se podian generar hasta 8 cambios en esa cepa, pero solo se podian elegir 6
cepas de semillas en una semana dada.

El modelo entrenado (descrito antes) se usé para predecir el rendimiento esperado (para rendimiento y productividad)
de cada cepa candidata. El equipo de analisis 214 clasificaba las cepas candidatas usando la funciéon de puntuacion
dada antes. Se aplicaron restricciones de capacidad y operativas para proporcionar un conjunto filtrado de 48 cepas
candidatas. Este conjunto de cepas candidatas filtradas se representa en la Figura 47.

Las cepas candidatas filtradas se construyeron (en la fabrica 210) basandose en un pedido de fabrica generado por
el motor de colocacion de pedidos 208 (3312). La orden se basaba en las especificaciones de ADN correspondientes
a las cepas candidatas. En la practica, el procedimiento de construccion tiene una tasa de fallos esperada por lo que
no se construye un conjunto aleatorio de cepas. Para este ciclo de construccién, aproximadamente 20% de las cepas
candidatas fallaron en la compilacién, lo que resulté en 37 cepas construidas.

El equipo de andlisis 214 se uso6 para medir el rendimiento real y el rendimiento de la productividad de las cepas
seleccionadas. El equipo de analisis 214 evaluaba el modelo y recomendaba las cepas basandose en tres criterios:
precision del modelo; mejora en el rendimiento de la cepa; y equivalencia (o mejora) con disefios generados por
expertos humanos.

Se midieron los fenotipos de rendimiento y productividad para las cepas recomendadas y se compararon con los
valores previstos por el modelo. Como se muestra en la Figura 48, el modelo demuestra una utilidad predictiva util. En
particular, los valores de rendimiento previstos para las cepas recomendadas tienen un coeficiente de correlacion de
Pearson-r de 0,59 con las observaciones correspondientes.

A continuacién, el equipo de analisis 214 calculaba el cambio de rendimiento en porcentaje de la cepa parental para
cada una de las cepas recomendadas. Estos datos se muestran en la Figura 49 (en gris claro). Los autores de la
invencion encontraron que muchas de las cepas previstas de hecho presentaban las ganancias de rendimiento
esperadas con respecto a sus progenitoras inmediatas. En particular, la cepa mejor prevista mostré una mejora de 6%
en el rendimiento con respecto a su progenitora inmediata.

En paralelo al procedimiento de disefio de cepas basado en modelos descrito anteriormente, un experto humano
diseno de forma independiente una coleccion de 48 cepas. De estas cepas, 37 se construyeron y ensayaron con éxito.
Estos datos demostraban que los disefios de cepas basados en modelos se comportaban de manera comparable a
las cepas disefiadas por expertos humanos. Estos expertos son cientificos altamente capacitados (p. €j., nivel de
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doctorado) empleados o contratados por el cesionario de la presente descripcion, y estan familiarizados con los
ejemplos de esta descripcion. Para comparar los dos métodos, los autores de la invencion primero inspeccionaron las
distribuciones de rendimiento de cada grupo (Figura 50). En este experimento, el rendimiento medio de las cepas
basadas en modelos mostré un aumento de 1% con respecto a los disefios generados por expertos humanos.

Después los autores de la invencién compararon cepas disefiadas por expertos humanos y disefiadas por modelos
computacionales agrupadas por contextos, es decir, cepas nuevas con el mismo progenitor (Figura 51). De nuevo, los
autores de la invencién encontraron que los disefios generados por ordenador funcionan de manera comparable, y en
algunos casos mejor que los disefios generados por expertos humanos, y ademas tienden a producir menos
variabilidad. Finalmente, los autores de la invencién compararon el cambio en porcentaje con respecto a las cepas
parentales del experto humano y las cepas disefiadas por modelos (Figura 49). Una vez mas, estas poblaciones
mostraron ganancias comparables.

Véase la Tabla 4.1 para las estadisticas resumidas tabuladas.

Tabla 4.1. Estadisticas de rendimiento medidas para cepas disefiadas por el modelo predictivo y por una referencia
humana experta.

Rendimiento Cambio de | Productividad | Cambio de
[UA] rendimiento del | [UA] productividad del
progenitor [%] progenitor [%]
método de
disefio
modelo recuento | 37 37 37 37
computacional
media 1,058068108 0,3578340 0,737928919 -2,5428848
est. 0,017811031 1,8293665 0,083619804 9,6743873
min. 1,015310000 -4,5346677 0,572780000 -23,3626353
mediana | 1,058710000 0,005007939 0,766870000 -1,1824159
max. 1,093510000 6,0097309 0,872790000 26,6124119
Experto recuento | 37 37 37 37
humano
media 1,038804595 -0,0005237 0,748320811 -1,6126436
est. 0,032053625 1,9227716 0,120527468 9,8530758
min. 0,964910000 -3,1043233 0,535980000 -21,4589256
mediana | 1,045530000 0,0449168 0,760300000 -1,9241048
max. 1,094790000 7,8487174 0,984110000 21,7335193

Al final de cada ronda del ciclo de prediccibn — construccién — ensayo, los autores de la invenciéon estaban
interesados en evaluar la calidad de las predicciones del modelo e incorporar de forma iterativa nuevos datos en el
modelo previo. Para la evaluacion del modelo anterior, los autores de la invencion se centraron en medir la precision
predictiva comparando las predicciones del modelo con las mediciones experimentales. La precision predictiva se
puede evaluar mediante varios métodos, que incluyen un coeficiente de correlacion que indica la fuerza de la
asociacion entre los valores previstos y observados, o el error cuadratico medio, que es una medida del error promedio
del modelo.

A lo largo de muchas rondas de experimentacion, las predicciones del modelo pueden derivar y se pueden anadir
nuevos cambios genéticos a las entradas de entrenamiento para mejorar la precision predictiva. Para este ejemplo,
se afadieron cambios de disefio y su rendimiento resultante al modelo predictivo (3316).

Disefio e ingenieria genémica como servicio

En ejemplos de la descripcion, el software 3210 del sistema LIMS de la Figura 32 se puede implementar en un sistema
informatico en la nube 3202 de la Figura 32, para permitir que mudltiples usuarios disefien y construyan cepas
microbianas de acuerdo con los ejemplos de la presente descripcion. La figura 32 ilustra un entorno de computacion
en la nube 3204 de acuerdo con ejemplos de la presente descripcion. Los ordenadores clientes 3206, tales como los
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ilustrados en la Figura 32, acceden al sistema LIMS a través de una red 3208, tal como Internet. En ejemplos, el
software de aplicacion del sistema LIMS 3210 reside en el sistema informatico en la nube 3202. El sistema LIMS puede
usar uno o mas sistemas informaticos que usan uno o mas procesadores, del tipo ilustrado en la Figura 32. El propio
sistema informatico en la nube incluye una interfaz de red 3212 para interconectar las aplicaciones del sistema LIMS
3210 con los ordenadores clientes 3206 a través de la red 3208. La interfaz de red 3212 puede incluir una interfaz de
programacioén de aplicaciones (API) para permitir que las aplicaciones cliente en los ordenadores cliente 3206 accedan
al software del sistema LIMS 3210. En particular, a través de la API, los ordenadores clientes 3206 pueden acceder a
componentes del sistema LIMS 200, incluyendo, sin limitacion, el software que ejecuta la interfaz de entrada 202, el
intérprete 204, el motor de ejecucion 207, el motor de colocacion de pedidos 208, la fabrica 210, asi como el equipo
de ensayo 212 y equipo de analisis 214. Un software como modulo de software de servicio (SaaS) 3214 ofrece el
software del sistema LIMS 3210 como un servicio a los ordenadores clientes 3206. Un médulo de gestién de la nube
3216 gestiona el acceso al sistema LIMS 3210 por los ordenadores clientes 3206. El médulo de gestion de la nube
3216 puede permitir una arquitectura de nube que emplea aplicaciones de mudltiples usuarios, virtualizacion u otras
arquitecturas conocidas en la técnica para servir a multiples usuarios.

Automatizacion genomica

La automatizacion de los métodos de la presente descripcion permite el cribado fenotipico de alta capacidad y la
identificacion de productos diana de multiples variantes de cepas de ensayo simultdneamente.

La plataforma de modelizacion predictiva de ingenieria gendmica antes mencionada se basa en el hecho de que se
construyen cientos y miles de cepas mutantes de una manera de alta capacidad. Los sistemas robéticos e informaticos
que se describen a continuacion son los mecanismos estructurales mediante los cuales se puede llevar a cabo dicho
procedimiento de alta capacidad.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para mejorar las productividades de la célula
hospedante o rehabilitar cepas industriales. Como parte de este procedimiento, la presente descripcién ensefia
métodos para ensamblar ADN, construir nuevas cepas, cribar cultivos en placas y cribar cultivos en modelos para
fermentacion en tanque. En algunos ejemplos, la presente descripcidn ensefia que uno o mas de los métodos antes
mencionados para crear y ensayar nuevas cepas hospedantes es asistido por robdtica automatizada.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa una plataforma de transformacién de cepas de alta capacidad
como se muestra en la Figura 6A-B o Figura 26.

Sistemas robdticos de HTP

En algunos ejemplos, los métodos automatizados de la descripcion comprenden un sistema robotico. Los sistemas
descritos en el presente documento se dirigen en general al uso de placas de microtitulacion de 96 o 384 pocillos,
pero como apreciaran los expertos en la técnica, se puede usar cualquier nimero de placas o configuraciones
diferentes. Ademas, cualquiera o todas las etapas descritas en el presente documento se pueden automatizar; por lo
tanto, por ejemplo, los sistemas pueden estar total o parcialmente automatizados.

En algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente descripcion comprenden uno 0 mas médulos de
trabajo. Por ejemplo, en algunos ejemplos, el sistema automatizado de la presente descripcién comprende un moédulo
de sintesis de ADN, un médulo de clonaciéon de vectores, un moédulo de transformacion de cepas, un modulo de cribado
y un médulo de secuenciacién (véase la Figura 7).

Como apreciaran los expertos en la técnica, un sistema automatizado puede incluir una amplia variedad de
componentes, que incluyen, pero no se limitan a: manipuladores de liquidos; uno o mas brazos robdticos;
manipuladores de placas para el posicionamiento de las microplacas; selladores de placas, perforadores de placas,
manipuladores automatizados de tapas para quitar y reemplazar las tapas para los pocillos en placas sin
contaminacion cruzada; conjuntos de puntas desechables para distribucidon de muestras con puntas desechables;
conjuntos de puntas lavables para distribucion de muestras; bloques de carga de 96 pocillos; termocicladores
integrados; gradillas de reactivos refrigerados; posiciones de las pipetas de la placa de microtitulacién (opcionalmente
refrigeradas); torres de apilamiento de placas y puntas; estaciones de procesamiento de perlas magnéticas; sistemas
de filtracién; agitadores de placas; lectores y aplicadores de cédigos de barras; y sistemas informaticos.

En algunos ejemplos, los sistemas robéticos de la presente descripcién incluyen manipuladores automatizados de
liquidos y particulas que permite el pipeteo de alta capacidad para realizar todos las etapas en el procedimiento de
aplicaciones de recombinacién y direccionamiento de genes. Esto incluye manipulaciones de liquidos y particulas tales
como aspiracion, dispensacion, mezcla, dilucién, lavado, transferencias volumétricas precisas; recuperar y descartar
puntas de pipeta; y pipeteo repetitivo de volimenes idénticos para multiples suministros a partir de una Unica aspiracion
de muestra. Estas manipulaciones son transferencias de liquidos, particulas, células y organismos exentas de
contaminacion cruzada. Los instrumentos realizan la replicacion automatizada de muestras de microplacas en filtros,
membranas y/o placas hija, transferencias de alta densidad, diluciones en serie de placa completa y operacion de alta
capacidad.
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En algunos ejemplos, el sistema de manipulacion de liquidos automatizado personalizado de la descripcion es una
magquina TECAN (p. ej., una TECAN Freedom Evo personalizada).

En algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente descripcién son compatibles con plataformas para
placas de multiples pocillos, placas de pocillos profundos, placas de pocillos cuadrados, depositos de reactivos, tubos
de ensayo, minitubos, tubos de microcentrifuga, crioviales, filtros, chips de micromatrices, fibras 6pticas, perlas, geles
de agarosa y acrilamida y otras matrices o plataformas en fase sélida se alojan en una plataforma modular actualizable.
En algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente descripcion contienen al menos una plataforma
modular para superficies de trabajo de multiples posiciones para poner muestras fuente y de salida, reactivos, dilucion
de muestras y reactivos, placas de ensayo, depésitos de muestras y reactivos, puntas de pipeta y un estacién de
lavado de puntas activa.

En algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente descripcion incluyen sistemas de electroporacion de
alta capacidad. En algunos ejemplos, los sistemas de electroporacion de alta capacidad son capaces de transformar
células en placas de 96 o 384 pocillos. En algunos ejemplos, los sistemas de electroporacion de alta capacidad
incluyen los sistemas de electroporacién de alta capacidad VWR®, BTX™, Bio-Rad® Gene Pulser MXcell™ u otro
sistema de electroporacién de multiples pocillos.

En algunos ejemplos, el termociclador integrado y/o los reguladores térmicos se usan para estabilizar la temperatura
de intercambiadores de calor, tales como bloques o plataformas controlados, para proporcionar control de temperatura
preciso de las muestras en incubacion de 0°C a 100°C.

En algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente descripcion son compatibles con cabezales de
maquina intercambiables (de uno o mdltiples canales) con una o mdltiples sondas magnéticas, sondas de afinidad,
replicadores o pipeteadores, capaces de manipular de manera robdética liquidos, particulas, células y organismos
multicelulares. Las separadores magnéticos de mudltiples pocillos o multiples tubos y las estaciones de filtracion
manipulan liquidos, particulas, células y organismos en formatos de muestra individuales o mdltiples.

En algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente descripcion son compatibles con sistemas de vision
por camara y/o espectrémetro. Por lo tanto, en algunos ejemplos, los sistemas automatizados de la presente
descripcion son capaces de detectar y registrar cambios de color y absorcion en cultivos celulares en curso.

En algunos ejemplos, el sistema automatizado de la presente descripcion esta disefiado para ser flexible y adaptable
con multiples complementos de hardware para permitir que el sistema lleve a cabo multiples aplicaciones. Los médulos
del programa de software permiten la creacion, modificacion y ejecucion de métodos. Los mddulos de diagnoéstico del
sistema permiten la configuracién, alineamiento de instrumentos y operaciones del motor. Las herramientas
personalizadas, el material de laboratorio y los patrones de transferencia de liquidos y particulas permiten programar
y realizar diferentes aplicaciones. La base de datos permite el almacenamiento de métodos y parametros. Las
interfaces roboticas y de ordenador permiten la comunicacion entre instrumentos.

Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa una plataforma de transformacion de cepas de alta
capacidad, como se muestra en la Figura 26.

Las personas con experiencia en la técnica reconoceran las diversas plataformas robéticas capaces de llevar a cabo
los métodos de ingenieria de HTP de la presente descripcion. La Tabla 5 a continuacién proporciona una lista no
exclusiva de equipo cientifico capaz de llevar a cabo cada etapa de las etapas de ingenieria de HTP de la presente
descripcion como se describe en la Figura 26.

Tabla 5 - Lista no exclusiva de equipo cientifico compatible con los métodos de ingenieria de HTP de la presente
descripcion

Equipo compatible
Tipo de equipo Operacion(es) realizadas
Hecho/Modelo/Configuracion

Seleccién de aciertos
(combinando por transferencia)
cebadores/moles para
amplificacion por PCR de partes
de ADN

Hamilton Microlab STAR, Labcyte
Echo 550, Tecan EVO 200,
Beckman Coulter Biomek FX, o
equivalentes

manipuladores de
liquidos

Inheco Cycler, ABI 2720, ABI
Proflex 384, ABI Veriti, o
equivalentes

Amplificacion por PCR de partes

Termocicladores de ADN

Adquisiciéon y
construccion de
trozos de ADN
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Tipo de equipo

Operacion(es) realizadas

Equipo compatible

Hecho/Modelo/Configuracion

Analizadores de
fragmentos
(electroforesis capilar)

electroforesis en gel para
confirmar los productos de PCR
de tamario adecuado

Agilent Bioanalyzer, AATI Fragment
Analyzer, o equivalentes

-4
9: Secuenciador Verificacion de secuencia de Beckman Ceg-8000, Beckman
3 (Sanger: Beckman) partes/moldes GenomelLab™, o equivalentes
(7]
e instrumento de NGS Verificacion de secuencia de lllumina MiSeq series sequences,
s (secuenciacion de artes/moldes illumina Hi-Seq, lon torrent, pac bio
I3) préxima generacion) P u otros equivalentes
(8]
nanogota/lector de evaluacion de la concentracién Molecular Devices SpectraMax MS,
placa de las muestras de ADN Tecan M1000, o equivalentes
° o Seleccion de aciertos
T ° (combinando por transferencia) Hamilton Microlab STAR, Labcyte
£ 2 . de partes de ADN para
O T=> manipuladores de ensamblaie iunto con el vector de Echo 550, Tecan EVO 200,
e=20 liquidos 1aje Junto f . Beckman Coulter Biomek FX, o
= E clonacion, adicién de reactivos -
[T L equivalentes
S para la reaccion/proceso de
R ensamblaje
Selector de colonias para inocular colonias en el Scirobotics Pickolo, Molecular
medio liquido Devices QPix 420
.. . Hamilton Microlab STAR, Labcyte
manipuladores de ceba?jglrzz(;ﬁglg:saaﬁggsén de Echo 550, Tecan EVO 200,
= liquidos muestra’s Beckman Coulter Biomek FX, o
2 equivalentes
[}
© Analizadores de electroforesis en gel para
% fragmentos confirmar los productos Agilent Bioanalyzer, AATI Fragment
o) (electrofgresis capilar) ensamblados de tamaro Analyzer
E P adecuado
[72]
c .
o . e, . ABI3730 Thermo Fisher, Beckman
Secuenciador Verificacion de secuencia de !
O - ™
(& (Sanger: Beckman) plasmidos ensamblados Ceq-8000, Beckman GenomelLab™,
0 equivalentes
instrumento de NGS Verificacion de secuencia de lllumina MiSeq series sequences,
(secuenciacion de lasmidos ensamblados illumina Hi-Seq, lon torrent, pac bio
préxima generacion) P u otros equivalentes
(<]
© >-% .
Sgo i Snsedimentacion d Ceprjtrlfuga de S;Je|0 Eeckn;]an
L2 0w . centrifugacion/sedimentacion de i i i
S 83 E centrifuga g vl vanti, centrifuga Hettic
ssE
293
oc
o [
transformacién electroporativa de Electroporador BTX Gemini X2,
z Electroporadores células BIO-RAD MicroPulser
<
T o transformacion balistica de
© Transformacion células
(1] -
;5 ﬁ balistica BIO-RAD PDS1000
8 g
£ o
° g Inheco Cycler, ABI 2720, ABI
'z) Incubadores, para transformacion
s termocicladores quimica/choque térmico Proflex 384, ABI Veriti, o
- equivalentes
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Tipo de equipo

Operacion(es) realizadas

Equipo compatible

Hecho/Modelo/Configuracion

manipuladores de
liquidos

para combinacién de ADN,
células, tampén

Hamilton Microlab STAR, Labcyte
Echo 550, Tecan EVO 200,
Beckman Coulter Biomek FX, o
equivalentes

Selector de colonias

para inocular colonias en medio

Scirobotics Pickolo, Molecular

T 9 liquido Devices QPix 420
c®
o 9 —
2E o Dot otk o | Hamiton Misalah STAR Laboye
<3 manipuladores de a placas de cuﬁivo diferentes Echo 550, Tecan EVO 200,
3 liquidos P o . Beckman Coulter Biomek FX, o
iy (inoculacién en otros medios equivalentes
0 O selectivos) q
(TR ]
= - - — —
50 Agitadores- incubacion con agitacion de ) )
25 incubadores de cultivos en placas de Kuhner Sﬁmﬁirg':;rz(’ Infors-ht
£o° plataforma microtitulacion
. para inocular colonias en el Scirobotics Pickolo, Molecular
Selector de colonias medio liquido Devices QPix 420
Seleccién de aciertos Hamilton Microlab STAR, Labcyte
manipuladores de cebadores/moldes. dilucion de Echo 550, Tecan EVO 200,
liquidos muestra,s Beckman Coulter Biomek FX, o
s equivalentes
©
E Inheco Cycler, ABI 2720, ABI
o . e
2 termocicladores verificacion por cPCR de cepas Proflex 384, ABI Veriti, 0
g equivalentes
[\]
2 Analizadores de electroforesis en gel para .
[ -
g fragmentos confirmar los productos de cPCR Infors htshrflgll(tg;crggox Kuhner
o (electroforesis capilar) de tamafo adecuado
O
o Secuenciador Verificacién de secuencia de Beckman Ceg-8000, Beckman
(Sanger: Beckman) modificacién introducida GenomelLab™, o equivalentes
instrumento c!g NGS Verificacion de secuencia de . Illumlna MlSeq series sequences,
(secuenciacion de modificacién introducida illumina Hi-Seq, lon torrent, pac bio
préxima generacion) u otros equivalentes
Para transferir desde placas de Hamilton Microlab STAR, Labcyte
[72]
g manipuladores de cultivo a placas de cultivo Echo 550, Tecan EVO 200,
9 3 liquidos diferentes (inoculaciéon en medios Beckman Coulter Biomek FX, o
>0 8 de produccion) equivalentes
c T o
S :g % § Selector de colonias para mocular”gzligr;las en medio SC|rob[c;gt:/isc(I;’lscléolzl)(i))2 I‘\‘llzo(;ecular
L g )
-
?S0 Agitadores- incubacion con agitacion de Kuhner Shaker ISF4-X. Infors-ht
20 incubadores de cultivos en placas de Multitron Pro’
9 plataforma microtitulacion
c Para transferir desde placas de Hamilton Microlab STAR, Labcyte
[ manipuladores de cultivo a placas de cultivo Echo 550, Tecan EVO 200,
o 8 liquidos diferentes (inoculaciéon en medios Beckman Coulter Biomek FX, o
g,' P de produccion) equivalentes
"=
- O E
go 9 Agitadores- incubacién con agitacion de
>S50 - -
£ incubadores de cultivos en placas de Kuhner Sﬁmﬁirg':;rz(’ Infors-ht
3 plataforma microtitulacion
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Tipo de equipo

Operacion(es) realizadas

Equipo compatible

Hecho/Modelo/Configuracion

dispensadores de
liquidos

Dispensan medio de cultivo
liquido en placas de
microtitulacion

Well mate (Thermo), Benchcel2R
(velocidad 11), Plateloc (velocidad

marcadores de
microplacas

aplican cédigos de barras a
placas

Marcador de microplacas (a2+ cab-
agilent), Benchcell 6R (velocidad
11)

Generacion de producto de las cepas

manipuladores de

Para transferir desde placas de
cultivo a placas de cultivo

Hamilton Microlab STAR, Labcyte
Echo 550, Tecan EVO 200,

liquidos diferentes (inoculacion en medios Beckman Coulter Biomek FX, o
de produccion) equivalentes
Agitadores- incubacion con agitacion de ) )
incubadores de cultivos en placas de Kuhner Shakgr ISF4-X, Infors-ht
o C Multitron Pro
plataforma microtitulacion

dispensadores de
liquidos

Dispensan medio de cultivo
liquido en placas de
microtitulacion mdultiples y sellan
las placas

Well mate (Thermo), Benchcel2R
(velocidad 11), Plateloc (velocidad
11)

marcadores de
microplacas

aplican cédigos de barras a
placas

Marcador de microplacas (a2+ cab-
agilent), Benchcell 6R (velocidad

11)

manipuladores de

Para procesar el caldo de cultivo

Hamilton Microlab STAR, Labcyte
Echo 550, Tecan EVO 200,

liquidos para analitica posterior Beckman Coulter Biomek FX, o
equivalentes
=} Agilent 1290 Series UHPLC y 1200
C s . . .
K] UHPLC, HPLC andlisis cuantitativo de _ Series HPLC con dete'ctores_<,:ie uv
£ compuestos precursores y diana y Rl o equivalente; también
'-g cualquier LC/MS
(5]
g andlisis altamente especifico de
3 LC/MS compuestos precursores y diana Agilent 6490 QQQ y 6550 QTOF
[ asi como productos secundarios acoplado con 1290 Series UHPLC
w y de degradacién
Cuantificacion de diferentes
Espectrofotémetro compuestos usando ensayos Tecan Mé‘(();(()e,ssgefggmax M5,
basados en espectrofotémetro y
Sartorius, DASGIPs (Eppendorf),
- Fermentadores; incubacién con agitacion BIO-FLO (Sartotius-stedim).
S 8 Applikon
Egf
a3 § g Agitadores de Innova 4900, o cualquier
plataforma equivalente
E; o © Fermentadores: DASGIPs (Eppendorf), BIO-FLO (Sartotius-stedim)
- (O
QO —
©338
<]
=
s S E c mani?ula_gores de Para transferir desde placas de Hamilton Microlab STAR, Labcyte
w3<ige lquidos cultivo a placas de cultivo Echo 550, Tecan EVO 200,
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Tipo de equipo

Operacion(es) realizadas

Equipo compatible

Hecho/Modelo/Configuracion

diferentes (inoculacion en medios
de produccion)

Beckman Coulter Biomek FX, o
equivalentes

andlisis cuantitativo de

Agilent 1290 Series UHPLC y 1200
Series HPLC con detectores de UV

asi como productos secundarios
y de degradacién

UHPLC, HPLC compuestos precursores y diana y Rl o equivalente; también
cualquier LC/MS
andlisis altamente especifico de
LC/MS compuestos precursores y diana Agilent 6490 QQQ y 6550 QTOF

acoplado con 1290 Series UHPLC

Citémetro de flujo

Caracteriza el rendimiento de la
cepa (mide la viabilidad)

BD Accuri, Millipore Guava

Espectrofotémetro

Caracteriza el rendimiento de la
cepa (mide la biomasa)

Tecan M1000, spectramax M5, u
otros equivalentes

Hardware del sistema informatico

La Figura 34 ilustra un ejemplo de un sistema informatico 800 que se puede usar para ejecutar codigo de programa
almacenado en un medio legible por ordenador no transitorio (p. ej., memoria) de acuerdo con ejemplos de la
descripcion. El sistema informatico incluye un subsistema de entrada/salida 802, que se puede usar para interactuar
con usuarios humanos y/u otros sistemas informaticos dependiendo de la aplicacion. El subsistema de E/S 802 puede
incluir, p. €j., un teclado, ratén, interfaz grafica de usuario, pantalla tactil u otras interfaces para la entrada y, p. €j., un
LED u otra pantalla plana, u otras interfaces para la salida, incluyendo interfaces de programas de aplicacién (API).
Otros elementos de los ejemplos de la descripcion, tales como los componentes del sistema LIMS, se pueden
implementar con un sistema informatico tal como el del sistema informatico 800.

El cédigo de programa se puede almacenar en medios no transitorios tales como el almacenamiento persistente en la
memoria secundaria 810 o en la memoria principal 808 o en ambas. La memoria principal 808 puede incluir memoria
volatil tal como memoria de acceso aleatorio (RAM) o memoria no volatil tal como memoria de solo lectura (ROM), asi
como diferentes niveles de memoria caché para acceso mas rapido a instrucciones y datos. La memoria secundaria
puede incluir almacenamiento persistente tales como unidades de estado sélido, unidades de disco duro o discos
opticos. Uno o mas procesadores 804 leen el codigo de programa de uno o mas medios no transitorios y ejecutan el
codigo para permitir que el sistema informatico lleve a cabo los métodos realizados por los ejemplos del presente
documento. Los expertos en la técnica comprenderan que el o los procesadores pueden asimilar el cédigo fuente e
interpretar o compilar el cédigo fuente en cédigo de maquina que sea comprensible en el nivel de puerta de hardware
del o de los procesadores 804. El o los procesadores 804 pueden incluir unidades de procesamiento de graficos (GPU)
para manejar tareas computacionalmente intensas. En particular en el aprendizaje automatico, una o mas CPU 804
pueden descargar el procesamiento de grandes cantidades de datos a una o mas GPU 804.

El o los procesadores 804 se pueden comunicar con redes externas a través de una o mas interfaces de comunicacion
807, tal como una tarjeta de interfaz de red, un transceptor WiFi, etc. Un bus 805 acopla comunicativamente el
subsistema de E/S 802, el o los procesadores 804, los dispositivos periféricos 806, las interfaces de comunicaciones
807, la memoria 808 y el almacenamiento persistente 810. Los ejemplos de la descripcién no se limitan a esta
arquitectura representativa. Ejemplos alternativos pueden emplear diferentes disposiciones y tipos de componentes,
p. €j., buses separados para componentes de entrada-salida y subsistemas de memoria.

Los expertos en la técnica comprenderan que algunos o todos los elementos de los ejemplos de la descripcion, y las
operaciones que los acomparnan, pueden ser implementados total o parcialmente por uno 0 méas sistemas informaticos
que incluyen uno o mas procesadores y uno o mas sistemas de memoria como los del sistema informatico 800. En
particular, los elementos del sistema LIMS 200 y cualquier robdtica y otros sistemas o dispositivos automatizados
descritos en el presente documento se pueden implementar por ordenador. Algunos elementos y funcionalidades se
pueden implementar localmente y otros se pueden implementar de una forma distribuida a lo largo de una red a través
de diferentes servidores, p. ej., en forma cliente-servidor, por ejemplo. En particular, se puede hacer que las
operaciones del lado del servidor estén disponibles para mdltiples clientes en un modo de software como servicio
(SaaS), como se muestra en la Figura 32.

El término componente en este contexto se refiere ampliamente a un componente de software, hardware o firmware
(o cualquier combinacién de los mismos). Los componentes tipicamente son componentes funcionales que pueden
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generar datos utiles u otros resultados usando la o las entradas especificadas. Un componente puede ser auténomo
0 no. Un programa de aplicacion (también llamado una "aplicacién") puede incluir uno 0 mas componentes, 0 un
componente puede incluir uno o mas programas de aplicacion.

Algunos ejemplos incluyen algunos, todos o ninguno de los componentes junto con otros médulos o componentes de
la aplicacion. Sin embargo, varios ejemplos pueden incorporar dos 0 mas de estos componentes en un solo médulo
y/o asociar una parte de la funcionalidad de uno o mas de estos componentes con un componente diferente.

El término "memoria" puede ser cualquier dispositivo 0 mecanismo usado para almacenar informacion. De acuerdo
con algunos ejemplos de la presente descripcion, la memoria pretende abarcar cualquier tipo de, pero no se limita a:
memoria volatil, memoria no volatil y memoria dindmica. Por ejemplo, la memoria puede ser memoria de acceso
aleatorio, dispositivos de almacenamiento de memoria, dispositivos de memoria 6ptica, medios magnéticos, disquetes,
cintas magnéticas, discos duros, SIMM, SDRAM, DIMM, RDRAM, DDR RAM, SODIMMS, memorias de solo lectura
programables y borrables (EPROM), memorias de solo lectura programables y borrables eléctricamente (EEPROM),
discos compactos, DVD y/o similares. De acuerdo con algunos ejemplos, la memoria puede incluir una o mas unidades
de disco, unidades flash, bases de datos, memorias caché local, memorias caché de procesador, bases de datos
relacionales, bases de datos planas, servidores, plataformas basadas en la nube y/o similares. Ademas, los expertos
en la técnica apreciaran que se pueden usar como memoria muchos dispositivos y técnicas adicionales para
almacenar informacion.

La memoria se puede usar para almacenar instrucciones para ejecutar una o mas aplicaciones o modulos en un
procesador. Por ejemplo, la memoria se podria usar en algunos ejemplos para albergar todas o algunas de las
instrucciones necesarias para ejecutar la funcionalidad de uno o mas de los médulos y/o aplicaciones que se describen
en esta solicitud.

Ingenieria de cepas microbianas de HTP basada en predicciones de disefio genético: un flujo de trabajo de
ejemplo

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa la ingenieria dirigida de nuevos organismos hospedantes basada
en las recomendaciones de los sistemas de analisis computacional de la presente descripcion.

En algunos ejemplos, la presente descripcidon es compatible con todos los métodos de clonacién y de disefio genético.
Es decir, en algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia el uso de técnicas de clonacion tradicionales tales
como reaccion en cadena de la polimerasa, digestiones con enzimas de restriccion, ligacién, recombinacion homologa,
RT PCR y otros generalmente conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en: Sambrook et al. (2001)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York).

En algunos ejemplos, las secuencias clonadas pueden incluir posibilidades de cualquiera de las bibliotecas de disefio
genético de HTP que se ensefan en el presente documento, por ejemplo: promotores de una biblioteca de intercambio
de promotores, SNP de una biblioteca de intercambio de SNP, codones de inicio o parada de una biblioteca de
intercambio de codones de inicio/parada, terminadores de una biblioteca de intercambio de STOP, marcadores de
solubilidad de proteinas de una biblioteca de intercambio MARCADORES DE SOLUBILIDAD, marcadores de
degradacién de proteinas de una biblioteca de intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION u optimizaciones
de secuencia de una biblioteca de optimizacién de secuencias.

Ademas, las combinaciones de secuencias exactas que deberian incluirse en una construccion particular pueden ser
instruidas por la funcién de mapeo epistatico.

En otros ejemplos, las secuencias clonadas también pueden incluir secuencias basadas en un disefio racional (basado
en hipotesis) y/o secuencias basadas en otras fuentes, tales como publicaciones cientificas.

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia métodos de ingenieria dirigida, que incluyen las etapas de i)
generar ADN especifico de SNP hecho a medida, ii) ensamblar plasmidos especificos de SNP, iii) transformar células
hospedantes diana con ADN especifico de SNP, y iv) hacer un bucle de salida con los marcadores de seleccion (véase
la Figura 2).

La Figura 6A representa el flujo de trabajo general de los métodos de ingenieria de cepas de la presente descripcion,
que incluyen adquirir y ensamblar ADN, ensamblar vectores, transformar células hospedantes y eliminar marcadores
de seleccion.

Construccion de oligonucleétidos de ADN especificos

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa a insertar y/o reemplazar y/o alterar y/o eliminar un segmento
de ADN del organismo célula hospedante. En algunos ejemplos, los métodos ensefiados en el presente documento
implican la construccion de un oligonucle6tido de interés (es decir, un segmento de ADN diana), que se incorporara al
genoma de un organismo hospedante. En algunos ejemplos, los segmentos de ADN diana de la presente descripcion
se pueden obtener por cualquier método conocido en la técnica, que incluye: copiar o cortar de un molde conocido,
mutacién o sintesis de ADN. En algunos ejemplos, la presente descripcion es compatible con productos de sintesis
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de genes disponibles en el mercado para producir secuencias de ADN diana (p. ej., GeneArt™, GeneMaker™,
GenScript™, Anagen™, Blue Heron™, Entelechon™, GeNOsys, Inc. o Qiagen™).

En algunos ejemplos, el segmento de ADN diana se disefia para incorporar un SNP en una region de ADN
seleccionada del organismo hospedante (p. €j., afiadiendo un SNP beneficioso). En otros ejemplos, el segmento de
ADN se disefa para eliminar un SNP del ADN de los organismos hospedantes (p. €j., eliminar un SNP perjudicial o
neutro).

En algunos ejemplos, los oligonucleétidos usados en los métodos de la invencién se pueden sintetizar usando
cualquiera de los métodos de sintesis enzimatica o quimica conocidos en la técnica. Los oligonucleétidos se pueden
sintetizar sobre soportes sélidos tales como vidrio de poro controlado (CPG), perlas de poliestireno o membranas
compuestas de polimeros termoplasticos que pueden contener CPG. Los oligonucleétidos también se pueden
sintetizar en matrices, en una microescala paralela usando microfluidos (Tian et al., Mol. BioSyst., 5, 714-722 (2009)),
o tecnologias conocidas que ofrecen combinaciones de ambos (véase Jacobsen et al., solicitud de patente de EE.UU.
n?2011/0172127).

La sintesis en matrices o0 mediante microfluidos ofrece una ventaja sobre la sintesis de soporte so6lido convencional al
reducir costes por el menor uso de reactivos. La escala requerida para la sintesis de genes es baja, por lo que la
escala del producto oligonucleoétido sintetizado a partir de matrices o mediante microfluidos es aceptable. Sin embargo,
los oligonucledtidos sintetizados son de menor calidad que cuando se usa la sintesis de soporte sélido (véase Tian,
mas adelante; véase también Staehler et al., solicitud de patente de EE.UU. n? 2010/0216648).

Se ha logrado un gran numero de avances en la quimica tradicional de la fosforamidita de cuatro etapas desde que
se describié por primera vez en la década de 1980 (véase, por ejemplo, Sierzchala, et al. J. Am. Chem. Soc., 125,
13427-13441 (2003) usando desproteccion de aniones peroxi; Hayakawa et al., patente de EE.UU. n® 6.040.439 para
grupos protectores alternativos; Azhayev et al., Tetrahedron 57, 4977-4986 (2001) para soportes universales; Kozlov
et al., Nucleosides, Nucleotides, and Nucleic Acids, 24 (5-7), 1037-1041 (2005) para una sintesis mejorada de
oligonucledtidos mas largos mediante el uso de CPG de poros grandes; y Damha et al., NAR, 18, 3813-3821 (1990)
para una derivatizacién mejorada).

Independientemente del tipo de sintesis, los oligonucledtidos resultantes pueden formar entonces bloques de
construccion mas pequefios para oligonucledtidos mas largos. En algunos ejemplos, se pueden unir entre si
oligonucledtidos mas pequefios usando protocolos conocidos en la técnica, tales como el ensamblaje en cadena de
la polimerasa (PCA), reaccién en cadena de la ligasa (LCR) y la sintesis de dentro hacia fuera equilibrada
termodinamicamente (TBIO) (véase Czar et al. Trends in Biotechnology, 27, 63-71 (2009)). En el PCA, los
oligonucleotidos que abarcan toda la longitud del producto mas largo deseado se reasocian y se extienden en multiples
ciclos (tipicamente aproximadamente 55 ciclos) para lograr finalmente el producto de longitud completa. La LCR usa
la enzima ligasa para unir dos oligonucleétidos que se reasocian con un tercer oligonucleétido. La sintesis TBIO
empieza en el centro del producto deseado y se extiende progresivamente en ambas direcciones usando
oligonucledtidos que se solapan que son homologos de la cadena directa en el exiremo 5' del gen y contra la cadena
inversa en el extremo 3' del gen.

Otro método para sintetizar un fragmento de ADN bicatenario mas grande es combinar oligonucleétidos mas pequefnos
por PCR de cadena superior (TSP). En este método, una pluralidad de oligonucleétidos se extiende en toda la longitud
de un producto deseado y contiene regiones que se solapan con el o los oligonucleotidos adyacentes. La amplificacion
se puede realizar con cebadores directos e inversos universales y, mediante mdltiples ciclos de amplificaciéon se forma
un producto de ADN bicatenario de longitud completa. Este producto después se puede someter a correccién de
errores opcional y amplificacién adicional que da como resultado el fragmento de ADN bicatenario deseado producto
final.

En un método de TSP, el conjunto de oligonucleétidos mas pequefos que se combinaran para formar el producto
deseado de longitud completa tiene entre 40-200 bases de largo y se solapan entre si en al menos aproximadamente
15-20 bases. Para fines practicos, la region de solapamiento debe ser como minimo lo suficientemente larga para
asegurar la reasociacion especifica de los oligonucleétidos y tener una temperatura de fusién (Tm) suficientemente
alta para la reasociacion a la temperatura de reaccion empleada. El solapamiento se puede extender hasta el punto
donde un oligonucledtido dado se solapa completamente con oligonucleétidos adyacentes. La cantidad de
solapamiento no parece tener ningun efecto sobre la calidad del producto final. El primer y udltimo bloque de
construccion de oligonucledtidos en el ensamblaje deben contener sitios de unién para cebadores de amplificacién
directos e inversos. En un ejemplo, la secuencia del extremo terminal del primer y Gltimo oligonucleétido contiene la
misma secuencia de complementariedad para permitir el uso de cebadores universales.

Ensamblaje/clonacion de plasmidos a medida

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensena métodos para construir vectores capaces de insertar secciones
de ADN diana deseadas (p. €j., que contienen un SNP particular) en el genoma de los organismos hospedantes. En
algunos ejemplos, la presente descripcidén ensefia métodos de clonacién de vectores que comprenden el ADN diana,
brazos de homologia y al menos un marcador de seleccién (véase la Figura 3).
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En algunos ejemplos, la presente descripcién es compatible con cualquier vector adecuado para la transformacion en
el organismo hospedante. En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia el uso de vectores lanzadera
compatibles con una célula hospedante. En un ejemplo, un vector lanzadera para usar en los métodos proporcionados
en el presente documento es un vector lanzadera compatible con una célula hospedante de E. coli y/o
Corynebacterium. Los vectores lanzadera para uso en los métodos proporcionados en el presente documento pueden
comprender marcadores para seleccion y/o contraseleccién como se describe en el presente documento. Los
marcadores pueden ser cualquier marcador conocido en la técnica y/o proporcionado en el presente documento. Los
vectores lanzadera pueden comprender ademas cualquier secuencia o secuencias reguladoras y/o secuencias Utiles
en el ensamblaje de dichos vectores lanzadera como se conoce en la técnica. Los vectores lanzadera pueden
comprender ademas cualquier origen de replicacion que pueda ser necesario para la propagacion en una célula
hospedante como se proporciona en el presente documento, tal como, por ejemplo, E. coli o C. glutamicum. La
secuencia reguladora puede ser cualquier secuencia reguladora conocida en la técnica o proporcionada en el presente
documento tal como, por ejemplo, un promotor, inicio, parada, aislante, sefial, secuencia de secrecion y/o terminacién
usada por la maquinaria genética de la célula hospedante. En ciertos casos, el ADN diana se puede insertar en
vectores, construcciones o plasmidos que se pueden obtener de cualquier repositorio o producto de catalogo, como
un vector comercial (véase, p. €j., los vectores ADN2.0 a medida o GATEWAY®). En ciertos casos, el ADN diana se
puede insertar en vectores, construcciones o plasmidos que se pueden obtener de cualquier repositorio o producto de
catalogo, tal como un vector comercial (véase, por ejemplo, los vectores ADN2.0 a medida o GATEWAY®).

En algunos ejemplos, los métodos de ensamblaje/clonacién de la presente descripcion pueden emplear al menos una
de las siguientes estrategias de ensamblaje: i) clonacién convencional de tipo I, ii) clonacién mediada por tipo IIS o
"Golden Gate" (véase, p. €j., Engler, C., R. Kandzia y S. Marillonnet. "A one pot, one step, precision cloning method
with high-throughput capability". PLos One 3:€3647; Kotera, I., y T. Nagai. 2008 "A high-throughput and single-tube
recombination of crude PCR products using a DNA polymerase inhibitor and type IS restriction enzyme." J Biotechnol
137:1-7.; Weber, E., R. Gruetzner, S. Werner, C. Engler, y S. Marillonnet. 2011 "Assembly of Designer TAL Effectors
by Golden Gate Cloning". PloS One 6:e1722), iii) recombinacién GATEWAY®), iv) clonacion TOPO®, ensamblaje
mediado por exonucleasa (Aslanidis y de Jong 1990. "Ligation-independent cloning of PCR products (LIC-PCR)."
Nucleic Acids Research, Vol. 18, No. 20 6069), v) recombinacién homéloga, vi) unién de extremos no homologos, vii)
ensamblaje de Gibson (Gibson et al., 2009 "Enzymatic assembly of DNA molecules up to several hundred kilobases"
Nature Methods 6, 343-345) o una combinacion de los mismos. Las estrategias de ensamblaje basadas en IIS tipo
modular se describen en la publicacién PCT WO 2011/154147.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia vectores de clonacién con al menos un marcador de seleccion.
Se conocen en la técnica varios genes marcadores de seleccion que a menudo codifican la funcion de resistencia a
antibidticos para la seleccion en células procariotas (p. €j., contra ampicilina, kanamicina, tetraciclina, cloranfenicol,
zeocina, espectinomicina/estreptomicina) o células eucariotas (p. €j., geneticina, neomicina, higromicina, puromicina,
blasticidina, zeocina) bajo presion selectiva. Otros sistemas de marcadores permiten el cribado e identificacion de
células deseadas o no deseadas, tales como el conocido sistema de cribado azul/blanco usado en bacterias para
seleccionar clones positivos en presencia de X-gal o indicadores fluorescentes tales como proteinas fluorescentes
verdes o rojas expresadas en células hospedantes transducidas con éxito. Otra clase de marcadores de seleccion, la
mayoria de los cuales solo son funcionales en sistemas procariotas, se refiere a genes de marcadores
contraseleccionables a menudo denominados también "genes de muerte" que expresan productos génicos toxicos
que matan las células productoras. Los ejemplos de dichos genes incluyen sacB, rpsL (strA), tetAR, pheS, thyA, gata-
1 0 ccdB, cuya funcién se describe en (Reyrat et al. 1998 "Counterselectable Markers: Untapped Tools for Bacterial
Genetics and Pathogenesis". Infect Immun. 66(9): 4011-4017).

Ensamblaje de vectores de ADN, amplificacion y edicion del genoma

En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefa etapas de ingenieria genémica de HTP especificas para E. coli.
Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de construccién y amplificacién de
construcciones en E. coli, asi como métodos de transformacién de E. coli.

En algunos ejemplos, los vectores de ADN de la presente descripcion comprenden i) un ori de replicacion condicional
(R6K), ii) un gen de resistencia a antibidticos, iii) uno 0 mas genes de contraseleccioén (p. ej., sacb y/o PheS) y iv) un
ori de replicacion para S. cerevisiae.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para ensamblar construcciones de ADN en S.
cerevisiae auxotréfica. Por lo tanto, en algunos ejemplos, los vectores de la presente descripcién comprenden un
origen de replicacién para S. cerevisiae. Esto permite que el vector se replique en S. cerevisiae durante el ensamblaje.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia que los métodos de propagaciéon de ADN ensamblado se
producen en E. coli que contiene proteina pir. Por lo tanto, en algunos ejemplos, los vectores de la presente descripcion
comprenden un origen de replicacion de R6K. En algunos ejemplos, el origen de replicacion de R6K esta condicionado
a la presencia de la proteina pir. Es decir, en algunos ejemplos, los vectores descritos actualmente que comprenden
el origen de replicacién de R6K solo se amplificaran en células hospedantes que comprenden el gen de pir. Esto
permite a los investigadores amplificar los vectores de la presente descripcion durante las etapas de construccion y
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amplificacion del vector, a la vez que se evita también la expresién cromosdmica adicional de los vectores durante las
etapas de transformacion en la célula hospedante.

En algunos ejemplos, los vectores de la presente descripcion comprenden un gen PheS. La fenilalanil-tRNA sintetasa
(PheS) de Escherichia coli puede ser Gtil como un marcador de contraseleccion, ya que su variante A294G incorpora
errbneamente 4-cloro-fenilalanina (4CP) en proteinas celulares durante la traduccion, causando asi la muerte celular.
En algunos ejemplos, el gen PheS esta disefiado para incorporarse temporalmente al genoma de la célula hospedante.
En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de contraseleccién que comprenden cultivar las células
hospedantes en medio minimo con 4CP. Las células que todavia comprenden el vector incorporaran 4CP en proteinas
y moriran. Las células que han sacado en un bucle la secuencia PheS sobreviven.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para construir, ensamblar e integrar vectores en células
hospedantes. En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que los brazos de homologia (homL y homR) se
amplifican por PCR. En algunos ejemplos, el cambio genético deseado (barra negra entre homL y homR) esta presente
en el cebador inverso de homL y el cebador directo de homR (véase la Figura 3). En algunos ejemplos, el cebador
directo de homL y el cebador inverso de homR tienen homologia de secuencia con el plasmido de la cadena principal.
En la figura 45 se muestran mas ilustraciones del procedimiento de entrada de bucle y salida de bucle.

