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Resumen

Dada la necesidad de diversificar la matriz energética existe la necesidad de buscar nuevas
fuentes de biomasa para las energias renovables no convencionales, entre las cuales las
algas pardas son una fuente de carbono por su composicién en carbohidratos fermentables,
entre los que se destacan el polisacarido alginato. Para industrializar un proceso de
sacarificacion y fermentacion de alginato es necesario contar con un organismo reconocido
como seguro por la FDA (G.R.A.S.). El siguiente trabajo consiste en el establecimiento de
una ruta degradativa de alginato en S. cerevisiae S288c, mediante la construccion de
modulos de expresion de las enzimas del tipo alginato liasa, oligoalginato liasa, DEHU
reductasa y KDG quinasa, KDGP aldolasa en el cromosoma XVII y el transportador GAT
en vector episomal. Se obtuvo un transformante de S. cerevisiae S288c clon 47 resistente

a higromicina B.

La cepa recombinante posee un crecimiento de un 37,5% superior a la cepa nativa en
condiciones de 5y 10 g/L de glucosa y alginato, con una degradacion de hasta 6 g/L de
alginato a las 60 horas, correspondiente a un 63% del total de alginato. Los analisis
enzimaticos revelan que no es posible encontrar la expresion de DEHU reductasa en el
organismo. La expresion de las enzinas alginoliticas esta presente en el medio intracelular,

como también en la fraccidn extracelular mediante el uso de un péptido sefial.

Estudios de docking molecular muestran similitudes estructurales de los transportadores
del tipo de la superfamilia del facilitador mayor de acido D-galacturénico, acido D-quinico
con transportadores de xilosa y glucosa, y sugieren que pueden que ser utilizados para la
asimilacién de acidos uroénicos. Los resultados experimentales muestran que S. cerevisiae
S288-47 posee mayor crecimiento utilizando el transportador heter6logo GAT-1, por sobre
quTD.

Se requieren estudios adicionales para incrementar la capacidad de degradacion del
alginato por parte de esta levadura, y la asimilacién de los &cidos urénicos, ademés de ser
complementado con otras rutas degradativas de azlcares provenientes de algas como

manitol.



Abstract

The overwhelming need to develop strategies in the context of the diversification of fuels
has triggered to look for novel biomass sources for non-conventional renewable energies,
where brownseaweed are an interesting carbon source by their fermentable carbohydrate
composition, where the most abundant is alginate. For the industrialization of a
saccharification and fermentation process of alginate it is necessary count with an organism
with specific properties recognized as safe by the FDA (G.R.A.S.). This study is focused in
the stablishment of a degradative pathway of alginate in Saccharomyces cerevisiae S288c,
with the construction of expression modules of enzymes alginate lyase, oligoalginate lyases,
DEHU reductase, KDG kinase, KDGP aldolase in chromosome XVII and the galacturonic
acid transporter GAT in the episomal vector pSV. A transformant of S. cerevisiae S288c

clone 47 is obtained resistant to hygromycin B.

The recombinante strain has a growth 37,5% greater than the wild type in conditions of 5
and 10 g/L glucose and alginate correspondingly, with a degradation yield of 6 g/L at 60
hours, equivalent to a 63% of total sodim alginate. Enzymatic essays reveals that is not
possible to identify expression of DEHU reductase. Expression of alginolytic enzymes is
present in the insoluble and soluble fraction using oligo saccharyl transferase signalpeptide

for extracellular excretion.

Molecular docking studies shows structural similarity of the mayor facilitator superfamiliy
trannsporters of D-galacturonic acid and D-quinic acid with known xylose and glucose
transporters, the suggests that can be utilized for uronic acid uptake. Experimental results
shows that S. cerevisiae S288c-47 has greater cell growth using GAT-1 than quTD

transporter.

Future prospects are focused in increasing alginate degradation capacity and uronic acid
uptake, besides complementing with other degradative pathways from seaweed

carbohydrates as mannitol.
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Capitulo I: Produccion de combustibles a partir de algas

1. Marco General

El incremento de la demanda en el sector energético ha establecido la necesidad de
diversificar la matriz energética mundial, en las cuales las energias renovables como la
solar, edlica, geotérmica, biomasa hidrogénica y energia oceanica se encuentran en
constante desarrollo y han aumentado hasta alcanzar un 3% del consumo de energia
primaria mundial. Por otro lado, el petroleo, el carb6n y la energia nuclear conforman el
32.9% de la produccién mundial y no han sido capaces de abastecer la demanda total (BP,
2017). Se estima que las economias industrializadas, que contienen el 25% de la poblacién
mundial consumen el 75% del abastecimiento de energia global (Dinger et al., 2014). Se
espera que para el afio 2050 la demanda de energia primaria aumentara hasta 3 veces
(OECD, 2012). Oftras consideraciones ambientales como la contaminacion, el
calentamiento global, precipitaciones acidas, destruccién forestal y emisiones de sustancias
radioactivas también estdn siendo consideradas al momento de implementar nuevas
tecnologias de generacion de energia (Dinger et al., 2014). Las energia renovables han
continuado aumentando durante el afio 2015 alcanzando un 2,8% de la demanda actual,

mientras que la generacion de energia a partir de biomasa ha aumentado un 15,2%.