En algunos ejemplos, los vectores de la presente descripcion comprenden una o mas secuencias de aislantes. La
secuencia de aislante puede ser cualquier secuencia de aislante conocida en la técnica. En un ejemplo, la secuencia
de acido nucleico del aislante es la secuencia del aislante 1 (SEQ ID NO. 218), secuencia del aislante 2 (SEQ ID NO.
219) o las secuencias tanto del aislante 1 como 2 proporcionadas en el presente documento. En un ejemplo, los
vectores de la presente descripcion comprenden secuencias de aislantes que flanquean los brazos de homologia
(homL y homR). En un ejemplo, los vectores de la presente descripcién comprenden secuencias de aislantes que
flanquean los brazos de homologia (homL y homR) y secuencia o secuencias de terminacion. Las secuencias de
aislantes se pueden generar para que estén exentas de secuencias de endonucleasas de restriccion.

En algunos ejemplos, los vectores de la presente descripcidbn comprenden una combinacion de elementos
proporcionados en el presente documento. En algunos casos, un vector para usar en los métodos proporcionados en
el presente documento puede comprender un origen de replicacién de R6K, un gen SacB, un gen PheS como marcador
de contraseleccion y un marcador auxotréfico de levadura URA3 tal como, por ejemplo, el vector 1 (véase la Figura
55), que tiene la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO. 214. En algunos casos, un vector para usar en los
métodos proporcionados en el presente documento puede ser una version alterada del vector 1, tal como, por ejemplo,
el vector 2 (véase la Figura 56), que tiene la secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO. 215. Ademas de los elementos
previamente citados para el vector 1, el vector 2 puede comprender ademas los elementos que se encuentran en la
Tabla 15. Los vectores adicionales para usar en los métodos proporcionados en el presente documento incluyen el
vector 3 (acido nucleico de SEQ ID NO. 216; Figura 57) y el vector 4 (4cido nucleico de SEQ ID NO. 217; Figura 58).
Los vectores tanto 3 como 4 se construyeron a partir del contexto del vector 2. Sin embargo, en el vector 3, la secuencia
de promotor de sacB se reemplaz6 con un promotor que contenia el promotor P2-MCD2 (véase Mutalik et al, Nat
Methods. abril 2013; 10 (4): 354-60) y una version optimizada de codones del gen pheS nativo que contiene las
mutaciones T251A/A294G (véase Miyazaki, K. Biotechniques. 1 de febrero de 2015; 58 (2): 86-8), mientras que el
vector 4 comprende el contexto del vector 3 con el marcador de seleccion URA3 reemplazado por el marcador TRP1.

Tabla 15. Elementos de secuencias de seleccién del vector 2

Nombre del Secuencia de la parte
elemento
Aislante1 TATTCACACGCAATCAACAGGCAGGATAATCGCTGGTAAGGTCAGTGC

TTTCTTCAGGTAGTAGAGATACAATAGTTCCCAACGATAGGTGGCAGA
TTTCACTTTACAGACCGACTGGTTCAGAAGCGTAGATAATAGCCCGTGT
TTTCCAATAAGGGATAGTGTAGGTAAGTCAACTCCTCCGTCAGAGCCA
ACCGTTT (SEQ ID NO. 218)

Aislante2 GCACTAGGACTTGCCGCGGATACTGCCCCATTACATGAATTGCAGCCT
CAGGGACGTCAGTAGATCATGGAGGTAGGGCATATGTCCTCTGTTGTT
AAAATGTGAGTTCTCAACGAAGCACGAATCGGTCAGAACCTACACTAA
GGAGATTTGGTAGGTGCACGGTTTCTGTCGCATAGACCAGTTCATTTCA
GATGTCT (SEQ ID NO. 219)

T GGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTT
TTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCC
GCCCTAGA (SEQ ID NO. 220)
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Nombre del Secuencia de la parte
elemento
B0015 CCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTC

GITTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTAGAGTCACACTGG
CTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTATA (SEQ ID NO. 221)

promotor de SacB | TTGACAATTAATCATCCGGCTCGTAATTTATGTGGATCTTAATCATGCT
AAGGAGGTTTTCTAATG (SEQ ID NO. 222)

promotor y GGCGGTGTTGACATAAATACCACTGGCGGTGATACTGAGCACATCAGC
secuencia de AGGTCACACAGGAAAGTACTAGATGTCGCATCTTGCAGAATTAGTAGC
PheS TTCAGCGAAGGCCGCGATTTCTCAGGCGAGTGACGTCGCAGCACTGGA

TAATGTACGTGTTGAGTACCTGGGAAAGAAGGGACACCTTACTCTTCA
AATGACAACCCTGCGCGAACTGCCGCCGGAGGAACGCCCCGCAGCAG
GAGCGGTAATCAATGAGGCAAAGGAGCAAGTACAACAGGCACTGAAC
GCCCGTAAGGCTGAGTTGGAATCCGCCGCATTAAACGCGCGCCTTGCT
GCGGAAACCATTGATGTCTCGCTGCCCGGGCGCCGCATTGAGAATGGA
GGCTTACACCCAGTGACTCGTACCATCGACCGTATCGAATCTTTCTTTG
GCGAACTTGGCTTCACTGTGGCAACTGGACCGGAGATTGAGGACGACT
ACCACAATTTCGATGCCTTGAACATTCCCGGTCATCATCCTGCACGCGC
CGATCATGATACATTCTGGTTTGATACCACCCGTTTGCTTCGTACCCAG
ACAAGCGGTGTCCAAATCCGTACGATGAAGGCTCAGCAACCACCGATC
CGTATCATTGCTCCAGGGCGCGTGTACCGTAACGATTATGACCAGACA
CATACACCGATGTTTCACCAAATGGAAGGGTTGATTGTGGATACGAAT
ATCTCTTTCACGAATCTGAAGGGCACCTTACATGATTTCTTACGCAACT
TTTTCGAGGAGGACCTTCAAATTCGCTTTCGTCCATCGTACTTCCCTTTT
GCAGAACCTTCGGCTGAAGTGGATGTAATGGGGAAAAACGGTAAGTG
GCTGGAGGTTTTAGGTTGCGGGATGGTTCATCCAAATGTGCTTCGCAAC
GTCGGCATCGACCCCGAAGTCTACAGTGGATTCGGATTCGGGATGGGA
ATGGAACGTCTGACTATGCTTCGTTACGGCGTAACGGATTTGCGCTCCT
TTTTTGAGAACGATCTTCGTTTTCTGAAGCAATTCAAATAA (SEQ ID NO.
223)

En la figura 35 se muestra un flujo de trabajo general asociado con el ensamblaje de ADN segun un ejemplo de la
presente descripcion.

En algunos ejemplos, el ensamblaje de ADN entre la cadena principal y los insertos (homL y homR) se realiza en
levadura a través de recombinacion de reparacion de huecos de levaduras. En algunos ejemplos, el marcador
auxotréfico (TRP o URA) esta presente en el plasmido de cadena principal para la seleccién de ADN ensamblado en
medio minimo. Los plasmidos ensamblados después se extraen del cultivo de levadura.

En algunos ejemplos, los plasmidos extraidos se transforman a continuacion en una cepa de E. coli que contiene el
gen pir para propagar los plasmidos deseados para la siguiente transformacion de la cepa de interés. Los
transformantes se seleccionan por su resistencia a los antibiéticos dados. Los transformantes se seleccionaran para
secuenciar para seleccionar el plasmido de interés ensamblado correctamente.

En algunas realizaciones, los plasmidos ensamblados correctamente se transforman en células hospedantes para la
transformacion del genoma por electroporacion. Dado que las células hospedantes diana no contienen la proteina pir,
se espera que las colonias formadas en el medio selectivo de antibiéticos tengan integracién del plasmido en el locus
deseado en el genoma. La correcta integracién del plasmido se puede verificar por PCR con el cebador fuera de homL
y homR, respectivamente, y la union del cebador dentro del plasmido.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos de salida de bucles para eliminar la cadena principal
del plasmido del genoma del hospedante. Por lo tanto, en algunos ejemplos, la presente descripcion ensefa que la
seleccién posterior en medios contraselectivos (sacarosa) y/o 4CP se puede usar para aislar los clones que no
contienen la parte de la cadena principal del plasmido. Por lo tanto, en algunos ejemplos, las células hospedantes
aisladas que comprenden el integrante correcto se inoculan en medio LB y el cultivo se siembra en placa de agar LB
que contiene sacarosa y 4-p-cloro-fenilalanina (LB+suc+4CP). Debido a la sensibilidad de las células que expresan el
gen sacB ala sacarosa, y la sensibilidad de las células que expresan PheS a 4CP, se espera que las colonias formadas
en una placa de agar LB+suc+4CP tengan el gen mutante o de tipo natural de interés. La amplificacion por PCR del o

99



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2875579 T3

de los nucleodtidos diana y la secuenciacion del producto de PCR permite aislar los nuevos clones con la modificacion
del genoma deseada.

En algunos ejemplos, los clones resultantes se secuencian para encontrar los clones con el o los cambios de
nucleétidos deseados. En algunos ejemplos, todo el procedimiento anterior se puede realizar con el manipulador de
liquidos.

Transformacion de células hospedantes

En algunos ejemplos, los vectores de la presente descripcion se pueden introducir en las células hospedantes usando
cualquiera de una variedad de técnicas, que incluyen transformacion, transfeccion, transduccion, infeccion viral,
pistolas de genes o transferencia de genes mediada por Ti (véase Christie, P.J., y Gordon, J.E., 2014 "The
Agrobacterium Ti Plasmids" Microbiol SPectr. 2014; 2(6); 10.1128). Los métodos particulares incluyen transfeccion
con fosfato calcico, transfeccion mediada por DEAE-Dextrano, lipofeccién o electroporacion (Davis, L., Dibner, M.,
Battey, 1., 1986 "Basic Methods in Molecular Biology"). Otros métodos de transformacién incluyen, por ejemplo,
transformaciéon de acetato de litio y electroporacion. Véase, por ejemplo, Gietz et al., Nucleic Acids Res. 27:69-74
(1992); Ito et al., J. Bacterol. 153: 163-168 (1983); y Becker y Guarente, Methods in Enzymology 194: 182-187 (1991).
En algunos ejemplos, las células hospedantes transformadas se denominan cepas hospedantes recombinantes.

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia la transformacion de alta capacidad de células usando la
plataforma robética de placas de 96 pocillos y las maquinas de manipulacion de liquidos de la presente descripcion.

En algunos ejemplos, la presente descripcidén ensena el cribado de células transformadas con uno o méas marcadores
de seleccion como se ha descrito antes. En uno de dichos ejemplos, las células transformadas con un vector que
comprende un marcador de resistencia a la kanamicina (KanR) se siembran en placas en medios que contienen
cantidades eficaces del antibiético kanamicina. Se supone que las unidades formadoras de colonias visibles en medios
con adicién de kanamicina han incorporado el casete del vector en su genoma. La insercion de las secuencias
deseadas se puede confirmar por PCR, andlisis de enzimas de restriccion y/o secuenciacion del sitio de insercién
relevante.

Salida de bucle de secuencias seleccionadas

En algunos ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para la salida de bucles de regiones seleccionadas de
ADN de los organismos hospedantes. El método de salida de bucle puede ser como se describe en Nakashima et al.
2014 "Bacterial Cellular Engineering by Genome Editing and Gene Silencing." Int. J. Mol. Sci. 15(2), 2773-2793. En
algunos ejemplos, la presente descripcion ensenfa la salida de bucles de marcadores de seleccion de transformantes
positivos. Las técnicas de eliminacion por salida de bucle son conocidas en la técnica y se describen en (Tear et al.
2014 "Excision of Unstable Artificial Gene-Specific inverted Repeats Mediates Scar-Free Gene Deletions in Escherichia
coli." Appl. Biochem. Biotech 175:1858-1867). Los métodos de salida de bucles usados en los métodos proporcionados
en el presente documento se pueden llevar a cabo usando recombinacién homodloga de cruzamiento simple o
recombinacion homéloga de cruzamiento doble. En un ejemplo, la salida de bucles de regiones seleccionadas como
se describe en el presente documento puede implicar el uso de recombinacién homoéloga de cruzamiento simple como
se describe en el presente documento.

Primero, los vectores de salida de bucle se insertan en regiones diana seleccionadas dentro del genoma del organismo
hospedante (p. ej., mediante recombinacion homéloga, CRISPR, recombinacién mediada por lambda Red u otra
técnica de edicion de genes). En un ejemplo, la recombinacion homéloga de un solo cruzamiento se usa entre un
plasmido o vector circular y el genoma de la célula hospedante con el fin de introducir un bucle en el plasmido o vector
circular tal como se muestra en la Figura 3. El vector insertado se puede disefiar con una secuencia que sea una
repeticion directa de una secuencia de hospedante cercana existente o introducida, de modo que las repeticiones
directas flanqueen la regién de ADN programada para bucle y eliminacion. Una vez insertadas, las células que
contienen el plasmido o vector del bucle de salida se pueden contraseleccionar para la eliminacién de la regién de
seleccion (p. ej., véase la Figura 4; falta de resistencia al gen de seleccién). En la Figura 45 se muestran mas
ilustraciones del procedimiento de entrada y salida de bucle.

Los expertos en la técnica reconoceran que la descripcion del procedimiento de salida de bucle representa solo un
método ilustrativo para eliminar regiones no deseadas de un genoma. De hecho, los métodos de la presente
descripcion son compatibles con cualquier método para deleciones del genoma, que incluyen, pero no se limitan a
edicion de genes mediante lambda Red, CRISPR, TALENS, FOK u otras endonucleasas. Los expertos en la técnica
también reconoceran la capacidad de reemplazar regiones no deseadas del genoma mediante técnicas de
recombinacion homologa.

Edicion de genes mediada por Lambda RED

Como se proporciona en el presente documento, la edicién de genes como se describe en el presente documento se
puede realizar usando recombinacién homéloga mediada por Lambda Red como se describe por Datsenko y Wanner,
PNAS USA 97: 6640-6645 (2000).
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El sistema lambda Red deriva del bacteri6fago lambda Red y su uso como herramienta de ingenieria genética se
puede denominar ingenieria recombinogénica, abreviatura de ingenieria genética mediada por recombinacion
homéloga. Se puede usar para realizar una variedad de modificaciones: insercién y eliminacion de secuencias
seleccionables y no seleccionables, mutaciones puntuales u otros cambios pequefios de pares de bases, y la adicién
de marcadores de proteinas. También tiene la flexibilidad de modificar el cromosoma de E. coli, el ADN plasmidico o
el ADN BAC. Para usar el sistema recombinogénico de lambda red para modificar el ADN diana, se puede electroporar
un sustrato de ADN donante lineal (ya sea ADNbc o ADNmc - véase mas abajo) en E. coli que expresa las enzimas
de lambda red. Después estas enzimas catalizan la recombinaciéon homéloga del sustrato con la secuencia de ADN
diana. Esto significa que la clonacion ocurre in vivo, en comparacién con la clonaciéon con enzimas de restriccion donde
los cambios genéticos ocurren en un tubo de ensayo. El sustrato de ADN donante solo requiere ~50 nucleétidos de
homologia con el sitio diana para la recombinacion.

El sistema de recombinacion lambda Red tiene tres componentes: 1) Exo, 2) Beta y 3) Gam. Los tres son necesarios
para la recombinacion con un sustrato de ADNbc; sin embargo, solo se requiere Beta cuando se genera una
modificacién con un sustrato de ADNmc.

Gam: Gam evita que las nucleasas enddgenas tanto RecBCD como SbcCD digieran el ADN lineal introducido en una
célula hospedante de E. coli.

Exo: Exo es una exonucleasa dependiente de ADNbc 5'— 3'. Exo puede degradar el ADNbc lineal empezando en el
extremo 5' y generar 2 productos posibles: 1) un duplex de ADNbc parcialmente con extremos protuberantes 3'
monocatenarios o 2) si el ADNbc era lo suficientemente corto, un ADNmc cuya cadena complementaria entera estaba
degradada.

Beta: Beta puede proteger el ADNmc creado por Exo y promover su reasociacion con un ADNmc complementario
diana en la célula. Sélo se requiere la expresion de Beta para la recombinogénica con un sustrato oligo de ADNmc.

Para usar en el presente documento, un método de recombinogénica con lambda Red puede implicar disefiar y generar
ADN sustrato; expresar los genes de recombinacion de lambda Red; transformar (p. €j., electroporar) el ADN sustrato;
desarrollar los transformantes; y seleccionar y confirmar clones recombinantes.

Disefio y generacion de ADN sustrato

El que se use un sustrato de ADNbc o ADNmc lineal puede depender del objetivo del experimento. El sustrato de
ADNDbc puede ser mejor para inserciones o deleciones mayores de aproximadamente 20 nucleétidos, mientras que el
sustrato de ADNmc puede ser mejor para mutaciones puntuales o cambios de solo unos pocos pares de bases.

Sustrato de ADNbc

Las inserciones de ADNbc se pueden hacer por PCR usando cebadores que amplifican la secuencia de ADN de
interés y la flanquean con 50 pares de bases de homologia con el sitio de insercién diana. Los cebadores pueden ser
de ~70 nucleétidos de longitud (20 nucledétidos que se reasocian con la secuencia de ADN de interés y 50 nucleétidos
de homologia con las regiones que flanquean el sitio diana). Los insertos de ADNbc pueden incluir: inserciones o
deleciones grandes, que incluyen fragmentos de ADN seleccionables, tales como genes de resistencia a antibiéticos,
asi como fragmentos de ADN no seleccionables, tales como reemplazos de genes y marcadores.

Sustrato de ADNmc

Los sustratos de ADNmc pueden ser oligonucleotidos sintéticos o productos de PCR cortos. De cualquier manera, el
sustrato seria de ~70-100 nucleétidos de longitud con la o las alteraciones deseadas ubicadas en el centro de la
secuencia. Dado que el lambda Red tiene una frecuencia de recombinacion mas alta cuando se dirige a la hebra
retrasada de ADN, es mejor determinar la direccién de replicacion a través de una region diana de interés y disefiar
un oligo que sea complementario a la hebra retrasada. En algunos casos, se disefan oligos que se dirigen a ambas
cadenas. Uno de los dos oligos se recombinara con mayor eficacia que el otro, lo que puede ayudar a identificar la
hebra retrasada.

El sustrato de ADNmc puede ser mas eficiente que el ADNbc con una frecuencia de recombinacion entre 0,1% y 1%,
y se puede aumentar tanto como al 25-50% disefiando oligos que eviten activar el sistema de reparacién de
emparejamientos erroneos dirigido por metilo (MMR). El trabajo de la MMR es corregir los emparejamientos erroneos
de ADN que ocurren durante la replicacién del ADN. La activacion de la MMR se puede evitar: 1) usando una cepa de
bacterias que tiene proteinas de MMR claves inactivadas, o 2) oligos de ADNmc especialmente disefiados para evitar
la MMR: 1) E. coli con MMR inactivada: el uso de E. coli con MMR inactiva es definitivamente la mas facil de las dos
opciones, pero estas células son propensas a mutaciones y pueden tener mas cambios accidentales en sus genomas.
2) Disefiando oligos de ADNmc que evitan la activacién de MMR: en un ejemplo, se introduce un emparejamiento
erréneo de C/C en o dentro de 6 pares de bases del sitio de edicion. En otro ejemplo, el cambio deseado esta
flanqueado por 4-5 cambios silenciosos en los codones de balanceo, es decir, hace cambios en el tercer par de bases
de los 4-5 codones adyacentes que alteran la secuencia de nucleé6tidos pero no la secuencia de aminoacidos de la
proteina traducida. Estos cambios pueden ser 5' 0 3' del cambio deseado.
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Expresion de genes de recombinacion con lambda Red

El sistema de recombinogénica del lambda Red se puede expresar en una célula hospedante por: 1) A partir de una
bacteria con profago defectuoso integrado 2) de un plasmido, 3) de mini-A o 4) del propio fago lambda Red. El control
de la expresion de las proteinas de Red es fundamental para minimizar los efectos toxicos de la expresion de Gam y
limitar las mutaciones espontaneas que se producen cuando Red se expresa de forma constitutiva. El sistema de
recombinacion que se use dependera de qué tipo de ADN se quiere editar; sin embargo, el ADN de BAC se puede
modificar con cualquiera de los enfoques descritos a continuacion.

Cepa bacteriana con profago defectuoso integrado:

Existen una serie de cepas de E. coli que expresan de manera estable genes de ingenieria recombinogénica de
lambda Red debido a la integracién de un fago lambda Red defectuoso. Una de esas cepas es DY380, que deriva de
la cepa DH10B de E. coli. Varias otras cepas bacterianas usadas habitualmente para la ingenieria recombinogénica
se pueden encontrar en Thomason et al (Recombineering: Genetic Engineering in Bacteria Using Homologous
Recombination. Current Protocols in Molecular Biology. 106:V:1.16:1.16.1-1.16.39) y Sharan et al (Recombineering: A
Homologous Recombination-Based Method of Genetic Engineering. Nature protocols. 2009;4(2):206-223).

En algunas de estas cepas, la expresion de exo, beta y gam esta estrechamente regulada por el promotor del fago
enddgeno pL y el represor Cl. Para fines de ingenieria recombinogénica, se usa una version sensible a la temperatura
del gen represor, CI857. Este represor mutante evita la expresién de los genes de recombinacién a bajas temperaturas
(30-34°C). Cambiar las bacterias a 42°C durante 15 minutos inactiva rapidamente el represor y permite la expresion
de los genes de recombinacion. Después de esto, la disminucion de la temperatura permite que el represor vuelva a
la forma natural y reprima nuevamente la expresion de exo, beta y gam. Una ventaja principal de usar este método
para la expresion del lambda Red es que no requiere seleccién de antibiéticos para mantener la expresion del sistema
recombinogénico. Esta configuracion también se puede usar para modificar genes cromosémicos. Después del suceso
de edicion inicial, el profago defectuoso se puede eliminar del cromosoma de E. coli hospedante mediante un segundo
suceso de recombinacion con lambda Red. Alternativamente, si el alelo modificado es seleccionable, se puede
transferir a un contexto genético diferente mediante la transduccion P1.

Plasmido:

La expresion de genes de lambda Red a partir de un plasmido permite un sistema recombinogénico movil, pero se
requiere una regulacion estricta de la expresién para un experimento con éxito. Los promotores habitualmente usados
para controlar la expresion de Red incluyen el promotor lac inducible por IPTG, el promotor pBAD inducible por
arabinosa y el promotor pL del fago endégeno. Los plasmidos que también expresan los represores asociados con
estos promotores (lacl, araC, cl857) se pueden usar en algunos casos con el fin de limitar la expresion con fugas del
sistema Red. El uso de un plasmido para expresar el sistema recombinogénico lambda se puede usar para editar el
ADN cromosémico bacteriano porque es facil eliminar el sistema recombinogénico una vez que se han generado los
clones recombinantes. Una forma sencilla de hacer esto es expresar los genes de lambda Red a partir de un plasmido
con un origen de replicacion sensible al calor. Una vez que el sistema recombinogénico ya no es necesario, las
bacterias se pueden "curar" cultivandolas a 42°C.

Mini-A:

Un hibrido entre el uso de un plasmido y la integracion estable de un profago defectuoso es usar mini-A, un trozo
circular de ADN de fago defectuoso que no se replica, que cuando se introduce en las bacterias, se integra en el
genoma. Mini-A usa el promotor de Red enddgeno pL y el represor cl857 para regular la expresion. Se puede usar un
antibidtico para seleccionar clones positivos pero, debido a que mini-A se integra de manera estable, no se requiere la
seleccién con farmacos para el mantenimiento. Un cambio de temperatura a 42°C no solo permite la activacién de los
genes de Red necesarios para la recombinacion, sino que también conduce a la expresion de los genes int y xis que
son responsables de la escision de mini-A del cromosoma del hospedante. Después de esto, mini-A se puede purificar
facilmente de las bacterias igual que un plasmido.

Fago:

Otra opcidn para expresar el sistema Red puede ser usar un fago lambda Red, ATetR, que lleva el gen de resistencia
a la tetraciclina y el represor de lambda Red cl857. Una vez introducido, el profago es estable y ya no requiere la
seleccién con farmacos. Un inconveniente de este enfoque es que requiere la generacién de bacteriéfagos, que no es
una técnica comun de biologia molecular. Sin embargo, una ventaja de este método es que se puede integrar de
manera estable el sistema Red en una cepa de interés yoa y podria usarse la transduccion P1 para mover la
modificacién a un contexto diferente, si es necesario. Este enfoque es el mas adecuado para modificar plasmidos o
BAC porque da como resultado una integracion estable del fago en el genoma de E. coli.

Seleccion y confirmacion de clones recombinantes
Si se ha insertado un gen de resistencia a antibioéticos, los recombinantes se pueden seleccionar primero mediante la

resistencia a los antibiéticos, pero todos los clones deben someterse a ensayos adicionales para confirmar la presencia
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de la modificacion deseada. La PCR de colonias se puede usar para cribar clones positivos en la mayoria de los casos,
y la digestién con enzimas de restriccion se puede usar para cribar los plasmidos con mutaciones adecuadas. Las
mutaciones puntuales y otros cambios sutiles se pueden confirmar por secuenciacién, que también se puede usar
para la confirmacion de todos los clones, independientemente del tipo de ADN que sea el objetivo de modificacién: el
cromosoma de E. coli, un plasmido o un BAC.

Edicion de genes mediada por CRISPR

En un ejemplo proporcionado en el presente documento, el genoma de una célula hospedante se puede modificar por
CRISPR. En los Ejemplos 18 y 19 se puede encontrar un ejemplo ilustrativo para usar el sistema CRISPR/Cas9 para
la edicion de genes en E. coli.

El sistema CRISPR/Cas es un sistema inmunitario procariota que confiere resistencia a elementos genéticos extranos,
tales como los presentes en plasmidos y fagos, y que proporciona una forma de inmunidad adquirida. CRISPR significa
repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (por sus siglas en inglés: Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat), y cas significa sistema asociado a CRISPR, y se refiere a los genes
cas pequenos asociados con el complejo de CRISPR.

Los sistemas CRISPR-Cas se caracterizan mas ampliamente como sistemas de clase 1 o clase 2. La principal
caracteristica distintiva entre estos dos sistemas es la naturaleza del médulo efector de Cas. Los sistemas de clase 1
requieren el ensamblaje de multiples proteinas Cas en un complejo (denominado "complejo en cascada") para mediar
la interferencia, mientras que los sistemas de clase 2 usan una sola enzima Cas grande para mediar la interferencia.
Cada uno de los sistemas de clase 1 y clase 2 se divide ademas en multiples tipos de CRISPR-Cas basados en la
presencia de una proteina Cas especifica. Por ejemplo, el sistema de clase 1 se divide en los siguientes tres tipos:
sistemas de tipo I, que contienen la proteina Cas3; sistemas de tipo I, que contienen la proteina Cas10; y los sistemas
putativos de tipo 1V, que contienen la proteina Csf1, una proteina similar a Cas8. Los sistemas de clase 2 en general
son menos comunes que los sistemas de clase 1y se dividen ademas en los tres tipos siguientes: sistemas de tipo I,
que contienen la proteina Cas9; sistemas de tipo V, que contienen proteina Cas12a (anteriormente conocida como
Cpf1, y denominada Cpf1 en el presente documento), Cas12b (anteriormente conocida como C2ci1), Casi2c
(anteriormente conocida como C2c¢3), Cas12d (anteriormente conocida como CasY) y Cas12e (anteriormente
conocido como CasX); y sistemas tipo VI, que contienen Cas13a (anteriormente conocida como C2c2), Cas13b y
Cas13c. Pyzocha et al., ACS Chemical Biology, vol. 13 (2), pags. 347-356. En un ejemplo, el sistema CRISPR-Cas
para usar en los métodos proporcionados en el presente documento es un sistema de clase 2. En un ejemplo, el
sistema CRISPR-Cas para usar en los métodos proporcionados en el presente documento es un sistema de clase 2
de tipo I, tipo V o tipo VI. En un ejemplo, el sistema CRISPR-Cas para usar en los métodos proporcionados en el
presente documento se selecciona de Cas9, Cas12a, Cas12b, Cas12c, Cas12d, Cas12e, Cas13a, Cas13b, Cas13c u
homologos, ortélogos o paralogos de los mismos.

Los sistemas CRISPR usados en los métodos descritos en el presente documento comprenden un médulo efector de
Cas que comprende una o mas nucleasas asociadas a CRISPR (Cas) guiadas por acidos nucleicos, denominadas en
el presente documento proteinas efectoras Cas. En algunos ejemplos, las proteinas Cas pueden comprender uno o
varios dominios de nucleasa. Una proteina efectora Cas se puede dirigir a moléculas de acido nucleico monocatenarias
o bicatenarias (p. €j. acidos nucleicos de ADN o ARN) y puede generar roturas de cadena doble o simple. En algunos
ejemplos, las proteinas efectoras Cas son proteinas Cas de tipo natural o que se encuentran de forma natural. En
algunos ejemplos, las proteinas efectoras Cas son proteinas Cas mutantes, en donde se hacen una 0 mas mutaciones,
inserciones o deleciones en una proteina Cas de origen que se encuentra de forma natural o WT (p. ej., una proteina
Cas parental) para producir una proteina Cas con una o mas caracteristicas alteradas en comparacién con la proteina
Cas parental.

En algunos casos, la proteina Cas es una nucleasa de tipo natural (WT). Los ejemplos no limitantes de proteinas Cas
adecuadas para usar en la presente descripcion incluyen C2cl, C2c2, C2c3, Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5,
Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 (also known as Csn1 y Csx12), Cas10, Cpf1, Csy1, Csy2, Csy3, Csel, Cse2, Cscl, Csc2,
Csab, Csn2, Csm1, Csm2, Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17,
Csx14, Csx100, Csx16, CsaX, Csx3, Csxl, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4, MAD1-20, SmCsm1, homdlogos de las
mismas, ort6logos de las mismas, variantes de las mismas, mutantes de las mismas o versiones modificadas de las
mismas. Las nucleasas guiadas por &cido nucleico adecuadas (p. ej., Cas 9) pueden ser de un organismo de un
género, que incluye, pero no se limita a: Thiomicrospira, Succinivibrio, Candidatus, Porphyromonas,
Acidomonococcus, Prevotella, Smithella, Moraxella, Synergistes, Francisella, Leptospira, Catenibacterium, Kandleria,
Clostridium, Dorea, Coprococcus, Enterococcus, Fructobacillus, Weissella, Pediococcus, Corynebacter, Sutterella,
Legionella, Treponema, Roseburia, Filifactor, Eubacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Mycoplasma, Bacteroides,
Flaviivola, Flavobacterium, Sphaerochaeta, Azospirillum, Gluconacetobacter, Neisseria, Roseburia, Parvibaculum,
Staphylococcus, Nitratifractor, Mycoplasma, Alicyclobacillus, Brevibacilus, Bacillus, Bacteroidetes, Brevibacilus,
Carnobacterium, Clostridiaridium, Clostridium, Desulfonatronum, Desulfovibrio, Helcococcus, Leptotrichia, Listeria,
Methanomethyophilus, Methylobacterium, Opitutaceae, Paludibacter, Rhodobacter, Sphaerochaeta, Tuberibacillus, y
Campylobacter. Las especies de organismos de dicho género pueden ser por lo demas como se describe en el
presente documento.
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Las nucleasas guiadas por &cido nucleico adecuadas (p. €j., Cas9) pueden ser de un organismo de un filo, que incluye,
pero no se limita a: Firmicutes, Actinobacterias, Bacteroidetes, Proteobacterias, Espiroquetas y Tenericutes. Las
nucleasas guiadas por acido nucleico adecuadas pueden ser de un organismo de una clase, que incluye, pero no se
limita a: Erysipelotrichia, Clostridia, Bacilli, Actinobacteria, Bacteroidetes, Flavobacteria, Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, Spirochaetes y Mollicutes.
Las nucleasas guiadas por acido nucleico adecuadas pueden ser de un organismo de un orden, que incluye, pero no
se limita a: Clostridiales, Lactobacillales, Actinomycetales, Bacteroidales, Flavobacteriales, Rhizobiales,
Rhodospirillales, Burkholderiales, Neisseriales, Legionellales, Nautiliales, Campylobacterales, Mycoplasmachaetales,
y Thiotrichales. Las nucleasas guiadas por acido nucleico adecuadas pueden ser de un organismo de dentro de una
familia, que incluye, pero no se limita a: Lachnospiraceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae, Lactobacillaceae,
Streptococcaceae, Peptostreptococcaceae, Staphylococcaceae, Eubacteriaceae, Corynebacterineae,
Bacteroidaceae, Flavobacterium, Cryomoorphaceae, Rhodobiaceae, Rhodospirillaceae, Acetobacteraceae,
Sutterellaceae, Neisseriaceae, Legionellaceae, Nautiliaceae, Campylobacteraceae, Spirochaetaceae,
Mycoplasmataceae, y Francisellaceae.

Otras nucleasas guiadas por acido nucleico (p. ej., Cas9) adecuadas para usar en los métodos, sistemas y
composiciones de la presente descripcion incluyen las derivadas de un organismo tal como, pero no limitado a:
Thiomicrospira sp. XS5, Eubacterium rectale, Succinivibrio dextrinosolvens, Candidatus Methanoplasma termitum,
Candidatus  Methanomethylophilus  alvus, Porphyromonas crevioricanis, Flavobacterium branchiophilum,
Acidomonococcus sp., Lachnospiraceae bacterium COE1, Prevotella brevis ATCC 19188, Smithella sp. SCADC,
Moraxella bovoculi, Synergistes jonesii, Bacteroidetes oral taxén 274, Francisella tularensis, Leptospira inadai serovar
Lyme str. 10, Acidomonococcus sp. estructura cristalina (5B43) S. mutans, S. agalactiae, S. equisimilis, S. sanguinis,
S. pneumonia; C. jejuni, C. coli; N. salsuginis, N. tergarcus; S. auricularis, S. carnosus; N. meningitides, N.
gonorrhoeae; L. monocytogenes, L. ivanovii; C. botulinum, C. difficile, C. tetani, C. sordellii; Francisella tularensis |,
Prevotella albensis, Lachnospiraceae bacterium MC2017 1, Butyrivibrio proteoclasticus, Peregrinibacteria bacterium
GW2011_GWA2_33_10, Parcubacteria bacterium GW2011_GWC2_ 44 17, Smithella sp. SCADC, Microgenomates,
Acidaminococcus sp. BV3L6, Lachnospiraceae bacterium MA2020, Candidatus Methanoplasma termitum,
Eubacterium eligens, Moraxella bovoculi 237, Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium ND2006, Porphyromonas
crevioricanis 3, Prevotella disiens, Porphyromonas macacae, Catenibacterium sp. CAG:290, Kandleria vitulina,
Clostridiales bacterium KAQ00274, Lachnospiraceae bacterium 3-2, Dorea longicatena, Coprococcus catus GD/7,
Enterococcus columbae DSM 7374, Fructobacillus sp. EFB-N1, Weissella halotolerans, Pediococcus acidilactici,
Lactobacillus curvatus, Streptococcus pyogenes, Lactobacillus versmoldensis, y Filifactor alocis ATCC 35896. Véanse,
las patentes de EE.UU. n? 8.697.359; 8.771.945; 8.795.965; 8.865.406; 8.871.445; 8.889.356; 8.895.308; 8.906.616;
8.932.814; 8.945.839; 8.993.233; 8.999.641; 9.822.372; 9.840.713; solicitud de patente de EE.UU. n® 13/842.859 (US
2014/0068797 A1); 9.260.723; 9.023.649; 9.834.791; 9.637.739; solicitud de patente de EE.UU. n® 14/683.443 (US
2015/0240261 A1); solicitud de patente de EE.UU. n® 14/743.764 (US 2015/0291961 A1); 9.790.490; 9.688.972;
9.580.701; 9.745.562; 9.816.081; 9.677.090; 9.738.687; solicitud de EE.UU. n® 15/632.222 (US 2017/0369879 A1);
solicitud de EE.UU. n® 15/631.989; solicitud de EE.UU. n® 15/632.001; y patente de EE.UU. n® 9.896.696.

En algunos ejemplos, una proteina efectora Cas comprende una o més de las siguientes actividades:

una actividad de nickasa, es decir, la capacidad de escindir una sola cadena de una molécula de acido
nucleico;

una actividad nucleasa bicatenaria, es decir, la capacidad de escindir ambas cadenas de un acido nucleico
bicatenario y crear una rotura bicatenaria;

una actividad de endonucleasa;
una actividad de exonucleasa; y/o

una actividad helicasa, es decir, la capacidad de desenrollar la estructura helicoidal de un acido nucleico
bicatenario.

En los ejemplos de la descripcidn, la expresién "acido nucleico guia" se refiere a un polinucleétido que comprende 1)
una secuencia guia capaz de hibridar con una secuencia diana (denominada en el presente documento como
"segmento de direccionamiento”) y 2) una secuencia de armazén capaz de interaccionar con (ya sea sola o en
combinacion con una molécula de ARNtracr) una nucleasa guiada por acido nucleico como se describe en el presente
documento (denominada en el presente documento "segmento de armazo6n"). Un acido nucleico guia puede ser ADN.
Un acido nucleico guia puede ser ARN. Un &cido nucleico guia puede comprender tanto ADN como ARN. Un &cido
nucleico guia puede comprender nucleétidos modificados que no se encuentran de forma natural. En los casos en
donde el acido nucleico guia comprende ARN, el acido nucleico guia de ARN puede estar codificado por una secuencia
de ADN en una molécula de polinucleétido tal como un plasmido, construccion lineal o casete de edicién como se
describe en el presente documento.

En algunos ejemplos, los acidos nucleicos guia descritos en el presente documento son acidos nucleicos guia de ARN
("ARN guias" o "ARNg") y comprenden un segmento de direccionamiento y un segmento de armazén. En algunos
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ejemplos, el segmento de armazén de un ARNg estd comprendido en una molécula de ARN y el segmento de
direccionamiento esta comprendido en otra molécula de ARN separada. Dichos ejemplos se denominan en el presente
documento "ARNg de doble molécula" o "ARNg de dos moléculas" o "ARNg duales”. En algunos ejemplos, el ARNg
es una sola molécula de ARN y se denomina en el presente documento "ARN de guia Unica" o "ARNgu". El término
"ARN guia" o "ARNg" es inclusivo y se refiere tanto a ARN guia de dos moléculas como a ARNgu.

El segmento de direccionamiento al ADN de un ARNg comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria a una secuencia en una secuencia de &cido nucleico diana. Asi pues, el segmento de
direccionamiento de un ARNg interacciona con un acido nucleico diana de una manera especifica de secuencia a
través de hibridacion (es decir, emparejamiento de bases), y la secuencia de nucleétidos del segmento de
direccionamiento determina la ubicacion dentro del ADN diana a la que se unird el ARNg. El grado de
complementariedad entre una secuencia guia y su secuencia diana correspondiente, cuando se alinean de manera
optima usando un algoritmo de alineamiento adecuado, es aproximadamente de o mas de aproximadamente 50%,
60%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97,5%, 99% o mas. El alineamiento éptimo se puede determinar con el uso de
cualquier algoritmo adecuado para alinear secuencias. En algunos ejemplos, una secuencia de guia es de
aproximadamente o mas de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, 50, 75, o0 mas nucleétidos de longitud. En algunos
ejemplos, una secuencia guia es de menos de aproximadamente 75, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20 nucledtidos de longitud.
En ejemplos, la secuencia guia es de 10-30 nucledtidos de longitud. La secuencia guia puede ser de 15-20 nucleétidos
de longitud. La secuencia guia puede ser de 15 nucleétidos de longitud. La secuencia guia puede ser de 16 nucleétidos
de longitud. La secuencia guia puede ser de 17 nucleotidos de longitud. La secuencia guia puede ser de 18 nucledtidos
de longitud. La secuencia guia puede ser de 19 nucleoétidos de longitud. La secuencia guia puede ser de 20 nucledtidos
de longitud.

El segmento de armazoén de un ARN guia interacciona con una o mas proteinas efectoras Cas para formar un complejo
de ribonucleoproteina (denominado en el presente documento CRISPR-RNP o complejo RNP). EI ARN guia dirige el
polipéptido unido a una secuencia de nucleétidos especifica dentro de una secuencia de acido nucleico diana a través
del segmento de direccionamiento descrito antes. El segmento de armazén de un ARN guia comprende dos tramos
de nucleétidos que son complementarios entre si y que forman un duplex de ARN bicatenario. Una secuencia suficiente
dentro de la secuencia de armazoén para promover la formaciéon de un complejo de nucleasa direccionable puede
incluir un grado de complementariedad a lo largo de la longitud de dos regiones de secuencia dentro de la secuencia
de armazon, tal como una o dos regiones de secuencia implicadas en la formacién de una estructura secundaria. En
algunos casos, la una o dos regiones de secuencia estan comprendidas o codificadas en el mismo polinucleétido. En
algunos casos, la una o dos regiones de secuencia estan comprendidas o codificadas en polinucleétidos separados.
El alineamiento éptimo se puede determinar por cualquier algoritmo de alineamiento adecuado y puede tener en
cuenta ademas las estructuras secundarias, tales como la autocomplementariedad dentro de una o dos regiones de
secuencia. En algunos ejemplos, el grado de complementariedad entre la una o dos regiones de secuencia a lo largo
de la longitud de la mas corta de las dos cuando estan alineadas de manera 6ptima es de aproximadamente o mas
de aproximadamente 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97,5%, 99% o mayor. En algunos ejemplos,
al menos una de las dos regiones de secuencia es de aproximadamente o mas de aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50 o mas nucledtidos de longitud.

Una secuencia de armazén de un ARNg objeto puede comprender una estructura secundaria. Una estructura
secundaria puede comprender una regién de pseudonudo o una estructura de tallo-bucle. En algunos ejemplos, la
compatibilidad de un &cido nucleico guia y una nucleasa guiada por acido nucleico estd determinada al menos
parcialmente por la secuencia dentro o adyacente a la regidén de estructura secundaria del ARN guia. En algunos
casos, la cinética de union de un acido nucleico guia a una nucleasa guiada por acido nucleico esta determinada en
parte por estructuras secundarias dentro de la secuencia de armazon. En algunos casos, la cinética de unién de un
acido nucleico guia a una nucleasa guiada por acido nucleico se determina en parte por la secuencia de acido nucleico
con la secuencia de armazon.

Se puede encontrar una secuencia de armazén compatible para una combinacion de ARNg-proteina efectora Cas
escaneando secuencias adyacentes a locus de una nucleasa Cas nativa. En otras palabras, las nucleasas Cas nativas
pueden ser codificadas en un genoma en las proximidades de un &cido nucleico guia compatible correspondiente o
una secuencia de armazén.

Las nucleasas guiadas por &cido nucleico pueden ser compatibles con acidos nucleicos guia que no se encuentran
dentro de las nucleasas enddgenas del hospedante. Dichos acidos nucleicos guia ortogonales se pueden determinar
por ensayos empiricos. Los acidos nucleicos guia ortogonales pueden provenir de diferentes especies bacterianas o
ser sintéticos o transformados de otro modo para que no sean de origen natural. Los acidos nucleicos guia ortogonales
que son compatibles con una nucleasa guiada por acido nucleico comdn pueden comprender una o0 mas
caracteristicas comunes. Las caracteristicas comunes pueden incluir una secuencia fuera de una region de
pseudonudo. Las caracteristicas comunes pueden incluir una regiéon de pseudonudo. Las caracteristicas comunes
pueden incluir una secuencia primaria o estructura secundaria

Se puede transformar un acido nucleico guia para que dirija a una secuencia diana deseada alterando la secuencia
guia de modo que la secuencia guia sea complementaria a la secuencia diana, permitiendo asi la hibridacién entre la
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secuencia guia y la secuencia diana. Un acido nucleico guia con una secuencia guia transformada se puede denominar
acido nucleico guia transformado. Los acidos nucleicos guia transformados a menudo no son naturales y no se
encuentran en la naturaleza.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona un polinucleétido que codifica un ARNg. En algunos
ejemplos, un acido nucleico que codifica el ARNg esta comprendido en un vector de expresion, p. ej., un vector de
expresion recombinante. En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona un polinucleétido que codifica un
polipéptido modificador dirigido al sitio. En algunos ejemplos, el polinucleétido que codifica un polipéptido modificador
dirigido al sitio esta comprendido en un vector de expresion, p. €j., un vector de expresién recombinante.

EJEMPLOS

Los ejemplos 1-9 son demostraciones de la plataforma de ingenieria genémica de HTP en Coynebacterium. Sin
embargo, se han adaptado procedimientos similares para E. coli y los autores de la invencion los estan llevando a
cabo con éxito.

A continuacion se proporciona un breve indice con el Unico fin de ayudar al lector. Nada en este indice pretende limitar
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el alcance de los ejemplos o la descripcion de la solicitud.

Tabla 5.1 - indice para la seccién de ejemplos

Ejemplo Titulo Breve descripcion

nQ

1 Transformacion de HTP de Corynebacterium y | Describe ejemplos de los métodos de
demostracién de la creacién de bibliotecas de SNP | ingenieria genética de alta capacidad de la

presente descripcion

2 Ingenieria gendmica de HTP - implementacién de | Describe enfoques para rehabilitar organismos
una biblioteca de SNP para rehabilitar/mejorar una | industriales a través de métodos de
cepa microbiana industrial intercambio de SNP de la presente descripcion.

3 Ingenieria gendmica de HTP - implementacién de | Describe una implementaciéon de técnicas de
una biblioteca de intercambio de SNP para mejorar | intercambio de SNP para mejorar el
el rendimiento de cepas en la produccion de lisina | rendimiento de cepas de Corynebacterium que
en Corynebacterium. producen lisina. También describe

consolidaciones de mutaciones seleccionadas
de segundo y tercer orden.

4 Ingenieria gendmica de HTP - implementaciéon de | Describe métodos para mejorar el rendimiento
una biblioteca de intercambio de promotores para | de cepas de organismos hospedantes a través
mejorar una cepa microbiana industrial de bibliotecas de disefio genético de

intercambio de PRO de la presente
descripcion.

5 Ingenieria genémica de HTP - implementacion de | Describe una implementacion de técnicas de
una biblioteca de intercambio de PRO para mejorar | intercambio de PRO para mejorar el
el rendimiento de la cepa para la produccion de | rendimiento de cepas de Corynebacterium
lisina

que producen lisina.

6 Mapeo de epistasis - una herramienta algoritmica | Describe un ejemplo de las
para predecir consolidaciones de mutaciones | herramientas/algoritmos automatizados de la
beneficiosas presente descripcién para predecir

consolidaciones de mutaciones genéticas
beneficiosas.

7 Ingenieria gendémica de HTP - consolidacion de | Describe e ilustra la capacidad de los métodos
mutaciones de intercambio de PRO y ensayos | de HTP de la presente descripcion para
combinatorios multifactoriales explorar de forma eficaz el gran espacio de

soluciones creado por la consolidacion
combinatoria de mdltiples combinaciones de
genes/biblioteca de disefio genético.

8 Ingenieria genémica de HTP - implementacion de | Describe e ilustra una aplicaciéon de las
una biblioteca de terminadores para mejorar una | bibliotecas de disefio genético de intercambio
cepa hospedante industrial de STOP de la presente descripcion.
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Ejemplo Titulo Breve descripcion

nQ

9 Comparacién de conjuntos de herramientas de | Proporciona resultados experimentales que
HTP frente a mutaciones por UV tradicionales comparan los métodos de disefio genético de

HTP de la presente descripcién frente a los
programas tradicionales de mejora de cepas
mutacionales.

10 Ingenieria gendmica de HTP - implementacién de | Describe ejemplos del uso de una biblioteca de
una biblioteca de mutagénesis de transposones | mutagénesis de transposones con los métodos
para mejorar el rendimiento de la cepa de | de ingenieria genética de alta capacidad de la
Escherichia coli presente descripcion, como se aplica a células

de E. coli.

11 Ingenieria genémica de HTP - generacion de | Describe ejemplos de generacién de cadenas
cadenas principales de vectores para usar en | principales de vectores para usar en los
ingenieria gendmica de HTP en Escherichia coli métodos de ingenieria genética de alta

capacidad de la presente descripcion, como se
aplica a células de E. coli.

12 Ingenieria genémica de HTP - generacién y ensayo | Describe métodos para disefar, generar y
de una biblioteca de intercambio de promotores | ensayar bibliotecas de disefio genético de
adicional para usar en la mejora de una cepa | intercambio de PRO de la presente
microbiana industrial descripcion.

13 Ingenieria gendmica de HTP - ensayo de | Describe la prueba del concepto del uso de la
integracion de la biblioteca de intercambio de | cadena principal del vector 2 del Ejemplo 11 en
promotores de la tabla 1.4 en el genoma de E. coli | combinacion con promotores de forma de la
usando la cadena principal del vector 2 biblioteca de promotores de la Tabla 1.4 para

conducir la integraciéon de una Unica copia de
una construccion de promotor-gen heteréloga
en el genoma de E. coli

14 Ingenieria gendmica de HTP - implementaciéon de | Describe métodos para mejorar el rendimiento
métodos PROSWP que usan una biblioteca de | de la cepa de los organismos hospedantes
promotores derivada de la Tabla 1.4. mediante bibliotecas de disefio genético de

intercambio de PRO derivadas de la Tabla 1.4
de la presente descripcion.

15 Ingenieria gendmica de HTP - implementacién de | Describe métodos para mejorar el rendimiento
una biblioteca de intercambio de TERMINADORES | de cepas de organismos hospedantes a través
para mejorar el rendimiento de la cepa para la | de bibliotecas de disefio genético de
produccioén de licopeno intercambio de terminadores de la presente

descripcion.

16 Ingenieria gendmica de HTP - implementacién de | Describe métodos para mejorar el rendimiento
una biblioteca de intercambio de TERMINADORES | de cepas de organismos hospedantes a través
0 una biblioteca de intercambio de PRO en | de bibliotecas de disefio genético de
combinacion con una biblioteca de intercambio de | intercambio de terminadores, intercambio de
MARCADORES DE SOLUBILIDAD o wuna | marcadores de solubilidad e intercambio de
biblioteca de intercambio de marcadores de | marcadores de degradacion de la presente
DEGRADACION para mejorar el rendimiento de la | descripcion.
cepa para la produccion de licopeno

Ejemplo 1: Transformacion de HTP de Corynebacterium y demostracion de la creacion de bibliotecas de SNP

Este ejemplo ilustra ejemplos de los métodos de ingenieria genética de HTP de la presente descripcion. Las células
hospedantes se transforman con una variedad de secuencias de SNP de diferentes tamanos, todas dirigidas a
diferentes zonas del genoma. Los resultados demuestran que los métodos de la presente descripcion pueden generar
cambios genéticos rapidos de cualquier tipo, en todo el genoma de una célula hospedante.

A. Clonacion de vectores de transformacion

Se eligieron al azar una variedad de SNP de Corynebacterium glutamicum (ATCC21300) y se clonaron en vectores
de clonacién de Corynebacterium usando técnicas de clonacion de recombinacion homologa de levaduras para
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ensamblar un vector en el que cada SNP estaba flanqueado por regiones de repeticion directa, como se describe mas
arriba en la secciéon "Ensamblaje/Clonacion de plasmidos a medida”, y como se ilustra en la Figura 3.

Los casetes de SNP para este ejemplo se disefiaron para incluir un intervalo de longitudes de brazo de repeticion
directa de homologia que varian de 0,5 Kb, 1 Kb, 2 Kb y 5 Kb. Ademas, los casetes de SNP se disefiaron para la
recombinacion homéloga dirigida a varias regiones distintas del genoma, como se describe con mas detalle a
continuacion.

El genoma de C. glutamicum tiene un tamano de 3.282.708 pb (véase la Figura 9). El genoma se dividié arbitrariamente
en 24 regiones genéticas de igual tamano y se disefiaron casetes de SNP para dirigirse a cada una de las 24 regiones.
Por lo tanto, se clon6 un total de 96 plasmidos distintos para este Ejemplo (4 tamanos de inserto diferentes x 24
regiones genomicas distintas).

Cada inserto de ADN se produjo por amplificacion por PCR de regiones homologas usando oligos de origen comercial
y el ADN gendmico de la cepa hospedante descrito antes como molde. El SNP a introducir en el genoma se codifico
en las colas de oligos. Los fragmentos de PCR se ensamblaron en la cadena principal del vector usando recombinacion
homéloga en levaduras.

La clonacién de cada SNP y brazo de homologia en el vector se llevé a cabo de acuerdo con el flujo de trabajo de
ingenieria de HTP descrito en la Figura 6A-B, Figura 3 y Tabla 5.

B. Transformacion de clones ensamblados en E. coli

Los vectores se transformaron inicialmente en E. coli usando técnicas estandar de transformacion por choque térmico
con el fin de identificar clones ensamblados correctamente y para amplificar el ADN del vector para la transformacion
de Corynebacterium.

Por ejemplo, se analizé en bacterias de E. coli transformadas el éxito del ensamblaje. Se cultivaron cuatro colonias de
cada placa de transformacion de E. coli y se analizé el ensamblaje correcto por PCR. Este procedimiento se repitid
para cada una de las 24 ubicaciones de transformacién y para cada uno de los 4 tamafios de inserto diferentes (es
decir, para los 96 transformantes de este ejemplo). Los resultados de este experimento se representaron como el
nuamero de colonias correctas identificadas de las cuatro colonias que se analizaron para cada tratamiento (tamafo
del inserto y ubicacién genémica) (véase la Figura 12). Los insertos mas largos de 5 kb mostraban una disminucion
en la eficiencia del ensamblaje en comparacion con los homdélogos més cortos (n = 96).

C. Transformacion de clones ensamblados en Corynebacterium

Los clones validados se transformaron en células hospedantes de Corynebacterium glutamicum mediante
electroporacién. Para cada transformacion, se determin6 el numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por
pg de ADN en funcion del tamarfio del inserto (véase la Figura 13). La integracién del genoma de Coryne también se
analiz6 en funcién de la longitud de los brazos de homologia, y los resultados mostraron que los brazos mas cortos
tenian una menor eficiencia (véase la Figura 13).

La eficiencia de la integracion gendmica también se analiz6 con respecto a la ubicacion del genoma diana en
transformantes de C. glutamicum. Las posiciones gendmicas 1 y 2 presentaban una eficiencia de integracion
ligeramente menor en comparacién con el resto del genoma (véase la Figura 10).

D. Salida de bucles de marcadores de seleccion de

Los cultivos de Corynebacterium identificados por tener integraciones satisfactorias del casete de inserto se cultivaron
en medio que contenia sacarosa al 5% para la contraseleccion para bucles de salida del gen de seleccion sacbh. La
frecuencia de resistencia a la sacarosa para varios brazos de repeticién directa de homologia no variaba
significativamente con la longitud de los brazos (véase la Figura 14). Estos resultados sugerian que las eficiencias de
salida de bucle permanecian estables en las longitudes de los brazos de homologia de 0,5 kb a 5 kb.

Con el fin de validar adicionalmente los sucesos de salida de bucle, se cultivaron y analizaron por secuenciacion las
colonias que presentaban resistencia a la sacarosa.

Los resultados de la secuenciacion de las regiones gendmicas del inserto se resumen en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6 - Frecuencia de validacion de salida de bucle

Resultado Frecuencia (error de toma de muestra al 95% de confianza)

Salida de bucle con éxito 13% (9%/20%)

108



10

15

20

25

30

35

40

ES 2875579 T3

Bucle todavia presente 42% (34%/50%)

Lectura mixta 44% (36%/52%)

Los resultados de la secuenciacién mostraban una eficiencia de 10- 20% en las salidas de bucles. La salida de bucle
real probablemente depende en cierta medida de la secuencia del inserto. Sin embargo, la seleccion de 10-20 colonias
resistentes a la sacarosa conduce a altas tasas de éxito.

E. Resumen

La Tabla 7 a continuacion proporciona una evaluaciéon cuantitativa de las eficiencias de los métodos de ingenieria
gendmica de HTP de la presente descripcion. Las tasas de ensamblaje de construcciones para las metodologias de
homologia de levaduras proporcionaban construcciones de ADN esperadas en casi 9 de cada 10 colonias analizadas.
Las transformaciones de Coryne de construcciones de SNP con brazos de homologia de 2 kb proporcionaban un
promedio de 51 unidades formadoras de colonias por microgramo de ADN (UFC/ug), presentando 98% de dichas
colonias inserciones de SNP correctamente integradas (eficacia de direccionamiento). Las eficiencias de salida de
bucles se mantuvieron en el 0,2% de las células que se volvieron resistentes cuando se exponian a la sacarosa, y el
13% de estas presentaban secuencias de salida de bucle correctas.

Tabla 7- Resumen de resultados para la ingenieria de cepas de Corynebacterium glutamicum

Etapa de CC Resultados para brazos de homologia de 2 kb
Exito del ensamblaje de las construcciones 87%
Eficiencia de transformacion de Coryne 51 CFU/ug DNA (+/- 15)
Eficiencia del direccionamiento 98%
Eficiencia de la salida de bucle 0,2% (+/- 0,03%)

Ejemplo 2: Ingenieria gendmica de HTP - implementacion de una biblioteca de SNP para rehabilitar/mejorar
una cepa microbiana industrial

Este ejemplo ilustra varios ejemplos de las bibliotecas de intercambio de SNP de los programas de mejora de cepas
de HTP de la presente descripcion. Especificamente, el ejemplo ilustra varios enfoques previstos para rehabilitar cepas
industriales actualmente existentes. Este ejemplo describe los enfoques de onda ascendente y descendente para
explorar el espacio de soluciones fenotipicas creado por las mudltiples diferencias genéticas que pueden estar

presentes entre cepas "base", "intermedias" e industriales.
A. Identificacion de SNP en el grupo de diversidad

Se llevo a cabo un programa de mejora de cepas de ejemplo usando los métodos de la presente descripcion en una
cepa microbiana de produccién industrial, denominada en el presente documento "C". Las cepas del grupo de
diversidad para este programa estan representadas por A, By C. La cepa A representaba la cepa hospedante de
produccion original, antes de cualquier mutagénesis. La cepa C representaba la cepa industrial actual, que ha
experimentado muchos afos de mutagénesis y seleccién a través de programas tradicionales de mejora de cepas. La
cepa B representaba una cepa de "término medio”, que habia sufrido algunas mutagénesis y habia sido la predecesora
de la cepa C. (véase la Figura 17A).

Las cepas A, By C se secuenciaron y se analizaron sus genomas para determinar las diferencias genéticas entre las
cepas. Se identificaron un total de 332 SNP no sinénimos. De estos, 133 SNP eran exclusivos de C, 153 eran
compartidos adicionalmente por B y C, y 46 eran exclusivos de la cepa B (véase la Figura 17B). Estos SNP se usaran
como grupo de diversidad para los ciclos de mejora de cepas aguas abajo.

B. Analisis de intercambio de SNP

Los SNP identificados del grupo de diversidad en la Parte A del Ejemplo 2 se analizaran para determinar su efecto en
el rendimiento de la células hospedantes. La ronda de "aprendizaje” inicial del rendimiento de las cepas se dividira en
seis etapas, como se describe a continuacién, y se muestra en el diagrama en la Figura 18.

Primero, todos los SNP de C se clonaran de forma individual y/o combinatoria en la cepa base A. Esto
representara un minimo de 286 transformantes individuales. El propésito de estos transformantes sera identificar
los SNP beneficiosos.
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Segundo, todos los SNP de C se eliminaran de forma individual y/o combinatoria de la cepa comercial C. Esto
representara un minimo de 286 transformantes individuales. El propésito de estos transformantes sera identificar
los SNP neutros y perjudiciales. Las etapas opcionales adicionales 3-6 también se describen a continuacion. La
primera y segunda etapa de sumar y restar los SNP de dos puntos de tiempo genéticos (cepa base A y cepa
industrial C) se denominan en el presente documento "onda", que comprende una "onda ascendente" (adicion
de SNP a una cepa base, primera etapa) y una "onda descendente" (eliminacion de SNP de la cepa industrial,
segunda etapa). El concepto de onda se extiende a adiciones/sustracciones adicionales de SNP.

Tercero, todos los SNP de B se clonaran de forma individual y/o combinatoria en la cepa base A. Esto
representara un minimo de 199 transformantes individuales. El propésito de estos transformantes sera identificar
SNP beneficiosos. Varios de los transformantes también servirdn como datos de validacién para los
transformantes producidos en la primera etapa.

Cuarto, todos los SNP de B se eliminaran de forma individual y/o combinatoria de la cepa comercial B. Esto
representara un minimo de 199 transformantes individuales. El propédsito de estos transformantes sera identificar
los SNP neutros y perjudiciales. Varios de los transformantes también serviran como datos de validacién para
los transformantes producidos en la segunda etapa.

Quinto, todos los SNP exclusivos de C (es decir, no estan también presentes en B) se clonaran de forma individual
y/o combinatoria en la cepa B comercial. Esto representard un minimo de 46 transformantes individuales. El
propédsito de estos transformantes sera identificar SNP beneficiosos. Varios de los transformantes también
serviran como datos de validacién para los transformantes producidos en la primera y tercera etapas.

Sexto, todos los SNP exclusivos de C se eliminaran de forma individual y/o combinatoria de la cepa comercial C.
Esto representara un minimo de 46 transformantes individuales. El propésito de estos transformantes sera
identificar los SNP neutros y perjudiciales. Varios de los transformantes también servirdn como datos de
validacién para los transformantes producidos en las etapas segunda y cuarta.

Los datos recogidos de cada una de estas etapas se usan para clasificar cada SNP como beneficioso, neutro o
perjudicial a primera vista.

C. Uso de mapeo epistatico para determinar combinaciones beneficiosas de SNP

Los SNP beneficiosos identificados en la Parte B del Ejemplo 2 se analizaran por métodos de mapeo de epistasis de
la presente descripcion, con el fin de identificar los SNP que es probable que mejoren el rendimiento del hospedante
cuando se combinan.

Se crearan nuevas variantes de cepas transformadas usando los métodos de ingenieria del Ejemplo 1 para ensayar
las combinaciones de SNP de acuerdo con las predicciones del mapeo de epistasis. La consolidacién de SNP puede
tener lugar secuencialmente, o puede tener lugar alternativamente a través de mdltiples ramas, de modo que puede
existir mas de una cepa mejorada con un subconjunto de SNP beneficiosos. La consolidacion de SNP continuara
durante multiples rondas de mejora de las cepas, hasta que se produzca una cepa final que contenga la combinacion
optima de SNP beneficiosos, sin ninguno de los bagajes de SNP neutros o perjudiciales.

Ejemplo 3: Ingenieria genomica de HTP - implementacion de una biblioteca de intercambio de SNP para
mejorar el rendimiento de la cepa en la produccion de lisina en Corynebacterium

Este ejemplo proporciona una implementacion ilustrativa de una parte del programa de mejora de cepas de disefio de
HTP de intercambio de SNP del Ejemplo 2 con el objetivo de producir mejoras en el rendimiento y la productividad de
la produccién de lisina en Corynebacterium.

La seccion B de este ejemplo ilustra ademas las etapas de consolidacion de mutaciones del programa de mejora de
cepas de HTP de la presente descripcién. Por lo tanto, el ejemplo proporciona resultados experimentales para una
primera, segunda y tercera ronda de consolidacién de los métodos de mejora de cepas de HTP de la presente
descripcion.

Las mutaciones para las consolidaciones de la segunda y tercera ronda derivan de intercambios de bibliotecas
genéticas independientes. Por lo tanto, estos resultados también ilustran la capacidad de los programas de cepas de
HTP para llevarlos a cabo en rutas paralelas de multiples ramas, y la "memoria" de las mutaciones beneficiosas que
se pueden insertar en metadatos asociados con las diversas formas de bibliotecas de disefio genético de la presente
descripcion.

Como se ha descrito antes, se secuenciaron los genomas de una cepa de referencia base proporcionada (cepa A) y
una segunda cepa "transformada” (cepa C), y se identificaron todas las diferencias genéticas. La cepa base era una
variante de Corynebacterium glutamicum que no habia sufrido mutagénesis por UV. La cepa transformada también
era una cepa de C. glutamicum que se habia producido a partir de la cepa base después de varias rondas de
programas tradicionales de mejora por mutaciones. Este ejemplo proporciona los resultados de intercambio de SNP
para 186 diferencias de SNP no sinénimos distintos identificadas entre las cepas Ay C.
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A. Ingenieria de HTP y cribado de alta capacidad

Cada uno de los 186 SNP identificados se volvié a afadir individualmente a la cepa base, de acuerdo con los métodos
de clonacion y transformacién de la presente descripcion. Se analiz6 en cada cepa recién creada que comprende un
solo SNP el rendimiento de lisina en cultivos a pequefa escala disefiados para evaluar el rendimiento del titulo del
producto. Se llevaron a cabo cultivos a pequefia escala usando medios de cultivos a escala industrial. El titulo del
producto se midi6 épticamente tras agotamiento del carbono (es decir, representativo del rendimiento de un solo lote)
con un ensayo colorimétrico estandar. Brevemente, se prepard una mezcla de ensayo concentrada y se afiadié a las
muestras de fermentacion de modo que las concentraciones finales de los reactivos eran tampén de fosfato de sodio
160 mM, Amplex Red 0,2 mM, peroxidasa de rabano picante 0,2 U/mly 0,005 U/ml de lisina oxidasa. Se dejé que las
reacciones avanzaran hasta un punto final y se midi6 la densidad éptica usando un espectrofotémetro de placa Tecan
M1000 a una longitud de onda de 560 nm. Los resultados del experimento se resumen en la Tabla 8 a continuacién y
se representan en la Figura 38.

Tabla 8 - Resultados resumidos de la transformacion de cepas de intercambio de SNP para la produccién de lisina

SNP N Rendimiento medio de lisina (cambio Error % de cambio % Error de
en Aseo comparado con la cepa de est. frente a la cambio
referencia) referencia
DSS 033 | 4 0,1062 0,00888 11,54348 2,895652
DSS_311 2 0,03603 0,01256 3,916304 4,095652
DSS 350 | 1 0,03178 0,01777 3,454348 5,794565
DSS 056 | 3 0,02684 0,01026 2,917391 3,345652
DSS 014 | 4 0,02666 0,00888 2,897826 2,895652
DSS 338 | 3 0,02631 0,01026 2,859783 3,345652
DSS_128 | 1 0,02584 0,01777 2,808696 5,794565
DSS 038 | 4 0,02467 0,00888 2,681522 2,895652
DSS 066 | 4 0,02276 0,00888 2,473913 2,895652
DSS 108 | 2 0,02216 0,01256 2,408696 4,095652
DSS 078 | 4 0,02169 0,00888 2,357609 2,895652
DSS 017 | 3 0,02102 0,01026 2,284783 3,345652
DSS 120 | 3 0,01996 0,01026 2,169565 3,345652
DSS 064 | 4 0,01889 0,00888 2,053261 2,895652
DSS 380 | 4 0,01888 0,00888 2,052174 2,895652
DSS 105 | 3 0,0184 0,01026 2 3,345652
DSS_407 | 1 0,01831 0,01777 1,990217 5,794565
DSS 018 | 2 0,01825 0,01256 1,983696 4,095652
DSS 408 | 3 0,01792 0,01026 1,947826 3,345652
DSS 417 | 3 0,01725 0,01026 1,875 3,345652
DSS 130 | 3 0,01724 0,01026 1,873913 3,345652
DSS_113 | 4 0,0172 0,00888 1,869565 2,895652
DSS 355 | 3 0,01713 0,01026 1,861957 3,345652
DSS_121 3 0,01635 0,01026 1,777174 3,345652
DSS 097 | 2 0,0162 0,01256 1,76087 4,095652
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SNP N Rendimiento medio de lisina (cambio Error % de cambio % Error de
en Aseo comparado con la cepa de est. frente a la cambio
referencia) referencia
DSS 107 | 3 0,01604 0,01026 1,743478 3,345652
DSS_110| 2 0,01524 0,01256 1,656522 4,095652
DSS 306 | 4 0,01501 0,00888 1,631522 2,895652
DSS 316 | 1 0,01469 0,01777 1,596739 5,794565
DSS 325 | 4 0,01436 0,00888 1,56087 2,895652
DSS 016 | 4 0,01416 0,00888 1,53913 2,895652
DSS 324 | 4 0,01402 0,00888 1,523913 2,895652
DSS 297 | 4 0,01391 0,00888 1,511957 2,895652
DSS 118 | 2 0,01371 0,01256 1,490217 4,095652
DSS 100 | 2 0,01326 0,01256 1,441304 4,095652
DSS_ 019 | 1 0,01277 0,01777 1,388043 5,794565
DSS_131 3 0,01269 0,01026 1,379348 3,345652
DSS 394 | 4 0,01219 0,00888 1,325 2,895652
DSS 385 | 3 0,01192 0,01026 1,295652 3,345652
DSS 395 | 1 0,01162 0,01777 1,263043 5,794565
DSS_287 | 4 0,01117 0,00888 1,21413 2,895652
DSS 418 | 2 0,01087 0,01256 1,181522 4,095652
DSS 290 | 3 0,01059 0,01026 1,151087 3,345652
DSS 314 | 2 0,01036 0,01256 1,126087 4,095652
DSS 073 | 4 0,00986 0,00888 1,071739 2,895652
DSS 040 | 4 0,00979 0,00888 1,06413 2,895652
DSS 037 | 4 0,00977 0,00888 1,061957 2,895652
DSS_341 1 0,00977 0,01777 1,061957 5,794565
DSS 302 | 4 0,00939 0,00888 1,020652 2,895652
DSS 104 | 4 0,00937 0,00888 1,018478 2,895652
DSS 273 | 2 0,00915 0,01256 0,994565 4,095652
DSS 322 | 4 0,00906 0,00888 0,984783 2,895652
DSS_271 3 0,00901 0,01026 0,979348 3,345652
DSS 334 | 2 0,00898 0,01256 0,976087 4,095652
DSS 353 | 4 0,00864 0,00888 0,93913 2,895652
DSS_391 4 0,00764 0,00888 0,830435 2,895652
DSS 372 | {1 0,00737 0,01777 0,801087 5,794565
DSS_007 | {1 0,00729 0,01777 0,792391 5,794565
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SNP N Rendimiento medio de lisina (cambio Error % de cambio % Error de
en Aseo comparado con la cepa de est. frente a la cambio
referencia) referencia
DSS 333 | 2 0,0072 0,01256 0,782609 4,095652
DSS 402 | 4 0,00718 0,00888 0,780435 2,895652
DSS 084 | 1 0,0069 0,01777 0,75 5,794565
DSS 103 | 3 0,00676 0,01026 0,734783 3,345652
DSS 362 | 1 0,00635 0,01777 0,690217 5,794565
DSS 012 | 2 0,00595 0,01256 0,646739 4,095652
DSS 3% | 2 0,00574 0,01256 0,623913 4,095652
DSS 133 | 3 0,00534 0,01026 0,580435 3,345652
DSS 065 | 3 0,00485 0,01026 0,527174 3,345652
DSS_284 | 2 0,00478 0,01256 0,519565 4,095652
DSS_301 3 0,00465 0,01026 0,505435 3,345652
DSS_281 4 0,00461 0,00888 0,501087 2,895652
DSS 405 | 2 0,00449 0,01256 0,488043 4,095652
DSS_361 3 0,00438 0,01026 0,476087 3,345652
DSS 342 | 4 0,00434 0,00888 0,471739 2,895652
DSS 053 | 3 0,00422 0,01026 0,458696 3,345652
DSS 074 | 4 0,00422 0,00888 0,458696 2,895652
DSS 079 | 4 0,00375 0,00888 0,407609 2,895652
DSS_381 3 0,0036 0,01026 0,391304 3,345652
DSS 294 | 1 0,00336 0,01777 0,365217 5,794565
DSS 313 | 2 0,00332 0,01256 0,36087 4,095652
DSS 388 | 2 0,00305 0,01256 0,331522 4,095652
DSS 392 | 4 0,00287 0,00888 0,311957 2,895652
DSS 319 | 4 0,00282 0,00888 0,306522 2,895652
DSS 310 | 4 0,00263 0,00888 0,28587 2,895652
DSS 344 | 3 0,00259 0,01026 0,281522 3,345652
DSS 025 | 4 0,00219 0,00888 0,238043 2,895652
DSS 412 | {1 0,00204 0,01777 0,221739 5,794565
DSS 300 | 3 0,00188 0,01026 0,204348 3,345652
DSS 299 | 2 0,00185 0,01256 0,201087 4,095652
DSS 343 | 4 0,00184 0,00888 0,2 2,895652
DSS 330 | 3 0,00153 0,01026 0,166304 3,345652
DSS 416 | 4 0,00128 0,00888 0,13913 2,895652
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SNP N Rendimiento medio de lisina (cambio Error % de cambio % Error de
en Aseo comparado con la cepa de est. frente a la cambio
referencia) referencia

DSS 034 | 3 0,00128 0,01026 0,13913 3,345652
DSS_291 2 0,00102 0,01256 0,11087 4,095652
DSS 115 | 4 0,00063 0,00888 0,068478 2,895652
DSS 288 | 4 0,00044 0,00888 0,047826 2,895652
DSS 309 | 4 0,00008 0,00888 0,008696 2,895652
DSS 125 | 3 0 0,01026 0 3,345652
DSS 358 | 3 -0,00015 0,01026 -0,0163 3,345652
DSS 099 | 2 -0,00015 0,01256 -0,0163 4,095652
DSS_111 4 -0,00017 0,00888 -0,01848 2,895652
DSS 359 | 3 -0,00022 0,01026 -0,02391 3,345652
DSS 015 | 4 -0,00043 0,00888 -0,04674 2,895652
DSS 060 | 3 -0,0007 0,01026 -0,07609 3,345652
DSS 098 | 2 -0,00088 0,01256 -0,09565 4,095652
DSS 379 | 4 -0,00089 0,00888 -0,09674 2,895652
DSS 356 | 4 -0,0009 0,00888 -0,09783 2,895652
DSS 278 | 4 -0,00095 0,00888 -0,10326 2,895652
DSS 368 | 4 -0,001 0,00888 -0,1087 2,895652
DSS_351 1 -0,0015 0,01777 -0,16304 5,794565
DSS 296 | 1 -0,0015 0,01777 -0,16304 5,794565
DSS 119 | 3 -0,00156 0,01026 -0,16957 3,345652
DSS 307 | 3 -0,00163 0,01026 -0,17717 3,345652
DSS 077 | 4 -0,00167 0,00888 -0,18152 2,895652
DSS 030 | 3 -0,00188 0,01026 -0,20435 3,345652
DSS 370 | 2 -0,00189 0,01256 -0,20543 4,095652
DSS 375 | 2 -0,00212 0,01256 -0,23043 4,095652
DSS 280 | 3 -0,00215 0,01026 -0,2337 3,345652
DSS 345 | 4 -0,00225 0,00888 -0,24457 2,895652
DSS 419 | {1 -0,00234 0,01777 -0,25435 5,794565
DSS 298 | 2 -0,00249 0,01256 -0,27065 4,095652
DSS 367 | 3 -0,0026 0,01026 -0,28261 3,345652
DSS 072 | 3 -0,00268 0,01026 -0,2913 3,345652
DSS 366 | 4 -0,00272 0,00888 -0,29565 2,895652
DSS 063 | 4 -0,00283 0,00888 -0,30761 2,895652
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SNP N Rendimiento medio de lisina (cambio Error % de cambio % Error de
en Aseo comparado con la cepa de est. frente a la cambio
referencia) referencia

DSS 092 | 3 -0,00292 0,01026 -0,31739 3,345652
DSS 347 | 4 -0,0033 0,00888 -0,3587 2,895652
DSS 114 | 4 -0,0034 0,00888 -0,36957 2,895652
DSS 303 | 3 -0,00396 0,01026 -0,43043 3,345652
DSS 276 | 4 -0,00418 0,00888 -0,45435 2,895652
DSS 083 | 1 -0,00446 0,01777 -0,48478 5,794565
DSS_031 2 -0,00456 0,01256 -0,49565 4,095652
DSS 328 | 3 -0,00463 0,01026 -0,50326 3,345652
DSS 039 | 4 -0,00475 0,00888 -0,5163 2,895652
DSS_331 4 -0,00475 0,00888 -0,5163 2,895652
DSS 117 | 4 -0,00485 0,00888 -0,52717 2,895652
DSS 382 | 4 -0,00506 0,00888 -0,55 2,895652
DSS 323 | 4 -0,00507 0,00888 -0,55109 2,895652
DSS_041 2 -0,00527 0,01256 -0,57283 4,095652
DSS 069 | 4 -0,00534 0,00888 -0,58043 2,895652
DSS 308 | 3 -0,00534 0,01026 -0,58043 3,345652
DSS 365 | 3 -0,00536 0,01026 -0,58261 3,345652
DSS 403 | 3 -0,00594 0,01026 -0,64565 3,345652
DSS 376 | 1 -0,00648 0,01777 -0,70435 5,794565
DSS 293 | 3 -0,00652 0,01026 -0,7087 3,345652
DSS 286 | 1 -0,00672 0,01777 -0,73043 5,794565

SA2C | 139 -0,00694 0,00151 -0,75435 0,492391
DSS 410 | {1 -0,00724 0,01777 -0,78696 5,794565
DSS 312 | 2 -0,00725 0,01256 -0,78804 4,095652
DSS 336 | 1 -0,00747 0,01777 -0,81196 5,794565
DSS 327 | 2 -0,00748 0,01256 -0,81304 4,095652
DSS 127 | 4 -0,00801 0,00888 -0,87065 2,895652
DSS 332 | 3 -0,0085 0,01026 -0,92391 3,345652
DSS 054 | 2 -0,00887 0,01256 -0,96413 4,095652
DSS 024 | 2 -0,00902 0,01256 -0,98043 4,095652
DSS 106 | 3 -0,0096 0,01026 -1,04348 3,345652
DSS 400 | 4 -0,00964 0,00888 -1,04783 2,895652
DSS 346 | 3 -0,00976 0,01026 -1,06087 3,345652
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SNP N Rendimiento medio de lisina (cambio Error % de cambio % Error de
en Aseo comparado con la cepa de est. frente a la cambio
referencia) referencia
DSS 320 | 1 -0,01063 0,01777 -1,15543 5,794565
DSS 275 | 4 -0,01066 0,00888 -1,1587 2,895652
DSS_371 3 -0,01111 0,01026 -1,20761 3,345652
DSS 277 | {1 -0,01315 0,01777 -1,42935 5,794565
DSS 282 | 3 -0,01326 0,01026 -1,4413 3,345652
DSS 393 | 3 -0,01379 0,01026 -1,49891 3,345652
DSS 378 | 3 -0,01461 0,01026 -1,58804 3,345652
DSS 289 | 3 -0,01563 0,01026 -1,69891 3,345652
DSS 317 | {1 -0,01565 0,01777 -1,70109 5,794565
DSS 062 | 4 -0,01626 0,00888 -1,76739 2,895652
DSS 340 | 1 -0,01657 0,01777 -1,80109 5,794565
DSS 109 | 2 -0,01706 0,01256 -1,85435 4,095652
DSS_011 2 -0,0178 0,01256 -1,93478 4,095652
DSS 089 | 4 -0,01844 0,00888 -2,00435 2,895652
DSS 059 | 1 -0,01848 0,01777 -2,0087 5,794565
DSS_112| 2 -0,01959 0,01256 -2,12935 4,095652
DSS 043 | 2 -0,0213 0,01256 -2,31522 4,095652
DSS 413 | {1 -0,02217 0,01777 -2,40978 5,794565
DSS 305 | 4 -0,0227 0,00888 -2,46739 2,895652
DSS 045 | 4 -0,02289 0,00888 -2,48804 2,895652
DSS 082 | 2 -0,0231 0,01256 -2,51087 4,095652
DSS 272 | {1 -0,02311 0,01777 -2,51196 5,794565
DSS 390 | 4 -0,02319 0,00888 -2,52065 2,895652
DSS 010 | 3 -0,02424 0,01026 -2,63478 3,345652
DSS 357 | 2 -0,02525 0,01256 -2,74457 4,095652
DSS 085 | 4 -0,03062 0,00888 -3,32826 2,895652
DSS 044 | 3 -0,04088 0,01026 -4,44348 3,345652
DSS 315 | 2 -0,0501 0,01256 -5,44565 4,095652
DSS 080 | 2 -0,13519 0,01256 -14,6946 4,095652

B. Ingenieria de HTP de segunda ronda y cribado de alta capacidad - Consolidacion de la biblioteca de
intercambio de SNP con aciertos de intercambios de PRO seleccionados

Una de las cualidades de los métodos de HTP de la presente descripcion es su capacidad para almacenar bibliotecas
de disefio genético de HTP junto con informacién asociada con los efectos de cada SNP/Promotor/Terminador/Coddn
de inicio en los fenotipos de la célula hospedante. Los autores de la presente invencién habian llevado a cabo
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previamente un experimento de intercambio de promotores que habia identificado varios intercambios de promotor
zwf en C. glutamicum con efectos positivos en los rendimientos biosintéticos (véanse, p. €j., los resultados para la
diana "N" en la Figura 22).

Los autores de la presente invencién modificaron la cepa base A de este ejemplo para incluir también uno de los
intercambios de promotor zwf previamente identificados del ejemplo 5. Los 176 SNP superiores identificados en el
cribado inicial descrito antes en la Tabla 8 se reintrodujeron en esta nueva cepa base para crear una nueva biblioteca
microbiana de disefio genético de intercambio de SNP. Al igual que en la etapa anterior, se analiz6 el rendimiento de
lisina de cada cepa recién creada que comprende un Unico SNP. También se analiz6 en cepas mutantes de SNP
seleccionadas una sefal de productividad, midiendo la produccion de lisina a las 24 horas usando el método
colorimétrico descrito mas arriba. Los resultados de esta etapa se resumen en la Tabla 9 a continuacién y se muestran
en la Figura 39.

Tabla 9 - Segunda ronda de cribado para ingenieria de cepas de intercambio de SNP para la produccion de lisina

ID de cepa SNP Npara | Npara | Media24 h | Media96 h | Error est. | Error est.
24 h 96h (Ass0) (As60) 24h 96 h

7000006318 BS2C_P00 20 2 0,49 0,82 0,00 0,02

07_39zwf

7000008538 DSS_002 4 2 0,53 0,78 0,01 0,02

7000008539 DSS_003 4 0,56 0,01

7000008541 DSS_005 4 0,27 0,01

7000008542 DSS_006 4 0,49 0,01

7000008547 DSS_011 4 0,55 0,01

7000008548 DSS_012 4 0,58 0,01

7000008549 DSS_013 4 0,56 0,01

7000008550 DSS_014 4 0,52 0,01

7000008551 DSS_015 4 0,54 0,01

7000008552 DSS_016 4 2 0,50 0,84 0,01 0,02

7000008553 DSS_017 4 0,44 0,01

7000008555 DSS_019 4 4 0,46 0,84 0,01 0,01

7000008557 DSS_021 4 4 0,46 0,86 0,01 0,01

7000008559 DSS_023 4 2 0,55 0,86 0,01 0,02

7000008561 DSS_025 4 0,54 0,01

7000008562 DSS_026 2 0,46 0,01

7000008564 DSS_028 4 0,51 0,01

7000008565 DSS_029 4 4 0,48 0,87 0,01 0,01

7000008566 DSS_030 4 4 0,47 0,85 0,01 0,01

7000008567 DSS_031 4 0,56 0,01

7000008569 DSS_033 4 4 0,46 0,86 0,01 0,01

7000008570 DSS_034 2 2 0,53 0,85 0,01 0,02

7000008573 DSS_037 4 0,54 0,01

7000008574 DSS_038 4 0,53 0,01
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ID de cepa SNP N para | Npara | Media24 h | Media96 h | Error est. | Error est.
24 h 96h (Ass0) (Asgo) 24 h 96 h
7000008575 DSS_039 4 0,55 0,01
7000008576 DSS_040 4 0,57 0,01
7000008577 DSS_041 4 0,45 0,01
7000008578 DSS_042 4 4 0,52 0,87 0,01 0,01
7000008579 DSS_043 4 4 0,45 0,87 0,01 0,01
7000008580 DSS_044 4 2 0,50 0,85 0,01 0,02
7000008581 DSS_045 4 0,47 0,01
7000008582 DSS_046 4 2 0,61 0,85 0,01 0,02
7000008583 DSS_047 4 2 0,61 0,82 0,01 0,02
7000008586 DSS_050 4 0,57 0,01
7000008587 DSS_051 4 0,56 0,01
7000008588 DSS_052 4 2 0,49 0,85 0,01 0,02
7000008589 DSS_053 4 4 0,45 0,85 0,01 0,01
7000008590 DSS_054 4 4 0,45 0,88 0,01 0,01
7000008592 DSS_056 4 0,42 0,01
7000008596 DSS_060 4 2 0,55 0,87 0,01 0,02
7000008597 DSS_061 4 2 0,37 0,86 0,01 0,02
7000008598 DSS_062 4 4 0,45 0,87 0,01 0,01
7000008601 DSS_065 4 4 0,47 0,88 0,01 0,01
7000008602 DSS_066 4 0,47 0,01
7000008604 DSS_068 2 0,51 0,02
7000008605 DSS_069 4 4 0,47 0,88 0,01 0,01
7000008606 DSS_070 4 0,55 0,01
7000008607 DSS_071 4 2 0,56 0,84 0,01 0,02
7000008608 DSS_072 4 2 0,54 0,83 0,01 0,02
7000008609 DSS_073 4 2 0,47 0,84 0,01 0,02
7000008610 DSS_074 4 2 0,51 0,83 0,01 0,02
7000008612 DSS_076 4 4 0,48 0,76 0,01 0,01
7000008613 DSS_077 4 4 0,46 0,87 0,01 0,01
7000008614 DSS_078 4 2 0,44 0,87 0,01 0,02
7000008615 DSS_079 4 2 0,47 0,90 0,01 0,02
7000008616 DSS_080 4 2 0,48 0,81 0,01 0,02
7000008619 DSS_083 4 2 0,59 0,86 0,01 0,02
7000008620 DSS_084 4 2 0,70 0,89 0,01 0,02
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ID de cepa SNP N para | Npara | Media24 h | Media96 h | Error est. | Error est.
24 h 96h (Ass0) (Asgo) 24 h 96 h

7000008621 DSS_085 4 4 0,49 0,89 0,01 0,01

7000008622 DSS_086 4 2 0,48 0,82 0,01 0,02

7000008624 DSS_088 4 2 0,47 0,88 0,01 0,02

7000008625 DSS_089 4 4 0,45 0,89 0,01 0,01

7000008626 DSS_090 4 4 0,47 0,87 0,01 0,01

7000008627 DSS_091 4 0,46 0,01

7000008629 DSS_093 4 4 0,50 0,87 0,01 0,01

7000008630 DSS_094 4 2 0,57 0,86 0,01 0,02

7000008634 DSS_098 4 2 0,53 0,85 0,01 0,02

7000008636 DSS_100 4 0,52 0,01

7000008637 DSS_101 4 2 0,49 0,85 0,01 0,02

7000008640 DSS_104 4 2 0,51 0,84 0,01 0,02

7000008645 DSS_109 4 0,51 0,01

7000008646 DSS_110 4 2 0,57 0,86 0,01 0,02

7000008648 DSS_112 4 2 0,54 0,86 0,01 0,02

7000008651 DSS_115 4 0,49 0,01

7000008652 DSS_116 4 2 0,52 0,82 0,01 0,02

7000008653 DSS_117 4 2 0,50 0,84 0,01 0,02

7000008657 DSS_121 4 2 0,78 0,88 0,01 0,02

7000008659 DSS_123 4 0,54 0,01

7000008663 DSS_127 4 0,58 0,01

7000008665 DSS_129 4 0,48 0,01

7000008666 DSS_130 4 0,56 0,01

7000008669 DSS_133 4 0,50 0,01

7000008670 DSS_271 4 2 0,52 0,86 0,01 0,02

7000008672 DSS_273 4 0,56 0,01

7000008677 DSS_278 2 0,46 0,01

7000008678 DSS_279 4 0,55 0,01

7000008681 DSS_282 4 0,51 0,01

7000008683 DSS_284 4 0,59 0,01

7000008684 DSS_285 4 0,51 0,01

7000008685 DSS_286 4 0,56 0,01

7000008687 DSS_288 4 0,46 0,01

7000008688 DSS_289 4 0,57 0,01
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ID de cepa SNP N para | Npara | Media24 h | Media96 h | Error est. | Error est.
24 h 96h (Ass0) (Asgo) 24 h 96 h

7000008689 DSS_290 4 0,47 0,01

7000008693 DSS_294 4 2 0,52 0,63 0,01 0,02

7000008696 DSS_297 4 2 0,52 0,86 0,01 0,02

7000008697 DSS_298 4 0,58 0,01

7000008699 DSS_300 4 0,48 0,01

7000008700 DSS_301 4 0,58 0,01

7000008701 DSS_302 4 0,47 0,01

7000008702 DSS_303 3 0,46 0,01

7000008703 DSS_304 3 0,48 0,01

7000008705 DSS_306 4 2 0,53 0,80 0,01 0,02

7000008708 DSS_309 4 0,56 0,01

7000008709 DSS_310 4 0,56 0,01

7000008711 DSS_312 4 0,55 0,01

7000008712 DSS_313 4 0,51 0,01

7000008718 DSS_319 4 2 0,50 0,82 0,01 0,02

7000008720 DSS_321 4 0,56 0,01

7000008722 DSS_323 2 2 0,48 0,85 0,01 0,02

7000008723 DSS_324 4 0,55 0,01

7000008724 DSS_325 4 0,50 0,01

7000008725 DSS_326 3 0,46 0,01

7000008726 DSS_327 3 0,47 0,01

7000008730 DSS_331 4 0,56 0,01

7000008731 DSS_332 4 4 0,47 0,89 0,01 0,01

7000008732 DSS_333 4 4 0,47 0,87 0,01 0,01

7000008733 DSS_334 4 0,45 0,01

7000008734 DSS_335 2 0,47 0,01

7000008735 DSS_336 4 0,47 0,01

7000008739 DSS_340 4 0,46 0,01

7000008740 DSS_341 4 2 0,46 0,89 0,01 0,02

7000008741 DSS_342 4 0,56 0,01

7000008742 DSS_343 4 0,55 0,01

7000008743 DSS_344 4 4 0,48 0,87 0,01 0,01

7000008746 DSS_347 4 4 0,48 0,85 0,01 0,01

7000008747 DSS_348 4 4 0,46 0,86 0,01 0,01
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ID de cepa SNP N para | Npara | Media24 h | Media96 h | Error est. | Error est.
24 h 96h (Ass0) (Asgo) 24 h 96 h

7000008749 DSS_350 4 2 0,29 0,74 0,01 0,02

7000008752 DSS_353 4 2 0,46 0,85 0,01 0,02

7000008753 DSS_354 4 4 0,45 0,87 0,01 0,01

7000008755 DSS_356 4 4 0,46 0,86 0,01 0,01

7000008756 DSS_357 4 4 0,46 0,86 0,01 0,01

7000008758 DSS_359 2 2 0,45 0,85 0,01 0,02

7000008760 DSS_361 4 2 0,46 0,84 0,01 0,02

7000008761 DSS_362 4 0,44 0,01

7000008763 DSS_364 4 0,44 0,01

7000008764 DSS_365 4 0,46 0,01

7000008765 DSS_366 4 0,55 0,01

7000008766 DSS_367 4 0,55 0,01

7000008767 DSS_368 4 2 0,44 0,86 0,01 0,02

7000008770 DSS_371 4 2 0,47 0,88 0,01 0,02

7000008771 DSS_372 4 2 0,46 0,83 0,01 0,02

7000008772 DSS_373 4 2 0,46 0,88 0,01 0,02

7000008774 DSS_375 4 0,45 0,01

7000008776 DSS_377 4 0,45 0,01

7000008777 DSS_378 4 0,57 0,01

7000008778 DSS_379 4 0,54 0,01

7000008779 DSS_380 4 2 0,46 0,87 0,01 0,02

7000008781 DSS_382 4 2 0,46 0,84 0,01 0,02

7000008782 DSS_383 4 0,48 0,01

7000008783 DSS_384 4 2 0,47 0,82 0,01 0,02

7000008784 DSS_385 4 2 0,46 0,83 0,01 0,02

7000008786 DSS_387 3 0,43 0,01

7000008787 DSS_388 3 0,47 0,01

7000008788 DSS_389 4 2 0,46 0,89 0,01 0,02

7000008790 DSS_391 4 0,57 0,01

7000008791 DSS_392 4 0,44 0,01

7000008795 DSS_396 4 2 0,46 0,82 0,01 0,02

7000008799 DSS_400 4 0,47 0,01

7000008800 DSS_401 4 2 0,46 0,86 0,01 0,02

7000008801 DSS_402 4 0,54 0,01
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ID de cepa SNP N para | Npara | Media24 h | Media96 h | Error est. | Error est.
24 h 96h (Ass0) (Asgo0) 24 h 96 h

7000008805 DSS_406 4 2 0,47 0,85 0,01 0,02

7000008807 DSS_408 4 0,45 0,01

7000008810 DSS_411 4 2 0,46 0,87 0,01 0,02

7000008812 DSS_413 3 0,47 0,01

7000008813 DSS_414 4 2 0,45 0,84 0,01 0,02

7000008815 DSS_416 4 2 0,45 0,87 0,01 0,02

7000008816 DSS_417 4 0,46 0,01

7000008818 DSS_419 4 2 0,47 0,84 0,01 0,02

7000008820 DSS_421 4 2 0,45 0,79 0,01 0,02

7000008821 DSS_422 4 0,44 0,01

Los resultados de esta segunda ronda de intercambio de SNP identificaron varios SNP capaces de aumentar el
rendimiento de la cepa base y la productividad de lisina en una cepa base que comprende la mutacién de intercambio
del promotor zwf (véase, p. ej., SNP 084 y SNP 121 en la esquina superior derecha de la Figura 39).

C. Validacion del cultivo en tanque

Las cepas que contienen los SNP superiores identificados durante las etapas de HTP anteriores se cultivaron en
tanques de fermentacion de ensayo de tamano mediano. Brevemente, se cultivaron pequefios cultivos de 100 ml de
cada cepa durante la noche, y después se usaron para inocular cultivos de 5 litros en los tanques de fermentacién de
ensayo con cantidades iguales de inoculado. El inoculado se normalizé para contener la misma densidad celular
después de una mediciéon de DO600.