Los biocombustibles son una de las alternativas mas importante para la generacién de
compuestos de valor energético a partir de diferentes fuentes de biomasa, siendo los mas
destacables el biodiesel , bioetanol, biobutanol, biometanol, biogas, gas biosintético o
Syngas, biocarbén y biohidrogeno (Ndimba et al., 2013). La diversidad de las propipiedades
y aplicaciones de los diferentes biocombustibles, depende de su origen y fuente de
biomasa. El bioetanol por su naturaleza quimica, proviene de procesos fermentativos que
implican la sacarificacion de biomasas como la cafia de azlcar, sorgo, papa dulce y
remolacha (Sudhakar Johnson et al., 2013), como alternativa secundaria residuos
lignocelulésicos pretratados como el rastrojo de maiz , alamo y cultivos forrajeros (Blanch

et al., 2011; Schmer et al., 2008) los que poseen un rendimiento potencial anual estimado



en 60 GJ hat afio?, ademas de obtener una reduccién de las emisiones de gases de
invernadero de un 94% en comparacién con los comubstibles fésiles (Schmer et al., 2008).
Otro combustible en desarrollo es el biodiesel, el cual se genera a través de la trans-
esterificacion de lipidos a partir de algas (Malcata, 2011; Parmar et al., 2011) y como
segunda alternativa fuentes vegetales como cultivos de Jatropha, Pongamia, ricino,
maravilla, aceite de palma (Johnson et al., 2011), sin embargo alun existen limitantes para
aumentar su productividad con enfoque a escalamiento como la falta de informacién sobre
las rutas metabdlicas responsables que limitan la implementacion de técnicas de ingenieria
metabdlica, ademas de otros fendmenos de transferencia de masa que deben ser
optimizados como el transporte de CO2 (Malcata, 2011). Adicionalmente, otros procesos
de sintesis quimica como el SynGas obtenidos a partir de la gasificacién también se
encuentran en desarrollo (Divakara et al., 2010). Todos estos combustibles se pueden
clasificar en primera, segunda y tercera generacion segun su fuente de biomasa y sus
tecnologias implementadas (Lee and Lavoie, 2013). Los primeros provienen principalmente
de carbohidratos simples y ramificados provenientes de cosechas como la cafia de azucar,
maiz, semillas, cereales, soya y leguminosas, los cuales por su naturaleza tienden a
competir con la industria alimentaria, tanto por la materia prima como por la utilizacién de
los suelos, generando diferencias de percepcién publica en la sociedad. Por consiguiente,
con el fin de mitigar estos conflictos éticos y morales, se establecieron los combustibles de
segunda generacion a base de residuos lignocelulésicos como residuos de la industria
forestal, vitinicicola, y cosecha de especies arbustivas en general (Goh and Lee, 2010),
pero estas tecnologias poseen limitaciones en los procesos de pre-tratamieto para la
liberacion de los carbohidratos disponibles y la generacion de subproductos dafiinos para

el medio ambiente (Pereira, 2003).

Los combustibles de tercera generacion proponen el potencial uso de organismos
protozoarios y cianobacterias, los cuales se han utilizado desde los afios 80’s, sin embargo
con los inconvenientes de otros combustibles han proliferado nuevos proyectos con el fin
de aumentar su rendimiento (Stevenson et al., 1996). El desarrollo de tecnologias para
cultivos de microalgas ha propuesto una potencial nueva fuente de biomasa para la
produccion de biodiesel, la cual no posee los problemas de primer y segunda generacion,
ya que no requiere tierra para su cultivo, utilizacioén de fertilizantes, ni tampoco requiere el
uso mayor de recursos hidricos y no poseen los problemas de conflictos con la industria
alimentaria. Sin embargo alguna de las limitaciones se presentan al momento de la

implementacion, debido a la complejidad de los disefios de fotobioreactores y sus costos
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asociados (Brennan and Owende, 2010). Las condiciones estrictas de cultivo, procesos de
estelirizacion, uso de reactores herméticos, sistemas de bombeo y flujo de mayor costo
limitan su produccion(Barbosa et al., 2003). Otra fuente de biomasa para combustibles de
tercera generacion son las macroalgas, las que poseen beneficios operacionales en
relacién a las microalgas, debido a bajas exigencias operacionales para sus cultivos ya que
crecen incluso en forma silvestre en terrenos submarinos arenosos, arrecifes de coral y
rocosos, no precisan de recursos hidricos y su potencial escalamiento es muy alto

considerando que el 70% de la superficie terrestre se encuentra cubierto por agua.