Se dej6 que los cultivos en tanque resultantes procedieran durante 3 dias antes de la recoleccién. Las mediciones de
rendimiento y productividad se calcularon a partir de los titulos de sustrato y producto en muestras tomadas del tanque
en varios puntos durante la fermentacion. Las muestras se analizaron para concentraciones particulares de moléculas
pequerias por cromatografia liquida de alta presién usando las referencias adecuadas. Los resultados de este
experimento se resumen en la Tabla 10 a continuacion y se muestran en la Figura 40.

Tabla 10 - Validacién en tanque de microbios de intercambio de SNP

Cepa | N Rendimiento medio (%)(g de lisina Error Productividad Error
producidos/g de glucosa consumidos) est. media (g/l/h) est.
cepabase | 1 41,1502 0,5940 1 3,29377 0,2450 8
cepabase + zwf | 7 48,2952 0,2245 1 2,73474 0,1000 5
cepabase + zwf + | 2 50,325 0,4200 3 4,51397 0,1733
SNP121
cepabase + zwf+ | 5 52,191 0,2656 5 4,15269 0,1225 4
pyc + lysA

Como se predijo por los cultivos de alta capacidad a pequena escala, los cultivos en tanque mas grandes para cepas
que comprenden el intercambio de promotor zwf combinado y SNP 121, presentaban aumentos significativos en el
rendimiento y la productividad frente a la cepa de referencia base. La productividad de esta cepa, por ejemplo, salté a
4,5 g/I/h en comparacién con la productividad de 3,29 g/I/h de la cepa base (un aumento de 37,0% en la productividad
en solo 2 rondas de intercambio de SNP).
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Ejemplo 4: Ingenieria genomica de HTP - implementacion de una biblioteca de intercambio de promotores para
mejorar una cepa microbiana industrial

Los ejemplos previos han demostrado el poder de los programas de mejora de cepas de HTP de la presente
descripcion para rehabilitar cepas industriales. Los ejemplos 2 y 3 describian la implementacion de técnicas y
bibliotecas de intercambio de SNP que exploran la diversidad genética existente dentro de varias cepas base,
intermedias e industriales.

Este ejemplo ilustra ejemplos de los programas de mejora de cepas de HTP que usan las técnicas de intercambio de
PRO de la presente descripcién. A diferencia del ejemplo 3, este ejemplo ensefia métodos para la generaciéon de novo
de mutaciones mediante la generacion de bibliotecas de intercambio de PRO.

A. Identificacion de una diana para el intercambio de promotores

Como se ha mencionado antes, el intercambio de promotores es un procedimiento de multiples etapas que comprende
una etapa de: Seleccionar un conjunto de "n" genes a los que dirigirse.

En este ejemplo, los autores de la invencién han identificado un grupo de 23 genes de rutas potenciales para modular
mediante los métodos de escalera de promotores de la presente descripcién (19 genes para sobreexpresar y 4+ genes
de desvio para regular por disminucién, en una ruta metabdlica de ejemplo que produce la molécula lisina). (Véase la
Figura 19).

B. Creacion de la escalera de promotores

Otra etapa en la implementacién de un procedimiento de intercambio de promotores es la seleccion de un conjunto de
"x" promotores para que actien como una "escalera". Idealmente, se ha demostrado que estos promotores conducen
a una expresion muy variable en mdltiples locus genémicos, pero el Unico requisito es que perturben la expresion
génica de alguna manera.

Estas escaleras de promotores, en ejemplos particulares, se crean: identificando promotores naturales, nativos o de
tipo natural asociados con el gen diana de interés y luego mutando dicho promotor para obtener multiples secuencias
de promotor mutadas. En cada uno de estos promotores mutados se analiza el efecto en la expresion del gen diana.
En algunos ejemplos, se analiza en los promotores editados la actividad de expresion a través de una variedad de
condiciones, de modo que la actividad de cada variante del promotor se documente/caracterice/anote y se almacene
en una base de datos. Las variantes de promotor editadas resultantes se organizan posteriormente en "escaleras"
dispuestas en funcion de la fuerza de su expresion (p. €j., con variantes de expresion alta cerca de la parte superior y
expresion atenuada cerca de la parte inferior, conduciendo asi al término "escalera”).

En el presente ejemplo ilustrativo, los autores de la invencién han creado combinaciones de escalera de
promotores:ORF para cada uno de los genes diana identificados en la Figura 19.

C. Asociacion de promotores de la escalera con genes diana

Otra etapa en la implementacién de un procedimiento de intercambio de promotores es la ingenieria de HTP de varias
cepas que comprenden un promotor dado de la escalera de promotores asociado con un gen diana particular.

Si existe un promotor nativo delante del gen diana n y se conoce su secuencia, entonces se puede llevar a cabo el
reemplazo del promotor nativo con cada uno de los promotores x en la escalera. Cuando el promotor nativo no existe
0 se desconoce su secuencia, entonces se puede llevar a cabo la insercion de cada uno de los promotores x en la
escalera delante del gen n. De esta manera, se construye una biblioteca de cepas, en donde cada miembro de la
biblioteca es una caso de un promotor x operativamente unido a la diana n, en un contexto genético por lo demas
idéntico (véase, por ejemplo, la Figura 20).

D. Cribado de HTP de las cepas

Una etapa final en el procedimiento de intercambio de promotores es el cribado de HTP de las cepas en la biblioteca
antes mencionada. Cada una de las cepas derivadas representa un caso de promotor x unido a diana n, en un contexto
genético por lo demas idéntico.

Al implementar un cribado de HTP de cada cepa, en un escenario en el que se caracteriza su rendimiento frente a uno
o mas indicadores, los autores de la invencién pueden determinar qué asociacién de promotor/gen diana es mas
beneficiosa para un indicador determinado (p. €j., optimizacion de la produccion de una molécula de interés). Véase
la Figura 20 (efecto de los promotores P1-P8 en el gen de interés). En el ejemplo ilustrativo ilustrado en las Figuras
19-22, los autores de la invencion han usado el procedimiento de intercambio de promotores para optimizar la
produccién de lisina. Una aplicacion de los métodos de intercambio de Pro descritos antes se describe en el ejemplo
5, a continuacioén.

Ejemplo 5: Ingenieria genomica de HTP - implementacion de una biblioteca de intercambio de PRO para
mejorar el rendimiento de cepas para la produccion de lisina.

La siguiente seccidn proporciona una implementacion ilustrativa de las herramientas del programa de mejora de cepas
de disefio de HTP de intercambio de PRO de la presente descripcion, como se describe en el Ejemplo 4. En este
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ejemplo, una cepa de Corynebacterium se sometié a los métodos de intercambio de PRO de la presente descripcion
con el fin de aumentar el rendimiento de lisina de la célula hospedante.

A. Intercambio de promotores

Los intercambios de promotores se realizaron como se describe en el Ejemplo 4. Los genes seleccionados de la ruta
biosintética de la lisina en la Figura 19 fueron la diana para intercambios de promotores usando los promotores P1-

P8.

B. Ingenieria de HTP y cribado de alta capacidad

La ingenieria de HTP de los intercambios de promotores se realizé como se describe en los Ejemplos 1 y 3. El cribado
de HTP de las cepas de intercambio de promotores resultantes se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 3. En
total se realizaron 145 intercambios de PRO. Los resultados del experimento se resumen en la Tabla 11 a continuacion
y se muestran en la Figura 41.

Tabla 11 - Cribado de HTP de bibliotecas de intercambio de PRO de lisina

Cepa promotor-diana N Media (Ase0) | Error est. % cambio de rendimiento de la
base

7000007713 Pcg 1860-asd 8 0,84595 0,00689 3,927615
7000007736 Pcg0755-asd 4 0,84036 0,00974 3,240866
7000007805 Pcg0007_119-asd 8 0,82493 0,00689 1,345242
7000007828 Pcg3121-asd 8 0,8246 0,00689 1,3047

7000007759 Pcg0007_265-asd 8 0,81155 0,00689 -0,29853
7000007782 Pcg3381-asd 8 0,8102 0,00689 -0,46438
7000007712 Pcg 1860-ask 8 0,83958 0,00689 3,14504
7000007735 Pcg0755-ask 8 0,81673 0,00689 0,337846
7000007827 Pcg3121-ask 8 0,81498 0,00689 0,122853
7000007804 Pcg0007_119-ask 8 0,81492 0,00689 0,115482
7000007758 Pcg0007_265-ask 8 0,80381 0,00689 -1,24942
7000007781 Pcg3381-ask 8 0,80343 0,00689 -1,2961

7000007780 Pcg3381-aspB 8 0,84072 0,00689 3,285093
7000007803 | Pcg0007_119-aspB 8 0,82106 0,00689 0,8698

7000007809 | Pcg0007_119-cg0931 8 0,83446 0,00689 2,516032
7000007717 Pcg 1860-cg0931 4 0,83129 0,00974 2,126588
7000007763 | Pcg0007265-cg0931 4 0,82628 0,00974 1,511094
7000007671 | Pcg0007_39-cg0931 8 0,82554 0,00689 1,420182
7000007740 Pcg0755-cg0931 8 0,81921 0,00689 0,642522
7000007694 Pcg0007-cg0931 8 0,80444 0,00689 -1,17202
7000007691 Pcg0007-dapA 8 0,8299 0,00689 1,955822
7000007783 Pcg3381-dapA 8 0,80951 0,00689 -0,54915
7000007760 | Pcg0007_265-dapA 8 0,76147 0,00689 -6,45102
7000007806 | Pcg0007_119-dapA 8 0,35394 0,00689 -56,5174
7000007761 | Pcg0007_265-dapB 8 0,84157 0,00689 3,389518
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Cepa promotor-diana N Media (Ase0) | Errorest. | % cambio de rendimiento de la
base

7000007738 Pcg0755-dapB 4 0,84082 0,00974 3,297378
7000007692 Pcg0007-dapB 8 0,83088 0,00689 2,076218
7000007784 Pcg3381-dapB 8 0,82474 0,00689 1,3219

7000007715 Pcg 1860-dapB 8 0,82232 0,00689 1,024595
7000007830 Pcg3121-dapB 8 0,81236 0,00689 -0,19902
7000007807 | Pcg0007_119-dapB 4 0,69622 0,00974 -14,4672
7000007762 | Pcg0007_265-dapD 8 0,84468 0,00689 3,771591
7000007808 | Pcg0007_119-dapD 8 0,83869 0,00689 3,035701
7000007785 Pcg3381-dapD 8 0,83397 0,00689 2,455834
7000007670 Pcg0007_39-dapD 8 0,81698 0,00689 0,368559
7000007831 Pcg3121-dapD 4 0,8155 0,00974 0,186737
7000007693 Pcg0007-dapD 8 0,8117 0,00689 -0,28011

7000007716 Pcg 1860-dapD 8 0,79044 0,00689 -2,89196
7000007739 Pcg0755-dapD 8 0,78694 0,00689 -3,32195
7000007787 Pcg3381-dapE 8 0,83814 0,00689 2,968132
7000007833 Pcg3121-dapE 8 0,83721 0,00689 2,853878
7000007741 Pcg0755-dapE 8 0,83263 0,00689 2,291211
7000007810 | Pcg0007_119-dapE 8 0,83169 0,00689 2,175729
7000007718 Pcg1860-dapE 8 0,81855 0,00689 0,561439
7000007672 Pcg0007_39-dapE 8 0,80932 0,00689 -0,5725

7000007765 Pcg0007265-dapF 8 0,8327 0,00689 2,299811
7000007788 Pcg3381-dapF 8 0,82942 0,00689 1,896853
7000007811 Pcg0007_119-dapF 8 0,82926 0,00689 1,877196
7000007696 Pcg0007-dapF 8 0,82099 0,00689 0,861201
7000007719 Pcg 1860-dapF 8 0,82067 0,00689 0,821888
7000007673 Pcg0007_39-dapF 8 0,82062 0,00689 0,815745
7000007789 Pcg3381-ddh 8 0,84817 0,00689 4,200349
7000007835 Pcg3121-ddh 8 0,82141 0,00689 0,912799
7000007812 Pcg0007_119-ddh 8 0,82093 0,00689 0,853829
7000007674 Pcg0007_39-ddh 8 0,81494 0,00689 0,117939
7000007720 Pcg 1860-ddh 8 0,81473 0,00689 0,09214
7000007766 Pcg0007265-ddh 8 0,81427 0,00689 0,035627
7000007743 Pcg0755-ddh 8 0,80655 0,00689 -0,9128

7000007697 Pcg0007-ddh 8 0,80621 0,00689 -0,95457
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Cepa promotor-diana N Media (Ase0) | Errorest. | % cambio de rendimiento de la
base

7000007779 Pcg3381-fop 8 0,85321 0,00689 4,819529
7000007802 Pcg0007_119-fbp 4 0,81425 0,00974 0,03317

7000007710 Pcg1860-fop 4 0,40253 0,00974 -50,5479
7000007687 Pcg0007-fop 8 0,14881 0,00689 -81,7182
7000007825 Pcg3121-fop 4 0,12471 0,00974 -84,679

7000007733 Pcg0755-fbp 4 0,08217 0,00974 -89,9052
7000007746 Pcg0755-hom 8 0,81925 0,00689 0,647436
7000007792 Pcg3381-hom 4 0,77674 0,00974 -4,57505
7000007723 Pcg1860-hom 8 0,71034 0,00689 -12,7325
7000007838 Pcg3121-hom 8 0,559 0,00689 -31,3251

7000007800 Pcg0007_119-icd 8 0,83236 0,00689 2,258041
7000007823 Pcg3121-icd 8 0,83155 0,00689 2,15853

7000007777 Pcg3381-icd 8 0,82844 0,00689 1,776456
7000007708 Pcg1860-icd 8 0,82384 0,00689 1,211332
7000007662 Pcg0007_39-icd 12 0,82008 0,00562 0,749404
7000007685 Pcg0007-icd 8 0,81257 0,00689 -0,17322
7000007754 Pcg0007_265-icd 4 0,81172 0,00974 -0,27765
7000007698 Pcg0007-lysA 4 0,8504 0,00974 4,474311
7000007675 Pcg0007_39-lysA 8 0,84414 0,00689 3,705251
7000007836 Pcg3121-lysA 4 0,83545 0,00974 2,637657
7000007767 Pcg0007_265-lysA 8 0,83249 0,00689 2,274012
7000007813 Pcg0007_119-lysA 8 0,83096 0,00689 2,086046
7000007790 Pcg3381-lysA 8 0,8118 0,00689 -0,26782
7000007676 Pcg0007 _39-lyskE 8 0,84394 0,00689 3,68068

7000007699 Pcg0007-lysE 4 0,83393 0,00974 2,45092

7000007768 Pcg0007_265-lyskE 8 0,83338 0,00689 2,383351
7000007837 Pcg3121-lysE 4 0,83199 0,00974 2,212585
7000007791 Pcg3381-lysE 8 0,81476 0,00689 0,095825
7000007814 Pcg0007_119-lysE 8 0,81315 0,00689 -0,10197
7000007775 Pcg3381-odx 8 0,82237 0,00689 1,030738
7000007752 Pcg0007265-o0dx 8 0,81118 0,00689 -0,34399
7000007729 Pcg0755-o0dx 8 0,81103 0,00689 -0,36242
7000007683 Pcg0007-odx 8 0,80507 0,00689 -1,09462
7000007706 Pcg 1860-0dx 4 0,79332 0,00974 -2,53815
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Cepa promotor-diana N Media (Ase0) | Errorest. | % cambio de rendimiento de la
base

7000007660 Pcg0007_39-odx 8 0,79149 0,00689 -2,76297
7000007798 Pcg0007_119-odx 8 0,77075 0,00689 -5,31094
7000007821 Pcg3121-odx 4 0,74788 0,00974 -8,12059
7000007822 Pcg3121-pck 8 0,85544 0,00689 5,093491
7000007776 Pcg3381-pck 8 0,8419 0,00689 3,43006

7000007799 Pcg0007_119-pck 8 0,83851 0,00689 3,013588
7000007753 Pcg0007_265-pck 8 0,82738 0,00689 1,646232
7000007730 Pcg0755-pck 4 0,81785 0,00974 0,475442
7000007661 Pcg0007 _39-pck 8 0,80976 0,00689 -0,51844
7000007684 Pcg0007-pck 8 0,79007 0,00689 -2,93742
7000007707 Pcg1860-pck 8 0,71566 0,00689 -12,0789
7000007840 Pcg3121-pgi 4 1,01046 0,00974 24,13819
7000007817 Pcg0007 _119-pgi 7 0,99238 0,00736 21,917

7000007794 Pcg3381-pgi 7 0,99008 0,00736 21,63444
7000007771 Pcg0007 _265-pgi 8 0,94665 0,00689 16,29893
7000007725 Pcg1860-pgi 8 0,85515 0,00689 5,057864
7000007702 Pcg0007-pgi 4 0,8056 0,00974 -1,02951

7000007658 Pcg0007 _39-ppc 4 0,85221 0,00974 4,696676
7000007750 Pcg0007265-ppc 8 0,84486 0,00689 3,793705
7000007727 Pcg0755-ppc 8 0,84166 0,00689 3,400575
7000007773 Pcg3381-ppc 4 0,82883 0,00974 1,824369
7000007796 Pcg0007_119-ppc 8 0,82433 0,00689 1,27153

7000007704 Pcg1860-ppc 8 0,81736 0,00689 0,415244
7000007819 Pcg3121-ppc 8 0,79898 0,00689 -1,8428

7000007732 Pcg0755-ptsG 8 0,84055 0,00689 3,264208
7000007709 Pcg1860-ptsG 8 0,81075 0,00689 -0,39682
7000007663 Pcg0007_39-ptsG 8 0,80065 0,00689 -1,63763
7000007778 Pcg3381-ptsG 8 0,23419 0,00689 -71,229

7000007801 Pcg0007_119-ptsG 8 0,17295 0,00689 -78,7525
7000007824 Pcg3121-ptsG 8 0,16035 0,00689 -80,3005
7000007705 Pcg1860-pyc 8 0,85143 0,00689 4,60085

7000007728 Pcg0755-pyc 8 0,79803 0,00689 -1,95951

7000007659 Pcg0007_39-pyc 8 0,75539 0,00689 -7,19797
7000007751 Pcg0007_265-pyc 8 0,73664 0,00689 -9,50146
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Cepa promotor-diana N Media (Ase0) | Errorest. | % cambio de rendimiento de la
base

7000007682 Pcg0007-pyc 4 0,73142 0,00974 -10,1428
7000007774 Pcg3381-pyc 4 0,66667 0,00974 -18,0975
7000007797 Pcg0007_119-pyc 4 0,52498 0,00974 -35,5046
7000007820 Pcg3121-pyc 8 0,52235 0,00689 -35,8277
7000007841 Pcg3121-tkt 8 0,82565 0,00689 1,433696
7000007818 Pcg0007_1 19-tkt 8 0,81674 0,00689 0,339075
7000007749 Pcg0755-tkt 8 0,81496 0,00689 0,120396
7000007703 Pcg0007-tkt 4 0,76763 0,00974 -5,69424
7000007795 Pcg3381-tkt 8 0,72213 0,00689 -11,2841
7000007772 Pcg0007_265-tkt 8 0,68884 0,00689 -15,3738
7000007701 Pcg0007-zwf 4 0,95061 0,00974 16,78542
7000007747 Pcg0755-zwf 8 0,92595 0,00689 13,75587
7000007770 Pcg0007265-zwf 8 0,9029 0,00689 10,9241
7000007724 Pcg1860-zwf 8 0,79309 0,00689 -2,5664
7000007839 Pcg3121-zwf 4 0,13379 0,00974 -83,5635
7000000017 - 116 0,92115 0,00181 13,16617
7000006284 - 128 0,81398 0,00172 0
7000005754 - 64 0,79489 0,00243 -2,34527

Cuando se visualizan, los resultados del cribado de la biblioteca de intercambio de promotores sirven para identificar
genes dianas que estan mas estrechamente correlacionados con el indicador de rendimiento que se esta midiendo.
En este caso, los genes diana pgi, zwf, ppc, pck, fop y ddh se identificaron como genes para los cuales los intercambios
de promotores producen grandes ganancias en rendimiento frente a las cepas base.

Las cepas seleccionadas de la Tabla 11 se volvieron a cultivar en placas pequeias y se analiz6 el rendimiento de
lisina como se ha descrito antes. Los resultados de este cribado secundario se muestran en la Figura 22.

Ejemplo 6: Mapeo de epistasis - una herramienta algoritmica para predecir consolidaciones de mutaciones
beneficiosas

Este ejemplo describe un ejemplo de las técnicas de modelizacién predictiva usadas como parte del programa de
mejora de cepas de HTP de la presente descripcion. Después de una identificacion inicial de mutaciones
potencialmente beneficiosas (mediante el uso de bibliotecas de disefio genético como se ha descrito antes), la
presente descripcion ensefia métodos para consolidar mutaciones beneficiosas en la segunda, tercera, cuarta rondas
y posteriores adicionales de mejora de cepas de HTP. En algunos ejemplos, la presente descripcién ensefia que las
consolidaciones de mutaciones se pueden basar en el rendimiento individual de cada una de dichas mutaciones. En
otros ejemplos, la presente descripcion ensefia métodos para predecir la probabilidad de que dos 0 mas mutaciones
presenten efectos aditivos o sinérgicos si se consolidan en una Unica célula hospedante. El siguiente ejemplo ilustra
un ejemplo de las herramientas de prediccion de la presente descripcion.

Se analizaron mutaciones seleccionadas de las bibliotecas de intercambio de SNP y de intercambio de promotores
(intercambio de PRO) de los Ejemplos 3 y 5 para identificar las combinaciones de intercambios de SNP/PRO que
conducirian mas probablemente a mejoras en el rendimiento de la cepa del hospedante.

Las secuencias de la biblioteca de intercambio de SNP se compararon entre si usando una matriz de similitud de
coseno, como se describe en la seccion "Mapeo de epistasis” de la presente descripcion. Los resultados del analisis
proporcionaron puntuaciones de similitud funcional para cada combinacion de intercambio de SNP/PRO. Una
representacion visual de las similitudes funcionales entre todos los intercambios de SNP/PRO se muestra en un mapa
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de calor en la Figura 15. Las puntuaciones de similitud funcional resultantes también se usaron para desarrollar un
dendrograma que representa la distancia de similitud entre cada uno de los intercambios de SNP/PRO (Figura 16A).

Las mutaciones del mismo grupo funcional o similar (es decir, intercambios de SNP/PRO con alta similitud funcional)
tienen mas probabilidades de operar por el mismo mecanismo y, por lo tanto, es mas probable que presenten epistasis
negativa o neutra en el rendimiento general del hospedante cuando se combinan. Por el contrario, es mas probable
que las mutaciones de diferentes grupos funcionales operen por mecanismos independientes y, por lo tanto, es mas
probable que produzcan efectos aditivos o combinatorios beneficiosos en el rendimiento del hospedante.

Con el fin de ilustrar los efectos de las rutas biol6gicas en la epistasis, se combinaron y ensayaron intercambios de
SNP y de PRO que presentaban diversas similitudes funcionales en cepas hospedantes. Se disefiaron tres
combinaciones de intercambio de SNP/PRO en el genoma de Corynebacterium glutamicum como se describe en el
Ejemplo 1: i) Pcg0007::zwf intercambio de PRO + Pcg1860::pyc intercambio de PRO, ii) Pcg0007::zwf intercambio de
PRO + SNP 309, y iv) Pcg0007::zwf intercambio de PRO + Pcg0007::lysA intercambio de PRO (véase la Figura 15y
16A para las relaciones de similitud funcional).

El rendimiento de cada una de las células hospedantes que contienen las combinaciones de intercambios de
SNP/PRO se ensayd como se describe en el Ejemplo 3, y se comparé con el de una célula hospedante de control que
contenia solo intercambio de PRO zwf. Las Tablas 12 y 13 a continuacién resumen los resultados del rendimiento de
células hospedantes (mediciones de 96 h) y la productividad (mediciones de 24 h) de cada una de las cepas.

Tabla 12- Acumulacion de lisina para el experimento de mapeo de epistasis a las 24 horas.

Intercambio de SNP/ PRO Media de lisina (Aseo) Des. est.
6318 (zwf) 0,51 0,03
8126 (zwf+ lysA) 0,88 0,06
8156 (zwf+pyc) 0,53 0,01
8708 (zwf+ SNP 309) 0,56 0,00

Tabla 13- Acumulacion de lisina para el experimento de mapeo de epistasis a las 96 horas.

Intercambio de SNP/ PRO Media de lisina (Aseo) Des. est.
6318 (zwf) 0,83 0,01
8126 (zwf + lysA) 0,94 0,02
8156 (zwf+ pyc) 0,83 0,06

Los resultados de rendimientos para el rendimiento del hospedante para cada combinacién de intercambios SNP/PRO
también se muestran en la Figura 16B. Las cepas hospedantes que combinaban intercambios de SNP/PRO que
presentaban menor similitud funcional superaron a las cepas en las que los SNP combinados habian presentado una
mayor similitud funcional en las mediciones tanto a las 24 como a las 96 horas.

Por lo tanto, el procedimiento de mapeo epistéatico es Util para predecir/programar/informar consolidaciones efectivas
y/0 positivas de cambios genéticos disefiados. El conocimiento analitico del procedimiento de mapeo epistatico permite
la creacion de conjuntos de reglas predictivas que pueden guiar las rondas posteriores de desarrollo de cepas
microbianas. El conocimiento predictivo obtenido de la biblioteca epistatica se puede usar en tipos microbianos y tipos
de moléculas diana.

Ejemplo 7: Ingenieria genoémica de HTP - consolidacion de mutaciones de intercambio de Pro y ensayos
combinatorios multifactoriales

Los ejemplos anteriores han ilustrado métodos para consolidar un pequefio nimero de mutaciones de intercambio de
PRO preseleccionadas con bibliotecas de intercambio de SNP (Ejemplo 3). Otros ejemplos han ilustrado los métodos
epistaticos para seleccionar consolidaciones de mutaciones que es mas probable que proporcionen propiedades
beneficiosas aditivas o sinérgicas de la célula hospedante (Ejemplo 6). Este ejemplo ilustra la capacidad de los
métodos de HTP de la presente descripcidn para explorar eficazmente el gran espacio de soluciones creado por la
consolidacion combinatoria de multiples combinaciones de genes/biblioteca de disefio genético (p. €j., biblioteca de
intercambio de PRO x biblioteca de SNP o combinaciones dentro de una biblioteca de intercambio de PRO).
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En esta aplicacion ilustrativa de los métodos de mejora de cepas de HTP de la presente descripcion, los intercambios
de promotores identificados por tener un efecto positivo en el rendimiento del hospedante en el Ejemplo 5 se
consolidan en combinaciones de segundo orden con la biblioteca de intercambio de PRO original. La decisién de
consolidar las mutaciones de intercambio de PRO se basaba en el efecto general de cada mutacién en el rendimiento
o la productividad, y la probabilidad de que la combinacion de las dos mutaciones produjera un efecto aditivo o
sinérgico.

Por ejemplo, los autores de la invencidn se refieren a su eleccién de combinar Pcg0007::zwf y Pcg0007:: lysA,
basandose en los resultados del mapeo de epistasis del Ejemplo 6.

A. Ronda de consolidacion para ingenieria de cepas por intercambio de PRO

Las cepas se transformaron como se describe en el Ejemplo 1 anterior. Brevemente, las cepas que ya contenian una
mutacién de intercambio de PRO deseada se transformaron una vez mas con la segunda mutacién de intercambio de
PRO deseada. En total, los 145 intercambios de PRO ensayados del Ejemplo 5 se consolidaron en 53 cepas de
consolidacion de segunda ronda, comprendiendo cada una dos mutaciones de intercambio de PRO que se espera
que presenten efectos aditivos o sinérgicos beneficiosos.

Las cepas de la segunda ronda resultantes se cribaron una vez més como se describe en el Ejemplo 3. Los resultados

de este experimento se resumen en la Tabla 14 a continuacién y se muestran en la Figura 11.

Tabla 14 - Cribado de HTP de bibliotecas de intercambio de PRO para lisina consolidadas de la segunda ronda

ID cepa Numero | Intercambio de PRO 1 | Intercambio de PRO 2 Rendimiento Desviacion

medio (Aseo) estandar
7000008489 4 Pcg0007-lysA Pcg3121-pgi 1,17333 0,020121
7000008530 8 Pcg1860-pyc Pcg0007-zwf 1,13144 0,030023
7000008491 7 Pcg0007-lysA Pcg0007-zwf 1,09836 0,028609
7000008504 8 Pcg3121-pck Pcg0007-zwf 1,09832 0,021939
7000008517 8 Pcg000739-ppc Pcg0007-zwf 1,09502 0,030777
7000008502 4 Pcg3121-pck Pcg3121-pgi 1,09366 0,075854
7000008478 4 Pcg3381-ddh Pcg0007-zwf 1,08893 0,025505
7000008465 4 Pcg0007 265-dapB Pcg0007-zwf 1,08617 0,025231
7000008535 8 Pcg0007-zwf Pcg3121-pgi 1,06261 0,019757
7000008476 6 Pcg3381-ddh Pcg3121-pgi 1,04808 0,084307
7000008510 8 Pcg3121-pgi Pcg 1860-pyc 1,04112 0,021087
7000008525 8 Pcg1860-pyc Pcg0007 265-dapB 1,0319 0,034045
7000008527 8 Pcg1860-pyc Pcg0007-lysA 1,02278 0,043549
7000008452 5 Pcg1860-asd Pcg0007-zwf 1,02029 0,051663
7000008463 4 Pcg0007_265-dapB Pcg3121-pgi 1,00511 0,031604
7000008524 8 Pcg1860-pyc Pcg1860-asd 1,00092 0,026355
7000008458 4 Pcg3381-aspB Pcg1860-pyc 1,00043 0,020083
7000008484 8 Pcg3381-fop Pcg1860-pyc 0,99686 0,061364
7000008474 8 Pcg3381-ddh Pcg3381-fop 0,99628 0,019733
7000008522 8 Pcg0755-ptsG Pcg3121-pgi 0,99298 0,066021
7000008528 8 Pcg1860-pyc Pcg3121-pck 0,99129 0,021561
7000008450 4 Pcg1860-asd Pcg3121-pgi 0,98262 0,003107
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ID cepa Numero | Intercambio de PRO 1 | Intercambio de PRO 2 Rendimiento Desviacion

medio (Aseo) estandar
7000008448 8 Pcg1860-asd Pcg3381-fop 0,97814 0,022285
7000008494 8 Pcg000739-lysE Pcg3381-fop 0,97407 0,027018
7000008481 8 Pcg3381-fop Pcg0007-lysA 0,9694 0,029315
7000008497 8 Pcg0007_39-lysE Pcg 1860-pyc 0,9678 0,028569
7000008507 8 Pcg3121-pgi Pcg3381-fop 0,96358 0,035078
7000008501 8 Pcg3121-pck Pcg0007-lysA 0,96144 0,018665
7000008486 8 Pcg0007-lysA Pcg0007_265-dapB 0,94523 0,017578
7000008459 8 Pcg0007_265-dapB Pcg1860-asd 0,94462 0,023847
7000008506 2 Pcg3121-pgi Pcg0007_265-dapD 0,94345 0,014014
7000008487 8 Pcg0007-lysA Pcg3381-ddh 0,94249 0,009684
7000008498 8 Pcg3121-pck Pcg1860-asd 0,94154 0,016802
7000008485 8 Pcg0007-lysA Pcg1860-asd 0,94135 0,013578
7000008499 8 Pcg3121-pck Pcg0007_265-dapB 0,93805 0,013317
7000008472 8 Pcg3381-ddh Pcg1860-asd 0,93716 0,012472
7000008511 8 Pcg000739-ppc Pcg1860-asd 0,93673 0,015697
7000008514 8 Pcg000739-ppc Pcg0007-lysA 0,93668 0,027204
7000008473 8 Pcg3381-ddh Pcg0007_265-dapB 0,93582 0,030377
7000008461 7 Pcg0007_265-dapB Pcg3381-fop 0,93498 0,037862
7000008512 8 Pcg0007_39-ppc Pcg0007_265-dapB 0,93033 0,017521
7000008456 8 Pcg3381-aspB Pcg3121-pck 0,92544 0,020075
7000008460 8 Pcg0007_265-dapB Pcg0007_265-dapD 0,91723 0,009508
7000008492 8 Pcg0007_39-lysE Pcg3381-aspB 0,91165 0,012988
7000008493 8 Pcg0007_39-lysE Pcg0007_265-dapD 0,90609 0,031968
7000008453 8 Pcg3381-aspB Pcg0007_265-dapB 0,90338 0,013228
7000008447 8 Pcg1860-asd Pcg0007_265-dapD 0,89886 0,028896
7000008455 8 Pcg3381-aspB Pcg0007-lysA 0,89531 0,027108
7000008454 6 Pcg3381-aspB Pcg3381-ddh 0,87816 0,025807
7000008523 8 Pcg0755-ptsG Pcg 1860-pyc 0,87693 0,030322
7000008520 8 Pcg0755-ptsG Pcg3381-fop 0,87656 0,018452
7000008533 4 Pcg0007-zwf Pcg3381-fop 0,84584 0,017012
7000008519 8 Pcg0755-ptsG Pcg0007_265-dapD 0,84196 0,025747

Como predecia el modelo de epistasis, la cepa de intercambio de PRO de la segunda ronda que comprende las
mutaciones Pcg0007::zwf y Pcg0007::lysA presentaba una de las mejoras de rendimiento mas altas, con una mejora
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de cerca del 30% en el rendimiento frente a Pcg0007::lysA solo, y 35,5% de mejora frente a la cepa base (véase los
datos en un circulo en la Figura 11).

Los métodos de HTP para explorar el espacio de soluciones de mutaciones consolidadas simples y dobles también
se pueden aplicar a la tercera, cuarta y posteriores consolidaciones de mutaciones. También se llama la atencion, por
ejemplo, sobre la cepa de consolidacién de 3 cambios descrita que corresponden a zwf, pyc y lysa que se hizo entre
los aciertos principales de identificados en las consolidaciones de 2 cambios como se muestra en la Tabla 14 anterior,
y como se identifica por los métodos epistaticos de la presente descripcion. Esta cepa de consolidacion de 3 cambios
se valid6 adicionalmente en tanques como mejorada significativamente en comparacion con la progenitora o
progenitora + zwf (véase la Tabla 10 mas arriba y Figura 40).

Ejemplo 8: Ingenieria gendmica de HTP - implementacion de una biblioteca de terminadores para mejorar una
cepa hospedante industrial

El presente ejemplo aplica los métodos de HTP de la presente descripcién a bibliotecas de disefio genético de HTP
adicionales, que incluyen intercambio de STOP. El ejemplo ilustra ademas la capacidad de la presente descripcion
para combinar elementos de bibliotecas de disefio genético basico (p. €j., intercambio de PRO, intercambio de SNP,
intercambio de STOP, etc.) para crear bibliotecas de disefio genético mas complejas (p. €j., bibliotecas de intercambio
de PRO-STOP, que incorporan tanto un promotor como un terminador). En algunos ejemplos, la presente descripcion
ensefna todas y cada una de las posibles bibliotecas de disefio genético, incluyendo las derivadas de combinar de
cualquiera de las bibliotecas de disefio genético descritas previamente.

En este ejemplo, se llevé a cabo un experimento a pequefia escala para demostrar el efecto de los métodos de
intercambio de STOP de la presente descripcién en la expresion génica. Los terminadores T1-T8 de la presente
descripcion se emparejaron con uno de dos promotores nativos de Corynebacterium glutamicum como se describe a
continuacion, y se analizaron para determinar su capacidad para influir en la expresién de una proteina fluorescente.

A. Ensamblaje de construcciones de ADN

Los terminadores T1-T8 se emparejaron con uno de dos promotores nativos de Corynebacterium glutamicum (p. €j.,
Pcg0007 o Pcg0047) que expresaban una proteina de fluorescencia amarilla (YFP). Para facilitar la amplificacion y el
ensamblaje del ADN, la secuencia final del promotor-YFP-terminador se sintetiz6 en dos partes; la primera parte
codificaba (de 5' a 3') i) el brazo de homologia del vector, ii) el promotor seleccionado, iii) y 2/3 del gen de YFP. La
segunda parte codificaba (de 5' a 3') iv) los siguientes 2/3 del gen de YFP, v) el terminador seleccionado, y vi) el
segundo brazo de homologia del vector. Cada parte se amplificé usando oligonucleétidos sintéticos y se purificéd en
gel. Los amplicones purificados en gel se ensamblaron con una cadena principal del vector usando recombinacién
homéloga de levaduras.

B. Transformacion de clones ensamblados en E. coli

Los vectores que contenian las secuencias del promotor-YFP-terminador se transformé6 cada una individualmente en
E. coli con el fin de identificar clones ensamblados correctamente y para amplificar el ADN del vector para la
transformacion de Corynebacterium. Los vectores ensamblados correctamente se confirmaron por digestion con
enzimas de restriccién y secuenciacion de Sanger. Los clones positivos se almacenaron a -20°C para uso futuro.

C. Transformacion de clones ensamblados en Corynebacterium

Los clones de vector verificados se transformaron individualmente en células hospedantes de Corynebacterium
glutamicum por electroporacion. Cada vector se diseno para integrarse en un sitio de integracion neutro dentro del
genoma de Corynebacterium glutamicum que se determiné empiricamente que permitia la expresion de la proteina
de fluorescencia amarilla heterdloga pero no era perjudicial para la célula hospedante. Para facilitar la integracion, el
vector de expresién comprendia ademas aproximadamente 2 kpb de secuencia homéloga (es decir, brazo de
homologia) al sitio de integracion deseado, por lo que cada casete génico descrito antes se inserté secuencia abajo
del brazo de homologia. La integracién en el genoma se produjo por integracion de un solo cruce. A continuacion, se
analiz6 la correcta integracion de Corynebacterium transformadas por PCR. Este procedimiento se repitié para cada
una de las transformaciones realizadas para cada construccion génica.

D. Evaluacion de construcciones de terminadores individuales en Corynebacterium

El fenotipo de cada transformante de Corynebacterium que contenia construcciones de promotor-YFP-terminador
después se ensay6 en dos tipos de medios (medios de ensayo de infusion de cerebro-corazén-BHI y HTP) en dos
puntos de tiempo con el fin de evaluar la expresion. Brevemente, se eligieron entre cuatro y seis transformantes
confirmados por PCR y se cultivaron en medio selectivo en un formato de 96 pocillos. Después, los cultivos iniciales
se dividieron en medio BHI selectivo o medio de siembra selectivos. A las 48 horas, los cultivos en medio de siembra
se inocularon en medio de ensayo selectivo de HTP o medio BHI y se analizaron en dos puntos de tiempo que
representan diferentes partes de la curva de crecimiento. Los puntos de tiempo para los cultivos en medio de ensayo
HTP eran 48 y 96 horas después de la inoculacién. Los cultivos en el medio BHI selectivo se analizaron a las 48 y 72
horas después de la inoculacién.
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El analisis de los cultivos se llevé a cabo usando un citometro de flujo de sobremesa. Brevemente, los cultivos se
diluyeron 1:100 en 200 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Para cada cultivo, se analizaron entre 3000
y 5000 sucesos individuales (es decir, células) para determinar la fluorescencia amarilla. El citémetro de flujo de
sobremesa traza un histograma de fluorescencia amarilla de cada "suceso" y calcula la fluorescencia mediana dentro
de cada pocillo. La Figura 36 representa la media de la fluorescencia mediana para cada construccion (en las 4-6
repeticiones bioldgicas). Las barras de error indican el intervalo de confianza del 95% de cada punto de datos. Las
condiciones A-D se refieren cada una a un solo medio y a un solo punto de tiempo. Por lo tanto, las condiciones Ay
B representan los dos puntos de tiempo para el medio BHI, mientras que los puntos C y D representan los dos puntos
de tiempo para el medio de ensayo HTP. Obsérvese que las unidades arbitrarias (p. ej., AU) representan la
fluorescencia mediana registrada por el citdmetro de flujo de sobremesa.

Los resultados muestran que los terminadores 1-8 de la biblioteca de disefio genético de intercambio de STOP dan
como resultado un intervalo continuo de expresion de YFP. Por lo tanto, estos terminadores forman una escalera de
terminadores que se puede implementar en futuras bibliotecas de disefio genético, de acuerdo con los métodos de
HTP de la presente descripcion.

Ejemplo 9: Comparacion de conjuntos de herramientas de HTP frente a mutaciones por UV tradicionales.

Este ejemplo demuestra los beneficios de las bibliotecas de disefio genético de HTP de la presente descripcion en los
programas tradicionales de mejora de cepas mutacionales. Los experimentos en esta parte de la memoria descriptiva
cuantifican la magnitud y la velocidad mejoradas de las mejoras fenotipicas logradas a través de los métodos de HTP
de la presente descripcién frente a la mutagénesis por UV tradicional.

La presente descripcién ensefia nuevos métodos para acelerar los programas de mejora de cepas de las células
hospedantes. En algunos ejemplos, el programa de mejora de cepas de HTP de la presente descripcion se basa en
la capacidad de los conjuntos de herramientas de HTP para generar e identificar perturbaciones genéticas. Los autores
de la presente invencién intentaron cuantificar los beneficios de los conjuntos de herramientas de HTP llevando a cabo
un pequeno programa de mejora de cepas de ruta paralela comparando las técnicas de intercambio de promotores de
la presente descripcion con los enfoques tradicionales de mutaciones por UV.

Se eligi6é una cepa de referencia base que produjera un metabolito bioquimico de interés como punto de partida para
las perturbaciones genéticas tanto de intercambio de promotores como por UV.

A. Mutaciones por UV

Los cultivos de la cepa base se cultivaron en medio BHI en cultivos que se normalizaron respecto a la DO a la DO600
de 10. Este cultivo se dividi6 en alicuotas en una placa de Petri estéril y se agitd usando una pequefa barra agitadora
magnética. A continuacioén, un transiluminador UV a una longitud de onda de 254 nm se invirtié sobre el cultivo y se
tomaron partes alicuotas a los 5 y 9 minutos de exposicion al UV. Estas muestras se diluyeron de forma seriada 10
veces y cada dilucién se sembr6 en bandejas Q de medio BHI. De estas bandejas Q, se recogieron aproximadamente
2500 colonias de cada punto de exposicion a UV usando un aparato de seleccion de colonias automatizado y se
evalud el rendimiento como se indica a continuacion.

B. Intercambio de promotores

Se generaron construcciones de intercambio de PRO en la cepa base para 15 dianas de genes usando todos o un
subconjunto de promotores seleccionados de P1, P3, P4 y P8 descritos en la Tabla 1. La etapa final en la biosintesis
del producto de interés es catalizada por una enzima O-metiltransferasa que usa el cofactor potencialmente limitante
de velocidad S-adenosilmetionina. Por lo tanto, las dianas genéticas para los intercambios de PRO se seleccionaron
basandose en que estan directamente implicadas en la biosintesis de este cofactor o0 metabolitos secuencia arriba.

C. Evaluacion de la biblioteca de intercambio de promotores y UV

Se analizé en el fenotipo de cada cepa de Corynebacterium desarrollada para este ejemplo, su capacidad para producir
una biomolécula seleccionada. Brevemente, se eligieron entre cuatro y seis colonias de secuencia confirmada de cada
cepa de intercambio de PRO, y se eligieron colonias individuales para cada cepa de UV y se propagaron en medio
selectivos en un formato de 96 pocillos en medio liquido de produccién.

Después de la propagacion de la biomasa en placas de micropocillos de 96 pocillos, la masa celular se afnadié al
medio de fermentacion que contenia sustrato en placas de micropocillos de 96 pocillos y se dejé que la bioconversion
prosiguiera durante 24 horas. Los titulos de producto se determinaron para cada cepa usando cromatografia liquida
de alta resolucion a partir de muestras tomadas a las 24 horas. Se analizaron los resultados de los titulos para cada
perturbacién genética (UV e intercambio de PRO). Los resultados de cada repeticion se promediaron y se asignaron
para representar el rendimiento general de dicha cepa. A continuacion, las cepas se agruparon en categorias basadas
en el efecto de cada mutacion en el rendimiento medido expresado como una relacion frente al rendimiento de la cepa
base.
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La Figura 37 resume los resultados de este experimento, que se presentan como el nUmero de cepas para cada
técnica de mejora de cepas que proporcionaba: i) ningiin cambio en el rendimiento, ii) una mejora de 1,2 a 1,4 veces
del rendimiento, iii) una mejora de 1,4 a 1,6 veces del rendimiento, iv) una mejora de 1,6 a 1,8 veces del rendimiento,
0, V) una mejora de 1,8 a 2 veces del rendimiento.

Los resultados son ilustrativos de los beneficios de los conjuntos de herramientas de HTP de la presente descripcién
frente a los enfoques tradicionales de mutagénesis por UV. Por ejemplo, los resultados de la Figura 37 demuestran
que las cepas de intercambio de PRO presentaban una mayor tasa de cambios positivos en el rendimiento y, por lo
tanto, tenian méas probabilidades de proporcionar mutaciones que podrian mejorar significativamente la cepa. Lo mas
sorprendente era la alta incidencia de cepas de mejora alta que mostraban aumentos de 1,6, 1,8 y 2 veces en la
biblioteca de intercambio de PRO, con poca o ninguna mejora identificada en la biblioteca de UV.

Los resultados también son importantes porque destacan la tasa acelerada de mejora de los métodos de intercambio
de PRO de la presente descripcién. De hecho, los resultados de la biblioteca de intercambio de PRO se basaron en
menos de 100 perturbaciones promotor::gen, mientras que los resultados de las mutaciones por UV incluyeron el
cribado de mas de 4.000 cepas mutantes distintas. Por lo tanto, los métodos de la presente descripcion reducen
drasticamente el nimero de mutantes que se deben seleccionar antes de identificar perturbaciones genéticas capaces
de conferir cepas con altas ganancias en el rendimiento.

Ejemplo 10 - Ingenieria genomica de HTP - Implementacion de una biblioteca de mutagénesis de transposones
para mejorar el rendimiento de cepas de Escherichia coli

Los ejemplos previos ilustran aplicaciones de los programas de mejora de cepas de HTP en Corynebacterium. Este
ejemplo demuestra la aplicabilidad de las mismas técnicas a las células de E. coli.

Este ejemplo describe la aplicacion de mutagénesis de transposones para generar bibliotecas de cepas aleatorias de
Escherichia coli con el fin de mejorar las cepas. Estas bibliotecas de cepas se pueden cribar frente a un fenotipo
deseado, tal como el rendimiento de triptéfano, para identificar variantes con rendimiento mejorado.

La presente descripcion describe un método para generar una biblioteca de mutantes mediante la aplicacion del
sistema de transposones EZ-Tn5 (Epicenter Bio) en Escherichia coli. La transposasa EZ-Tn5 se incuba con ADN de
carga util flanqueado por secuencias de elementos de mosaico. Tras la incubacion, la transposasa Ez-Tn5 forma
complejo con el ADN para formar un transposoma. El complejo de ADN/transposoma de proteina después se
transforma en Escherichia coli por electroporacion. La transposasa EZ-Tn5 cataliza la integracion aleatoria del ADN
de carga Util en el genoma de Escherichia coli dando lugar asi a una biblioteca aleatoria de variantes de cepas.

La secuencia especifica del ADN de carga Util se puede variar ademas para sesgar hacia los efectos de pérdida de
funcion (LoF) o ganancia de funcién (GoF) de la insercién del transposén en el genoma diana.

La LoF se puede lograr mediante la inclusién de un marcador de seleccion de antibiéticos en la carga util del ADN. El
marcador de antibiético permite la seleccién de células con una insercion de transposén productivo. La insercién de
carga util del ADN puede alterar la funcion del ADN en el que se ha insertado de diversas formas, incluyendo, pero no
limitado a la alteracién de un marco de lectura abierto que evita la traduccion del gen alterado.