2. Descripcion de las macroalgas

Las macroalgas son organismos macroscépicos multicelulares del reino protista, poseen
una composicion variable de monosacaricos y polisacaridos que constituyen alrededor de
un 40 a un 55% de carbohidratos hidrolizables (Dawes et al., 1973). Actualmente se
conocen alrededor de 221 especies de uso comercial, de las cuales 145 son utilizadas para
la industria alimentaria y 101 para la produccion de compuestos aglutinantes (Zemke-white
and Ohno, 1999). El mercado alimentario de las macroalgas ha mostrado un incremento de
un 10% en los utimos 10 afios (McHugh, 2003), esto es principalmente debido a la industria
de los hidrocoloides a base de polisacaridos como el agar, alginatos y carragenanos, que
marcaron una venta de 86.100 toneladas el afio 2009 equivalentes a USD $1000 millones
(Bixler and Porse, 2011). Si se considera la tltima década, la produccion total global es de
un valor de 15,7 millones de toneladas métricas, del cual alrededor del 90% del total es
producido mediante aquicultura cercano a las costas. Debido a la relevancia de ésta
industria, se han desarrollado tecnologias desde el mejoramiento de las especies mediante
herramientas biotecnolégicas, técnicas de procesamiento, e innovaciones de nurvos
producto derivados mediante el concepto de biorefineria. Los principales paises
productores a nivel de aquicultura son China, Filipinas, Indonesia, Republica de Korea y
Japon, mientras que otros importantes productores a partir de cosecha silvestre son Chile,
Noruega y la Federacién Rusa (Roesijadi et al., 2010). Las especies mayoritariamente
cultivadas por aquicultura son Laminaria Japoénica (4,5 millones de toneladas), Plantae
aguaticae (2,6 millones de toneladas), Undaria pinnatifida (2,5 millones de toneladas),
Porphyra tenera (1,3 millones de toneladas), Euchema sp. (1,2 millones de toneladas), y

Gracilaria spp. (0,9 millones de toneladas), las que representan el 93% de las especies
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cultivadas a nivel mundial. Los productos extraidos de las macroalgas siguen siendo el
mayor valor de la biomasa, siendo {estos principalmente polisacaridos, agar y
carragenanos, y otros compuestos de naturaleza fertilizante (Roesijadi et al., 2008). El valor
estimado global de los productos derivados de macroalgas por afio reportados al 2003
asciende a $6 MMUSD.

2.1. Componentes de las macroalgas

Los componentes de las macroalgas pueden variar considerablemente dependiendo de la
clase, familia y especie. Por consiguiente, éstas fueron clasificadas por convencion segun
sus caracteristicas fenotipicas en algas verdes, pardas, y rojas. Las algas verdes y rojas
presentan una menor cantidad de glucosa libre (Macartain et al., 2007) y también poseen
una menor cantidad de de polisacaridos libres (Martone et al., 2009). Las algas verdes,
puedes llegar a un contenido de proteinas total de hasta 12,5 — 17% , un 2,8% de lipidos
totales y con una gran cantidad de vitaminas A, C y D (Briand and Morand, 1997). Las algas
rojas poseen un menor contenido proteico (11,9%), sin embargo poseen otros compuestos
de interés como ficobilinicos que les confieren el color rojizo como la ficoeritrina y ficocianina
(Contreras-Martel et al., 2007; Paull and Chen, 2008).

La tabla 1 muestra la informacién sobre los principales tipos de carbohidratos presentes
dependiendo de la clasificacion de macroalga, donde las algas pardas tienen la mayor
cantidad de carbohidratos libres disponibles para ser sacarificados, son de crecimiento
rapido y pueden alcanzar tamafios considerablemente mayores (hasta 200 m de largo), y
su coloracién caracteristica suele ser variable dependiendo de las xantofilas como la

fucoxantina y la flavoxantina (Ortiz, 2011).

En Chile la mayor proporcion de alga disponible corresponde al tipo de algas pardas, donde
predominan las especies Lessonia trabeculata y Macrocystis spp. Entre Iquique y
Coquimbo, Sacrothalia crispata y Gracilaria chilensis entre Coquimbo y Lebu, y Mazzaella
laminaroides y Durvillea antartica desde Chiloé hacia el sur. La poblacion mas abundante
es Macrocystis, la cual posee un alto contenido de carbohidratos, donde el principal es el
alginato (15-25%), seguido por el manitol (9-30%) y el polimero glicano (5%) (Mckee et al.,
1992). Las proporciones de sus carbohidratos variaran dependiendo de las condiciones

estacionales y carateristicas de terreno submarino.



Tabla 1. Composicion de los carbohidratos de algas.

Glucuronato

Aspecto Monosacaridos | Polisacaridos | Referencia
Algas Verdes (Abdel-Fattah and Edress,
clordfitas Acido Ulvano 1972)
gulurénico Almidén
Acidos urénicos | Celulosa (Briand and Morand, 1997)
Glucosa
Arabinosa
Xilosa
Manosa
Ramnosa
Galactosa
Algas rojas Agarosa Carragenina | (Msuya and Neori, 2002)
Galactosa Agar
Glucosa Celulosa (Martone et al., 2009)
Acidos urénicos | Lignina
Galactanos (Marck, 1984)
Algas pardas Manitol Alginato (Jang et al., 2012)
Galactosa Fucoidano
Fucosa Glucano (Chakraborty and Santra,
Glucosa Laminarina 2008)
Xilosa
Uronato (Silva and Kumar, 1988)
Manuronato
Guluronato




3. Carbohidratos hidrolizables de las algas pardas

Los principales carbohidratos hidrolizables presentes en las algas pardas son el alginato y
el manitol, cuyas cantidades varian segun las condiciones de cultivo, ademas de las

caracteristicas fisicoquimicas del agua (Gutierrez et al., 2006).

El manitol es un poliol encontrado en la naturaleza disponible altamente en plantas y en
algas se postula que posee un rol regulador del potencial osmatico e hidrico de su fisiologia
(Germany et al., 1985). Todas sus propiedades antioxidantes e hidricas, se utiliza como
alimento y en la produccion de cosméticos (Zubia et al., 2008). Ademas, gracias a la
capacidad de formacion de enlacles en su conformacién zig-zag plana posee propiedades

guelantes y edulcorantes (Linder and Lichtenthaler, 1981).

El alginato es un polisacarico anionico lineal que se encuentra formado por acido B-D-
Manurénico (M) y a-D-gulurdnico (G), ambos epimeros en el carbono 5 de la estructura
quimica. Por lo tanto éstos difieren en la orientacion del grupo carboxilo que se encuentra
orientado hacia afuera y hacia adentro del plano en M y G correspondientemente (Gacesa,
1988). El polimero de alginato puede estar organizado en 3 formas diferentes, como
bloques homopoliméricos G-G (figura 1. B), blogues homopoliméricos M-M (figura 1.A) y
blogues heteropoliméricos G/M arreglados en una seciencia aleatoria. A pesar que algunos
alginatos poseen priotariamente alguno de éstos bloques, todos estan presentes en una

macromolécula de alginato (Wong et al., 2000).
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Figura 1. Conformaciones de los bloques de M-M (A) y G-G (B).



Los enlaces glicosidicos del tipo B-1-O-4 se forman aleatoriamente entre cada monémero
para formar diversos dimeros de acidos urénicos, que al formar el polimero puede dar
diversas estructuras moleculares tridimensionales. El tamafio de la molécua y el contenido
G/M del polimero se atribuyen propiedades gelficantes y de viscosidad, dado que los
dimeros G-G pueden interaccionar con iones de calcio para formar bucles en la cadenas
alginica como se muestra en la figura 2. Esto se conoce como el modelo de caja de huevos
de las estructuras de alginato, y esta relacionada la interaccién con iones bivalentes de Ca*?
gue se unen a la electronegatividad de los grupos carbonilo. Los polimeros M-M también le
dan propiedades a la molécula formando una conformacion extendida lineal de “cinta” y G-
M le da un conformacioén de “loop” a el polisacarido Figura 2. Ademas (Wong et al., 2000)
establece que la viscosidad de una solucion de alginato depende del tamafio molecular de

las cadenas presentes.

Ca*

Figura 2 Bloques de poli-guluronato en interaccién con iones de calcio (Gacesa, 1988).