La GoF se puede lograr mediante la inclusion de un marcador de antibiético y un promotor fuerte en la carga util de
ADN. El marcador de antibiotico permite la seleccion de células con una inserciéon de transpos6n productivo. La
insercién de carga util del ADN puede aumentar la expresion en genes proximos al sitio de insercién a través de la
accioén del promotor fuerte.

Cualquiera de las cargas utiles de ADN de LoF o de GoF pueden contener ademas un marcador de contraseleccion
ademas de un marcador de seleccion para permitir el reciclaje del marcador y, por lo tanto, mas rondas de
transformacion.

La biblioteca de variantes de cepas generadas mediante el método de mutagénesis de transposones descrito antes
se puede cribar frente a un fenotipo deseado. Las cepas se pueden cultivar y ensayar en alta capacidad para identificar
cepas con un fenotipo deseado mejorado en relacién con la cepa parental.

Las variantes de cepas mejoradas se pueden someter a rondas adicionales de transformacion ciclica para mejorar
aun mas el fenotipo deseado, tal como el rendimiento de triptéfano. Las rondas adicionales de transformacién pueden
ser compatibles con mutagénesis de transposones u otros tipos de bibliotecas tales como SNPSWP, PROSWP o
mutagénesis aleatoria. Las cepas mejoradas también se pueden consolidar con otras variantes de cepas que
presentan un fenotipo mejorado para producir una cepa mejorada adicional a través del efecto aditivo de distintas
mutaciones beneficiosas.

Los métodos descritos en el presente documento reducen el coste de construccion de bibliotecas de alta calidad para
cribado en ingenieria ciclica. La aplicacion de mutagénesis de transposones a Escherichia coli permite la produccién
de miles de mutantes de LoF o GoF en todo el genoma en una sola reaccion. Un método alternativo es construir miles
de plasmidos asignados para transformar cepas mediante recombinacion homologa de cruzamiento simple (SCHR).
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Otro método alternativo es construir miles de fragmentos lineales asignados para transformar cepas por
recombinogénica con lambda Red. Ambos métodos son costosos porque requieren generar fragmentos de ADN Unicos
para cada mutante que contiene el ADN de carga Util previsto y la homologia de secuencia que dirige la recombinacién
a una ubicacion especifica en el genoma diana. La mutagénesis de transposones usa una carga Util de ADN Unica y
la diversidad se genera mediante la integracion aleatoria en el genoma diana.

Ejemplo 11- Ingenieria genomica de HTP - Generacion de cadenas principales de vectores para usar en
ingenieria genomica de HTP en Escherichia coli

Este ejemplo describe la generaciéon de vectores para usar en la ingenieria genémica de HTP para la ingenieria
recombinogénica en Escherichia coli de manera que dichos vectores confieren transformacion e integracion de
plasmidos eficientes.

Se genero el vector 1 (acido nucleico de SEQ ID NO. 214) y comprende un origen de replicacion R6K, un gen SacB,
un gen PheS como marcador de contraseleccién y un marcador auxotrofico de levadura URAS. Con el fin de mejorar
la eficiencia y la recombinacion homologa de cruzamiento simple, se modificé la cadena principal del vector 1 para
que contuviera los elementos de la Tabla 15, lo que dio como resultado el vector 2 (acido nucleico de SEQ ID NO.
215). El mapa del plasmido que se muestra en la Figura 55 muestra los componentes generales del vector 1. En el
vector 2, se afiadieron secuencias de aislantes aleatorias Aislante1 (SEQ ID NO. 218) y Aislante2 (SEQ ID NO. 219)
flanqueando los brazos de homologia, y las secuencias de terminadores T1 (4cido nucleico de SEQ ID NO. 220; véase
Orosz et al., Eur J Biochem. 1 de noviembre de 1991;201 (3): 653-9) y B0015 (acido nucleico de SEQ ID NO. 221) se
anadieron para eliminar la lectura transcripcional en el sitio de insercion genémica. El mapa del plasmido que se
muestra en la Figura 56 muestra los componentes generales del vector 2.

La utilidad de los vectores o plasmidos se ensayé en experimentos de inactivacién. En resumen, se inoculd E. colien
caldo LB y se cultivd durante 8 horas a 37°C con agitacién. Posteriormente, se usd entonces una parte alicuota del
cultivo de la noche para inocular un volumen mayor de caldo LB y se cultivé durante 16 horas a 18°C con agitacién.
Para las transformaciones, se afiadieron 100-400 ng de plasmido de ensayo a células competentes y la transformacion
se llevé a cabo mediante electroporacion. Las células se recuperaron en medio SOC con incubacion a 37°C durante
3 horas antes de sembrar en placa en LB-agar con kanamicina. La placa se incubd a 37°C para desarrollar las colonias
con el plasmido de ensayo.

El gen diana que se inactivé era el gen aroA de E. coli. Asi pues, los plasmidos de ensayo de "aroA-KO en la version
1" (es decir, vector 1) y "aroA-KO en la versién 2" (es decir, vector 2) se construyeron por la insercién de brazos de
homologia en el gen aroA de E. coli. en las cadenas principales del vector 1 (version 1) y del vector 2 (version 2),
respectivamente, de modo que los brazos de homologia flanquearan un gen de resistencia a la kanamicina para
permitir la recombinacién de homologia de cruzamiento simple en la célula hospedante de E. coli. La transformacion
de estos plasmidos de ensayo y la seleccion en kanamicina verificé que "aroA-KO en la versidén 2" mostraba una
eficiencia mejorada de transformacion e integracion del plasmido (Figura 53).

La modificacion adicional de la cadena principal del vector 1 en el vector 2 permiti6 una contraseleccion eficaz en
medios que contenian sacarosa y 4-clorofenilalanina afadiendo la secuencia PheS (Tabla 15). Cabe sefalar que la
secuencia del promotor PheS en el vector 2 consiste en el promotor PL del fago A identificado por Kincade y deHaseth
(véase Kinacade y deHaseth Gene. 2 de enero de 1991; 97(1): 7-12) seguida inmediatamente por una secuencia RBS
llamada B0032 que procedia de iGEM. Ademas, en el vector 2, la secuencia promotora del gen sacB se reemplazé
con un promotor que contenia el promotor P5-MCD2 (Mutalik et al, Nat Methods. Abril 2013; 10 (4): 354-60) y un ATG
adicional. Esta modificacion permitié una contraseleccién eficiente en sacarosa con cepas integradas con la cadena
principal de la version 2. Para generar el vector 3, la secuencia de promotor y el CDS del gen pheS* de C. glutamicum
en la cadena principal del vector 1 se reemplazaron con una nueva secuencia de promotor y CDS, especificamente
una version de codon optimizado de la pheS de E. coli nativa que contiene las mutaciones requeridas (T251A/A294G,
véase Miyazaki, K. Biotechniques. 1 de febrero de 2015; 58 (2): 86-8) (Tabla 15). Esta modificacién permitia una
contraseleccion mejorada en 4 clorofenilalanina con cepas integradas con la cadena principal del vector 3. El mapa
de plasmido que se muestra en la Figura 57 muestra los componentes generales del vector 3.

La cadena principal usada para la ingenieria genémica de HTP puede contener varios marcadores de seleccion de
levaduras para usar en el ensamblaje de plasmidos. En la presente descripcion, la modificacién de la cadena principal
del vector 3 reemplaz6 el marcador de seleccion de levadura URAS3 con un marcador TRP1 para dar el vector 4. El
mapa de plasmido mostrado en la Figura 58 muestra los componentes generales del vector 4.

Ejemplo 12 - Ingenieria genomica de HTP - Generacidon y ensayo de una biblioteca de intercambio de
promotores adicional para su uso en la mejora de una cepa microbiana industrial

Este ejemplo describe la generacion de una biblioteca de PROSWP adicional para su uso posterior en los métodos de
ingenieria genémica de HTP proporcionados en el presente documento para transformar genéticamente células
hospedantes microbianas (p. €j., Escherichia coli) en un esfuerzo por mejorar el rendimiento de cepas industriales.

En este ejemplo, se compilé una serie de promotores de E. coli nativos y promotores sintéticos para generar la
biblioteca de intercambio de promotores que se encuentra en la Tabla 1.4. Para los promotores nativos, se seleccion6
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un conjunto de secuencias de promotores de 60-90 pb de longitud del genoma de una cepa de E. coli K-12 (es decir,
E. coliW3110). En particular, se seleccionaron promotores que mostraban una variacion minima en la expresion del
gen asociado, de acuerdo con los datos de expresion basados en micromatrices en mdultiples condiciones de
crecimiento (Lewis et al., Mol Syst Biol. 2010; 6: 390). Las secuencias de promotores nativos consistian en 50 pb
delante de los sitios de inicio de la transcripcion putativos, asi como la secuencia hasta, pero sin incluir, el codén de
inicio putativo (véase Tabla 1.4). Ademas, se cred un conjunto de secuencias de promotores sintéticas quiméricas que
consisten en porciones de los promotores conocidos del fago lambda pL y pr, el promotor delante del gen acs de E.
coli y secuencias variables de 6 pb que constituyen las regiones -35 y -10 (Figura 54, Tabla 1.5). Cada uno de los
promotores sintéticos tenia una longitud de 60 a 90 pb.

Con el fin de ensayar la capacidad de cada uno de los promotores que se encuentran en la Tabla 1.4 para dirigir la
expresion de un gen operativamente unido al mismo, se construyé un conjunto de plasmidos de replicacion de bajo
numero de copias, cada uno de los cuales contiene el gen RFP dirigido por uno de los promotores dados en la Tabla
1.4. El plasmido de replicaciéon de bajo nimero de copias de eleccién fue un plasmido llamado Ori_Plsmd27, que tiene
la secuencia nucleica de SEQ ID NO. 213. El vector se eligié porque se deseaba un plasmido de replicacién con el fin
de construir y evaluar la biblioteca de promotores lo mas rapidamente posible y un plasmido de bajo nimero de copias
tal como Ori_Plsmd27 se aproximaria mas al escenario en el que solo se integra una sola copia en el genoma.
Ori_PIsmd27 es de bajo numero de copias porque posee el origen de replicacién p15A de E. coli. El origen de
replicacién p15A tipicamente da como resultado aproximadamente 10 copias del plasmido en cada célula. Esto es de
"bajo numero de copias" en comparacién con otros pladsmidos comunes que pueden mantener >20 o incluso varios
cientos de copias de plasmido por célula.

Los plasmidos se construyeron usando técnicas convencionales de biologia molecular. Especificamente, se
adquirieron cebadores de PCR directos que consistian en una secuencia para reasociacion con el gen RFP; la
secuencia de promotor a introducir; y una secuencia que se solapaba con Ori_Plsmd27. Se obtuvo un solo cebador
de PCR inversa que consistia en una secuencia para reasociarse con el terminador ECK120033737 (un terminador
nativo de E. coli) y una secuencia que se solapaba con Ori_Plsmd27. El gen RFP se amplific6 por PCR con los
cebadores directos y el cebador inverso para generar un conjunto de amplicones de PCR, cada uno de los cuales
contiene el gen RFP y uno de los promotores dados en la Tabla 1.4. Los plasmidos se construyeron digiriendo
Ori_Plsmd27 con la enzima de restriccién Xhol e insertando el amplicon de PCR correspondiente usando una mezcla
de enzimas de ensamblaje de ADN comercial. Como control negativo, se generé una construccién que comprendia el
terminador Tsod de C. glutamicum (&cido nucleico de SEQ ID NO. 224 en la Tabla 16) situado secuencia arriba del
gen RFP.

Los plasmidos se transformaron mediante electroporacion en E. coli W3110. Para cada promotor a evaluar, se
seleccionaron cuatro colonias y se inocularon en 1 ml de caldo LB que contenia 25 pg/ml de kanamicina en una placa
de cultivo de 96 pocillos. Los cultivos se desarrollaron a 37°C durante la noche con agitacién a 1000 rpm. Se usaron
10 pl de cultivo para inocular 1 ml de Medio 1 (un medio rico que contiene glucosa, extracto de levadura, sal y tampdn
de fosfato) que contiene 25 pg/ml de kanamicina en una placa de cultivo de 96 pocillos. Los cultivos se desarrollaron
a 37°C durante 24 horas con agitacién a 1000 rpm. Los cultivos se diluyeron en agua en una placa de 96 pocillos de
fondo transparente y pared negra y se tomaron dos medidas en un espectrofotémetro: DOsoo (densidad 6ptica a 600
nm) y fluorescencia (excitacion a 554 nm, emision a 590 nm). Se usaron 10 pl de los cultivos en el Medio 1 para
inocular 1 ml del Medio 2 (un medio rico que contiene mas glucosa que el Medio 1 pero solo una pequena cantidad de
extracto de levadura, que en su lugar contenia sulfato de amonio como fuente de nitrégeno junto con oligoelementos)
que contenia 25 pg/ml de kanamicina en una placa de cultivo de 96 pocillos. Los cultivos en el Medio 2 también se
desarrollaron a 37°C durante la noche y se midieron después de 24 horas.

Las mediciones de DOesoo se corrigieron restando el valor de los pocillos en blanco (pocillos que contenian solo medio).
La Tabla 16 muestra las medidas de fluorescencia normalizadas para la DOeoo corregida. Como puede verse en la
Tabla 16, las cepas resultantes se cultivaron eficazmente en dos medios diferentes y permitieron la expresion de
proteinas fluorescentes en un intervalo de ~5000 veces.

Tabla 16. Niveles de expresion de RFP para construcciones de promotor-RFP en medios diferentes (2).

Nombre del promotor SEQ ID NO. | Tipo* Fluorescencia en medio 1 Fluorescencia en medio 2
Vector vacio Control 0,59310262 1,038945766
Sin promotor Control 0,372576311 0,759290158
Terminador 224 Control 0,41480568 0,638974345
b0904_promotor 71 Nativo 797,7465067 5344,268555
b2405_promotor 72 Nativo 181,125065 918,6698873
b0096_promotor 73 Nativo 124,2236508 404,6536222
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Nombre del promotor SEQ ID NO. | Tipo* Fluorescencia en medio 1 Fluorescencia en medio 2
b0576_promotor 74 Nativo 22,74750166 231,1578591
b2017_promotor 75 Nativo 43,07006732 214,1483559
b1278_promotor 76 Nativo 24,51965879 167,5502652
b4255_promotor 77 Nativo 35,05859344 159,6253961
b0786_promotor 78 Nativo 34,42969151 136,7168488
b0605_promotor 79 Nativo 19,80356197 116,9009802
b1824_ promotor 80 Nativo 24,81069692 111,2950744
b1061_promotor 81 Nativo 23,595542 104,971453
b0313_promotor 82 Nativo 20,68806067 75,34101875
b0814_promotor 83 Nativo 16,46706854 70,36934251
b4133_promotor 84 Nativo 18,1034447 67,11707926
b4268_promotor 85 Nativo 12,80314528 60,91103948
b0345_promotor 86 Nativo 9,57124889 56,38701501
b2096_promotor 87 Nativo 9,852378505 44 58545057
b1277_promotor 88 Nativo 7,821796935 43,50459312
b1646_promotor 89 Nativo 18,43768693 33,66381279
b4177_promotor 90 Nativo 12,51676981 30,71734482
b0369_promotor 91 Nativo 6,614285367 28,3955664
b1920_promotor 92 Nativo 6,196134846 28,12617522
b3742_promotor 93 Nativo 5,646106239 27,85277232
b3929_promotor 94 Nativo 9,120314333 27,26180409
b3743_promotor 95 Nativo 5,416134854 26,11889953
b1613_promotor 96 Nativo 6,653798388 24,49553744
b1749_promotor 97 Nativo 4,14048349 24,04592462
b2478_promotor 98 Nativo 5,387025634 20,49940077
b0031_promotor 99 Nativo 3,227415659 18,8898903
b2414_promotor 100 Nativo 5,054709408 17,84254467
b1183_promotor 101 Nativo 5,109245812 14,42155472
b0159_promotor 102 Nativo 3,662900763 14,16361794
b2837_promotor 103 Nativo 3,427953441 13,22830567
b3237_promotor 104 Nativo 3,238274954 11,27938911
b3778_promotor 105 Nativo 1,778132048 8,89448301
b2349_promotor 106 Nativo 1,918547188 8,854115649
b1434_promotor 107 Nativo 3,05979593 7,982575199
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Nombre del promotor SEQ ID NO. | Tipo* Fluorescencia en medio 1 Fluorescencia en medio 2
b3617_promotor 108 Nativo 1,631428047 7,872487968
b0237_promotor 109 Nativo 2,524629463 6,00416496
b4063_promotor 110 Nativo 1,75938278 5,338598994
b0564_promotor 111 Nativo 1,099810487 5,27271929
b0019_promotor 112 Nativo 1,407515599 5,174702317
b2375_promotor 113 Nativo 0,758754127 4,329319889
b1187_promotor 114 Nativo 1,042830698 4,119645144
b2388_promotor 115 Nativo 1,068375672 4,008318722
b1051_promotor 116 Nativo 2,595570861 3,770122087
b4241_promotor 117 Nativo 0,86986247 3,520447288
b4054_promotor 118 Nativo 1,166071321 3,009684331
b2425 promotor 119 Nativo 0,684355198 2,847357334
b0995_promotor 120 Nativo 0,783460564 2,701492023
b1399_promotor 121 Nativo 0,67920166 2,675743061
b3298_promotor 122 Nativo 0,693842895 2,248914103
b2114_promotor 123 Nativo 0,680005978 2,166569672
b2779_promotor 124 Nativo 0,516911046 1,708793442
b1114_promotor 125 Nativo 0,477678475 1,423398279
b3730_promotor 126 Nativo 0,527510171 1,40174991
b3025_promotor 127 Nativo 0,528069061 1,375386866
b0850_promotor 128 Nativo 0,580500872 1,365244168
b2365_promotor 129 Nativo 0,600099606 1,293746086
b4117_promotor 130 Nativo 0,465598493 1,292314074
b2213_promotor 131 Nativo 0,502863501 1,066458143
pMB029_promotor 132 Sintético 3244,159758 6397,50355
pMB023_promotor 133 Sintético 2716,103558 5324,355721
pMBO025_promotor 134 Sintético 2529,260134 5315,845766
pMB019_promotor 135 Sintético 2632,199487 4730,881793
pMB008_promotor 136 Sintético 3183,229982 4685,405472
pMB020_promotor 137 Sintético 1719,381656 4331,834596
pMB022_promotor 138 Sintético 1432,727416 4224,994617
pMB089_promotor 139 Sintético 1588,496061 4173,815385
pMB001_promotor 140 Sintético 1344,15431 3710,844718
pMB051_promotor 141 Sintético 1485,624649 3614,713536
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Nombre del promotor SEQ ID NO. | Tipo* Fluorescencia en medio 1 Fluorescencia en medio 2
pMBO070_promotor 142 Sintético 1148,371596 3494,100223
pMBO074_promotor 143 Sintético 1372,63931 3423,518954
pMBO046_promotor 144 Sintético 1070,100822 3325,635875
pMBOQ71_promotor 145 Sintético 829,6337908 2753,919683
pMBO013_promotor 146 Sintético 649,3261186 2255,268459
pMBO080_promotor 147 Sintético 584,6548742 2064,645666
pMBO03 8_promotor 148 Sintético 580,7846278 2043,19218
pMBO060_promotor 149 Sintético 575,1167059 1916,349295
pMB064_promotor 150 Sintético 376,0013091 1390,767111
pMBO05 8_promotor 151 Sintético 292,4875916 1093,376645
pMB085_promotor 152 Sintético 288,8178401 1085,653214
pMB081_promotor 153 Sintético 278,7856475 670,8190328
pMBO091_promotor 154 Sintético 296,1836771 655,9453316
pMBO027_promotor 155 Sintético 262,5866089 601,1559107
pMB048_promotor 156 Sintético 235,0853436 567,7578783
pMBO055_promotor 157 Sintético 189,6983907 499,3358783
pMBO006_promotor 158 Sintético 205,2252242 497,2257006
pMBO012_promotor 159 Sintético 118,144338 480,5859474
pMBO014_promotor 160 Sintético 119,9861606 474,4330596
pMB028_promotor 161 Sintético 204,8853226 454,9894988
pMB059_promotor 162 Sintético 101,7399612 387,0993978
pMBO061_promotor 163 Sintético 128,6404482 381,8073111
pMB043_promotor 164 Sintético 139,0031576 380,0980602
pMBO066_promotor 165 Sintético 95,64407537 328,5708555
pMBOQ79_promotor 166 Sintético 105,9768914 312,5115498
pMB032_promotor 167 Sintético 89,71910699 311,1818243
pMB068_promotor 168 Sintético 97,56292371 276,8593245
pMB082_promotor 169 Sintético 84,20594634 262,0127742
pMBO030_promotor 170 Sintético 92,28874802 255,1052708
pMB067_promotor 171 Sintético 49,74078463 243,9642233
pMBO050_promotor 172 Sintético 69,03704925 223,6129199
pMB069_promotor 173 Sintético 66,09043115 213,5258967
pMBO017_promotor 174 Sintético 50,43740198 213,0316985
pMBO039_promotor 175 Sintético 52,58639745 209,9432421
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Nombre del promotor SEQ ID NO. | Tipo* Fluorescencia en medio 1 Fluorescencia en medio 2
pMBO011_promotor 176 Sintético 63,05192023 194,8104082
pMBO072_promotor 177 Sintético 47,21948722 165,6730417
pMBO016_promotor 178 Sintético 47,20169015 163,6018648
pMBQ77_promotor 179 Sintético 43,98192292 158,5866563
pMBO047_promotor 180 Sintético 30,55918215 121,2753356
pMB052_promotor 181 Sintético 34,86596074 114,4169675
pMB090_promotor 182 Sintético 14,01229264 55,03412277
pMBO035_promotor 183 Sintético 14,7011564 50,95895734
pMBOQ73_promotor 184 Sintético 11,79654115 47,47608915
pMB004_promotor 185 Sintético 8,701914436 33,9085268
pMB054_promotor 186 Sintético 8,934971498 32,06510507
pMB024_promotor 187 Sintético 6,760860897 27,59246488
pMBO007_promotor 188 Sintético 11,5557009 25,41738039
pMBO005_promotor 189 Sintético 5,354276069 23,77742451
pMBO003_promotor 190 Sintético 6,389447374 22,7246451
pMBO088_promotor 191 Sintético 5,873205603 22,42214302
pMBO065_promotor 192 Sintético 5,44173707 20,60442307
pMB037_promotor 193 Sintético 4,809680789 19,26108105
pMB009_promotor 194 Sintético 3,591881545 13,6498423
pMBO041_promotor 195 Sintético 4,78150005 13,03957332
pMB036_promotor 196 Sintético 2,508122856 11,98560161
pMB049_promotor 197 Sintético 2,916151498 11,02944113
pMB044_promotor 198 Sintético 2,719080697 10,47251128
pMB042_promotor 199 Sintético 2,661753833 8,883733663
pMB086_promotor 200 Sintético 2,33212712 8,316649305
pMB053_promotor 201 Sintético 2,336160735 7,262981543
pMBO057_promotor 202 Sintético 1,518801989 6,27420435
pMB018_promotor 203 Sintético 1,261000991 4,714509042
pMB002_promotor 204 Sintético 1,290587949 4,473711828
pMBO015_promotor 205 Sintético 0,994888783 4,328541658
pMB087_promotor 206 Sintético 0,94621781 2,900396821
pMBO063_promotor 207 Sintético 0,425085793 1,459419227

*Promotores nativos de Escherichia coli

140




10

15

20

25

30

35

40

ES 2875579 T3

Ejemplo 13 - Ingenieria genomica de HTP - Ensayo de integracion de la biblioteca de intercambio de
promotores de la Tabla 1.4 en el genoma de E. coli usando la cadena principal del vector 2

Este ejemplo describe una prueba de concepto del uso de la cadena principal del vector 2 del Ejemplo 11 en
combinacion con un subconjunto de promotores que forman la biblioteca de promotores de la Tabla 1.4 para dirigir la
integracién de una sola copia de una construccion heteréloga de promotor-gen en el genoma de E. coli.

Para este ejemplo, se construird un conjunto de plasmidos para insertar genes fluorescentes RFP y GFP en dos locus
(nupG y asl) en E. coli con un subconjunto de 14 promotores del conjunto de la Tabla 1.4. Esto permitira que esos
promotores se evalien como una unica copia integrada en el genoma, en lugar de en plasmidos de replicacion de bajo
nuamero de copias (véase el Ejemplo 12).

Los plasmidos comprenderan brazos de homologia que flanquean los genes RFP o GFP con el fin de facilitar la
integracién en el genoma de E. coli mediante "entrada de bucle" como se proporciona a lo largo de esta descripcion.
Se analizara en las cepas resultantes la fluorescencia, lo que demostrara que este subconjunto de 14 promotores de
la Tabla 1.4 se ha ensayado usando una cadena principal de vector descrita en el Ejemplo 11 y se puede usar para
insertar un gen heterélogo en el genoma de E. coli usando el métodos descritos en esta descripcién.

Ejemplo 14 - Ingenieria gendmica de HTP - Implementacion de métodos de PROSWP usando una biblioteca de
promotores derivada de la Tabla 1.4.

La siguiente seccidn proporciona una implementacion ilustrativa de las herramientas del programa de mejora de cepas
de disefio de HTP de intercambio de PRO de la presente descripcion, como se describe en los Ejemplos 4 y 5. En
este ejemplo, una cepa de E. coli se sometid a los métodos de intercambio de PRO de la presente descripcion con el
fin de modular la expresion de genes en el genoma de E. coli. Este ejemplo se basa en los resultados de los Ejemplos
12 y 13 en cuanto que este ejemplo ilustra el uso de una biblioteca de promotores que comprende los promotores de
la Tabla 1.4 en los métodos PROSWP de la presente descripcion.

A. Intercambio de promotores

Los intercambios de promotores se llevaran a cabo como se describe en el Ejemplo 4. Los genes del genoma de E.
coli se someteran a intercambios de promotores usando la biblioteca de promotores descrita en el Ejemplo 13, que
comprende un subconjunto de 14 promotores de la Tabla 1.4. El subconjunto de 14 promotores que se usara en este
ejemplo se seleccionara basandose en su efecto en la expresion génica segun se determina en los ejemplos 12y 13.

B. Ingenieria de HTP y cribado de alta capacidad

La ingenieria de HTP de los intercambios de promotores se llevard a cabo como se describe en los Ejemplos 1y 3. El
cribado de HTP de las cepas de intercambio de promotores resultantes se llevara a cabo como se describe en el
Ejemplo 3. En total, se llevaran a cabo 14 intercambios de PRO. Finalmente, se analizara el impacto de estas
modificaciones en la produccion de productos de interés.

Ejemplo 15 - Ingenieria genomica de HTP: implementacion de una biblioteca de intercambio de
TERMINADORES para mejorar el rendimiento de cepas para la produccion de licopeno

La siguiente seccidn proporciona una implementacion ilustrativa de las herramientas del programa de mejora de cepas
de disefio de HTP de intercambio de TERMINADORES de la presente descripcion. En este ejemplo, una cepa de E.
coli se sometié a los métodos de intercambio de TERMINADORES de la presente descripcion con el fin de afectar al
rendimiento de licopeno de la célula hospedante.

Los intercambios de terminadores que se dirigen a genes en la ruta biosintética del licopeno que se muestra en la
Figura 59 se llevaron a cabo usando los métodos de intercambio de terminadores presentes a lo largo de esta
descripcion. Las construcciones se disefiaron como se describe a continuacién y la recombinacion fue mediada con
el sistema CRISPR/Cas9. Los terminadores usados para los intercambios de terminadores en este ejemplo eran los
terminadores que se encuentran en la Tabla 19.

Tabla 19 - Terminadores usados en este ejemplo para dirigir genes en la ruta biosintética del licopeno

Nombre Descripcion Longitud (pb)
Spy Terminador (SEQ ID NO. 225) 90
pheA Terminador (SEQ ID NO. 226) 51
osmE Terminador (SEQ ID NO. 227) 42
rpoH Terminador (SEQ ID NO. 228) 41
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vibE Terminador (SEQ ID NO. 229) 71

Thr1_ABC Terminador (SEQ ID NO. 230) 57

Construccion del disefo

Se identificd un ARN guia de 20 bases cerca de la secuencia de insercion de la diana y adyacente a una secuencia
NGG PAM para cortar el genoma en la posicion deseada. La secuencia que se pretendia insertar en el genoma estaba
flanqueada en ambos extremos por 90 bases de homologia, de modo que la homologia dirigiria la secuencia nativa
para ser eliminada o retenida segun se desee. Debe indicarse que aunque la recombinacion se facilité por el sistema
CRISPR/Cas9 en este Ejemplo, todas las cepas también pueden construirse por métodos tradicionales de
recombinacion homologa de cruzamiento simple y doble asi como el sistema Lambda Red como se describe a lo largo
de la presente descripcion. Asi pues, cada uno de los tipos de bibliotecas de intercambio de terminadores es
independiente del método de construccidén/recombinacion.

Inoculacion del cultivo de semillas

Se selecciond una colonia de cepa base de edicién (W3110 pKD46-cas9 pLYC4) de una placa de Petri y se inocul6
en un volumen mayor de LB clin100 cmp25 y se cultivdé a 30°C con agitacion durante ~16 horas.

Preparacion de células competentes y transformacion

Se prepard una dilucion 1:10 del cultivo de una noche y se midié la DO600. Se inoculé LB clin100 cmp25 a una DO600
de 0,05 y se cultivéd a 30°C con agitacion durante ~2 horas.

Después de 2 horas, se midié periddicamente la DO600 hasta que se alcanz6 la DO objetivo de induccion y, una vez
alcanzada la DO objetivo, se afiadié 20% de arabinosa hasta una concentracion final de 0,2%.

Se centrifuga el cultivo durante 5 minutos a 5.000 x G a 4°C. Se vierte el liquido sobrenadante y se resuspende hasta
un volumen final equivalente al volumen de cultivo original.

Se repite la etapa 7 para lavar las células por tercera vez.

Después de 3 lavados, las células se sedimentaron y se resuspendieron en glicerol al 10% hasta ~1/250 del volumen
de cultivo original. Se prepara una dilucion 1:500 de las células resuspendidas, se prepararon y se resuspendieron a
una DO600 deseada con un volumen adecuado para 40 ul de células por transformacion.

En una placa de PCR Framestar (o tubos de microcentrifuga) se mezclaron 40 ul de células con 100 ng de plasmido
de ARN guia y ~4 ul de molde de reparacién de producto de PCR purificado. Si se usan oligos para el molde de
reparacion, los oligos se afiadieron en una concentracioén final de 2 uM.

Las células se electroporaron y se resuspendieron inmediatamente en LB y se recuperaron en una placa de pocillos
profundos durante 1 hora a 30°C con agitacion.

Las células recuperadas se diluyeron y se sembraron en placas de LB agar clin100 kan50 cmp25 y a 30°C de 24 a 36
horas. Las colonias se cribaron por PCR de colonias, se secuenciaron o se cribaron por fenotipos. El plasmido pKD46-
cas9 se puede curar por crecimiento a 37°C o mas, y pCRISPR2 se puede curar por crecimiento en sacarosa al 10%.

Ingenieria de HTP y cribado de alta capacidad

La ingenieria de HTP de las combinaciones de intercambios se llevé a cabo como se describe en los Ejemplos 1y 3,
con la excepcion de que se usdé CRISPR/Cas 9 para facilitar la recombinacion homoéloga de construcciones en el
genoma de E. coli. El cribado de HTP de las cepas de intercambio de promotores/intercambio de terminadores, cepas
de intercambio de promotores/intercambio de marcadores de degradacion, cepas de intercambio de
promotores/intercambio de marcadores de solubilidad y cepas intercambio de promotores/intercambio de
terminadores/intercambio de marcadores de degradacion/intercambio de marcadores de solubilidad resultantes se
llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 3. Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 60 y
61.

Como se muestra en la Figura 60, los intercambios de terminadores en las dianas de la ruta del licopeno idiy ymgA
usando el terminador TyjbE demostraban un rendimiento de las cepas reducido con respecto al control, lo que destaca
la utilidad de estos tipos de bibliotecas para identificar las dianas de rutas criticas. Esta conclusién estaba respaldada
ademas por los resultados que se muestran en la Figura 61, donde se realizaron intercambios de terminadores en
multiples dianas de la ruta del licopeno.
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Ejemplo 16 - Ingenieria genémica de HTP - implementacion de una biblioteca de intercambio de
TERMINADORES o una biblioteca de intercambio de PRO en combinacion con una biblioteca de intercambio
de MARCADORES de SOLUBILIDAD o biblioteca de intercambio de marcadores de DEGRADACION para
mejorar el rendimiento de las cepas para la produccion de licopeno

La siguiente seccidn proporciona una implementacion ilustrativa de las herramientas del programa de mejora de cepas
de disefio de HTP intercambio de MARCADORES DE SOLUBILIDAD e intercambio de TERMINADORES de la
presente descripcion, asi como las herramientas del programa de mejora de cepas de disefio de intercambio de PRO
e intercambio de MARCADORES DE DEGRADACION de la presente descripcion. En este ejemplo, una cepa de E.
coli se sometié al intercambio de PRO en combinacion con métodos de intercambio de MARCADORES DE
DEGRADACION de la presente descripcion, asi como los métodos de intercambio de MARCADORES DE
SOLUBILIDAD y TERMINADORES de la presente descripcion con el fin de afectar al rendimiento de licopeno de la
célula hospedante.

Intercambio de  promotores/Intercambio de terminadores/Intercambio de marcadores de
solubilidad/Intercambio de marcadores de degradacion

El intercambio de terminadores se llevd a cabo como se describe en el ejemplo 15, mientras que el intercambio de
marcador de solubilidad y el intercambio de promotores en combinacion con los intercambios de marcadores de
degradacién se llevaron a cabo esencialmente como se describe en los ejemplos 4 y 5. Las construcciones se
disefiaron como se describe a continuacion y la recombinacién fue mediada por el sistema CRISPR/Cas9. Los
promotores bicistrénicos usados para los intercambios de promotores en este ejemplo eran de Mutalik et al., Nat
Methods. Abril 2013; 10(4):354-60 y se puede encontrar en la Tabla 20. Debe indicarse que cualquiera de los
promotores proporcionados en el presente documento podria usarse en los métodos descritos a continuacion.

Tabla 20 - Promotores usados para combinaciones de intercambios de promotores en este ejemplo.

Nombre Longitud SEQ ID NO.
P3_BCD1 133 255
P4_BCD22 121 256
P7_BCD19 132 257
P8 BCD15 121 258
P11_BCD17 121 259
P13_BCD8 121 260

Construccion del diseio

Se identificd un ARN guia de 20 bases cerca de la secuencia de insercion de la diana y adyacente a una secuencia
NGG PAM para cortar el genoma en la posicion deseada. La secuencia que se pretendia insertar en el genoma estaba
flanqueada en ambos extremos por 90 bases de homologia, de modo que la homologia dirigiria la secuencia nativa
para ser eliminada o retenida segun se desee. Debe indicarse que aunque la recombinacion se facilité por el sistema
CRISPR/Cas9 en este Ejemplo, todas las cepas también pueden construirse por métodos tradicionales de
recombinacion homologa de cruzamiento simple y doble asi como el sistema Lambda Red como se describe a lo largo
de la presente descripcion. Asi pues, cada uno de los tipos de bibliotecas (intercambio de promotores, intercambio de
marcadores de solubilidad de proteinas, intercambio de marcadores de degradacion de proteinas e intercambio de
terminadores) solos 0 en combinacion son independientes del método de construccidon/recombinacion.

Inoculacion del cultivo de semillas

Se seleccioné una colonia de cepa base de edicién (W3110 pKD46-cas9 pLYC4) de una placa de Petri y se inoculd
en un volumen mayor de LB clin100 cmp25 y se cultivé a 30°C con agitacion durante ~16 horas.

Preparacion de células competentes y transformacion

Se preparé una dilucién 1:10 del cultivo de una noche y se midié la DO600. Se inoculé LB clin100 cmp25 a una DO600
de 0,05 y se cultivé a 30°C con agitacion durante ~2 horas.

Después de 2 horas, se midié peridédicamente la DO600 hasta que se alcanz6 la DO objetivo de induccion y, una vez
alcanzado el objetivo, se anadié 20% de arabinosa hasta una concentracion final de 0,2%.

Se centrifuga el cultivo durante 5 minutos a 5.000 x G a 4°C. Se vierte el liquido sobrenadante y se resuspende hasta
un volumen final equivalente al volumen de cultivo original.

Se repite la etapa 7 para lavar las células por tercera vez.
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Después de 3 lavados, las células se sedimentaron y se resuspendieron en glicerol al 10% hasta ~1/250 del volumen
de cultivo original. Se prepara una dilucion 1:500 de las células resuspendidas, se prepararon y se resuspendieron a
una DO600 deseada con un volumen adecuado para 40 ul de células por transformacion.

En una placa de PCR Framestar (o tubos de microcentrifuga) se mezclaron 40 ul de células con 100 ng de plasmido
de ARN guia y ~4 ul de molde de reparacién de producto de PCR purificado. Si se usan oligos para el molde de
reparacion, los oligos se afiadieron en una concentracion final de 2 uM.

Las células se electroporaron y se resuspendieron inmediatamente en LB y se recuperaron en una placa de pocillos
profundos durante 1 hora a 30°C con agitacion.

Las células recuperadas se diluyeron y se sembraron en placas de LB agar clin100 kan50 cmp25 y a 30°C de 24 a 36
horas. Las colonias se cribaron por PCR de colonias, se secuenciaron o se cribaron por fenotipos. El plasmido pKD46-
cas9 se puede curar por crecimiento a 37°C o mas, y pCRISPR2 se puede curar por crecimiento en sacarosa al 10%.

Ingenieria de HTP y cribado de alta capacidad

La ingenieria de HTP de las combinaciones de intercambios se llevé a cabo como se describe en los Ejemplos 1y 3,
con la excepcion de que se usdé CRISPR/Cas 9 para facilitar la recombinacion homoéloga de construcciones en el
genoma de E. coli. El cribado de HTP de las cepas de intercambio de promotores/intercambio de terminadores, cepas
de intercambio de promotores/intercambio de marcadores de degradacion, cepas de intercambio de
promotores/intercambio de marcadores de solubilidad y cepas intercambio de promotores/intercambio de
terminadores/intercambio de marcadores de degradacion/intercambio de marcadores de solubilidad resultantes se
llev6 a cabo como se describe en el Ejemplo 3.

Debe indicarse que el promotor P3_BCD1 se usé en todas las cepas en las que se estaba estudiando la modificacion
en el locus dxs, a menos que se indique lo contrario, tal como P4_BCD22. En cualquier locus distinto de dxs, se us6
la secuencia de promotor nativo a menos que se indique lo contrario. Esto significa que una cepa descrita como
ssrA_LAA en el locus dxs, por ejemplo, también contenia P3_BCD1, pero una cepa descrita como ssrA_LAA en el
locus gdhA usaba la secuencia de promotor nativo. El contenido completo de las cepas ensayadas en la Tabla 21 a
continuacion.
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Tabla 21 - Contenido de las cepas generadas en el Ejemplo 16.

Modificaciones en el locus dxs

*Control -P | P4_BCD2 2 sstrA_ASV | ssrA_LAA Tspy TyjbE
Promotor P3_BCD1 | P4_BCD22 | P3_BCD1 P3_BCD1 P3_BCD1 | P3_BCD 1
Marcador de solubilidad | ninguno ninguno ninguno ninguno ninguno ninguno
Marcador de | ninguno ninguno ssrA_AS 'V | ssrA_LAA ninguno ninguno
degradacion
Terminador secuencia | secuencia secuencia | secuencia Tspy TyjbE

nativa nativa nativa nativa

Modificaciones en el locus gdhA

*Control-P | FH8 GB1 P4_BCD22 | Tspy Tyjbe
Promotor secuencia secuencia secuencia P4 BCD2 2 secuencia | secuencia

nativa nativa nativa nativa nativa
Marcador de solubilidad | ninguno FH8 GB1 ninguno ninguno ninguno
Marcador de | ninguno ninguno ninguno ninguno ninguno ninguno
degradacion
Terminador secuencia | secuencia secuencia | secuencia Tspy Tyjbe

nativa nativa nativa nativa

Los resultados de los experimento se resumen y se muestran en las Figuras 62 y 63.

Como se muestra en la Figura 62, el marcador de degradacion ssrA_LAA demuestra un rendimiento de cepas
mejorado en relacion con el control. Esto es inesperado ya que esta cepa es una combinacion de un PROSWP con
una marcador de degradacion en una unica diana de la ruta. Se espera que el PROSWP inicial aumente la abundancia
de proteinas, y se espera que el marcador de degradacion disminuya la abundancia de proteinas, demostrando asi la
utilidad de las combinaciones de tipos de bibliotecas para ajustar el rendimiento éptimo de las cepas. Como se muestra
en la Figura 63, el marcador de solubilidad FH8 demuestra un rendimiento de cepas mejorado en relacion con el
control, pero el marcador de solubilidad GB1 no lo hace, demostrando asi la necesidad de evaluar bibliotecas de cada
tipo de modificacién.

En general, lo que demuestra este ejemplo es que, aunque los componentes de la presente descripcion pueden ser
utiles individualmente para la mejora sistematica de cepas, también se pueden usar sinérgicamente con otros
enfoques. Por ejemplo, después de mejorar la estabilidad del ARNm por modificacion del terminador, se puede insertar
un promotor fuerte para aumentar mas la produccion de proteinas mas alla del nivel de cualquiera de los enfoques por
si solo. Asimismo, este nuevo nivel elevado de produccion de proteinas se puede mejorar mas mediante una marcador
de solubilidad de proteinas junto con otras modificaciones. Cuando se emplean juntos y con enfoques previos, los
componentes de la presente descripcidn pueden permitir una mejora de la cepa mas robusta y eficaz para la
produccion de una molécula diana.