4. El polimero de alginato y sus enzimas degradadoras

Dada la complejidad de éste polimero, existen muchos tipos de enzimas degradativas de
alginato de diversas fuentes bioldgicas incluyendo algas marinas (Pelvetia canaliculata y
Undaria pinnatifida), moluscos (Littorina spp., Haliotis spp. Y Tubo cornutus) y
microorganismos marinos (Alcaligenes agualitis, P. aeruginosa, Pseudoalteromonas,
Sphingomonas sp., Asteromyces cruciatus) (Miyake et al., 2003; Schaumann and Weide,

1990; Wong et al., 2000). Cabe mencionar que dependiento de la naturaleza de la enzima



y las condiciones de pH, temperatura, concentracion de sales e iones de calcio a la que se
encuentran las enzimas poseen diversos grados de actividad catalitica y selectividad por
los dimeros de G- G, M-M y G/M como sustrato (Kim et al., 2011). Existen enzimas que
degradan inicialmente el polimero de alginato de manera endolitica, rompiendo enlaces -
1,4 entre My G, las que son denominadas alginato liasas (Huang et al., 2013). La siguiente
enzima permite la degradacion de los pequefios oligdbmeros de acidos urénicos, desde
dimeros hasta hexdmeros de alginato, denominadas oligoalginato liasa (Ryu and Lee,
2011). La Figura 3 muestra la forma en que las enzimas alginato y oligoalginato liasa
degradan progresivamente las cadenas de acidos uronicos, de forma que las diferentes
enzimas cortan endoliticamente el polimero para dejar oligdbmeros que seradn degradados
por las enzimas oligoalginato liasa. Posteriormente los monémeros insaturados cambian

espontaneamente su conformacion a acido 4-deoxi-L-eritro-5-hexoseulosa urénico (DEHU).

Debido a una gran variedad de enzimas degradadora de alginato, éstas han sido
clasificadas en 7 familias dentro de las polisacérido liasas (PLs, EC 4.2.2.-). PL-5, -6, -7, -
14, -15, -17 y -18 se encuentran en la base de datos Carbohydrate Active enZYme

disponible en www.cazy.org (Garron and Cygler, 2010).

A Alginato liasa (endolitica)
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Figura 3 Mecanismo general de degradacion de enzimas alginato liasa (endolitica) y oligoalginato

liasa (exolitica) (Kim et al., 2011).



5. Produccion de combustibles a partir de macroalgas

La produccién de biocombustibles a partir de algas ha comenzado a generar mayor interés
en los paises que son los principales productores de macroalgas, como China, Chile,
Indonesia, Republica de Korea y Taiwan (USDA, 2012; USDA, 2017). En el sector
energético, el mayor interés se centra en la utilizacion de los carbohidratos hidrolizables en
algas los cuales mediante procesos de fermentacién permiten obtener alcoholes de uso
industrial. Esta fuente de biomasa aln se encuentra en desarrollo, de formas que se estan
implementando nuevas técnicas para aumentar el rendimiento y productividad,
considerando sus aspectos positivos de no requerir terrenos fértiles, recursos hidricos ni
agroquimicos para el control de malezas. El potencial de generacién de etanol a partir de
biomasa macroalgal se ha evaluado a pequefia escala, desde el cultivo de algas costeras

para la produccion de gas y etanol (Goh and Lee, 2010).

La Tabla N°2 muestra las principales empresas desarroladoras de tecnologias tanto en la
generacion de nuevos métodos de cultivo intensivo de macroalgas, como también en
procesos de hidrdlisis, sacarificacion y fermentacién para la generacion de productos,
principalmente etanol (Roesijadi et al., 2008; Roesijadi et al., 2010). Las principales
empresas enfocadas en la generaciéon de biocombustibles se dedican principalmente al
bioetanol, biobutanol, y sus derivados. Dentro de las empresas mas destacables, empresas
como BioArchitecture Labs (BAL) Chile, se han dedicado a buscar alternativas para la
sacarificacion y fermentacion de los carbohidratos disponibles de las algas pardas,
principalmente alginato y manitol. Alternativamente se han evaluado diversas estrategias
para la valorizacién de esta fuente de biomasa, dentro de las cuales destacan las empresas
Lab-Statoil y BAL que han estudiado por su parte el cultivo de algas en las costas para su

posterior cosecha y fermentacion en biorreactores.