SECUENCIAS DE LA DESCRIPCION CON IDENTIFICADORES SEQ ID NO

NOMBRE (NOMBRE | FUENTE _ |ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE |DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

Pcg0007_lib_39 (P1) 1

Pcg0007 (P2) 2

Pcg1860 (P3) 3

Pcg0755 (P4) 4

Pcg0007 _265 (P5) 5
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

Pcg3381 (P6) 6

Pcg0007_119 (P7) 7

Pcg3121 (P8) 8

cg0001 (T1) 9

cg0007 (T2) 10

cg0371 (T3) 11

€g0480 (T4) 12

€g0494 (T5) 13

cg0564 (T6) 14

cg0610 (T7) 15

cg0695 (T8) 16

Secuencia de nucleétidos Cisl 17

Conector rico en serina 18

Conector rico en serina 19

Conector rico en serina 20

Conector rico en alanina 21

conector 22

conector 23

conector 24

conector 25

Zif268 26 Secuencia de dominio de
uniéon de ADN

PBSII 27 Secuencia de dominio de
uniéon de ADN

ZFa 28 Secuencia de dominio de
uniéon de ADN

ZFb 29 Secuencia de dominio de
uniéon de ADN

ZFc 30 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Tyr123 31 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Tyrd56 32 Secuencia de dominio de
uniéon de ADN

Dedo de zinc Blues 33 Secuencia de dominio de

unién de ADN
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE |DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

Dedo de zinc Jazz 34 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Dedo de zinc Bagly 35 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Sitio de unién de dedo de zinc 36 Secuencia de union de ADN

Bagly (5'-3")

Glil 37 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Sitio de unién de Glil 38 Secuencia de union de ADN
(5'—3)

Dedo de zinc HIVC 39 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Dedos de zinc B3 40 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Dedo de zinc N1 41 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Primer dedo de zinc Sp-1 42 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Segundo dedo Sp-1 43 Secuencia de dominio de
unién de ADN

Dominio de union de proteina SH3 44

clase |

Sitio de unién de proteina SH3 45

clase Il

Sitio de unién de proteina SH3 46

Péptido de reclutamiento SH3 47

Péptido de reclutamiento SH3 48

Péptido de reclutamiento SH3 49

Dominio de unién de proteina PDZ 50

Dominio de unién de proteina PDZ 51

Dominio de union de proteina PDZ 52

Dominio de unién de proteina PDZ 53

Dominio de unién de proteina PDZ 54

Péptido de reclutamiento PDZ 55

Péptido de reclutamiento PDZ 56

Péptido de reclutamiento PDZ 57

Péptido de reclutamiento PDZ 58

Péptido de reclutamiento PDZ 59

Péptido de reclutamiento PDZ 60
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION

ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

Péptido de reclutamiento PDZ 61

Dominio de unién de proteina GBD 62

Dominio de unién de proteina GBD 63

Dominio de unién de proteina GBD 64

Dominio de unién de proteina GBD 65

Dominio de unién de cremallera de 66

leucina

Dominio de unién de cremallera de 67

leucina

Dominio de unién de cremallera de 68

leucina

Secuencia reguladora de disefio 69 véase la Figura 43

bicistronico (BCD)

Secuencia reguladora de disefio 70 véase la Figura 43

bicistronico (BCD)

b0904_promotor E. coli 71

b2405_promotor E. coli 72

b0096_promotor E. coli 73

b0576_promotor E. coli 74

b2017_promotor E. coli 75

b1278_promotor E. coli 76

b4255 promotor E. coli 77

b0786_promotor E. coli 78

b0605_promotor E. coli 79

b1824_promotor E. coli 80

b1061_promotor E. coli 81

b0313_promotor E. coli 82

b0814_promotor E. coli 83

b4133_promotor E. coli 84

b4268_promotor E. coli 85

b0345_promotor E. coli 86

b2096_promotor E. coli 87

b1277_promotor E. coli 88

b1646_promotor E. coli 89

b4177_promotor E. coli 90
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
b0369_promotor E. coli 91
b1920_promotor E. coli 92
b3742_promotor E. coli 93
b3929_promotor E. coli 94
b3743_promotor E. coli 95
b1613_promotor E. coli 96
b1749_promotor E. coli 97
b2478_promotor E. coli 98
b0031_promotor E. coli 99
b2414_promotor E. coli 100
b1183_promotor E. coli 101
b0159_promotor E. coli 102
b2837_promotor E. coli 103
b3237_promotor E. coli 104
b3778_promotor E. coli 105
b2349 promotor E. coli 106
b1434_promotor E. coli 107
b3617_promotor E. coli 108
b0237_promotor E. coli 109
b4063_promotor E. coli 110
b0564_promotor E. coli 111
b0019_promotor E. coli 112
b2375_promotor E. coli 113
b1187_promotor E. coli 114
b23 8 8_promotor E. coli 115
b1051_promotor E. coli 116
b4241_promotor E. coli 117
b4054_promotor E. coli 118
b2425 promotor E. coli 119
b0995_ promotor E. coli 120
b1399_ promotor E. coli 121
b3298_promotor E. coli 122
b2114_promotor E. coli 123
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

b2779_promotor E. coli 124
b1114_promotor E. coli 125
b3 73 0_promotor E. coli 126
b3025_promotor E. coli 127
b0850_promotor E. coli 128
b2365_promotor E. coli 129
b4117_promotor E. coli 130
b2213_promotor E. coli 131
pMB029_promotor Sintética 132
pMB023_promotor Sintética 133
pMB025_promotor Sintética 134
pMBO019_promotor Sintética 135
pMBO008_promotor Sintética 136
pMB020_promotor Sintética 137
pMB022_promotor Sintética 138
pMB089_promotor Sintética 139
pMBO001_promotor Sintética 140
pMBO051_promotor Sintética 141
pMBOQ70_promotor Sintética 142
pMBO074_promotor Sintética 143
pMB046_promotor Sintética 144
pMBOQ71_promotor Sintética 145
pMBO013_promotor Sintética 146
pMBO080_promotor Sintética 147
pMBO03 8_promotor Sintética 148
pMBO060_promotor Sintética 149
pMBO064_promotor Sintética 150
pMBO05 8_promotor Sintética 151
pMBO085_promotor Sintética 152
pMB081_promotor Sintética 153
pMB091_promotor Sintética 154
pMBO027_promotor Sintética 155
pMBO048_promotor Sintética 156
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.

pMBO055_promotor Sintética 157
pMBO006_promotor Sintética 158
pMBO012_promotor Sintética 159
pMBO014_promotor Sintética 160
pMB028_promotor Sintética 161
pMBO059_promotor Sintética 162
pMBO061_promotor Sintética 163
pMBO043_promotor Sintética 164
pMBO066_promotor Sintética 165
pMBO079_promotor Sintética 166
pMBO032_promotor Sintética 167
pMBO068_promotor Sintética 168
pMBO082_promotor Sintética 169
pMBO03 0_promotor Sintética 170
pMB067_promotor Sintética 171
pMBO050_promotor Sintética 172
pMBO069_promotor Sintética 173
pMBO017_promotor Sintética 174
pMBO039_promotor Sintética 175
pMBO011_promotor Sintética 176
pMB072_promotor Sintética 177
pMBO016_promotor Sintética 178
pMBQ77_promotor Sintética 179
pMB047_promotor Sintética 180
pMB052_promotor Sintética 181
pMB090_promotor Sintética 182
pMBO035_promotor Sintética 183
pMBOQ73_promotor Sintética 184
pMBO004_promotor Sintética 185
pMB054_promotor Sintética 186
pMB024_promotor Sintética 187
pMBO007_promotor Sintética 188
pMBO005_promotor Sintética 189
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
pMBO003_promotor Sintética 190
pMBO088_promotor Sintética 191
pMBO065_promotor Sintética 192
pMBO037_promotor Sintética 193
pMBO009_promotor Sintética 194
pMB041_promotor Sintética 195
pMBO036_promotor Sintética 196
pMBO049_promotor Sintética 197
pMBO044_promotor Sintética 198
pMB042_promotor Sintética 199
pMB086_promotor Sintética 200
pMBO053_promotor Sintética 201
pMBO057_promotor Sintética 202
pMBO018_promotor Sintética 203
pMB002_promotor Sintética 204
pMBO015_promotor Sintética 205
pMBO087_promotor Sintética 206
pMBO063_promotor Sintética 207
Parte distal del promotor sintético | Fago A 208 promotor Pr
Parte central del promotor sintético | Fago A 209 promotor Pr
Parte distal del promotor sintético | Fago A 210 promotor PL
parte 5'UTR/RBS del promotor | Fago A 211 promotor Pr
sintético
parte 5'UTR/RBS del promotor | E. coli 212 promotor del gen acs
sintético
Ori_Plsmd27 213
cadena principal de vector 1 214
cadena principal de vector 2 215
cadena principal de vector 3 216
cadena principal de vector 4 217
Aislante 1 218 véase Tabla 15
Aislante 2 219 véase Tabla 15
T1 220 de Orosz et al., Eur J
Biochem. 1991 Nov
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NOMBRE (NOMBRE | FUENTE ACIDO AMINOACIDO | DESCRIPCION
ABREVIADO) NUCLEICO DE|DE SEQ ID NO.
SEQ ID NO.
1;201(3):653-9; véase
Tabla 15
B0015 221 véase Tabla 15
promotor de SacB 222 véase Tabla 15
promotor y secuencia de PheS 223 véase Tabla 15
Terminador Tsod C. 224
glutamicum
Spy E. coli 225 Secuencia de terminador
pheA E. coli 226 Secuencia de terminador
osmE E. coli 227 Secuencia de terminador
rpoH E. coli 228 Secuencia de terminador
vibE E. coli 229 Secuencia de terminador
Thri_ABC E. coli 230 Secuencia de terminador
GB1 (PST1) Streptococ | 231 235 dominio B1 de IgG de
Cus sp. proteina G
FH8 (PST2) F. hepatica | 232 236 Antigeno  de Fasciola
hepatica 8-kDa
Ubiquitina (PST3) 233 237
SUMO (PST4) Homo 234 238 Ubiquitina pequena
sapiens modificada
ssrA_LAA (PDT1) E. coli 239 247 nativo
ssrA_LVA (PDT2) E. coli 240 248 mutante
ssrA_AAV (PDT3) E. coli 241 249 mutante
ssrA_ASV (PDT4) E. coli 242 250 mutante
ftsH-cl189-97 (PDT5) E. coli 243 251 nativo
cl108 (PDT6) E. coli 244 252 nativo
su120 (PDT7) E. coli 245 253 nativo
320 (PDT8) E. coli 246 254 nativo
P3_BCD1 Artificial 255
P4_BCD22 Artificial 256
P7_BCD19 Artificial 257
P8_BCD15 Artificial 258
P11_BCD17 Artificial 259
P13_BCD8 Artificial 260
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<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 97
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Promotor de expresion derivado de Pcg0007_lib_39

<400> 1

tgcegtttet cgegttgtgt gtggtactac gtggggacct aagcgtgtat tatggaaacg

tctgtatcgg ataagtageg aggagtgttc gttaaaa

<210>2
<211> 97
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Promotor de expresion derivado de Pcg0007

<400> 2

tgcegtttet cgegttgtgt gtggtactac gtggggacct aagcgtgtaa gatggaaacg

tctgtatcgg ataagtagecg aggagtgttc gttaaaa
<210> 3
<211> 93

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Promotor de expresion derivado de Pcg1860

<400> 3
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cttagctttg acctgcacaa atagttgcaa attgtcccac atacacataa agtagcttge

gtatttaaaa ttatgaacct aaggggttta gca

<210> 4
<211> 98
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Promotor de expresion derivado de Pcg0755

<400> 4

aataaattta taccacacag tctattgcaa tagaccaagc tgttcagtag ggtgcatggg

agaagaattt cctaataaaa actcttaagg acctccaa

<210>5
<211> 97
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Promotor de expresion derivado de Pcg0007_265

<400> 5

tgcegtttet cgegttgtgt gtggtactac gtggggacct aagcgtgtac gectggaaacg

tctgtatcgg ataagtageg aggagtgttc gttaaaa
<210>6

<211> 86

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Promotor de expresion derivado de Pcg3381

<400> 6
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cgccggataa atgaattgat tattttagge tcccagggat taagtctagg gtggaatgca

gaaatatttc ctacggaagg tccgtt

<210>7
<211> 97
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Promotor de expresion derivado de Pcg0007_119

<400>7

tgcegtttet cgegttgtgt gtggtactac gtggggacct aagcgtgttg catggaaacg

tctgtatcgg ataagtageg aggagtgttc gttaaaa

<210>8
<211> 87
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Promotor de expresion derivado de Pcg3121

<400> 8

gtggctaaaa cttttggaaa cttaagttac ctttaatcgg aaacttattg aattcgggtg

aggcaactgc aactctggac ttaaagc

<210>9
<211> 25
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0001

<400>9
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gacccatctt cggatgggtc tittt 25

<210> 10
<211> 30
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0007

<400> 10

cccgcececctg gaattetggg ggegggtttt 30

<210> 11
<211> 24
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0371

<400> 11

ccggtaactt ttgtaagttg ccgg 24

<210> 12
<211> 27
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0480

<400> 12

cccctcagaa gegatictga ggggttt 27

<210> 13
<211> 28
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<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0494

<400> 13

gcaccgcctt tcggggeggt getttttt 28

<210> 14
<211> 28
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0564

<400> 14

ggccccatgc tttgcatggg gtettttt 28

<210> 15
<211> 30
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> Terminador cg0610

<400> 15

gcacttacct taactggtag gtgctttttt 30

<210> 16
<211>24
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
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<223> Terminador cg0695

<400> 16

acccggtcac cagaccgggt ctit 24

<210> 17
<211> 54
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia codificante de Cis1

<400> 17

atgaaagcaa ttttcgtact gaaacatctt aatcatgcac aggagactit ctaa 54

<210> 18
<211>4
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido conector rico en serina

<400> 18
Gly Ser Gly Ser
1

<210> 19

<211>5

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector rico en serina

<400> 19
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Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

<210> 20
<211>4
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector rico en serina

<400> 20
Gly Ser Asn Gly
1

<210> 21

<211>5

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector rico en alanina

<400> 21
Thr Ser Ala Ala Ala
1 5
<210> 22
<211>6
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector

<400> 22

Ala Ala Ala Gly Gly Met

1 5
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<210> 23
<211> 14
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector

<400> 23

Ala Ala Ala Gly Gly Met Pro Pro Ala Ala Ala Gly Gly Met

1

<210> 24
<211>6
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector

<400> 24

<210> 25
<211>9
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia de conector

<400> 25

<210> 26
<211> 87

ES 2875579 T3

5 10

Ala Ala Ala Gly Gly Met
1 5

Pro Pro Ala Ala Ala Gly Gly Met Met
1 5
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<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Zif268

<400> 26
Pro Gly

Phe Ser

Gln Lys

Asp His
50

Ala Cys
65

Arg His

<210> 27
<211> 85

Glu

Arg

Pro

35

Leu

Asp

Thr

<212> PRT

Lys

Ser

20

Phe

Thr

Ile

Lys

<213> Desconocido

<220>

<223> PBSII

<400> 27

Pro

Asp

Gln

Thr

Cys

Ile
85

Tyr

Glu

Cys

His

Gly

70

His

Ala

Leu

Arg

Ile

55

Arg

Thr

Cys

Thr

Ile

40

Arg

Lys

ES 2875579 T3

Pro

Arg

25

Cys

Thr

Phe

Val
10

His

Met

His

Ala

Glu Ser Cys

Ile Arg Ile

Arg Asn Phe
45

Thr Gly Glu
60

Arg Ser Asp
75

163

Asp Arg
15

His Thr

30

Ser Arg

Lys Pro

Glu Arg

Arg

Gly

Ser

Phe

Lys
80
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Pro Gly Glu Lys Pro Tyr Ala Cys Pro Glu Cys Gly

Gln Arg Ala Asn Leu Arg Ala His Gln Arg Thr His
20 25

Pro Tyr Lys Cys Pro Glu Cys Gly Lys Ser Phe Ser
35 40

Leu Thr Thr His Gln Arg Thr His Thr Gly Glu Lys
50 55 60

Pro Glu Cys Gly Lys Ser Phe Ser Arg Ser Asp Val
65 70 75

Gln Arg Thr His Thr
85

<210> 28
<211> 84
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> ZFa

<400> 28

Pro Gly Glu Arg Pro Phe Gln Cys Arg Ile Cys Met
1 5 10

Asp Ser Pro Thr Leu Arg Arg His Thr Arg Thr His
20 25

Pro Phe Gln Cys Arg Ile Cys Met Arg Asn Phe Ser
35 40

Leu Thr Arg His Leu Arg Thr His Thr Gly Glu Lys
50 55 60

Arg Ile Cys Met Arg Asn Phe Ser Asp Arg Thr Ser
65 70 75

Leu Lys Thr His

<210> 29
<211> 84
<212> PRT

164

Lys Ser Phe Ser
15

Thr Gly Glu Lys
30

Arg Ser Asp His
45

Pro Tyr Lys Cys

Leu Val Arg His
80

Arg Asn Phe Ser
15

Thr Gly Glu Lys
30

Val Arg His Asn
45

Pro Phe Gln Cys

Leu Ala Arg His
80
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<213> Desconocido

<220>

<223> ZFb

<400> 29

Pro

Lys

Pro

Leu

Arg

65

Leu

Gly

Lys

Phe

Lys

50

Ile

Lys

<210> 30

<211> 84

Glu

Asp

Gln

Arg

Cys

Thr

<212> PRT

Arg Pro

His Leu

20

Cys Arg

His Leu

Met Arg

His

<213> Desconocido

<220>

<223> ZFc

<400> 30

Phe Gln Cys

His Arg His

Ile Cys Met
40

Arg Thr His
55

Asn Phe Ser
70

ES 2875579 T3

Arg

Thr

25

Arg

Thr

Arg

Ile

10

Arg

Asn

Gly

Leu

Cys

Thr

Phe

Glu

Asp
75

Met

His

Ser

Lys

60

Met

165

Arg

Thr

Leu

45

Pro

Leu

Asn

Gly

30

Ser

Phe

Ala

Phe

15

Glu

Gln

Gln

Arg

Ser

Lys

Thr

Cys

His
80
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Pro Gly Glu

Ser Pro Ser

20

Phe Gln

35

Pro

Leu Ala Arg

50

Arg Ile

65

Cys

Leu Lys Thr His
<210> 31

<211> 83

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Tyr123

<400> 31

Glu Lys Pro

Ser Asn Leu

20

Pro
35

Lys Cys

Arg His Gln

Cys
65

Gly Lys

Thr His Thr
<210> 32
<211> 83

<212> PRT

Arg Pro

Lys Leu

Cys Arg

His Leu

Met Arg

Tyr Lys

Thr Arg

Glu Cys

Arg Thr

Ser Phe

Phe Gln Cys

Ile Arg His

Ile Cys Met

Arg Thr His

Asn Phe Ser

70

Cys

His

Gly

His

Ser
70

55

Pro

Gln

Lys

Thr

55

Arg

ES 2875579 T3

Arg Ile
10
Thr Arg
25
Arg Asn
40
Thr Gly
Arg Val
Glu Cys Gly
10
Arg Thr His
25
Ser Phe Ser
40
Gly Glu Lys
Ser Asp Ala

Cys

Thr

Phe

Glu

Asp
75

Lys

Thr

Thr

Pro

Leu
75

Met

His

Ser

Lys

60

Asn

Ser

Gly

Thr

Phe

60

Thr

166

Arg Asn Phe Ser
15

Thr Gly Glu Lys
30

Asp Gly Ser Asn
45

Pro Phe Gln Cys

Leu Pro Arg His
80

Phe Ser Asp Arg

15

Glu Lys

30

Pro Tyr

Ser Asn Leu Ala

45

Lys Cys Pro Glu

Arg His Gln Arg

80
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<213> Desconocido

<220>
<223> Tyrd56

<400> 32

Glu Lys Pro Tyr Lys Cys Pro

Ser Asn Leu Ala Arg His Gln
20

Lys Cys Pro Glu Cys Gly Lys
35

Lys His Gln Arg Thr His Thr
50 55

Cys Gly Lys Ser Phe Ser Gln
65 70

Thr His Thr

<210> 33
<211>94
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dedo de zinc Blues

<400> 33

Ala Ser Asp Asp Arg Pro Tyr
1 5

Arg Phe Ser Arg Arg Asp Val
20

Gly Gln Lys Pro Phe Gln Cys
35

Ser Asp His Leu Thr Thr His
50 55

ES 2875579 T3

Glu Cys Gly Lys Ser Phe Ser Gln Ser
10 15

Arg Thr His Thr Gly Glu Lys Pro Tyr
25 30

Ser Phe Ser Arg Ser Asp His Leu Thr
40 45

Gly Glu Lys Pro Phe Lys Cys Pro Glu
60

Ser Ser Asn Leu Ala Arg His Gln Arg
75 80

Ala Cys Pro Val Glu Ser Cys Asp Arg
10 15

Leu Met Asn His Ile Arg Ile His Thr
25 30

Arg Ile Cys Met Arg Asn Phe Ser Arg
40 45

Ile Arg Thr His Thr Gly Glu Lys Pro
60
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Phe Ala Cys Asp Ile Cys Gly Arg Lys Phe Ala Asn Arg Asp Thr Leu

65

70

75

Thr Arg His Ser Lys Ile His Leu Arg Gln Asn Asp Leu Glu

<210> 34
<211>94

<212> PRT

85

<213> Desconocido

<220>

<223> Dedo de zinc Jazz

<400> 34

Ala Ser

1

Arg Phe

Gly Gln

Arg Asp

Phe Ala

65

Arg Arg

<210> 35

<211> 127

Asp

Ser

Lys

35

val

Cys

His

<212> PRT

Asp Arg

Arg Ser

20

Pro Phe

Leu Arg

Asp Ile

Asn Arg
85

<213> Desconocido

<220>

Pro

Asp

Gln

Arg

Cys

70

Ile

<223> Dedo de zinc Bagly

<400> 35

Tyr

Glu

Cys

His

55

Gly

His

Ala

Leu

Arg

40

Asn

Arg

Leu

Cys

Thr

25

Ile

Arg

Lys

Arg

90

Pro

10

Arg

Cys

Thr

Phe

Gln
90

Val

His

Met

His

Ala

75

Asn

Glu

Ile

Arg

Thr

60

Ser

Asp

168

Ser

Arg

Asn

45

Gly

Arg

Leu

Cys

Ile

30

Phe

Glu

Asp

Glu

Asp

15

His

Ser

Lys

Vval

80

Arg

Thr

Ser

Pro

Leu
80
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Glu Phe Met Thr Gly Asp Arg Pro Tyr Ala Cys Pro

Asp Arg Arg Phe Ser Arg Ser Asp Glu Leu Thr Arg
20 25

His Thr Gly Gln Lys Pro Phe Gln Cys Arg Ile Cys
35 40

Ser Ser Arg Asp Val Leu Arg Arg His Asn Arg Thr
50 55 60

Lys Pro Phe Ala Cys Asp Ile Cys Gly Arg Lys Phe
65 70 75

Val Leu Arg Arg His Asn Arg Ile His Leu Arg Gln
85 90

Val Cys Ala Glu Cys Gly Lys Ala Phe Val Glu Ser
100 105

Arg His Gln Leu Val His Thr Gly Glu Lys Pro Phe
115 120

<210> 36
<211> 11
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Sitio de unién de dedo de zinc Bagly

<400> 36

cgggctgetg ¢ 11

<210> 37
<211> 175
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Gli1

169

Val

His

Met
45

His

Ala

Gly

Ser

Gln
125

Glu

Ile

30

Arg

Thr

Ser

Arg

Lys

110

Leu

Ser
15

Arg

Asn

Gly

Arg

Ser

95

Leu

Glu

Cys

Ile

Phe

Glu

Asp

His

Lys
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15

<400> 37

Lys Arg Glu

1

Cys

Ser

Gly

Val

Glu

Leu

Cys

Arg

Thr

145

Vval

Ser

Glu

Cys

50

His

Gly

Arg

Ser

Thr

130

Lys

His

<210> 38

<211> 15

Gln

His

35

Ser

Met

Cys

Ser

Lys

115

His

Arg

Gly

<212> ADN

Pro

Glu

20

Ile

Arg

His

100

Ala

Ser

Tyr

Pro

<213> Desconocido

<220>

Glu

Phe

His

Glu

Arg

Lys

85

Thr

Phe

Asn

Thr

Asp
165

<223> Sitio de uni6n Glit

<400> 38

gaccacccaa gacga 15

<210> 39

Ser

Asp

Gly

Leu

His
70

Ser

Gly

Ser

Glu

Asp

150

Ala

Val

Ser

Glu

Arg

55

Thr

Tyr

Glu

Asn

Lys

135

Pro

His

Tyr

Gln

Arg

40

Pro

Gly

Ser

Lys

Ala

120

Pro

Ser

Val

ES 2875579 T3

Glu

Glu

25

Lys

Phe

Glu

Arg

Pro

105

Ser

Tyr

Ser

Thr

Thr

10

Gln

Glu

Lys

Lys

Leu

90

Tyr

Asp

Val

Leu

Lys
170

Asp

Leu

Phe

Ala

Pro
75

Glu

Met

Arg

Cys

Arg

155

Arg

Cys

Val

vVal

Gln

60

His

Asn

Cys

Ala

Lys

140

Lys

His

170

His

Cys

45

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

125

Leu

His

Arg

Trp

His

His

Met

Cys

Lys

His

110

His

Pro

Val

Gly

Asp

15

Ile

Trp

Leu

Thr

Thr

95

Glu

Gln

Gly

Lys

Asp
175

Gly

Asn

Gly

Val

Phe

His

Gly

Asn

Cys

Thr
160
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<211> 84

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dedo de zinc HIVC

<400> 39

Pro Phe

Leu Asp

Arg Ile

Leu Arg

50

Arg Asn

65

Thr Gly

<210> 40

<211>100

Gln Cys

Arg His
20

Cys Met
35

Thr His

Phe Ser

Glu Lys

<212> PRT

<213> desconocido

<220>

Arg

Thr

Arg

Thr

Leu

<223> Dedo de zinc B3

<400> 40

Ile Cys Met

Arg Thr His

Asn Phe Ser
40

Gly Glu Lys
55

Arg Ser Asn

70

ES 2875579 T3

Arg Asn

Thr

25

Leu

Pro

Leu

10

Gly

Ser

Phe

Gly

Phe

Glu

Gln

Gln

Arg

75

Ser

Lys

Thr

Cys

60

His

171

Leu

Pro

Leu

45

Arg

Leu

Arg

Phe
30

Thr Asp
15

Gln Cys

Arg Arg His

Ile

Lys

Cys Met

Thr His

80



10

ES 2875579 T3

Ala Gln Ala Ala Leu Glu Pro Lys Glu Lys

Cys Gly Lys Ser Phe Ser Asp Pro Gly Asn
20 25

Thr His Thr Gly Glu Lys Pro Tyr Lys Cys
35 40

Phe Ser Arg Ser Asp Lys Leu Val Arg His
50 55

Glu Lys Pro Tyr Lys Cys Pro Glu Cys Gly
65 70

Ser His Leu Val Arg His Gln Arg Thr His
85 90

Gly Gln Ala Gly
100

<210> 41
<211>100
<212> PRT

<213> desconocido

<220>
<223> Dedo de zinc N1

<400> 41

Pro

Leu

Pro

Gln

Lys

75

Thr

Tyr

vVal

Glu

Arg

60

Ser

Gly

Ala

Arg

Cys

45

Thr

Phe

Lys

Cys

His

30

Gly

His

Ser

Lys

Pro

15

Gln

Lys

Thr

Gln

Thr
95

Glu

Arg

Ser

Gly

Ser

80

Ser

Ala Gln Ala Ala Leu Glu Pro Lys Glu Lys Pro Tyr Ala Cys Pro Glu

1 5 10

15

Cys Gly Lys Ser Phe Ser Gln Ser Ser Ser Leu Val Arg His Gln Arg

20 25

172

30
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Thr His Thr Gly Glu Lys Pro Tyr Lys Cys Pro Glu
35 40

Phe Ser Gln Ser Ser Asn Leu Val Arg His Gln Arg
50 55 60

Glu Lys Pro Tyr Lys Cys Pro Glu Cys Gly Lys Ser
65 70 75

Asp Lys Leu Val Arg His Gln Arg Thr His Thr Gly
85 90

Gly Gln Ala Gly
100

<210> 42
<211>94
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dedo de zinc primero Sp-1

<400> 42

Pro Gly Lys Lys Lys Gln His Ile Cys His Ile Gln
1 5 10

Val Tyr Gly Lys Thr Ser His Leu Arg Ala His Leu
20 25

Gly Glu Arg Pro Phe Met Cys Thr Trp Ser Tyr Cys

Thr Arg Ser Asp Glu Leu Gln Arg His Lys Arg Thr
50 55 60

Lys Lys Phe Ala Cys Pro Glu Cys Pro Lys Arg Phe
65 70 75

His Leu Ser Lys His Ile Lys Thr His Gln Asn Lys
85 90

<210> 43
<211>90
<212> PRT

<213> Desconocido

173

Cys Gly Lys Ser
45

Thr His Thr Gly

Phe Ser Arg Ser
80

Lys Lys Thr Ser
95

Gly Cys Gly Lys

Arg Trp His Thr

Gly Lys Arg Phe
45

His Thr Gly Glu

Met Arg Ser Asp

80

Lys Gly



5

10

15

<220>

<223> Dedo segundo Sp-1

<400> 43

Pro Gly Lys

Ser Lys Ser

Arg Pro Tyr
35

Glu Leu Gln
50

Cys Pro Glu
65

His Gln Arg

<210> 44
<211>74
<212> PRT

Lys

Ser

20

Lys

Arg

Cys

Thr

<213> Desconocido

<220>

Lys

His

Cys

His

Gly

His
85

Gln

Leu

Pro

Gln

Lys

70

Gln

His

Arg

Glu

Arg

55

Ser

Asn

Ala

Ala

Cys

40

Thr

Phe

Lys

ES 2875579 T3

Cys

His

25

Gly

His

Ser

Lys

Pro Glu Cys Gly Lys Ser Phe
10 15

Gln Arg Thr His Thr Gly Glu
30

Lys Ser Phe Ser Arg Ser Asp
45

Thr Gly Glu Lys Pro Tyr Lys
60

Arg Ser Asp His Leu Ser Lys
75 80

Gly
90

<223> Dominio de unién de proteina SH3 clase |

<400> 44

Glu Gly Tyr
1

Glu Asp Ile

Ser Leu Val
35

Glu Ile Gly
50

Asp Phe Pro
65

Gln

Asp

20

Ala

Trp

Gly

Tyr

Leu

Leu

Leu

Thr

Arg

His

Gly

Asn

Tyr
70

Ala

Leu

Phe

Gly

55

Val

Leu

Gly

Ser

40

Tyr

Glu

Tyr

Asp

25

Asp

Asn

Tyr

Asp Tyr Lys Lys Glu Arg Glu
10 15

Ile Leu Thr Val Asn Lys Gly
30

Gly Gln Glu Ala Arg Pro Glu
45

Glu Thr Thr Gly Glu Arg Gly
60

Ile

174
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<210> 45
<211> 54
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Sitio de unién de proteina SH3 clase |

<400> 45

Tyr Val Arg Ala Leu Phe Asp Phe Asn Gly Asn Asp Glu Glu Asp Leu
1 5 10 15

Pro Phe Lys Lys Gly Asp Ile Leu Arg Ile Arg Asp Lys Pro Glu Glu
20 25 30

Gln Trp Trp Asn Ala Glu Asp Ser Glu Gly Lys Arg Gly Met Ile Pro
35 40 45

Val Pro Tyr Val Glu Lys
50

<210> 46
<211> 58
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Sitio de unién de proteina SH3

<400> 46

Met Ala Glu Tyr Val Arg Ala Leu Phe Asp Phe Asn Gly Asn Asp Glu
1 5 10 15

Glu Asp Leu Pro Phe Lys Lys Gly Asp Ile Leu Arg Ile Arg Asp Lys
20 25 30

Pro Glu Glu Gln Trp Trp Asn Ala Glu Asp Ser Glu Gly Lys Arg Gly
35 40 45

Met Ile Pro Val Pro Tyr Val Glu Lys Tyr
50 55

<210> 47

175
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35

<11>7
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento SH3

<400> 47

<210> 48
<211> 13
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento SH3

<400> 48

Pro Pro Pro Ala Leu Pro Pro Lys Arg Arg Arg Pro Gly

1

<210> 49
<211>10
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento SH3

<400> 49

ES 2875579 T3

Arg Pro Leu Pro Val Ala Pro
1 5

5 10

Pro Pro Pro Ala Leu Pro Pro Lys Lys Arg

1 5

<210> 50
<211> 84
<212> PRT

10

176
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<213> Desconocido

<220>

ES 2875579 T3

<223> Dominio de union de proteina PDZ

<400> 50

Glu

Gly

Thr

Vval

Thr

65

Arg

Ile

Gly

Lys

Asn

50

His

Leu

<210> 51

<211> 87

Thr

Thr

Ile

35

Asp

Ser

Tyr

<212> PRT

Leu Glu

Asp Asn

20

Ile Pro

Ser Ile

Ala Ala

Val

<213> Desconocido

<220>

Arg

Pro

Gly

Leu

vVal
70

Gly

His

Gly

Phe

55

Glu

Asn Ser

Ile Gly
25

Ala Ala
40

Val Asn

Ala Leu

<223> Dominio de union de proteina PDZ

<400> 51

Gly Leu

10

Asp Asp

Ala Gln

Glu Val

Lys Glu
75

Gly

Pro

Asp

Asp

60

Ala

177

Phe

Ser

Gly

45

val

Gly

Ser Ile Ala
15

Ile Phe Ile
30

Arg Leu Arg

Arg Glu Val

Ser Ile Val
80
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15

Val Met Glu Ile Lys

Ile Ala Gly Gly Val
20

Tyr Val Thr Lys Ile
35

Leu Gln Ile Gly Asp
50

Asp Val Met His Glu
65

Val Val Tyr Leu Lys
85

<210> 52
<211>79
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de union de proteina PDZ

<400> 52

Arg Ile Val Ile His
1 5

Gly Gly Glu Asp Gly
20

Gly Pro Ala Asp Leu
35

Ser Val Asn Gly Val
50

Ile Ala Leu Lys Asn
65

<210> 53
<211> 82
<212> PRT

<213> Desconocido

Leu

Gly

Ile

Lys

Asp

70

vVal

Arg

Glu

Ser

Asp

Ala
70

Ile

Asn

Glu

Ile

55

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Leu

55

Gly

Lys

Gln

Gly

40

Leu

Val

Ser

Ile

Glu

40

Arg

Gln

ES 2875579 T3

Gly

His

25

Gly

Ala

Ala

Thr

Phe

25

Leu

Asn

Thr

Pro

10

Ile

Ala

Vval

Ala

Gly

10

Ile

Arg

Ala

val

Lys

Pro

Ala

Asn

Leu
75

Leu

Ser

Lys

Ser

Thr
75

Gly

Gly

His

Ser

60

Lys

Gly

Phe

Gly

His

60

Ile

178

Leu

Asp

Lys

45

val

Asn

Phe

Ile

Asp

45

Glu

Ile

Gly

Asn

30

Asp

Gly

Thr

Asn

Leu

30

Gln

Gln

Ala

Phe Ser

15

Ser Ile

Gly Arg

Leu Glu

Tyr Asp
80

Ile Val

15

Ala Gly

Ile Leu

Ala Ala

Gln
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<220>

<223> Dominio de union de proteina PDZ

<400> 53

Arg Arg

Ile

Phe

Ala

Glu

65

Val

Lys

Lys

Ile

50

Ala

Lys

<210> 54

<211>98

Val

Gly

Gly

35

Leu

val

<212> PRT

Thr

Gly

20

Leu

Ser

Gln

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de union de proteina PDZ

<400> 54

Val

Arg

Ala

Val

Ala

Arg

Glu

Ala

Asn

Leu
70

Lys

Asn

Asp

Gly

55

Lys

Ala

Lys

Gln

40

Glu

Lys

ES 2875579 T3

Asp

Met

25

Thr

Asp

Thr

Ala

10

Pro

Glu

Leu

Gly

Gly

Ile

Ala

Ser

Lys
75

Gly

Leu

Leu

Ser

60

Glu

179

Leu

Ile

Phe

45

Ala

Val

Gly

Ser

30

val

Thr

Val

Ile

15

Lys

Gly

His

Leu

Ser

Ile

Asp

Asp

Glu
80
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25

Met Leu Gln Arg Arg Arg Val Thr

Leu Gly Ile Ser Ile Lys Gly Gly

20

Ile Ser Lys Ile Phe Lys Gly Leu
35 40

Phe Val Gly Asp Ala Ile Leu Ser

50 55

Ala Thr His Asp Glu Ala Val Gln

65 70

Val Val Leu Glu Val Lys Tyr Met

85

Gly Ser

<210> 55
<211>5
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 55

<210> 56
<211>6
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 56

ES 2875579 T3

Val Arg
10

Arg Glu

25

Ala Ala

Val Asn

Ala Leu

Lys Glu
90

Lys

Asn

Asp

Gly

Lys

75

Val

Ala

Lys

Gln

Glu

60

Lys

Ser

Asp

Met

Thr

45

Asp

Thr

Pro

Ala Gly
15

Pro Ile

30

Glu Ala

Leu Ser

Gly Lys

Tyr Phe
95

Ile Glu Ser Asp Val

1

5

Val Lys Glu Ser Leu Val

1

180

5

Gly

Leu

Leu

Ser

Glu

80

Lys
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ES 2875579 T3

<210> 57
<211>7
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 57
Gly Val Lys Glu Ser Leu Val
1 5

<210> 58

<211>7

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 58
Gly Val Lys Gln Ser Leu Leu
1 5

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 59

Gly Vval Lys Glu Ser Gly Ala
1 5

<210> 60

181
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<11>7
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 60

<210> 61
<211>5
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Péptido de reclutamiento PDZ

<400> 61

<210> 62
<211> 43
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

ES 2875579 T3

Tyr Val Lys Glu Ser Leu Val
1 5

Val Glu Thr Asp Vval
1 5

<223> Dominio de unién de proteina GBD

<400> 62

Ala Asp Ile Gly Thr Pro Ser Asn Phe Gln His Ile Gly His Val Gly

1 5

Trp Asp Pro Asn Thr Gly Phe Asp Leu Asn Asn Leu Asp Pro Glu Leu

20

10 15

25 30

Lys Asn Leu Phe Asp Met Cys Gly Ile Ser Glu

35 40

182
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<210> 63
<211> 36
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de unién de proteina GBD

<400> 63

Lys Glu Arg Pro Glu Ile Ser Leu Pro Ser Asp Phe Glu His Thr Ile
1 5 10 15

His Val Gly Phe Asp Ala Val Thr Gly Glu Phe Thr Gly Met Pro Glu
20 25 30

Gln Trp Ala Arg
35

<210> 64
<211> 80
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de unién de proteina GBD

<400> 64

Met Thr Lys Ala Asp Ile Gly Thr Pro Ser Asn Phe Gln His Ile Gly
1 5 10 15

His Val Gly Trp Asp Pro Asn Thr Gly Phe Asp Leu Asn Asn Leu Asp
20 25 30

Pro Glu Leu Lys Asn Leu Phe Asp Met Cys Gly Ile Ser Glu Ala Gln
35 40 45

Leu Lys Asp Arg Glu Thr Ser Lys Val Ile Tyr Asp Phe Ile Glu Lys
50 55 60

Thr Gly Gly Val Glu Ala Val Lys Asn Glu Leu Arg Arg Gln Ala Pro
65 70 75 80

183
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ES 2875579 T3

<210> 65
<211> 32
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Péptido de reclutamiento GBD

<400> 65

Leu Val Gly Ala Leu Met His Val Met Gln Lys Arg Ser Arg Ala Ile
1 5 10 15

His Ser Ser Asp Glu Gly Glu Asp Gln Ala Gly Asp Glu Asp Glu Asp
20 25 30

<210> 66
<211> 47
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de unién de cremallera de leucina

<400> 66
Leu Glu Ile Glu Ala Ala Phe Leu Glu Arg Glu Asn Thr Ala Leu Glu
1 5 10 15

Thr Arg Val Ala Glu Leu Arg Gln Arg Val Gln Arg Leu Arg Asn Arg
20 25 30

Val Ser Gln Tyr Arg Thr Arg Tyr Gly Pro Leu Gly Gly Gly Lys
35 40 45

<210> 67
<211>47
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de unién de cremallera de leucina

184
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<400> 67

Leu Glu Ile Glu Ala Ala Phe Leu Glu Arg Glu Asn Thr Ala Leu Glu
1 5 10 15

Thr Arg Val Ala Glu Leu Arg Gln Arg Val Gln Arg Leu Arg Asn Arg
20 25 30

Val Ser Gln Tyr Arg Thr Arg Tyr Gly Pro Leu Gly Gly Gly Lys
35 40 45

<210> 68
<211> 47
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Dominio de unién de cremallera de leucina

<400> 68

Leu Glu Ile Arg Ala Ala Phe Leu Arg Gln Arg Asn Thr Ala Leu Arg
1 5 10 15

Thr Glu Val Ala Glu Leu Glu Gln Glu Val Gln Arg Leu Glu Asn Glu
20 25 30

Val Ser Gln Tyr Glu Thr Arg Tyr Gly Pro Leu Gly Gly Gly Lys
35 40 45

<210> 69
<211> 88
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia reguladora de disefio bicistrénico (BCD) Figura 43
<400> 69

gggcccaagt tcacttaaaa aggagatcaa caatgaaagc aattttcgta ctgaaacatce

ttaatcatgc acaggagact ttctaatg

185

60

88
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<210>70
<211> 88
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Secuencia reguladora de disefio bicistrénico (BCD) Figura 43

<220>
<221> misc_feature
<222> (36)..(70)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 70

gggcccaagt tcacttaaaa aggagatcaa caatgnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn

nnnnnnnnnn acaggagact ttctaatg

<210> 71
<211>77
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 71

gatatgatct atatcaattt ctcatctata atgctttgtt agtatctcgt cgccgactta

ataaagagag agttagt

<210> 72
<211>78
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 72

atgtcggata tctggtggtg aaatacttta tgccatgata atttaatacg atgtatttat
tatatggagc acttaatt

<210> 73

186
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88

60

77

60

78
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<211>77
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 73

gaggctcttt gtgctaaact ggccecgecga atgtatagta cacttcggtt ggataggtaa

tttggcgaga taatacg

<210> 74
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 74

cgtgtggatt gtgtcttgcg acgatgggca ctaaatgtta aaaggtgccc ctcaacaaaa

aagacacaca ggggaaaggc

<210> 75
<211>70
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 75

caaactaatt aataaatagt taattaacgc tcatcattgt acaatgaact gtacaaaaga

ggagattgac

<210> 76
<211> 71
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 76

caaatctgtc aatttttcet ggaactggeg ttttcagtta tgattgtggg acttatcaaa

aaggagaggc ¢

<210> 77

187

60

77

60

80

60

70

60

71
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ES 2875579 T3

<211>78
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 77

tctttgtcac aaaggtggag gcaatgtcag tggtgtgtga caataagagt atcggcagga

cattaagagg aatgagcc

<210> 78
<211>76
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 78

tttacgetge gtcgatgcac agectcatca ttttgcagta tecttaagat atteccttata

tcttcaggag atcgte

<210> 79
<211>74
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 79

taatggaaac gcattagccg aatcggcaaa aattggttac cttacatctc atcgaaaaca

cggaggaagt atag

<210> 80
<211>76
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 80

tgtttaaaaa tggcttgcca taattaacgt tgtatgtgat aacagatttc gggttaaacg

aggtacagtt ctgttt

188

60

78

60

76

60

74

60

76
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<210> 81
<211>72
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 81

aatcgtagect tcctgttgtc attaggttat tttacctgta taaataacca gtatattcaa

cagggggcta tt

<210> 82
<211>77
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 82

aagacacatt ttatattgaa cgtccaatca ataaccgctt taatagataa acaccgctga

tgaatggagt ggcgaaa

<210> 83
<211> 81
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 83

atcacaaatc gcgaagagtt tcccattaat ttttgatata tttaaaactt aggacttatt

tgaatcacat ttgaggtggt t

<210> 84
<211>79
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 84

aataaaccca tctatagatg gtaaaaatag gttgtggcaa ttatcattgc atcattccct

tttcgaatga gtttctatt
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ES 2875579 T3

<210> 85
<211>76
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 85

agaaataaaa aaacgtgaaa ttattatgcc gccaggcgta gtatcgcage aggtaagatg

attcaggaga ttttaa

<210> 86
<211>78
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 86

gacaccatcg aatggcgcaa aacctttcgc ggtatggcat gatagcgccc ggaagagagt

caattcaggg tggtgaat

<210> 87
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 87

tttgtgatcg ttatctcgat atttaaaaac aaataatttc attatatttt gaaatcgaaa

acaaacgaca ggatatgaaa

<210> 88
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 88

cgacgcegteg tgattaggtg aaccccettcet cgttatggeca aaataageca atacagaacce

agcattatct ggagaatttc
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ES 2875579 T3

<210> 89
<211>74
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 89

ttaggaatag ccgccgttca aaaatgtgtc actggtttac acttattcag gaatgcacaa

tgaacggagg tcct

<210> 90
<211>73
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 90

gagtgcaaaa agtgctgtaa ctctgaaaaa gcgatggtag aatccatttt taagcaaacg

gtgattttga aaa

<210> 91
<211>77
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 91

gcgacaactt tcgtaaaaca tccctaccet gettcaggta tactatgecce ctegattcca

caaacatcag gcagacc

<210> 92
<211>75
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 92

tgtagcggag ttgtttttgt gtttacaaac aatggctcta cactgcaaac agacataaca

acattcgggg tgaat
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ES 2875579 T3

<210> 93
<211>70
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 93

acttttccac aggtagatcc caacgcgttc acagcgtaca atacgccact cttaataaag

gtggcggttt

<210> 94
<211>78
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 94

ttaacaattg atgattttgc caacagccca catagcgcga tatactgaaa attctcgcecag

caactgaatg ttaagcct

<210> 95
<211>78
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 95

aaaagcctaa ctcacttttg attcattaaa aaagaaggct aaaatagaat gaatcatcaa

tccgcataag aaaatccet

<210> 96
<211>75
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 96

cggctccagg ttacttcceg taggattcectt getttaatag tgggattaat ttccacatta

aaacagggat tgatc
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ES 2875579 T3

<210> 97
<211>79
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 97

tcacttaaca acaggcggta agcaacgcga aattctgcta ccatccacge actctttatce

tgaataaatg gcagcgact

<210> 98
<211>74
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 98

acggttctgt ctgcttgett ttaatgccat accaaacgta ccattgagac acttgtttge

acagaggatg gccc

<210> 99
<211> 81
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 99

atcagegttt ttggetggeg gegtagegat gegetggtta ctectgaaaac ggtctatgea

aattaacaaa agagaatagc t

<210> 100
<211> 82
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 100

atgctaaatc cttacttceg catattctet gagegggtat gectacctgtt gtatcccaat

ttcatacagt taaggacagg cc

193

60

79

60

74

60

81

60

82



10

15

20

25

30

ES 2875579 T3

<210> 101
<211>79
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 101

gatagcctga atcagtattg atctgctggc aagaacagac tactgtatat aaaaacagta

taacttcagg cagattatt

<210> 102
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 102

ctctcecegeg tgagaaatac getteccegt aagegecatgg taaactatge cttcaaatcg

ggcttatcge gagtaaatct

<210> 103
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 103

aaaacacgcc accccttgaa ccaacgggeg ttttcegtaa cactgaaaga atgtaagegt

ttacccacta aggtattttc

<210> 104
<211> 76
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 104

ttcagggctg actgtttgca taaaaattca tctgtatgca caataatgtt gtatcaacca

ccatatcggg tgactt
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ES 2875579 T3

<210> 105
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 105

gttagcgget tacacgcggt cacattcaaa tgcgattctg ctacaatcct cccceegtte

gaagattgag caatacacct

<210> 106
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 106

ttcgecttcag atcgttgaca gccgcactcc atgacgggta aaaagtggat aaaataattt

tacccaccgg atttttaccce

<210> 107
<211>72
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 107

gcgtacagge accgtagcat ttgtecgtta taacgcacaa gtgataaact tccecgttttge

cggaggagtc gc

<210> 108
<211> 76
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 108

tgttaacgeg ttatctcgtc gcgacctata agtttgggta atatgtgetg gaatttgceccce

tgtctggaga atcgca
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ES 2875579 T3

<210> 109
<211> 71
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 109

gttgacaaca ttttctgcta accctgtgac ctgcaatact gttttgeggg tgatcgacaa

ggagacttaa c

<210> 110
<211>72
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 110

ttcagtgttc agttcgttaa ttcatctgtt ggggagtata attcctcaag ttaacttgag

gtaaagcgat tt

<210> 111
<211>75
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 111

ctgattatga ttgtgtattt aattggttgt tatttgacta ctatcaactt gttttaattt

tatgataggt gcaag

<210> 112
<211> 81
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 112

acactataat ctgattttaa cgatgattcg tgcggggtaa aatagtaaaa acgatctatt

cacctgaaag agaaataaaa a
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ES 2875579 T3

<210> 113
<211> 81
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 113

ccgttgetet ctgatttctce atttcatget cacccaatat gatggcggeg ttttctaaaa

ctgttaaaga atgaggtaag t

<210> 114
<211>72
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 114

ctgctatcag cgtagttage cctctggtat gatgagtcca actttgtttt getgtgttat

ggaaatctca ct

<210> 115
<211> 71
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 115

gttgttgtta tgcccccagg tatttacagt gtgagaaaga attattttga ctttagegga

gcagttgaag a

<210> 116
<211> 82
<212> ADN

<213> Escherichia coli
<400> 116

tttttcgeet ttcatacttg caaaagcgga gaatcagcta tccttttcece tgaaacctca

tcaactcaaa gggagaatcg tg
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ES 2875579 T3

<210> 117
<211>75
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 117

cagactttac ccattgctga atgcacgggt aacgttaggc tcaaataatt aaacaacacg

ttacaggaca acagg

<210> 118
<211> 82
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 118

ctcctgaaca tccactcgat cttcgecttc ttccggttta ttgtgtttta accacctgec

cgtaaacctg gagaaccatc gc

<210> 119
<211>79
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 119

atataaaacc gttactcctt tcacgtccgt tataaatatg atggctatta gaaagtcatt

aaatttataa gggtgcgca

<210> 120
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 120

tatgaacagc ggcactggtc aggatgaacg gcttacggca gaatatgaac agatatgaac

agaatgagta aaaccctctg
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ES 2875579 T3

<210> 121
<211> 80
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 121

gggtaaagcg ccagggccag aagtcgatac gacctgtget atgattcata aatcacaaca

ataacaacag actgaagcga

<210> 122
<211>74
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 122

tgcgtttcca tttgagtatc ctgaaaacgg gcttttcage atggaacgta catattaaat

agtaggagtg cata

<210> 123
<211> 81
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 123

gaatatagag aagtacttac ttaacatttt cccatttggt actatctaac cccttttcac

tattaagaag taatgcctac t

<210> 124
<211>77
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 124

tagagcggca acgcgtaccce tgggtacgceg ttgtttgtet ggagtttcag tttaactagt

gacttgagga aaaccta
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ES 2875579 T3

<210> 125
<211>78
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 125

ggataatgaa cagcattgct tatcagagat atgcccccat atgttgaggce atatcctaac

gagaatctga caaccgtt

<210> 126
<211>73
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 126

cacgatgaaa aaaatgtagt tttttcaagg tgaagcggtt taaattcgtt ctcaaattac

agtcaggacg cgt

<210> 127
<211>77
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 127

ataaaattta gtgctgtaca gagcgcgtta caacacggtt tactggcage aaatacggtt

atcgcaggga tgaaaaa

<210> 128
<211> 71
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 128

aaagctataa ctgttaaaca caatacagtg aaaagtttta gactgaaggc tcactttgca

gagggaagcg t
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<210> 129
<211> 76
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 129

gcaaatttta tcgtttgtca gecctgegttg tttttttgtec caatatcatc aggttaatca

caggggaagg tgagat

<210> 130
<211> 82
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 130

tttgtttttc acgecgettta cagcccgaaa aggccggaag atacttgcce gcaacgaaga

ttccttcata accgggtaag ca

<210> 131
<211>72
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 131

gcgcaagatt gttggttttt gegtgatggt gaccgggcag cctaaaggct atccttaacc

agggagctga tt

<210> 132
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB029

ES 2875579 T3
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<400> 132

accgtgegtg ttgactattt tacctcectgge ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 133
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB023

<400> 133

accgtgegtg ttgacaattt tacctctgge ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 134
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB025

<400> 134

accgtgegtg ttgacaattt tacctctgge ggttagagtg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 135
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB019

ES 2875579 T3
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<400> 135

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggce ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 136
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB008

<400> 136

accgtgegtg ttgacataaa taccactggce ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 137
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB020

<400> 137

accgtgegtg ttgacataaa taccactggc ggttagagtg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 138
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB022

ES 2875579 T3
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<400> 138

accgtgegtg ttgacataaa taccactggce ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 139
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB089

<400> 139

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggttagagtg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 140
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB001

<400> 140

accgtgegtg ttgacataaa taccactggc ggttattttg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 141
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB051

ES 2875579 T3
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<400> 141

accgtgegtg ttgactattt tacctcectgge ggttattttg gttgecatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 142
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB070

<400> 142

accgtgegtg ttgacaattt tacctcectgge ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 143
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB074

<400> 143

accgtgegtg tttacataaa taccactggce ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 144
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB046

ES 2875579 T3
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<400> 144

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 145
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB071

<400> 145

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggce ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 146
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB013

<400> 146

accgtgegtg ttgacataaa taccactggc ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 147
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB080

ES 2875579 T3
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<400> 147

accgtgegtg tagacttaaa taccactggce ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 148
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB038

<400> 148

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 149
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB060

<400> 149

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggttagagtg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 150
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB064

ES 2875579 T3
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<400> 150

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggce ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 151
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB058

<400> 151

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggttattttg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 152
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB085

<400> 152

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 153
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB081

ES 2875579 T3
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<400> 153

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggc ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 154
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB091

<400> 154

accgtgegtg ttgacaattt tacctctgge ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 155
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB027

<400> 155

accgtgegtg ttgacataaa taccactggc ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 156
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB048

ES 2875579 T3
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<400> 156

accgtgegtg ttgacataaa taccactggc ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 157
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB055

<400> 157

accgtgegtg ttgacaattt tacctctgge ggttattttt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 158
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB006

<400> 158

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 159
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB012

ES 2875579 T3
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<400> 159

accgtgegtg tttacataaa taccactggce ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 160
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB014

<400> 160

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 161
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB028

<400> 161

accgtgegtg ttgacaattt tacctctgge ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 162
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pMB059 promotor

ES 2875579 T3
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<400> 162

accgtgegtg tttacataaa taccactgge ggttattttg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 163
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB061

<400> 163

accgtgegtg ttgacaattt tacctctgge ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 164
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB043

<400> 164

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 165
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB066

ES 2875579 T3
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<400> 165

accgtgegtg tagactattt tacctctgge ggttattttg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 166
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB079

<400> 166

accgtgegtg ttgacataaa taccactggc ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 167
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB032

<400> 167

accgtgegtg tagacttaaa taccactggc ggttagagtg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 168
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB068

ES 2875579 T3

213
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<400> 168

accgtgegtg tttacaattt tacctcectgge ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 169
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB082

<400> 169

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggttattttt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 170
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB030

<400> 170

accgtgegtg tttacataaa taccactggce ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 171
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB067

ES 2875579 T3

214

60

65

60

65

60

65
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30

<400> 171

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggc ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 172
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB050

<400> 172

accgtgegtg ttgacttaaa taccactgge ggttattttt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 173
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB069

<400> 173

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 174
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB017

ES 2875579 T3

215

60

65

60

65

60

65



10

15

20

25

30

<400> 174

accgtgegtg taggctattt tacctctgge ggttataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 175
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB039

<400> 175

accgtgegtg tagacttaaa taccactgge ggttattttg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 176
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB011

<400> 176

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggc ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 177
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB072

ES 2875579 T3
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60

63

60

63

60

65
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<400> 177

accgtgegtg tagacttaaa taccactgge ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 178
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB016

<400> 178

accgtgegtg ttgactattt tacctctgge ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 179
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB077

<400> 179

accgtgegtg tagactattt tacctctgge ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 180
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB047

ES 2875579 T3

217

60

65

60

65

60

65
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<400> 180

accgtgegtg ttgacttaaa taccactggc ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 181
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB052

<400> 181

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 182
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB090

<400> 182

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 183
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB035

ES 2875579 T3

218

60

65

60

65

60

65
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<400> 183

accgtgegtg tttacataaa taccactggc ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 184
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB073

<400> 184

accgtgegtg tagactattt tacctctgge ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 185
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB004

<400> 185

accgtgegtg tttacaattt tacctctgge ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 186
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB054

ES 2875579 T3

219

60

65

60

65

60

65
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<400> 186

accgtgegtg tagacttaaa taccactgge ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 187
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB024

<400> 187

accgtgegtg tagactattt tacctctgge ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 188
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB007

<400> 188

accgtgegtg taggctattt tacctctgge ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 189
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB005

ES 2875579 T3
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60

65

60

65

60
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<400> 189

accgtgegtg taggctattt tacctctgge ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 190
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB003

<400> 190

accgtgegtg taggectattt tacctcectgge ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 191
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB088

<400> 191

accgtgegtg tttacataaa taccactggc ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 192
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pMB065

promotor

221

60

65

60

63

60

65
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<400> 192

accgtgegtg tagacttaaa taccactggc ggttattttt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 193
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB037

<400> 193

accgtgegtg tagacttaaa taccactggc ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 194
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB009

<400> 194

accgtgegtg tagacttaaa taccactggc ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 195
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB041

ES 2875579 T3

222

60

65

60

65

60

65
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<400> 195

accgtgegtg taggctattt tacctcectgge ggttattttt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 196
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB036

<400> 196

accgtgegtg taggctattt tacctctgge ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 197
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB049

<400> 197

accgtgegtg taggcttaaa taccactggce ggttataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 198
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB044

ES 2875579 T3
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60

65

60

65

60

65
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<400> 198

accgtgegtg tttacataaa taccactgge ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 199
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB042

<400> 199

accgtgegtg taggcttaaa taccactggce ggtgataatg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 200
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB086

<400> 200

accgtgegtg taggcecttaaa taccactgge ggttagagtg gttgcatgta ctaaggaggt

tat

<210> 201
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB053

ES 2875579 T3
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60

65

60

63

60

63
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<400> 201

accgtgegtg taggcttaaa taccactgge ggttattttg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 202
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB057

<400> 202

accgtgegtg taggctattt tacctctgge ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 203
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB018

<400> 203

accgtgegtg taggcttaaa taccactggce ggttattttt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 204
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB002

ES 2875579 T3
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60

63

60

65

60
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<400> 204

accgtgegtg taggcttaaa taccactgge ggttagagtt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 205
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB015

<400> 205

accgtgegtg taggcttaaa taccactggc ggtgataatt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 206
<211> 65
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB087

<400> 206

accgtgegtg taggcttaaa taccactggce ggtgatactt aacatcctac aaggagaaca

aaagc

<210> 207
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor pMB063

ES 2875579 T3

226

60

65

60

65

60

65



10

15

20

25

30

35

<400> 207

accgtgegtg taggcttaaa taccactgge ggtgatactg gttgcatgta ctaaggaggt

tgt

<210> 208
<211>10

<212> ADN

<213> Fago Lambda

<400> 208

accgtgegtg 10

<210> 209
<211>17

<212> ADN

<213> Fago Lambda

<400> 209

attttacctc tggcggt 17

<210> 210
<211>17

<212> ADN

<213> Fago Lambda

<400> 210

taaataccac tggcggt 17

<210> 211

<211> 24

<212> ADN

<213> Fago Lambda

<400> 211

ggttgcatgt actaaggagg ttgt 24

ES 2875579 T3

227

60

63



10

15

<210> 212
<211> 26
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 212

taacatccta caaggagaac aaaagc 26

<210> 213
<211> 6357
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector Ori_Plsmd27

<400> 213

ES 2875579 T3

228



actacctagce
gatcttcettg
ccttgcaggg
ggcttggagg
acttcaagac
tgtctttceg
acggggggtt
aggcgtggaa
aggaacagga
gtegggttte
agcctatgga
catcttccag
ccgagcgtag
gacgcaccgg
agtgccaaca
gtgtggggcg
agctggcegta
aatggcgaat
ctaaaggaag
tgtcagctac
ttgcagtggg
ggaattgcca
ggctttettg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttcecgg
tgccctgaat
tcecttgegea
cgaagtgccg

catggctgat

tgcattttca
agatcgtttt
cggttttteg
agcgcagtca
taactcctcet
ggttggactc
cgtgcataca
tgagacaaac
gagcgcacga
gccaccactg
aaaacggctt
gaaatctccg
cgagtcagtg
tgcagccettt
tagtaagcca
cgccagatgg
atagcgaaga
ggcgataage
cggaacacgt
tgggctatct
cttacatggce
gctggggege
ccgccaagga
tttcgcatga
ctattcggct
ctgtcagcge
gaactccaag
gctgtgecteg
gggcaggatc

gcaatgcgge

ggaggaagcg
ggtctgegeg
aaggttctct
ccaaaacttg
aaatcaatta
aagacgatag
gtccagcettg
gcggccataa
gggagccgec
atttgagcgt
tgcegeggece
cceegttegt
agcgaggaag
tttctecetge
gtatacactc
gaacaaactt
ggcccgeace
tagcttcacg
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctctggtaa
tctgatggeg
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggcgccec
acgaggcagc
acgttgtcac
tcctgtceatce

ggctgcatac

ES 2875579 T3

atgggcggec
taatctcttg
gagctaccaa
tcctttecagt
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaactg
cagcggaatg
aggggaaacg
cagatttcgt
ctctcactte
aagccatttc
cggaatatat
cacatgaagc
cgctatgata
aatcgccecttg
gatcgccectt
ctgccgecaag
tcecgecagaaa
aaacgcaagc
ctgggeggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggctatcg
tgaagcggga
tcaccttget

gcttgatceg

gcacaccttc
ctctgaaaac
ctctttgaac
ttagccttaa
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacccgga
acaccggtaa
cctggtatct
gatgcttgtce
cctgttaagt
cgctegeege
cctgtatcac
acttcactga
atgggtgagt
cagcacatcc
cccaacagtt
cactcagggc
cggtgectgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgcaaag
agatctgatc
gcaggttctc
atcggctget
gtcaagaccg
tggctggeca
agggactggc
cctgcecgaga

gctacctgece

229

ttaataagat
gaaaaaaccg
cgaggtaact
ccggcegeatg
tgcttttgeca
gtcggactga
actgagtgtc
accgaaaggc
ttatagtcct
aggggggcgg
atcttecctgg
agtcgaacga
atattctgcet
caccctcatc
gagtgtgtge
ccctttegee
gcgcagcectg
gcaagggctg
cccggatgaa
agcaggtagc
caagcgaacc
taaactggat
aagagacagg
cggccgcettg
ctgatgcecge
acctgtccgg
cgacgggcgt
tgctattggg
aagtatccat

cattcgacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgcggatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatecge
atccttttta
atgatatttt
aaaaatacag
caaatccttt
cgagagtcta
ggcaagacct
ttaggtcttt
agcagaccgc
gatggcaaac
tttcatcacg
aaaaatagaa
aaagactcta
gtattaatgce
attttacatt
aataaatata
ttttcttcat
acataaaaat
ggcgegtgta
acctataaaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgecgg
gcggttttga

atattttttt

catcgcatceg
gacgaagagc
cccgacggceg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttecteg
cttcttgacg
acccatcaca
ctgaattgtg
agaatgaaaa
tatgattttc
atagaatgag
aaaatgtgta
ttttattgtg
taacacagta
agctattatg
tgctataaaa
agtaaaaaaa
gggggatcgc
cgaattgttt
ttacttateg
tatgtaaagt
tccgtaactce
aaataaacac
agttacaggc
ataggcgtat
gacacatgca
aagcccgtca
catcagagca
aaacatagac

taaggaataa

agcgagcacg
atcaggggct
aggatctecgt
gcttttetgg
cgttggectac
tgctttacgg
agttcttctg
tatacctgece
attaaaaagg
gaaacagata
tatcaaacaa
gtcgaaaagt
aagggcaaag
cgtaactaac
cataaaaaag
ggtattatgg
ataattataa
gaaattaaag
caacaaatac
catcttgtcet
ttaatcgaat
acgctttttg
ttctacctte
agagtaaatt
aagcgatccg
cacgaggccc
gctcccggag
gggcgcgtca
gattgtactg
aagtttttgg

ggatacttca
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tactcggatg
cgcgecagec
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgeeget
agcgggactc
gttcactatt
caactttatg
gattttttag
aagaggaaaa
aaatcgcgeg
tgtatacttt
ttgccatctt
gagacatgaa
gtgctecececeg
tttaaatttt
aaaaaatagt
taccttttat
gtgtagaaga
gtatatctat
ttgaaatttt
tttatttact
cccaaattat
tcctaagaaa
tttcgtcteg
acggtcacag
gcgggtgttg
agagtgcacc
cgtcgttgtt

agactagatt

gaagccggte
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggcegge
gctgaagagce
cccgattege
tggggttcge
atttagtgaa
cccatgcaac
ttetttagge
tagaccagtt
ggtttgttac
ggcgtcacce
caaacaggag
cgactccagt
aaaagtgcca
ttaatataaa
ttttgttttc
cttgctcttc
ccacacacga
ttaatctget
ttaaaccttt
ttctaaaatc
tccatcatta
ccattattat
cgcegtttegg
cttgtctgta
gcgggtgtcg
ataccacttt
aatttcgaag

cccccectgea

230

ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgeccgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcgcatcege
tagaggatcg
atgagatatt
agaaactata
ccgtagtetg
gcaatccaaa
tgataaagca
cttacatatt
ggctggaaga
ctttctagaa
cctgggtect
tatataaatt
cgaagatgta
ctgctctcag
aaatcctgtg
tttettgtet
gtttattttt
caaatacaaa
aaagatacga
catgacatta
tgatgacggt
agcggatgec
gggctggett
ttegtgacge
aggatgtcca

ttceccatcag

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



aaccgtaaac
tggctcacaa
ggacaattag
gtcacactge
attttcttta
cttcatatta
tttccaaatg
cttttaaaaa
tatgataaaa
cattgaatga
atcaattaga
ccattggtga
gatgctgact
attgcaagga
tacttggttg
tacggcattg
ctceggtttge
gcagcttcac
ggtgaacttt
agcttacatt
ttaaatggcg
tctaacaaaa
ttatttaagt
ctaaacataa
tgattgattg
cctagtggece
aaccccggaa
gaccgcgcac
cgetttgage
atctaccgca
gccatctega

tgggacagag

cttggecgett
accagcgcgce
aacgctecctg
tgacgaaatt
ttttacattg
taaaataaca
caattgacac
agacctcagt
ttctgaagaa
tttcttttga
agaaaacaaa
aagtttgcgg
tgctgggtat
aaatttcaag
gcgtgttteg
atatcgtcca
cagttattaa
agaaacctca
tggattggaa
ttatgttagce
ttattggtgt
tagcaaattt
attgtttgtg
aatctgtaaa
tacaggactg
aaaggcacgg
acatctgact
agtcatatga
agctctgget
cctcacgega
atctcctggt

acggcetggeg

tcettgggaa
ccgatatggc
taacaatctc
caaagtaaaa
aacagtcgtt
aaagaagaat
ttcattagecc
acaccaaaca
aaaataaaaa
acaaaactac
aaacaaaatg
cttgecagagce
tatatgtgtg
tcttgtaaaa
taatcaacct
actgcatgga
aagactcgta
ttcgtttatt
ctcgatttet
tggtggactg
tgatgtaagc
cgtcaaaaat
cacttgectg
ataacaagat
ggtggaatcc
ttcgetegea
tggttacgat
gaaagtcagce
accgctatgg
taaagcccta
cgtcgacatc

gcctaacgece
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gtattcaaga
tttctttteca
tttgcaaatg
aaaaatggga
gtctcagege
ttcatattca
atcacacaaa
cgttaccega
aattttcata
ctgtttcacc
tctgttatta
acagaggccg
cccaatagaa
gcatataaaa
aaggaggatg
gatgagtcgt
tttccaaaag
cccttgtttg
gactgggttg
acgccagaaa
ggaggtgtgg
gctaagaaat
caggcctttt
gtaaagataa
cttctgcage
ccggaagggt
ggactttgaa
tgcatgagac
ccactagcaa
gacaagcgct
gacaagcaag

gtggttgaaa

agtgccettgt
cttatgaatg
tggggttaca
ccacgtettg
gctttatgtt
cgcccaagaa
actctttett
cctegttatt
cttecttgett
aaaggaaata
atttcacagg
cagaatgtgc
agagaacaat
atagttcagg
ttttggctct
ggcaagaata
actgcaacat
attcagaagc
gaaggcaaga
atgttggtga
agacaaatgg
aggttattac
gaaaagcaag
tgctaaatca
acctggatta
tcttcagggg
cacgccgagg
catccacceg
gcgacaacct
atatcgaaac
acgcactcett

acccttaaac

231

ccggtttetg
taccagtacg
ttctaaccat
agaacgatag
ttcattcata
atcaggctgce
gctggagett
ttacgacaac
ttatttaaac
gaaagaaaaa
tagttctggt
tctagattce
tgacccggtt
cactccgaaa
ggtcaatgat
ccaagagttc
actactcagt
aggtgggaca
gagccccgaa
tgcgettaga
tgtaaaagac
tgagtagtat
cataaaagat
tttggetttt
ccctgttate
aaccccectga
aatgaacccc
ccctgaggga
ccgtgacgge
caacccggat
gcgttegatg

gggcacgcac

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580
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acgcegtgtg
ctgctacgeg
ctcecgggcetg
taagctctac
agagtcctgg
cttcgagagce
cgggctagga
gcecgcetacce
caaatcacgc
agccacacgce
cgaaagattt
aagtagccga

gtaatgagta

<210> 214
<211> 6697
<212> ADN

ggcgctcegeg
gccgetgtea
atcaccaaaa
acactcgatg
aagaaaaccc
gcacgcagct
cgctctatce
gtggcagaag
atgtggacag
ggaaaacgaa
atcaatgact
aggaactggc

gtcctcatct

<213> Secuencia artificial

<220>

gagccattta
ccgaaggact
accccgagcea
aactgcgcett
gcagaaaatc
gggcttatcg
aagccaccgce
ttgaccaaat
acggcccagce
gcgccgagea
aagcgcactc
ctatcaactg

ccctcaageca

<223> cadena principal de vector 1

<400> 214

ctggggcgee
cgccaaggat
ttcgcatgat
tattcggcta
tgtcagecgeca
aactccaaga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggcecg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcga

aaaatggccg

ctctggtaag
ctgatggcge
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgceccyg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtecatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggctce
ggatctcgtce

cttttctgga

gttgggaagc
aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctatcgt
gaagcgggaa
caccttgcte
cttgatccgg
actcggatgg
gcgccagcecg
gtgacccatg

ttcatcgact

ES 2875579 T3

cccgcaccga
acgccgectet
cacagcctgg
ttggctggaa
gceccateggg
cgaaatacgc
ccaggcgcecte
agccaggtca
cgtctacgaa
ccgectgggge
gtattcceceg
cgacaatcga

ggcgecggeg

cctgcaaagt
gatctgatca
caggttctcc
tcggcetgete
tcaagaccga
ggctggeccac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgecece
aagccggtct
aactgttcge
gcgatgectg

gtggccgget

gtacgccagg
gtcgacggeg
gacagccact
gaaaccggct
ctaggccgaa
caccacttcg
aaccaggagc
atccaccgat
gccacattca
accaccaacg
aaacggtaaa
acgctggaca

gtactgccat

aaactggatg
agagacagga
ggccgettgg
tgatgcecgece
cctgteecggt
gacgggegtt
gctattgggce
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat

gggtgtggeg

232

cgcaagccac
acaaaggcta
gggtaaccga
tcatgcecgece
actgcgeget
gcgaccccga
tgttttctga
ggatcatcac
ccacaatcca
cggaacgaat
actatccgeg
tctgeccecte

cctecgag

gctttettge
tgaggatcgt
gtggagaggce
gtgttcecgge
gcecctgaatg
ccttgegecag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgeggatge
atcatggtgg

gaccgctatc

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6357

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



aggacatagc
gcttectegt
ttcttgacga
cccatcacat
tgaattgtga
gaatgaaaag
atgattttct
tagaatgagg
aaatgtgtaa
tttattgtgce
aacacagtac
taccatgtgt
attaaccttt
gaaccaaaag
gcaaatccct
aattaaaaat
cgctgacgge
tcctaaaaat
tattgacagc
tgattctatc
cggaaaaatc
gacaactgca
ggattataaa
cgatgaaggc
agataaaggc
aggcgaagaa
agaaagtcaa
tctecggtatg
tgcatctaac
atggtacctg
cgatatttac

caaaactggc

gttggctacc
gctttacggt
gttcttctga
atacctgeceg
ttaaaaaggc
aaacagatag
atcaaacaaa
tcgaaaagta
agggcaaagt
gtaactaact
ataaaaaagg
ggaattggaa
actaccgcac
ccatataagg
gaacagcaaa
atctcettetg
actgtcgcaa
gcggatgaca
tggaaaaacg
ctaaaagacc
cgtttattct
caagttaacg
tcaatctttg
aactacagct
cacaaatact
tctttattta
aaacttctge
attgagctaa
acagtaacag
ttcactgact
atgcttggtt

cttgtgttaa

cgtgatattg
atcgcegetce
gcgggactet
ttcactatta
aactttatgc
attttttagt
agaggaaaat
aatcgecgegg
gtatactttg
tgccatcttc
agacatgaac
aggacatgaa
tgctggcagg
aaacatacgg
aaaatgaaaa
caaaaggcct
actatcacgg
catcgattta
ctggcegegt
aaacacaaga
acactgattt
tatcagcatc
acggtgacgg
caggcgacaa
tagtatttga
acaaagcata
aaagcgataa
acgatgatta
atgaaattga
ccecgeggate
atgtttctaa

aaatggatct

ES 2875579 T3

ctgaagagct
ccgattcgca
ggggttcget
tttagtgaaa
ccatgcaaca
tctttaggece
agaccagttg
gtttgttact
gcgtcaccee
aaacaggagyg
gtgagctgtt
catcaaaaag
aggcgcaact
catttcccat
atatcaagtt
ggacgtttgg
ctaccacatc
catgttctat
ctttaaagac
atggtcaggt
ctccggtaaa
agacagctct
aaaaacgtat
ccatacgetg
agcaaacact
ctatggcaaa
aaaacgcacg
cacactgaaa
acgcgcgaac
aaaaatgacg
ttetttaact

tgatcctaac

tggcggcgaa
gcgcatcgece
agaggatcga
tgagatatta
gaaactataa
cgtagtctge
caatccaaac
gataaagcag
ttacatattt
gctggaagaa
tacaattaat
tttgcaaaac
caagcgtttg
attacacgcc
tctgaatttg
gacagctgge
gtctttgecat
caaaaagtcg
agcgacaaat
tcagccacat
cattacggca
ttgaacatca
caaaatgtac
agagatcctc
ggaactgaag
agcacatcat
gctgagttag
aaagtgatga
gtctttaaaa
attgacggca
ggcccataca

gatgtaacct
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tgggctgacce
ttctatcgee
tcectttttaa
tgatatttte
aaaatacaga
aaatcctttt
gagagtctaa
gcaagaccta
taggtctttt
gcagaccgcect
catcgtgtgg
aagcaacagt
cgaaagaaac
atgatatgct
attcgtccac
cattacaaaa
tagccggaga
gcgaaacttc
tcgatgcaaa
ttacatctga
aacaaacact
acggtgtaga
agcagttcat
actacgtaga
atggctacca
tcttecgtea
caaacggcgce
aaccgcetgat
tgaacggcaa
ttacgtctaa
agccgcetgaa

ttacttacte

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



acactteget
cagaggattc
aggcaagaaa
caaataaaaa
gcccaacctg
cggaategtt
gaaatgccaa
atttaaggag
gcecgatgetg
cgacgagatc
attccaaaag
gaaaagcact
gagctggage
ccaattacga
gcagagggec
gaccacccag
gtgttgecgca
atctatatcg
cctgtctttc
cgcggaactce
cgttcaaact
aagaagggcg
ctcegegetg
gaacgcacct
attcgcettta
actctggttt
cagagcagga
cccgetegeg
aggaaagtct
taccgaaaaa

aaagtgccac

gtacctcaag
tacgcagaca
acatctgttg
cgcaaaagaa
ccatcacgag
ttccgggacg
ccacatgtcce
agttgaatat
caattaaagc
acctgggtga
atcagcgtaa
tcgeecaggt
gcgtggatgt
ttctcaacga
cggaagttga
cccgcaccct
cccatacctc
cctgtcetgg
accagatcga
tggatcactt
acttcccatt
gtgcecggetg
taggcgtcga
tgcaattceg
cccteccttt
ttccagggtg
ttccegttga
ggtgggccta
acacgaaccc
atcgctataa

ctgggtectt

cgaaaggaaa
aacaatcaac
tcaaagacag
aatgccgatg
atttecgatte
ccetegegga
catgctttta
gtctgaaatc
gttcgatgga
tgcggcacca
ggatgccgga
taaggtggtt
taccgtcect
acagatcgecg
agccgaatac
gcaggatacc
tcctgtccag
tcgegtette
gggcctgget
ggctaaagaa
ttetgagece
gatcgaatgg
cccggaagaa
aaatggactc
cggcattcag
gttttttgat
gcaccgccag
cttcacctat
tttggcaaaa
tgaccccgaa

ttcatcacgt
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caatgtcgtg
gtttgecgeeg
catccttgaa
ggtaccgagc
caccgccgece
cgtgctcata
ctaatgtggg
cagctgacgg
gcacaaaacc
atccctecagg
cgattcgtaa
cttgaagaaa
accacacgtg
gacatctttg
ttcaattteg
ttccacatcg
gttcgcacga
cgcactgacg
gtcgacaaag
ctgttecggac
agcgcggaag
ggcggctgeg
tacactggat
tcagatatgc
gcttaggcecat
gccetttttg
gtgcgaataa
cctgececgge
tcctgtatat
gcagggttat

gctataaaaa

attacaagct
agcttectge
caaggacaat
gaaatgaccg
ttctatgaaa
gtccaataac
gtcttagaag
aggcatcatt
tcgatgaatt
cacgcecegete
acatggcgct
agcgaaacgce
aacaagtcgg
ttggcatggg
atgcacttaa
cacctgaagg
tgctgaatcg
aattggatgc
gcctgacaat
ctgagactaa
ttgatgtctg
gcatggtcaa
tcggecttegg
gcgatatggt
ttttagtacg
gagtcttcaa
gggacagtga
tgacgcegtt
cgtgcgaaaa
gcagcggaaa

taattataat
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atatgacaaa
tgaacatcaa
taacagttaa
accaagcgac
ggttgggett
tacattgagce
aaagcgacca
gaacgaagca
ggctgctcetg
gcttggaacce
gggcecgegeg
agaagtcctg
cgcactgcac
ctgggagatc
ctttctececa
atcgcgecaa
agaggtacct
tacccacacc
ggctcacctt
aacccgcatg
gttecccaaat
cccaaacgtg
tatgggtatt
agaaggcgac
tgcaataacc
ctgagcctceg
agaaggaaca
ggatacacca
aggatggata
agctccccga

ttaaattttt

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560
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taatataaat atataaatta aaaatagaaa gtaaaaaaag aaattaaaga aaaaatagtt 4620
tttgttttcc gaagatgtaa aagactctag ggggatcgcc aacaaatact accttttatc 4680
ttgetettee tgetctcagg tattaatgec gaattgttte atettgtetg tgtagaagac 4740
cacacacgaa aatcctgtga ttttacattt tacttatcgt taatcgaatg tatatctatt 4800
taatctgctt ttcttgtcta ataaatatat atgtaaagta cgctttttgt tgaaattttt 4860
taaacctttg tttatttttt ttttcttcat tccgtaactc ttctaccttc tttatttact 4920
ttctaaaatc caaatacaaa acataaaaat aaataaacac agagtaaatt cccaaattat 4980
tccatcatta aaagatacga ggcgcgtgta agttacaggc aagcgatccg tctaagaaac 5040
cattattatc atgacattaa cctataaaaa taggcgtatc acgaggccct ttcegtctege 5100
gcegtttecggt gatgacggtg aaaacctctg acacatgcag ctcccggaga cggtcacage 5160
ttgtctgtaa gecggatgecg ggagcagaca agcccgtcag ggegegtcag cgggtgttgg 5220
cgggtgtegg ggectggetta actatgegge atcagagecag attgtactga gagtgcacca 5280
taccaccttt tcaattcatc attttttttt tattcttttt tttgatttcg gtttcectttga 5340
catttttttg attcggtaat ctccgaacag aaggaagaac gaaggaagga gcacagactt 5400
agattggtat atatacgcat atgtagtgtt gaagaaacat gaaattgccc agtattctta 5460
acccaactgc acagaacaaa aacctgcagg aaacgaagat aaatcatgtc gaaagctaca 5520
tataaggaac gtgctgctac tcatcctagt cctgttgetg ccaagctatt taatatcatg 5580
cacgaaaagc aaacaaactt gtgtgcttca ttggatgttc gtaccaccaa ggaattactg 5640
gagttagttg aagcattagg tcccaaaatt tgtttactaa aaacacatgt ggatatcttg 5700
actgattttt ccatggaggg cacagttaag ccgctaaagg cattatccge caagtacaat 5760
tttttactct tcgaagacag aaaatttgct gacattggta atacagtcaa attgcagtac 5820
tctgcgggtg tatacagaat agcagaatgg gcagacatta cgaatgcaca cggtgtggtg 5880
ggcccaggta ttgttagegg tttgaagcag geggcagaag aagtaacaaa ggaacctaga 5940
ggccttttga tgttagcaga attgtcatge aagggctccc tatctactgg agaatatact 6000
aagggtactg ttgacattgc gaagagcgac aaagattttg ttatcggett tattgectcaa 6060
agagacatgg gtggaagaga tgaaggttac gattggttga ttatgacacc cggtgtgggt 6120
ttagatgaca agggagacgc attgggtcaa cagtatagaa ccgtggatga tgtggtctct 6180
acaggatctg acattattat tgttggaaga ggactatttg caaagggaag ggatgctaag 6240
gtagagggtg aacgttacag aaaagcaggc tgggaagcat atttgagaag atgcggecag 6300
caaaactaaa aaactgtatt ataagtaaat gcatgtatac taaactcaca aattagagct 6360
tcaatttaat tatatcagtt attaccccece tggettgttg tccacaaccg ttaaacctta 6420
aaagctttaa aagccttata tattcttttt tttcttataa aacttaaaac cttagagget 6480
atttaagttg ctgatttata ttaattttat tgttcaaaca tgagagctta gtacgtgaaa 6540
catgagaget tagtacgtta geccatgaggg tttagttegt tagecatgag ggtttagtte 6600
gttaaacatg agagcttagt acgttaaaca tgagagctta gtacgtgaaa catgagagct 6660
tagtacgtac tatcaacagg ttgaactgct gatcttce 6697

235
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<210> 215
<211>7810
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cadena principal de vector 2

<400> 215

gtttaaacaa
tctagaaata
gttaagaaag
aagtgcgttg
gtcaccgagg
ggctctaaga
ccagagggct
caccaagaca
aatttccegg
gagatgctgt
accgatggca
aacgccgtta
gagcagggca
gaaaaagcga
cctaattagce
taaacctggg
catcaaataa
tcggtgaacg
tatagcacta
tcagtagatc
agcacgaatc

tagaccagtt

ttttgtgteg
attttgttta
atatgtgtat
gcgagggtga
gcggtceeget
ccttcattaa
tcacttggga
ccagectgga
cgaatggtcc
atccgcegtga
atcatctgac
acatgccgga
aattctacga
cgtaatgaga
ccgggcgaaa
gcgecctetg
aacgaaaggc
ctctctacta
ggacttgecg
atggaggtag
ggtcagaacc

catttcagat

cccttaattg
acttttcgag
taagatgacg
aggcaagccg
gccttttgea
acacgtgagc
acgtacccag
aggtaattge
ggtgatgcaa
cggcgtcecttg
cagccacctg
gttccatttt
acaatacgaa
attctgtaca
ggcccagtcect
gtaaggttgg
tcagtcgaaa
gagtcacact
cggatactge
ggcatatgtc
tacactaagg

gtctggcacg

ES 2875579 T3

tgagcgctca
accttaggag
atggaaggta
ttcgagggeca
ttcgacatcce
ggtatcccgg
atttttgagg
ctgatctata
aagaaaaccg
tgtggtcaga
cgcacgacgt
ggtgaccatc
tcggcetgteg
ctcgagggte
ttcgactgag
gaagccctge
gactgggcct
ggctcacctt
cccattacat
ctctgttgtt
agatttggta

taagaggttc

caattccaca
gtaaacatat
ctgtgaacgg
cgcagaacat
tggcccegtyg
attactttaa
acggtggtgt
aagtgaaggt
cgggttggga
gcttgatgge
atcgtagccg
gcatcgaaat
cacgttacag
tcaccccaag
cctttegttt
aaagtaaact
ttegttttat
cgggtgggec
gaattgcagce
aaaatgtgag
ggtgcacggt

caactttcac

236

acggtttcce
ggcgagcttg
ttatcacttt
gcgcactegt
ctgtatgtac
agagtccttt
tctgaccgeg
tctgggtace
gcegtgegte
gctgaagtge
taaaccgagc
cctgaaagct
cgatgtgceg
ggcgacacce
tatttgagtt
ggatgccagg
ctgttgtttg
tttetgegtt
ctcagggacg
ttctcaacga
ttetgtegea

cataatgaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



taagatcact
aaatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tccaagacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgecggegget
gcatcgagceg
aagagcatca
acggcgagga
atggccgett
acatagcgtt
tcctegtget
ttgacgagtt
ggggattttt
aggaggtttt
tactaccgca
gccatataag
tgaacagcaa
tatctcttcet
cactgtcgca
tgcggatgac
ctggaaaaac
cctaaaagac
ccgtttattc
acaagttaac
atcaatcttt
caactacagc
ccacaaatac
atctttattt

aaaacttctg

accgggcegta
acaagatgga
ctgggcacaa
gegeecggtt
ggcagcgegyg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgcett
agcacgtact
ggggctcgeg
tctegtegtg
ttcetggattce
ggctacccgt
ttacggtatc
cttctgatga
ttgacaatta
ctaatgatga
ctgctggcag
gaaacatacg
aaaaatgaaa
gcaaaaggcc
aactatcacg
acatcgattt
gctggecgeg
caaacacaag
tacactgatt
gtatcagcat
gacggtgacg
tcaggcgaca
ttagtatttg
aacaaagcat

caaagcgata

ttttttgagt
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgteca
ctatcgtgge
gcgggaaggg
cttgctectg
gatccggceta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggeg
atcgactgtg
gatattgctg
gccgeteeceg
tgaatggcaa
atcatccgge
acatcaaaaa
gaggcgcaac
gcatttccca
aatatcaagt
tggacgtttg
gctaccacat
acatgttcta
tctttaaaga
aatggtcagg
tctceeggtaa
cagacagctc
gaaaaacgta
accatacgcet
aagcaaacac
actatggcaa

aaaaacgcac
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tatcgagatt
gttctecegge
gctgcetcetga
agaccgacct
tggccacgac
actggctgct
ccgagaaagt
cctgeccatt
ccggtettgt
tgttcgccag
atgcctgett
gccggetggg
aagagcttgg
attcgcagcg
ggcggcegegt
tcgtaattta
gtttgcaaaa
tcaagcgttt
tattacacgc
ttctgaattt
ggacagctgg
cgtctttgca
tcaaaaagtc
cagcgacaaa
ttcagccaca
acattacggc
tttgaacatc
tcaaaatgta
gagagatcct
tggaactgaa
aagcacatca

ggctgagtta

ttcaggagcet
cgcttgggtyg
tgcegeegtg
gteceggtgee
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcg
gccgaatatce
tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgccttc
agccccccaa
tgtggatctt
caagcaacag
gcgaaagaaa
catgatatgc
gattegtceca
ccattacaaa
ttagccggag
ggcgaaactt
ttcgatgcaa
tttacatctg
aaacaaacac
aacggtgtag
cagcagttca
cactacgtag
gatggctace
ttetteegte

gcaaacggceg

237

aaggaagcta
gagaggctat
ttceggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgcecgggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gatctggacg
cggatgcccg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccget
tatcgectte
ccgaagttga
aatcatgcta
tattaacctt
cgaaccaaaa
tgcaaatccc
caattaaaaa
acgctgacgg
atcctaaaaa
ctattgacag
atgattctat
acggaaaaat
tgacaactgc
aggattataa
tcgatgaagg
aagataaagg
aaggcgaaga
aagaaagtca

ctcteggtat

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



gattgagcta
cacagtaaca
gttcactgac
catgcttggt
ccttgtgtta
tgtacctcaa
ctacgcagac
aacatctgtt
acgcaaaaga
gccatcacga
tttcegggac
ggcggtgata
gctgacggag
acaaaacctc
ccctcaggea
attcgtaaac
tgaagaaaag
cacacgtgaa
catctttgtt
caatttcgat
ccacatcgeca
tcgcacgatg
cactgacgaa
cgacaaaggc
gttcggacct
cgcggaagtt
cggctgegge
cactggattc
agatatgegce
ttaggcattt

cctttttgga

aacgatgatt
gatgaaattg
tcececgeggat
tatgtttcta
aaaatggatc
gcgaaaggaa
aaacaatcaa
gtcaaagaca
aaatgccgat
gatttcgatt
gccctegegg
ctgagcacat
gcatcattga
gatgaattgg
cgccegetege
atggcgetgg
cgaaacgcag
caagtcggcg
ggcatgggct
gcacttaact
cctgaaggat
ctgaatcgag
ttggatgcta
ctgacaatgg
gagactaaaa
gatgtctggt
atggtcaacc
ggcttecggta
gatatggtag
ttagtacgtg

gtcttcaact

acacactgaa
aacgcgcgaa
caaaaatgac
attctttaac
ttgatcctaa
acaatgtegt
cgtttgegee
gcatccttga
gggtaccgag
ccaccgecge
acgtgctcat
cagcaggtca
acgaagcagc
ctgctetgeg
ttggaaccat
gccgegegga
aagtcctgga
cactgcaccce
gggagatcge
ttctececaga
cgcgeccaagt
aggtacctat
cccacaccce
ctcacctteg
cccgecatgeg
tcccaaataa
caaacgtgct
tgggtattga
aaggcgacat
caataaccac

gagcctegea
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aaaagtgatg
cgtctttaaa
gattgacggc
tggcccatac
cgatgtaacc
gattacaagc
gagcttcctg
acaaggacaa
cgaaatgacc
cttctatgaa
agtccaggcg
cacaggaaag
cgatgctgca
acgagatcac
tccaaaagat
aaagcactte
gctggagege
aattacgatt
agagggcccg
ccacccagcce
gttgegecace
ctatatcgcece
tgtctttcac
cggaactctg
ttcaaactac
gaagggcggt
ccgegetgta
acgcaccttg
tegetttace
tctggttttt

gagcaggatt

aaaccgctga
atgaacggca
attacgtcta
aagccgctga
tttacttact
tatatgacaa
ctgaacatca
ttaacagtta
gaccaagcga
aggttgggcet
gtgttgacat
tactagatgt
attaaagcgt
ctgggtgatg
cagcgtaagg
gcccaggtta
gtggatgtta
ctcaacgaac
gaagttgaag
cgcaccctge
catacctctce
tgtcectggte
cagatcgagg
gatcacttgg
ttcccatttt
gccggcetgga
ggcgtcgace
caattccgaa
cteccettteg

ccagggtggt

cccegttgage

238

ttgcatctaa
aatggtacct
acgatattta
acaaaactgg
cacacttege
acagaggatt
aaggcaagaa
acaaataaaa
cgcccaacct
tecggaatcegt
aaataccact
ctgaaatcca
tcgatggagce
cggcaccaat
atgccggacg
aggtggttct
ccgtccectac
agatcgcgga
ccgaatactt
aggatacctt
ctgtccaggt
gcgtectteeg
gcctggetgt
ctaaagaact
ctgagcccag
tcgaatgggg
cggaagaata
atggactctce
gcattcagge
tttttgatge

accgccaggt

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



gcgaataagg
tgcceggetg
ctgtatatcg
agggttatgce
tataaaaata
aaaaaaagaa
ggatcgccaa
attgtttcat
cttatcgtta
gtaaagtacg
cgtaactctt
ataaacacag
ttacaggcaa
ggcgtatcac
acatgcagct
cccgtcaggg
cagagcagat
ttcttttttt
ggaagaacga
agaaacatga
acgaagataa
tgttgctgec
ggatgttcgt
tttactaaaa
gctaaaggca
cattggtaat
agacattacg
ggcagaagaa
gggctececta
agattttgtt
ttggttgatt

gtatagaacc

gacagtgaag
acgccgttgg
tgcgaaaaag
agcggaaaag
attataattt
attaaagaaa
caaatactac
cttgtctgtg
atcgaatgta
ctttttgttg
ctaccttett
agtaaattcc
gcgatccgtce
gaggcccettt
cccggagacqg
cgcgtcageg
tgtactgaga
tgatttcggt
aggaaggagc
aattgcccag
atcatgtcga
aagctattta
accaccaagg
acacatgtgg
ttatccgeca
acagtcaaat
aatgcacacg
gtaacaaagg
tctactggag
atcggcttta
atgacacccg

gtggatgatg

aaggaacacc
atacaccaag
gatggatata
ctcececgaaa
aaatttttta
aaatagtttt
cttttatett
tagaagacca
tatctattta
aaatttttta
tatttacttt
caaattattc
taagaaacca
cgtctecgege
gtcacagctt
ggtgttggeg
gtgcaccata
ttctttgaca
acagacttag
tattcttaac
aagctacata
atatcatgca
aattactgga
atatcttgac
agtacaattt
tgcagtactc
gtgtggtggg
aacctagagg
aatatactaa
ttgctcaaag
gtgtgggttt

tggtctectac
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cgctegeggg
gaaagtctac
ccgaaaaaat
agtgccacct
atataaatat
tgttttcega
gctcttectg
cacacgaaaa
atctgetttt
aacctttgtt
ctaaaatcca
catcattaaa
ttattatcat
gtttcggtga
gtctgtaage
ggtgtcegggg
ccacctttte
tttttttgat
attggtatat
ccaactgcac
taaggaacgt
cgaaaagcaa
gttagttgaa
tgatttttece
tttactcttce
tgcgggtgta
cccaggtatt
ccttttgatg
gggtactgtt
agacatgggt
agatgacaag

aggatctgac

tgggcctact
acgaaccctt
cgctataatg
gggtecetttt
ataaattaaa
agatgtaaaa
ctctcaggta
tcectgtgatt
cttgtctaat
tatttttttt
aatacaaaac
agatacgagg
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgccggg
ctggcttaac
aattcatcat
tcggtaatct
atacgcatat
agaacaaaaa
gctgctactce
acaaacttgt
gcattaggtc
atggagggca
gaagacagaa
tacagaatag
gttagecggtt
ttagcagaat
gacattgcga
ggaagagatg
ggagacgcat

attattattg

239

tcacctatce
tggcaaaatc
accccgaage
catcacgtge
aatagaaagt
gactctaggg
ttaatgccga
ttacatttta
aaatatatat
ttcttcattce
ataaaaataa
cgegtgtaag
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggcat
ttttttttta
ccgaacagaa
gtagtgttga
cctgcaggaa
atcctagtcce
gtgcttcatt
ccaaaatttg
cagttaagcce
aatttgctga
cagaatgggc
tgaagcaggce
tgtcatgcaa
agagcgacaa
aaggttacga
tgggtcaaca

ttggaagagg

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020
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actatttgca
ggaagcatat
atgtatacta
gcttgttgte
tcttataaaa
ttcaaacatg
tagttcgtta
agagcttagt
tctteggeat
ttgtttgteg
caatcaacag
aatagttccc
gataatagcce

ccaaccgttt

<210> 216
<211> 7756
<212> ADN

aagggaaggg
ttgagaagat
aactcacaaa
cacaaccgtt
cttaaaacct
agagcttagt
gccatgaggg
acgtgaaaca
caaataaaac
gtgaacgctc
gcaggataat
aacgataggt

cgtgttttce

<213> Secuencia artificial

<220>

atgctaaggt
gcggcecagea
ttagagcttc
aaaccttaaa
tagaggctat
acgtgaaaca
tttagttegt
tgagagctta
gaaaggctca
tcctgagtag
cgctggtaag
ggcagatttc

aataagggat

<223> cadena principal de vector 3

<400> 216

gtttaaacaa
tctagaaata
gttaagaaag
aagtgcgttg
gtcaccgagg
ggctctaaga
ccagagggct
caccaagaca
aatttcccgg
gagatgctgt
accgatggca

aacgccgtta

ttttgtgteg
attttgttta
atatgtgtat
gcgagggtga
gcggteeget
ccttcattaa
tcacttggga
ccagcctgga
cgaatggtcc
atccgegtga
atcatctgac

acatgccgga

cccttaattg
acttttcgag
taagatgacg
aggcaagccg
gecettttgea
acacgtgage
acgtacccag
aggtaattgc
ggtgatgcaa
cggcgtcecttg
cagccacctg

gttccatttt
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agagggtgaa
aaactaaaaa
aatttaatta
agctttaaaa
ttaagttgct
tgagagctta
taaacatgag
gtacgtacta
gtcgaaagac
gacaaatccg
gtcagtgcett
actttacaga

agtgtaggta

tgagcgctca
accttaggag
atggaaggta
ttcgagggca
ttcgacatcece
ggtatcccgg
atttttgagg
ctgatctata
aagaaaaccg
tgtggtcaga
cgcacgacgt

ggtgaccatc

cgttacagaa
actgtattat
tatcagttat
gccttatata
gatttatatt
gtacgttagce
agcttagtac
tcaacaggtt
tgggcctttce
ccgccctaga
tcttcaggta
ccgactggtt

agtcaactcce

caattccaca
gtaaacatat
ctgtgaacgg
cgcagaacat
tggcceegtyg
attactttaa
acggtggtgt
aagtgaaggt
cgggttggga
gcttgatgge
atcgtagcecg

gcatcgaaat

240

aagcaggctg
aagtaaatgc
tacccccectg
ttettttttt
aattttattg
catgagggtt
gttaaacatg
gaactgctga
gttttatctg
tattcacacg
gtagagatac
cagaagcgta

tcegtcagag

acggtttcce
ggcgagettg
ttatcacttt
gcgcactcegt
ctgtatgtac
agagtccttt
tctgaccgeg
tctgggtacce
gcegtgegte
gctgaagtge
taaaccgagce

cctgaaagcet

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7810

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gagcagggca
gaaaaagcga
cctaattage
taaacctggg
catcaaataa
tcggtgaacg
tatagcacta
tcagtagatc
agcacgaatc
tagaccagtt
taagatcact
aaatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tccaagacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgcggcggcet
gcatcgagcg
aagagcatca
acggcgagga
atggccgett
acatagcgtt
tcctegtget
ttgacgagtt
ggggattttt
aggaggtttt
tactaccgea
gccatataag
tgaacagcaa
tatctettet

cactgtecgeca

aattctacga
cgtaatgaga
ccgggcgaaa
gegecctetg
aacgaaaggc
ctctctacta
ggacttgceg
atggaggtag
ggtcagaacc
catttcagat
accgggcegta
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeeccggtt
ggcagcegegg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgctt
agcacgtact
ggggctcegeg
tctcgtegtg
ttctggattc
ggctacccgt
ttacggtatc
cttctgatga
ttgacaatta
ctaatgatga
ctgctggecag
gaaacatacg
aaaaatgaaa
gcaaaaggcc