Actualmente la generacion de combustibles a partir de algas posee dos aristas principales
en las que se deben desarrollar nuevas tecnologias; i) la necesidad de optimizar la
produccion de algas pardas en las costas de Chile mediante técnicas de cultivo controlado,
ii) estudiar las alternativas de sacarifiacion y fermentacién disponibles para obtener
alcoholes y otros derivados a partir de las algas. En el primer punto, se han desarrollado
técnicas de cultivo de macroalgas utilizando lazos inoculados con semillas, que son
suspendidos de forma horizontal con el objetivo de aumentar la superficie de contacto y la

capacidad de fotosintesis cercano a la superficie. Con estas técnicas han logrado tener una
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produccién de 14,4 kg por metro de cuerda instalada, del cual un 70% puede ser utilizado
como materia prima para la industrial alimentaria, mientras que el otro 30% alimentacién
para cultivos de abaldén y también para industria de los fertilizantes organicos (Gutierrez et
al., 2006). Respecto al segundo punto se estan evaluando alternativas para hidrélisis de los

carbohidratos presentes en algas mediante pre-tratamientos de la biomasa.

Los primeros desarrollos tecnoldgicos surgen desde los tiempos de la primera guerra
mundial, en la cual se enfocaban en la generacion de butanol a partir del hidrolizado de alga
en grandes tanques de fermentacion, donde un ejemplo es la planta Hercules Powder Co.’s
gue con sus tanques digestivos de un total de 400,000 galones de capacidad se enfocaban
en la produccion de carbonato de sodio, y procesos de fermentacion aerobia de 40 dias se
obtenia &cidos organicos como acético, butirico, propidnico y posterior cristalizacién de
sales. Este proceso se extendid a lo largo de otros paises para incrementar la produccién
de acetona y butanol para su uso como combustible y materias primas para la fabricacion
de explosivos (Neushul, 1989). Posterior a la primera guerra mundial, el cese de las
restricciones en recursos fosiles detuvo la producciéon de las plantas a partir de algas
pardas. Sélo algunos paises continuaron con la produccion para propdsitos de investigacion
y generacion de metano, dado que su potencial de generacién registra rendimientos
superiores a otro tipos. Se han estudiado los procesos de hidrolisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis en consorcios microbianos y se han evaluado segun el
componente nutricional de las algas pardas (Chynoweth, 2002). Las limitantes planteadas
del uso de la biomasa macroalgal para la generacion de biometano radican en la falta de
informacién respecto a la composicién nutricional para cada uno de los procesos biol6gicos
involucrados, ademas que para la biomasa proyectada para escalamiento no se han
realizado estudios prelimilinares de abastecimiento y efectos ambientales en cultivo
intensivo de macroalgas, lo cual aun se encuentra en estudio. Adicionalmente, no se han
probado a mayor escala las tecnologias de extraccidon y purificacion (upgrading) de

biometano a partir de este fuente de biomasa (Roesijadi et al., 2008).
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Tabla 2. Principales empresas y su rol en el procesamiento y valorizacion de las macroalgas

(Roesijadi et al., 2010).

Empresa Actividad Referencia
Seaweed Energy Cultivo de algas costeras, produccion de Bakken,
Solutions gas y etanol 2016

Green Gold Algae and

Seaweed Sciences, Inc.

Dupont: Butamax
Advance Fuels;
Bioachitecture Labs
(BAL)

Lab-Statoil

Seambiotic Ltd.

Oil Fox

Blue Sun Energy

Holmfjord AS

Cultivo de algas en piscinas, produccién de

etanol

Cultivo en costas, produccion de etanol y

butanol
Produccién Butanol
Cultivo de algas en piscinas y fijacion y

consumo de CO2

Biodiesel de algas

Produccién de combustibles de alta
potencia (jet fuel) a partir de etanol y

butanol

Biocumbustibles a partir de algas

Letcher and
Scott, 2015

Schuert et al,
2017

Dahlborn et
al 2011

Phelan, 2008

Martin et al,
2008

BSE, 2013

Meland &
Rebours,
2012
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6. El género Saccharomyces

El género Sacharomyces se ha caracterizado por ser un microorganismo altamente
estudiado, y existe una gran cantidad de informacién en relacibn a su genoma,
transcriptoma y proteoma (Goffeau et al., 1996; Griffin, 2002; Nagalakshmi et al., 2008;
Sickmann et al., 2003). Se utiliza en la industria para muchos procesos fermentatitvos como
la produccién de pan, vino y cervezay se encuentra reconocido como un organismo seguro
por la FDA, mediante el protocolo GRAS (www.fda.gov). Saccharomyces posee
propiedades sobresalientes de adaptabilidad a condiciones dinamicas, y por esto es muy
utilizada en muchos procesos industriales. La naturaleza de esto radica en su gran
capacidad de cambiar su ploidia, donde frecuentes eventos mutacionales cromosomicos
pueden ocurrir en su genoma bajo condiciones de estrés, promoviendo una adaptacion a
condiciones dinamicas (Mayer and Aguilera, 1990; Spalding and Tuite, 1989). Es por esto
que se han realizado muchos estudios para profundizar el entendimiendo de su adaptacion,
con lo cual se han identifican los genes mas relevantes para la identificacién de genes como
shock térmico, shock de frio, radiacion UV, esporulacion, segregacion cromosomal
meibtica, distribucion vy trafico de las vacuolas, almacenamiento de glicdgeno, deprivacion
de nitrégeno, entre otros, los cuales se han utilizado para la obtencion de cepas con nuevas

caracteristicas de interés (Scherens and Goffeau, 2004).