aactatcacg

acaatacgaa
attctgtaca
ggcccagtet
gtaaggttgg
tcagtcgaaa
gagtcacact
cggatactgce
ggcatatgtc
tacactaagg
gtctggcacg
ttttttgagt
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtgge
gcgggaaggg
cttgectectg
gatccggcta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggcg
atcgactgtg
gatattgctg
gccgcecteceg
tgaatggcaa
atcatccgge
acatcaaaaa
gaggcgcaac
gcatttcceca
aatatcaagt
tggacgtttg

gctaccacat
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tcggctgteg
ctcgagggtc
ttcgactgag
gaagcccetge
gactgggcct
ggctcacctt
cccattacat
ctctgttgtt
agatttggta
taagaggttc
tatcgagatt
gttcteegge
gctgctctga
agaccgacct
tggccacgac
actggetget
ccgagaaagt
cctgcccatt
ccggtettgt
tgttegecag
atgcctgcett
gccggetggg
aagagcttgg
attcgecageg
ggcggcgegt
tcgtaattta
gtttgcaaaa
tcaagcgttt
tattacacgce
ttctgaattt
ggacagctgg

cgtetttgea

cacgttacag
tcaccccaag
cctttegttt
aaagtaaact
ttcgttttat
cgggtgggce
gaattgcage
aaaatgtgag
ggtgcacggt
caactttcac
ttcaggagct
cgettgggtyg
tgccgecgtg
gtceggtgee
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeg
gccgaatatc
tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgecette
agccccccaa
tgtggatctt
caagcaacag
gcgaaagaaa
catgatatgc
gattcgtcca
ccattacaaa

ttagececggag

241

cgatgtgeeg
ggcgacaccce
tatttgagtt
ggatgccagg
ctgttgtttg
tttctgegtt
ctcagggacg
ttctcaacga
ttctgtegea
cataatgaaa
aaggaagcta
gagaggctat
ttcecggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgcegggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gatctggacg
cggatgeceg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccget
tatcgectte
ccgaagttga
aatcatgcta
tattaacctt
cgaaccaaaa
tgcaaatcce
caattaaaaa
acgctgacgg

atcctaaaaa

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



tgcggatgac
ctggaaaaac
cctaaaagac
ccgtttattce
acaagttaac
atcaatcttt
caactacagc
ccacaaatac
atctttattt
aaaacttctg
gattgagcta
cacagtaaca
gttcactgac
catgcttggt
ccttgtgtta
tgtacctcaa
ctacgcagac
aacatctgtt
acgcaaaaga
gccatcacga
ttteegggac
ggcggtgata
agaattagta
taatgtacgt
gcgcgaactg
gcaagtacaa
gcgecttget
cttacaccca
cactgtggca
tcceggtceat

gcttegtace

acatcgattt
gctggcegeg
caaacacaag
tacactgatt
gtatcagcat
gacggtgacg
tcaggcgaca
ttagtatttg
aacaaagcat
caaagcgata
aacgatgatt
gatgaaattg
tcccgeggat
tatgtttcta
aaaatggatc
gcgaaaggaa
aaacaatcaa
gtcaaagaca
aaatgccgat
gatttcgatt
gccctegegg
ctgagcacat
gcttcagega
gttgagtacc
ccgeecggagg
caggcactga
gcggaaacca
gtgactcgta
actggaccgg
catcctgcac

cagacaagcg

acatgttcta
tctttaaaga
aatggtcagg
tcteccggtaa
cagacagctce
gaaaaacgta
accatacgcect
aagcaaacac
actatggcaa
aaaaacgcac
acacactgaa
aacgcgcgaa
caaaaatgac
attctttaac
ttgatcctaa
acaatgtegt
cgtttgegee
gcatccttga
gggtaccgag
ccaccgccge
acgtgctcat
cagcaggtca
aggccgcgat
tgggaaagaa
aacgccccge
acgcccgtaa
ttgatgtctc
ccatcgaccg
agattgagga
gcgecgatca

gtgtccaaat

ES 2875579 T3

tcaaaaagtc
cagcgacaaa
ttcagccaca
acattacggc
tttgaacatc
tcaaaatgta
gagagatcct
tggaactgaa
aagcacatca
ggctgagtta
aaaagtgatg
cgtctttaaa
gattgacggc
tggcccatac
cgatgtaacc
gattacaagc
gagcttcctg
acaaggacaa
cgaaatgacc
cttctatgaa
agtccaggeg
cacaggaaag
ttctcaggeg
gggacacctt
agcaggagcg
ggctgagttg
gctgcceggg
tatcgaatct
cgactaccac
tgatacattc

ccgtacgatg

ggcgaaactt
ttcgatgcaa
tttacatctg
aaacaaacac
aacggtgtag
cagcagttca
cactacgtag
gatggctacc
ttctteegte
gcaaacggcg
aaaccgctga
atgaacggca
attacgtcta
aagccgctga
tttacttact
tatatgacaa
ctgaacatca
ttaacagtta
gaccaagcga
aggttgggct
gtgttgacat
tactagatgt
agtgacgtcg
actcttcaaa
gtaatcaatg
gaatccgecg
cgccgecattg
ttctttggeg
aatttcgatg
tggtttgata

aaggctcagce

242

ctattgacag
atgattctat
acggaaaaat
tgacaactgc
aggattataa
tcgatgaagg
aagataaagg
aaggcgaaga
aagaaagtca
ctcteggtat
ttgcatctaa
aatggtacct
acgatattta
acaaaactgg
cacacttcege
acagaggatt
aaggcaagaa
acaaataaaa
cgcccaacct
tcggaategt
aaataccact
cgcatcttge
cagcactgga
tgacaaccct
aggcaaagga
cattaaacgc
agaatggagg
aacttggett
ccttgaacat
ccacccgttt

aaccaccgat

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



ccgtatcatt
gtttcaccaa
caccttacat
atcgtacttce
gtggctggag
cgaccccgaa
tcegttacgge
attcaaataa
tgatgcecctt
ccaggtgcga
ctatcectgece
aaaatcctgt
cgaagcaggg
acgtgctata
gaaagtaaaa
ctagggggat
tgccgaattg
attttactta
atatatgtaa
tcattecegta
aaataaataa
tgtaagttac
aaaataggcg
tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
tttttattcet
acagaaggaa
tgttgaagaa
caggaaacga
tagtecectgtt

ttcattggat

gcteccaggge
atggaagggt
gatttcttac
ccttttgeag
gttttaggtt
gtctacagtg
gtaacggatt
gcatttttag
tttggagtct
ataagggaca
cggctgacge
atatecgtgeg
ttatgcagcg
aaaataatta
aaagaaatta
cgccaacaaa
tttcatcttg
tcgttaatcg
agtacgcettt
actcttctac
acacagagta
aggcaagcga
tatcacgagg
gcagctceeg
tcagggcgcg
gcagattgta
tttttttgat
gaacgaagga
acatgaaatt
agataaatca
gctgecaage

gttcegtacca

gcgtgtaccg
tgattgtgga
gcaacttttt
aaccttegge
gcgggatggt
gattcggatt
tgcgetectt
tacgtgcaat
tcaactgagce
gtgaagaagg
cgttggatac
aaaaaggatg
gaaaagctcc
taatttaaat
aagaaaaaat
tactaccttt
tctgtgtaga
aatgtatatc
ttgttgaaat
cttetttatt
aattcccaaa
tccgtctaag
ccctttegte
gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtgc
tteggtttet
aggagcacag
gcccagtatt
tgtcgaaage
tatttaatat

ccaaggaatt
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taacgattat
tacgaatatc
cgaggaggac
tgaagtggat
tcatccaaat
cgggatggga
ttttgagaac
aaccactctg
ctcgcagagce
aacacccgcet
accaaggaaa
gatataccga
ccgaaaagtg
tttttaatat
agtttttgtt
tatcttgete
agaccacaca
tatttaatct
tttttaaacc
tactttctaa
ttattccatc
aaaccattat
tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtg
accataccac
ttgacatttt
acttagattg
cttaacccaa
tacatataag
catgcacgaa

actggagtta

gaccagacac
tctttcacga
cttcaaattce
gtaatgggga
gtgcttecgeca
atggaacgtc
gatcttegtt
gttttteccag
aggattcceg
cgcgggtggg
gtctacacga
aaaaatcgcet
ccacctgggt
aaatatataa
ttccgaagat
ttcctgetcet
cgaaaatcct
gcttttcttg
tttgtttatt
aatccaaata
attaaaagat
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
cttttcaatt
tttgattcgg
gtatatatac
ctgcacagaa
gaacgtgctg
aagcaaacaa

gttgaagcat

243

atacaccgat
atctgaaggg
gctttegtee
aaaacggtaa
acgtcggcat
tgactatgct
ttctgaagca
ggtggttttt
ttgagcaccg
cctacttcac
accctttgge
ataatgaccce
ccttttcatc
attaaaaata
gtaaaagact
caggtattaa
gtgattttac
tctaataaat
ttttttttet
caaaacataa
acgaggcgcg
ttaacctata
ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
catcattttt
taatctccga
gcatatgtag
caaaaacctg
ctactcatcc
acttgtgtge

taggtcccaa

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420
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aatttgttta
taagccgcta
tgctgacatt
atgggcagac
gcaggcggcea
atgcaagggc
cgacaaagat
ttacgattgg
tcaacagtat
aagaggacta
aggctgggaa
aaatgcatgt
ccectggett
tttttttett
ttattgttca
agggtttagt
aacatgagag
tgctgatctt
tatctgttgt
cacacgcaat
agatacaata
agcgtagata

tcagagccaa

<210> 217
<211> 8067
<212> ADN

ctaaaaacac
aaggcattat
ggtaatacag
attacgaatg
gaagaagtaa
tccctatcta
tttgttatcg
ttgattatga
agaaccgtgg
tttgcaaagg
gcatatttga
atactaaact
gttgtccaca
ataaaactta
aacatgagag
tcgttagecca
cttagtacgt
cggcatcaaa
ttgtcggtga
caacaggcag
gttcccaacg
atagcccgtg

ccgttt

<213> Secuencia artificial

<220>

atgtggatat
ccgccaagta
tcaaattgca
cacacggtgt
caaaggaacc
ctggagaata
gctttattge
caccceggtgt
atgatgtggt
gaagggatgc
gaagatgcgg
cacaaattag
accgttaaac
aaaccttaga
cttagtacgt
tgagggttta
gaaacatgag
taaaacgaaa
acgctctcct
gataatcgcet
ataggtggca

ttttccaata

<223> cadena principal de vector 4

<400> 217

ES 2875579 T3

cttgactgat
caatttttta
gtactctgeg
ggtgggccca
tagaggccett
tactaagggt
tcaaagagac
gggtttagat
ctctacagga
taaggtagag
ccagcaaaac
agcttcaatt
cttaaaagct
ggctatttaa
gaaacatgag
gttcgttaaa
agcttagtac
ggctcagtceg
gagtaggaca
ggtaaggtca
gatttcactt

agggatagtg

tttteccatgg
ctcttecgaag
ggtgtataca
ggtattgtta
ttgatgttag
actgttgaca
atgggtggaa
gacaagggag
tctgacatta
ggtgaacgtt
taaaaaactg
taattatatc
ttaaaagcct
gttgctgatt
agcttagtac
catgagagct
gtactatcaa
aaagactggg
aatccgeccge
gtgctttctt
tacagaccga

taggtaagtc

agggcacagt
acagaaaatt
gaatagcaga
gcggtttgaa
cagaattgtc
ttgcgaagag
gagatgaagg
acgcattggg
ttattgttgg
acagaaaagc
tattataagt
agttattacc
tatatattct
tatattaatt
gttagccatg
tagtacgtta
caggttgaac
cctttegttt
cctagatatt
caggtagtag
ctggttcaga

aactcctcceg

gtttaaacaa ttttgtgtcg cccttaattg tgagcgectca caattccaca acggtttccce

tctagaaata attttgttta acttttcgag accttaggag gtaaacatat ggcgagcecttg

gttaagaaag atatgtgtat taagatgacg atggaaggta ctgtgaacgg ttatcacttt

244

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7756

60

120

180



aagtgegttg
gtcaccgagg
ggctctaaga
ccagagggct
caccaagaca
aatttcccgg
gagatgctgt
accgatggca
aacgccgtta
gagcagggca
gaaaaagcga
cctaattagce
taaacctggg
catcaaataa
tcggtgaacg
tatagcacta
tcagtagatc
agcacgaatc
tagaccagtt
taagatcact
aaatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tccaagacga
tgctecgacgt
aggatctcct
tgcggegget
gcatcgageg
aagagcatca
acggcgagga
atggccgett

acatagegtt

gcgagggtga
gcggtecceget
ccttcattaa
tcacttggga
ccagcctgga
cgaatggtcc
atccgegtga
atcatctgac
acatgccgga
aattctacga
cgtaatgaga
ccgggcgaaa
gcgccctetg
aacgaaaggc
ctctctacta
ggacttgeceg
atggaggtag
ggtcagaacc
catttcagat
accgggcgta
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeecggtt
ggcagcgegyg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgcett
agcacgtact
ggggctcgeg
tctegtegtg
ttectggatte

ggctaccegt

aggcaagccg
gccttttgea
acacgtgagce
acgtacccag
aggtaattgc
ggtgatgcaa
cggegtettg
cagccacctg
gttccatttt
acaatacgaa
attctgtaca
ggcccagtet
gtaaggttgg
tcagtcgaaa
gagtcacact
cggatactgce
ggcatatgtc
tacactaagg
gtctggcacg
ttttttgagt
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatecgtgge
gcgggaaggg
cttgctectg
gatcecggcta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggeg
atcgactgtg

gatattgctg
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ttcgagggca
ttcgacatcc
ggtatcccgg
atttttgagg
ctgatctata
aagaaaaccg
tgtggtcaga
cgcacgacgt
ggtgaccatc
tcggetgteg
ctcgagggtce
ttecgactgag
gaagccctge
gactgggcct
ggctcacctt
cccattacat
ctctgttgtt
agatttggta
taagaggttc
tatcgagatt
gttctcegge
gctgctctga
agaccgacct
tggccacgac
actggctgcet
ccgagaaagt
cctgececatt
ccggtettgt
tgttcegecag
atgecctgett
gceggetggg

aagagcttgg

cgcagaacat
tggcccegtg
attactttaa
acggtggtgt
aagtgaaggt
cgggttggga
gcttgatgge
atcgtageeg
gcatcgaaat
cacgttacag
tcaccccaag
cctttegttt
aaagtaaact
ttcgttttat
cgggtgggce
gaattgcagce
aaaatgtgag
ggtgcacggt
caactttcac
ttcaggagcect
cgcttgggtg
tgccgceegtg
gtceggtgee
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcg
gccgaatate
tgtggcggac

cggcgaatgg

245

gcgcactegt
ctgtatgtac
agagtccttt
tectgacegeg
tctgggtacc
gcecgtgegte
gctgaagtge
taaaccgage
cctgaaagcet
cgatgtgccg
ggcgacaccce
tatttgagtt
ggatgccagg
ctgttgtttg
tttctgeogtt
ctcagggacg
ttctcaacga
ttctgtcgca
cataatgaaa
aaggaagcta
gagaggctat
ttccggetgt
ctgaatgaac
tgcgecagetg
gtgcegggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gatctggacg
cggatgcceg
atggtggaaa
cgctatcagg

gctgaceget

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



tcectegtget
ttgacgagtt
ggggattttt
aggaggtttt
tactaccgcea
gccatataag
tgaacagcaa
tatctcttet
cactgtcgca
tgcggatgac
ctggaaaaac
cctaaaagac
ccgtttatte
acaagttaac
atcaatcttt
caactacagc
ccacaaatac
atctttattt
aaaacttctg
gattgagcta
cacagtaaca
gttcactgac
catgcttggt
ccttgtgtta
tgtacctcaa
ctacgcagac
aacatctgtt
acgcaaaaga
gccatcacga
tttcegggac

ggcggtgata

ttacggtatc
cttctgatga
ttgacaatta
ctaatgatga
ctgetggeag
gaaacatacg
aaaaatgaaa
gcaaaaggcc
aactatcacg
acatcgattt
gctggcegeg
caaacacaag
tacactgatt
gtatcagcat
gacggtgacg
tcaggcgaca
ttagtatttg
aacaaagcat
caaagcgata
aacgatgatt
gatgaaattg
tcececgeggat
tatgtttcta
aaaatggatc
gcgaaaggaa
aaacaatcaa
gtcaaagaca
aaatgccgat
gatttecgatt
gccctegegg

ctgagcacat

gcecgceteeceg
tgaatggcaa
atcatccgge
acatcaaaaa
gaggcgcaac
gcatttcecca
aatatcaagt
tggacgtttg
gctaccacat
acatgttcta
tctttaaaga
aatggtcagg
tctceggtaa
cagacagctc
gaaaaacgta
accatacgct
aagcaaacac
actatggcaa
aaaaacgcac
acacactgaa
aacgcgcgaa
caaaaatgac
attctttaac
ttgatcctaa
acaatgtcgt
cgtttgcgee
gcatccttga
gggtaccgag
ccaccgecge
acgtgctcat

cagcaggtca
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attcgcageg
ggcggcegegt
tcgtaattta
gtttgcaaaa
tcaagegttt
tattacacgce
ttctgaattt
ggacagctgg
cgtctttgea
tcaaaaagtc
cagcgacaaa
ttcagccaca
acattacggce
tttgaacatc
tcaaaatgta
gagagatcct
tggaactgaa
aagcacatca
ggctgagtta
aaaagtgatg
cgtctttaaa
gattgacggc
tggcccatac
cgatgtaacc
gattacaagc
gagcttecctg
acaaggacaa
cgaaatgacc
cttctatgaa
agtccaggceg

cacaggaaag

catcgectte
agccccccaa
tgtggatctt
caagcaacag
gcgaaagaaa
catgatatgce
gattcgtcca
ccattacaaa
ttagccggag
ggcgaaactt
ttcgatgcaa
tttacatctg
aaacaaacac
aacggtgtag
cagcagttca
cactacgtag
gatggctacc
ttctteegte
gcaaacggcg
aaaccgctga
atgaacggca
attacgtcta
aagccgctga
tttacttact
tatatgacaa
ctgaacatca
ttaacagtta
gaccaagcga
aggttggget
gtgttgacat

tactagatgt
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tatecgectte
ccgaagttga
aatcatgcta
tattaacctt
cgaaccaaaa
tgcaaatcce
caattaaaaa
acgctgacgg
atcctaaaaa
ctattgacag
atgattctat
acggaaaaat
tgacaactgc
aggattataa
tcgatgaagg
aagataaagg
aaggcgaaga
aagaaagtca
ctctcggtat
ttgcatctaa
aatggtacct
acgatattta
acaaaactgg
cacacttcgce
acagaggatt
aaggcaagaa
acaaataaaa
cgcccaacct
tecggaategt
aaataccact

cgcatcttge

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



agaattagta
taatgtacgt
gcgcegaactg
gcaagtacaa
gcgecttget
cttacaccca
cactgtggca
tceceggtceat
gcttegtacce
ccgtatcatt
gtttcaccaa
caccttacat
atcgtacttc
gtggctggag
cgaccccgaa
tegttacgge
attcaaataa
tgatgccctt
ccaggtgcga
ctatcectgec
aaaatcctgt
cgaagcaggg
acgtgctata
gaaagtaaaa
ctagggggat
tgccgaattg
attttactta
atatatgtaa
tcattecegta
aaataaataa
tgtaagttac

aaaataggcg

gcttcagega
gttgagtacc
ccgecggagyg
caggcactga
gcggaaacca
gtgactcgta
actggaccgg
catcctgecac
cagacaagcg
gctccagggce
atggaagggt
gatttcttac
ccttttgecag
gttttaggtt
gtctacagtg
gtaacggatt
gcatttttag
tttggagtct
ataagggaca
cggctgacge
atatcgtgcg
ttatgcagcg
aaaataatta
aaagaaatta
cgccaacaaa
tttcatecttg
tcgttaatceg
agtacgcettt
actcttctac
acacagagta
aggcaagcga

tatcacgagg

aggccgcegat
tgggaaagaa
aacgccccege
acgceccgtaa
ttgatgtctc
ccatcgaccg
agattgagga
gcgecgatca
gtgtccaaat
gcgtgtaccg
tgattgtgga
gcaacttttt
aaccttcgge
gcgggatggt
gattcggatt
tgegetectt
tacgtgcaat
tcaactgagc
gtgaagaagg
cgttggatac
aaaaaggatg
gaaaagctcc
taatttaaat
aagaaaaaat
tactaccttt
tctgtgtaga
aatgtatatc
ttgttgaaat
cttctttatt
aattcccaaa
tcegtctaag

ccectttegte
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ttctcaggeg
gggacacctt
agcaggagcg
ggctgagttg
gctgeeeggg
tatcgaatct
cgactaccac
tgatacattc
ccgtacgatg
taacgattat
tacgaatatc
cgaggaggac
tgaagtggat
tcatccaaat
cgggatggga
ttttgagaac
aaccactctg
ctcgcagagc
aacacccgct
accaaggaaa
gatataccga
ccgaaaagtg
tttttaatat
agtttttgtt
tatcttgetce
agaccacaca
tatttaatct
tttttaaacc
tactttctaa
ttattccatce
aaaccattat

tegegegttt

agtgacgtcg
actcttcaaa
gtaatcaatg
gaatcegeeg
cgccgcecattg
ttctttggeg
aatttcgatg
tggtttgata
aaggctcagce
gaccagacac
tctttcacga
cttcaaattc
gtaatgggga
gtgcttcgea
atggaacgtc
gatcttegtt
gtttttccag
aggattcccg
cgcgggtggg
gtctacacga
aaaaatcgct
ccacctgggt
aaatatataa
ttccgaagat
ttecctgetet
cgaaaatcct
gcttttettg
tttgtttatt
aatccaaata
attaaaagat
tatcatgaca

cggtgatgac
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cagcactgga
tgacaaccct
aggcaaagga
cattaaacgce
agaatggagg
aacttggctt
ccttgaacat
ccacccegttt
aaccaccgat
atacaccgat
atctgaaggg
getttegtee
aaaacggtaa
acgtcggcat
tgactatgcet
ttctgaagca
ggtggttttt
ttgagcaccg
cctacttcac
accctttgge
ataatgaccc
ccttttcatc
attaaaaata
gtaaaagact
caggtattaa
gtgattttac
tctaataaat
ttttttttet
caaaacataa
acgaggcgeg
ttaacctata

ggtgaaaacc

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
atattactgg
tcaacactga
ggagatattc
taaaagagct
ccgetcaccece
tatataatat
tgacgccaga
tacaatcttg
aaggagaggg
agcacacaaa
tggtgaaagt
ctgacttget
caaggaaaat
tggttggegt
gcattgatat
gtttgccagt
cttcacagaa
aacttttgga
tacattttat
atggcgttat
acaaaatagc
ttaagtattg
acataaaatc
tgattgtaca
ttatatattc
ttatattaat
cgttagccat

ttagtacgtt

gcagctceeceg
tcagggegeg
gcagattgta
ctgaaaataa
gtaatggtag
cttatggcat
gacagggaaa
gcacggcaga
aggaagcatt
tggcagtagt
atccggagct
ccaagaggga
ggcagcttgg
ttgcggettg
gggtattata
ttcaagtctt
gtttcgtaat
cgtccaactg
tattaaaaga
acctcattceg
ttggaactcg
gttagctggt
tggtgttgat
aaatttcgtce
tttgtgcact
tgtaaaataa
ggccctgget
ttttttttet
tttattgtte

gagggtttag

aaacatgaga

gagacggtca
tcagcgggtyg
ctgagagtgc
gtcttgaatg
ttataagaaa
gtctggegat
tggtcagaaa
gaccaatcag
taatagaaca
ggaagatatt
tttctttttt
gggcattggt
agtatgtctg
cagagcacag
tgtgtgececca
gtaaaagcat
caacctaagg
catggagatg
ctcgtatttc
tttattccct
atttctgact
ggactgacgc
gtaagcggag
aaaaatgcta
tgcctgecagg
caagatgtaa
tgttgtccac
tataaaactt
aaacatgaga
ttcgttagee

gcttagtacg
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cagcttgtet
ttggcgggtg
accataccac
aacgtatacg
gagaccgagt
gataaaactt
aagaaacgtg
taaaaatcaa
gcatcgtaat
ctttattgaa
tgccgattaa
gactattgag
ttattaattt
aggccgcaga
atagaaagag
ataaaaatag
aggatgtttt
agtcgtggca
caaaagactg
tgtttgattc
gggttggaag
cagaaaatgt
gtgtggagac
agaaataggt
ccttttgaaa
agataatgct
aaccgttaaa
aaaaccttag
gcttagtacg
atgagggttt

tgaaacatga

gtaagcggat
tcggggetgg
agccggaaga
cgtatatttc
tagggacagt
ttcaaacggce
cacccgeccg
cggttaacga
atatgtgtac
aaatagcttg
gaattcggtc
cacgtgagta
cacaggtagt
atgtgctcta
aacaattgac
ttcaggcact
ggctctggtce
agaataccaa
caacatacta
agaagcaggt
gcaagagagc
tggtgatgcg
aaatggtgta
tattactgag
agcaagcata
aaatcatttg
ccttaaaagc
aggctattta
tgaaacatga
agttcgttaa

gagcttagta
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gccgggagea
cttaactatg
ggagtaggga
taccaatctc
tagaggcggt
agccccgatce
tctggacgeg
cattactata
tttgcagtta
tcaccttacg
gaaaaaagaa
tacgtgatta
tctggtccat
gattccgatg
ccggttattg
ccgaaatact
aatgattacg
gagttcctceg
ctcagtgcag
gggacaggtg
cccgaaagcet
cttagattaa
aaagactcta
tagtatttat
aaagatctaa
gctttttgat
tttaaaagcc
agttgctgat
gagcttagta
acatgagagc

cgtactatca

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740



10

15

20

25

acaggttgaa
gcetttegtt
ccctagatat
tcaggtagta
actggttcag

caactcctce

<210> 218
<211> 200
<212> ADN

ctgctgatct
ttatctgttg
tcacacgcaa
gagatacaat
aagcgtagat

gtcagagcca

<213> Secuencia artificial

<220>
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tcggcatcaa ataaaacgaa
tttgtcggtg aacgctctcece
tcaacaggca ggataatcge
agttcccaac gataggtggce
aatagcccgt gttttccaat

accgttt

<223> Elemento de vector aislante 1

<400> 218

aggctcagtce
tgagtaggac
tggtaaggtc
agatttcact

aagggatagt

gaaagactgg
aaatccgceceg
agtgctttcet
ttacagaccg

gtaggtaagt

tattcacacg caatcaacag gcaggataat cgctggtaag gtcagtgctt tcttcaggta

gtagagatac aatagttccc aacgataggt ggcagattte actttacaga ccgactggtt

cagaagcgta gataatagcc cgtgttttcc aataagggat agtgtaggta agtcaactcc

tccgtcagag

<210> 219
<211> 200
<212> ADN

ccaaccgttt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Elemento de vector aislante 2

<400> 219

gcactaggac ttgccgcgga tactgcccca ttacatgaat tgcagcecctca gggacgtcag

tagatcatgg aggtagggca tatgtcctet gttgttaaaa tgtgagttcect caacgaageca

cgaatcggtc agaacctaca ctaaggagat ttggtaggtg cacggtttct gtcgcataga

ccagttcatt

<210> 220

tcagatgtcet

249

7800

7860

7920

7980

8040

8067

60

120

180

200

60

120

180

200
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<211> 105
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Elemento de vector T1

<400> 220

ggcatcaaat aaaacgaaag gctcagtcga aagactgggce ctttegtttt atctgttgtt
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tgtcggtgaa cgctctcctg agtaggacaa atccgccgec ctaga

<210> 221
<211>129
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento de vector BO015

<400> 221

ccaggcatca aataaaacga aaggctcagt cgaaagactg ggcctttcgt tttatctgtt

gtttgteggt gaacgctcte tactagagtc acactggetce accttegggt gggectttet

gcgtttata

<210> 222
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor de SacB

<400> 222

ttgacaatta atcatccggc tcgtaattta tgtggatctt aatcatgcta aggaggtttt

ctaatg

250

60

105

60

120

129

60

66



10

15

<210> 223
<211> 1054
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor y secuencia de PheS

<400> 223

ggcggtgttg
aaagtactag
ggcgagtgac
ccttactett
agcggtaatce
gttggaatcce
cgggcgecge
atctttcttt
ccacaatttc
attctggttt
gatgaaggct

ttatgaccag

tatctcttte
ggaccttcaa
ggatgtaatg
aaatgtgctt

gggaatggaa

gaacgatctt

<210> 224
<211>77
<212> ADN

acataaatac
atgtcgcatc
gtcgcagcac
caaatgacaa
aatgaggcaa
gccgecattaa
attgagaatg
ggcgaacttg
gatgccttga
gataccaccc
cagcaaccac

acacatacac

acgaatctga
attcgcecttte
gggaaaaacg
cgcaacgtcg
cgtctgacta

cgttttctga

cactggcggt
ttgcagaatt
tggataatgt
ccctgegega
aggagcaagt
acgcgegect
gaggcttaca
gcttcactgt
acattcccgg
gtttgctteg
cgatccgtat

cgatgtttca

agggcacctt
gtccatcgta
gtaagtggcet
gcatcgaccc
tgcttcegtta

agcaattcaa

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 224
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gatactgagc
agtagcttca
acgtgttgag
actgccgeceg
acaacaggca
tgctgcggaa
cccagtgact
ggcaactgga
tcatcatcct
tacccagaca
cattgctcca

ccaaatggaa

acatgattte
cttcectttt
ggaggtttta
cgaagtctac
cggcgtaacg

ataa

acatcagcag
gcgaaggccg
tacctgggaa
gaggaacgcc
ctgaacgcece
accattgatg
cgtaccatcg
ccggagattg
gcacgcgccg
agcggtgtcce
gggcgegtgt

gggttgattg

ttacgcaact
gcagaacctt
ggttgeggga
agtggattcg

gatttgcget

251

gtcacacagg
cgatttctca
agaagggaca
ccgcagcagg
gtaaggctga
tctegetgee
accgtatcga
aggacgacta
atcatgatac
aaatccgtac
accgtaacga

tggatacgaa

ttttcgagga
cggctgaagt
tggttcatcce
gattcgggat

ccttttttga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1054
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gcatttttag tacgtgcaat aaccactctg gtttttccag ggtggttttt tgatgccecctt

tttggagtct tcaactg

<210> 225
<211>90
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 225

ttcagccaaa aaacttaaga ccgceggtct tgtccactac cttgcagtaa tgcggtggac

aggatcggcg gttttetttt ctcettctcaa

<210> 226
<211> 52
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 226

gacgaacaat aaggcctcce aaatcggggg gecttttita ttgataacaa aa 52

<210> 227
<211>42
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 227

gtaacaacgg aaaccggcca ttgcgeceggt tttttttgge ct 42

<210> 228
<211> 41
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 228

aagcagagaa ccctggatga gagtccgggg titttgtitt t 41

252

60

717

60

90
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<210> 229
<211> 71
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 229
taaagtatgt atccccaaaa taattcgagt cattgcatct gtggctagaa gtatgaaggg

attaaccata a

<210> 230
<211> 57
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 230

ggaaacacag aaaaaagccc gcacctgaca gtgegggctt titttticga ccaaagg 57

<210> 231
<211> 168
<212> ADN

<213> Streptococcus sp.

<400> 231

atgacgtata agttgatttt aaatggaaag accctgaaag gggagacgac cactgaagct
gtagatgcgg cgactgctga aaaagtcttt aagcaatatg caaacgacaa cggagttgat

ggtgaatgga cttatgatga cgccactaaa acgttcacag taaccgaa

<210> 232
<211> 207
<212> ADN

<213> Fasciola hepatica

<400> 232

253

60

71

60

120

168
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atgccaagcg tacaggaagt ggagaagtta cttcatgtgt tggatcggaa cggagacgga

aaagtttcag ccgaagagtt aaaggccttt gecggacgact ctaagtgece tctggattece

aacaagataa aagcgtttat taaggagcat gataagaaca aggatggtaa acttgacctg

aaggagctgg tctccatact

<210> 233
<211> 228
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

gtcgagce

<223> Ubiquitina marcador de solubilidad (PST3)

<400> 233

atgcagatct ttgttaagac
gacacaatag acaatgtcaa
caacggttga ttttcgcagg

atccagaaag aatcgacgtt

<210> 234
<211> 303
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 234

atgagtgatt
gaaacgcata
aagacgacac
gactcgcettce
cttgatatgg

tac

<210> 235
<211> 56
<212> PRT

ctgaggttaa
tcaatttgaa
cacttcggeg
gtttcttata

aggataatga

<213> Streptococcus sp.

tttaacagga
atcaaagatt
taagcaatta

gcatttggtg

tcaagaggcc
agtctcggac
tctgatggag
cgacggtatc

cattatcgaa

aaaacgataa
caagataaag
gaggatggga

cttagattge

aaaccggaag
ggctcgtcetg
gcgtttgeca
agaatacaag

gcccategeg

cgctggaagt tgagtctagce
agggtatacc accggaccag
gaacactgag tgactacaat

gtggaggt

taaaaccaga
aaatattctt
aaagacaagg
cggaccagac

agcagatagg

254

agtgaagcct
caagataaaa
aaaagaaatg
tccagaagat

tggcgcgaca

60

120

180

207

60

120

180

228

60

120

180

240

300

303
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<400> 235

Met Thr Tyr
1

Thr Thr Glu

Tyr Ala Asn
35

Thr Lys Thr
50

<210> 236
<211> 69
<212> PRT

Lys Leu

Ala Vval

20

Asp Asn

Phe Thr

<213> Fasciola hepatica

<400> 236

Met Pro Ser
1

Asn Gly Asp

Asp Ser Lys
35

Glu His Asp
50

Ser Ile Leu
65

<210> 237
<211> 76
<212> PRT

Val Gln
5

Gly Lys
20

Cys Pro

Lys Asn

Ser Ser

<213> Desconocido

<220>

Ile

Asp

Gly

val

Glu

Val

Leu

Lys

Leu

Ala

val

Thr
55

vVal

Ser

Asp

Asp
55

ES 2875579 T3

Asn Gly Lys Thr Leu Lys Gly Glu Thr
10 15

Ala Thr Ala Glu Lys Val Phe Lys Gln
25 30

Asp Gly Glu Trp Thr Tyr Asp Asp Ala
40 45

Glu

Glu Lys Leu Leu His Val Leu Asp Arg
10 15

Ala Glu Glu Leu Lys Ala Phe Ala Asp
25 30

Ser Asn Lys Ile Lys Ala Phe Ile Lys
40 45

Gly Lys Leu Asp Leu Lys Glu Leu Val
60

<223> Ubiquitina marcador de solubilidad (PST3)

<400> 237

255
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15

Met

vVal

Lys

Gln

Ser
65

<210> 238
<211> 101

Gln

Glu

Glu

Leu

50

Thr

Ile

Ser

Gly

Glu

Leu

<212> PRT

Phe Val

5

Ser Asp

Ile Pro

Asp Gly

His Leu

<213> Homo sapiens

<400> 238

Met Ser Asp

1

Glu Val Lys

Ser Glu Ile

35

Met Glu Ala

50

Phe Leu Tyr

65

Leu Asp Met

Gly Gly Ala

<210> 239

<211> 36

<212> ADN

Ser Glu

Pro Glu
20

Phe Phe

Phe Ala

Asp Gly

Glu Asp
85

Thr Tyr
100

<213> Escherichia coli

Lys

Thr

Pro

Arg

val
70

Val

Thr

Lys

Lys

Ile
70

Asn

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Asn

His

Ile

Arg

55

Arg

Asp

Leu

Asp

Gln

Leu

Arg

Gln

Ile

Lys

40

Gln

Ile

Ile

Th

As

25

Gl

Se

Le

Glu Ala Lys Pro Glu Val Lys Pro

Asn Leu Lys Val Ser Asp Gly Ser

25

Ly

Gl

Gl

Ile Glu Ala His Arg Glu Gln Ile

ES 2875579 T3

r Gly Lys Thr Ile Thr Leu Glu

10

n Val Lys Ser Lys Ile Gln Asp

30

n Arg Leu Ile Phe Ala Gly Lys

45

r Asp Tyr Asn Ile Gln Lys Glu

60

u Arg Gly Gly
75

10

30

s Thr Thr Pro Leu Arg Arg Leu

45

y Lys Glu Met Asp Ser Leu Arg

60

n Ala Asp Gln Thr Pro Glu Asp

75

90

256
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<400> 239

gcagcaaatg acgagaatta tgccttggcg gettaa 36

<210> 240
<211> 36
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 240

gctgcaaacg atgagaatta tgccctggta gecataa 36

<210> 241
<211> 36
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 241

gctgctaatg atgagaacta tgcagcecgeg gtataa 36

<210> 242
<211> 36
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 242

gccgecaatg atgagaatta tgcagcgagt gtgtaa 36

<210> 243
<211> 30
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 243

cgcagtgagc agatttcgat ggagttttaa 30

<210> 244
<211>18
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<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 244

tcattgttat ggtcctaa 18

<210> 245
<211> 63
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 245

gcttecctege atgecgacceg tcaactgtca ggtctgaaaa ttcactcaaa cctttaccat

taa

<210> 246
<211> 66
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 246

atgggacagc tgcgctcatt aaatggggag tggcgecttcg cgtggttcece agectcecccgaa

gctgtg

<210> 247
<211> 11
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 247

Ala Ala Asn Asp Glu Asn Tyr Ala Leu Ala Ala
1 5 10

<210> 248
<211> 11
<212> PRT

<213> Escherichia coli

258

60

63

60

66
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<400> 248

Ala Ala Asn Asp Glu Asn Tyr Ala Leu Val Ala
1 5 10

<210> 249
<211> 11
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 249

Ala Ala Asn Asp Glu Asn Tyr Ala Ala Ala Val
1 5 10

<210> 250
<211> 11
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 250

Ala Ala Asn Asp Glu Asn Tyr Ala Ala Ser Val
1 5 10

<210> 251
<211>9
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 251

Arg Ser Glu Gln Ile Ser Met Glu Phe
1 5

<210> 252
<211>5

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 252
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Ser Leu Leu Trp Ser
1 5

<210> 253
<211> 20
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 253

Ala Ser Ser His Ala Thr Arg Gln Leu Ser Gly Leu Lys Ile His Ser
1 5 10 15

Asn Leu Tyr His
20

<210> 254
<211> 22
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 254

Met Gly Gln Leu Arg Ser Leu Asn Gly Glu Trp Arg Phe Ala Trp Phe
1 5 10 15

Pro Ala Pro Glu Ala Val
20

<210> 255
<211> 133
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P3_BCD1

<400> 255

aaaaaattta tttgcttatt aattcatccg gctcgtataa tgtgtggagg gcccaagttc 60
acttaaaaag gagatcaaca atgaaagcaa ttttcgtact gaaacatctt aatcatgcac 120
aggagacttt cta 133

260
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<210> 256
<211> 121
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P4 _BCD22

<400> 256

ttgacatcag gaaaattttt ctgtataatg tgtggagggce ccaagttcac ttaaaaagga

gatcaacaat gaaagcaatt ttcgtactga aacatcttaa tcatgcctag gaagttttct

a

<210> 257
<211>132
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P7_BCD19

<400> 257

aaaaaattta tttgctttcg catctttttg tacctataat gtgtggaggg cccaagttca

cttaaaaagg agatcaacaa tgaaagcaat tttcgtactg aaacatctta atcatgctat

ggaggttttc ta

<210> 258
<211> 121
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P8 BCD15

<400> 258

ES 2875579 T3
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60

120

121

60

120
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ttcactttta atcatccggce tcgtataatg tgtggagggce ccaagttcac ttaaaaagga

gatcaacaat gaaagcaatt ttcgtactga aacatcttaa tcatgcgggg gagtctttct

a

<210> 259
<211>121
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>P11_BCD17

<400> 259

ttgacaatta atcatccggce tcttagtgtt tgtggaggge ccaagttcac ttaaaaagga

gatcaacaat gaaagcaatt ttcgtactga aacatcttaa tcatgcggag gagggtttct

a

<210> 260
<211>121
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> P13_BCDS8

<400> 260

ttcecctatta atcatcegge tegtataatg tgtggaggge ccaagttcac ttaaaaagga

gatcaacaat gaaagcaatt ttcgtactga aacatcttaa tcatgcatcg gaccgtttct

a

ES 2875579 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores, que comprende las etapas
de:

a. proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de
promotores, en donde dicha escalera de promotores comprende una pluralidad de promotores que presentan
diferentes perfiles de expresion en la cepa base de E. coli, en donde al menos uno de la pluralidad de promotores
es un promotor quimérico sintético, en donde el promotor quimérico sintético es de 60-90 nuclettidos de longitud
y consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones variables -35 y -10 de los promotores pr
y pr del fago lambda que son cada uno de seis nucleétidos de longitud, partes centrales de los promotores pry
prdel fago lambda y una parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) que es la parte 5' UTR/RBS del promotor
pr del fago lambda o la parte 5' UTR/sitio de uniéon al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs de E. coli; y

b. transformar el genoma de la cepa base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores inicial que comprende una pluralidad de cepas de E. coliindividuales con variaciones
genéticas Unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde
cada una de dichas variaciones genéticas Unicas comprende uno o mas de los promotores de la escalera de
promotores operativamente unidos a uno de los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli.

2. El método para generar una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores segun la reivindicacion 1,
en donde al menos uno de la pluralidad de promotores comprende una secuencia reguladora de disefo bicistrénico
(BCD).

3. Un método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién, que comprende las etapas
de:

a. proporcionar una pluralidad de genes diana enddgenos para una cepa base de E. coli, y una escalera de
promotores, en donde dicha escalera de promotores comprende una pluralidad de promotores que presentan
diferentes perfiles de expresion en la cepa base de E. coli, en donde al menos uno de la pluralidad de promotores
es un promotor quimérico sintético, en donde el promotor quimérico sintético es de 60-90 nucledtidos de longitud
y consiste en una parte distal del promotor pr del fago lambda, regiones variables -35 y -10 de los promotores pr.
y pr del fago lambda que son cada uno de seis nucleétidos de longitud, partes centrales de los promotores pry
prdel fago lambda y una parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) que es la parte 5' UTR/RBS del promotor
pr del fago lambda o la parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs de E. col;

b. transformar el genoma de la cepa base de E. coli, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de
intercambio de promotores inicial que comprende una pluralidad de cepas de E. coliindividuales con variaciones
genéticas unicas encontradas dentro de cada cepa de dicha pluralidad de cepas de E. coliindividuales, en donde
cada una de dichas variaciones genéticas Unicas comprende uno o mas de los promotores de la escalera de
promotores operativamente unidos a uno de los genes diana enddgenos para la cepa base de E. coli;

c. cribar y seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores inicial segin las mejoras del rendimiento fenotipico frente a una cepa de E. coli de referencia,
identificando asi variaciones genéticas Unicas que confieren mejoras del rendimiento fenotipico;

d. proporcionar una pluralidad subsiguiente de microbios de E. coli que comprenden cada uno una combinacion
de variaciones genéticas Unicas de las variaciones genéticas presentes en al menos dos cepas de E. coli
individuales cribadas en la etapa precedente, para crear asi una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores subsiguiente;

e. cribar y seleccionar cepas de E. coli individuales de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de
promotores subsiguiente segun las mejoras del rendimiento fenotipico frente la cepa de E. coli de referencia,
identificando asi combinaciones Unicas de variacién genética que confieren mejoras de rendimiento fenotipico
adicionales; y

f. repetir las etapas d)-e) una o mas veces, de forma lineal o no lineal, hasta que una cepa de E. coli presente un
nivel deseado de rendimiento fenotipico mejorado en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa de
E. coli de produccién, en donde cada iteracidén subsiguiente crea una nueva biblioteca de cepas microbianas de
E. coli de intercambio de promotores, donde cada cepa de la nueva biblioteca comprende variaciones genéticas
que son una combinacion de variaciones genéticas seleccionadas entre al menos dos cepas de E. coli
individuales de una biblioteca precedente.

4. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segun la reivindicacion 3, en
donde la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores subsiguiente es una biblioteca combinatoria
completa de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores inicial.
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5. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segun la reivindicacion 3, en
donde la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores subsiguiente es un subconjunto de una biblioteca
combinatoria completa de la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores inicial.

6. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segun la reivindicacion 3, en
donde la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores subsiguiente es una biblioteca combinatoria
completa de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores precedente.

7. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segun la reivindicacion 3, en
donde la biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores subsiguiente es un subconjunto de una biblioteca
combinatoria completa de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores precedente.

8. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segun una cualquiera de las
reivindicaciones 3-7, en donde las etapas d)-e) se repiten hasta que el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli
de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores subsiguiente presenta al menos un 10% de
aumento en una variable fenotipica medida en comparaciéon con el rendimiento fenotipico de la cepa de E. coli de
produccion.

9. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segin una cualquiera de las
reivindicaciones 3-7, en donde las etapas d)-e) se repiten hasta que el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli
de una biblioteca de cepas de E. coli de intercambio de promotores subsiguiente presenta al menos un aumento de
una vez en una variable fenotipica medida en comparacion con el rendimiento fenotipico de la cepa de E. coli de
produccion.

10. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccion segln la reivindicacion 3,
en donde el rendimiento fenotipico mejorado de la etapa f) se selecciona del grupo que consiste en: productividad
volumétrica de un producto de interés, productividad especifica de un producto de interés, rendimiento de un producto
de interés, titulo de un producto de interés y combinaciones de los mismos.

11. El método para mejorar el rendimiento fenotipico de una cepa de E. coli de produccién segun la reivindicacion 3,
en donde el rendimiento fenotipico mejorado de la etapa f) es: produccién mayor o mas eficiente de un producto de
interés, dicho producto de interés seleccionado del grupo que consiste en: una molécula pequefa, enzima, péptido,
aminoacido, acido organico, compuesto sintético, combustible, alcohol, metabolito extracelular primario, metabolito
extracelular secundario, molécula de componente intracelular y combinaciones de los mismos.

12. El método de la reivindicacion 1 o 3, en donde la parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) es la parte 5'
UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) del promotor pr del fago lambda y las secuencias de acido nucleico de la parte
distal del promotor pr del fago lambda, las regiones variables -35 y -10 de los promotores p.y pr del fago lambda, las
partes centrales de los promotores p. y pr del fago lambda y la parte 5" UTR/sitio de unién al ribosoma (RBS) del
promotor pr del fago lambda se seleccionan de las secuencias de acido nucleico que se encuentran en la Tabla 1.5.

13. El método de la reivindicacién 1 o 3, en donde la parte 5' UTR/sitio de union al ribosoma (RBS) es la parte 5'
UTR/sitio de unidn al ribosoma (RBS) del promotor del gen acs de E. coliy las secuencias de acido nucleico de la
parte distal del promotor pr del fago lambda, las regiones variables -35 y -10 de los promotores pL y pr del fago
lambda, las partes centrales de los promotores p. y prdel fago lambda y la parte 5' UTR/sitio de unién al ribosoma
(RBS) del promotor del gen acs de E. coli se seleccionan de las secuencias de acido nucleico que se encuentran
en la Tabla 1.5.
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FIGURA 1

Variantes de genes existentes
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FIGURA 2

100 SNP para intercambio
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Salida de bucle de marcador
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FIGURA 5
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FIGURA 12
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FIGURA 18
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FIGURA 24
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FIGURA 42
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FIGURA 51
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FIGURA 52
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FIGURA 53
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FIGURA 54
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FIGURE 56
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FIGURA 58
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FIGURA 59
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FIGURA 60
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FIGURA 61
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FIGURA 62
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FIGURA 63
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