Respecto a las cepas productoras de alcoholes, la mayoria de ellas se encuentran
adaptadas para la produccién de etanol en altas concentraciones, entre las que podemos
encontrar las cepas CAT1 (Basso et al., 2010), PE-2 (Argueso et al., 2009), JP1 (Reis et
al., 2012), CEN.PK1137D (Paciello et al., 2014), UVNR56 (Thammasittirong et al., 2013),
entre otras que poseen adaptaciones mediante diversas técnicas de ingenieria genética
como recombinacion heteréloga, mutagénesis UV, seleccién asistida por marcadores y
evolucion adaptativa (ver anexo D). Aun no es posible comprender completamente el
mecanismo de tolerancia a alcoholes, pero algunas aproximaciones han sefialado que esta
relacionado con la estructura y contenido de los acidos grasos como el acido oleico y
palmitoleico (You et al., 2003), la regulacién del potencial electroquimico aumentando la
concentracion de protones [H*] y K en cepas de Saccharomyces transformadas, que
pueden llegar hasta 90 g/L de etanol en medios de hasta 300 g/L de glucosa (Felix et al.,
2014).
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Respecto a estudios de ingenieria metabdlica en Saccharomyces cerevisiae para la
implementacién de diferentes fuentes de biomasa, se ha construido una ruta heteréloga
para la degradacion de de celulosa utilizando ennzimas del tipo endoglucanasa obtenidas
de hongos filamentosos, alcanzando una produccion de 180 g/L, alcanzando
concentraciones muy superiores a las cepas vinicas tolerantes como EC-1118
(Lallemand®). Sin embargo, el inconveniente de este método de fermentacion es la
necesidad obligatoria de realizar agresivos pretratamientos para liberar la celulosa
presente en la biomasa lignocelulésica, lo cual puede ser una limitante para estas

alternativas.

7. Establecimiento de una ruta metabdlica degradativa de alginato

Para el establecimiento de una ruta metabdlica es necesario comprender las etapas
requeridas para transformar el polisacarido en moléculas organicas que puedan ser
integradas al metabolismo. Las etapas son: i) depolimerizacion del alginato, ii) transporte
de los &cidos uronicos, y iii) integracion al metabolismo basal mediante la bioconversion a
acido piravico. De esta forma, la Figura 4 muestra como es posible plantear una ruta
degradativa de alginato tanto en organismo eucarionte como procarionte. Luego de la
degradacion del polimero detallada en capitulos anteriores, los acidos urénicos deben ser
transportados mediante una proteina de membrana que idealmente no genere un gasto de
energia. El DEHU es metabolizado en el medio intracelular, lo que involucra una reduccién
para formar cetodeoxigluconato (KDG), y luego una fosforilacion para formar
cetodeoxigluconato fosfato. Finalmente, una enzima del tipo aldolasa genera una ruptura
del grupo aldol para formar un gliceraldehido y piruvato, los cuales sin integrados a
metabolismo. Por lo tanto es necesario considerar el gasto de ATP y la generacion de
poder reductor, ya que puede afectar el balance redox celular y el rendimiento (Contador et
al., 2015; Enquist-Newman et al., 2014).
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Figura 4. Ruta degradativa de alginato. Las enzimas que participan en la ruta son alginato liasa
(Aly), oligoalginato liasa (Oly), DEHU reductasa (DehR), KDG quinasa (KDGK), KDGP aldolasa
(KDGPA).

Los primeros hallazgos para la una ruta degradativa de alginato en una cepa de E. coli, en
la cual estudiarion la forma de espresar los genes presentes en el metabolismo de Vibrio
splendidus 12B01, donde se identificd un cluster que mediante ensayos con mutantes los
genes responsables de la degradacién de alginato. Una vez identificada la ruta se
implementaron los genes minimos para constuir una cepa con las ennzimas alginato liasa,
olgoalinato liasa y un transportador putativo simporte de sodio/soluto. El resto de los genes
necesarios para la bioconversion de alginato a piruvato ya se encuentran presentes en E.
coli, correspondientes a la ruta de Entner-Doudoroff para la formacion de ceto-deoxi
fosfogluconato (Wargacki et al., 2012). Para la eficiente degradacion del polimero es
necesario establecer un mecanismo de excrecion de las enzimas alginato liasas y/o
oligoaginato liasas, por lo que se establecié la expresion mediante los péptidos sefial de
translocacion Ag43a y Ag43p, evidenciando actividad de 1000 U/L de enzima en el medio
extracelular, permitiendo obtener un rendimiento de un consumo de hasta 20 g/L de alginato

de sodio.
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Estudios posteriores para establecer una ruta degradativa de alginato se enfocaron en
cepas de Saccharomyces cerevisiae, debido a su capacidad de mayor tolerancia a
alcoholes. Para esto, el principal desafio establecer un mecanismo de transporte de acidos
uronicos en levadura, para lo cual se identificaron transportadores purativos en el hongo
marino Asteromyces cruciatus, lo cuales se expresaron en Saccharomyces revelando
crecimiento en &cidos urdnicos. Para esto fue necesario realizar otras modificaciones al
metabolismo de levadura, que consistio en integrar la ruta de Entner-Doudoroff a través de
la generacién de un constructo que contiene moédulo de expresion usando promotores
constituvos de levadura y los marcos de lectura optimizados ésta, provenientes de
Oceanicola granulosus HTCC2516 (Oligoalginato liasas), Sphingomonas sp. (DEHU
reductasa), E. coli (KDG quinasa) Vibrio splendidus (KDGP aldolasa) (Enquist-Newman et
al., 2014). Estos mddulos de expresiéon fueron generados en vectores episomales para la
posterior obtencién de cepas recombinantes, tanto para la expresién de los diferentes
marcos de lectura correspondientes a presuntos transportadores de acidos urénicos, como
también los modulos de la ruta de asimilacién. Esta estrategia puede tener inconvenientes
al momento de realizar estudios posteriores de rendimiento de produccién de escababilidad,
debido a los fendmenos de pérdida de plasmido y de division asimétrica, que podrian afectar
la estabilidad de la produccién (Gupta and Mukherjee, 2001). Por lo tanto, los rendimiento
obtenidos mediante la insercién de esta ruta poseen los siguientes factores limitantes: i) el
mecanismo de transformacién no es estable en el tiempo, lo cual requeriria el uso constante
de un marcador de seleccibn para mantener la poblacion, ii) el crecimiento del
microorganismo se encuentra limitado a la disponibilidad de alginato degradado en
solucién, ya que ésta no dispone de la capacidad de degradar el polimero, iii) las enzimas
para el establecimiento de la ruta de Entner-Doudoroff no se han estudiado en detallle para

la expresion en Saccharomyces.

Por lo tanto el objetivo de este trabajo de tesis es establecer una ruta degradadora de
alginato de sodio en S. cerevisiae, con lo cual el trabajo se ha dividido en los siguientes
objetivos especificos; i) Construir médulos de expresion para S. cerevisiae en S288c, ii)
Construir un cluster de genes heterdlogos con la ruta degradadora completa, iii) Obtener
una cepa recombinante e iv) identificar la presencia de las enzimas expresadas en S.

cerevisae.

15



Capitulo II: Ingenieria metabdlica en S. cerevisiae

1. Disefo de una ruta heterdloga degradativa de alginato de sodio

Para el disefio de ua ruta heteréloga de alginato es necesario considerar todas reacciones
requeridas para la ruta metabdlica, comprendiendo la estequiometria de ésta. El principal
componente a considerar es la seleccion de las diferencias enzimas del tipo alginato liasa
y oligoalginato liasa. Posteriormente es necesario disponer de un mecanismo de transporte
eficiente hacia el interior de la célula de los mondmeros de &cidos urdnicos para finalmente

ser convertido en un compuesto que pueda ser integrado al metabolismo basal.

Las enzimas del tipo alginato liasas se encuentran en una gran variedad de organismos y
poseen diversas propiedades, segun lo especificado en el capitulo anterior. En esta seccion
es necesario considerar que las enzimas seleccionadas deben cumplir en lo preferente con
los siguiente criterios: i) deben tener actividad degradativa aceptable, ii) deben funcionar
correctamente a las condiciones de cultivo de Saccharomyces, iii) deben poseer en lo ideal
la capacidad para romper ambos tipos de enlaces correspondientes a homopolimero MM,
GG y G/M. Para esto es necesario realiza una busqueda de las diversisas enzimas y sus
propiedades cinéticas. De la enzimas disponibles en la literatura se han evaluado los
diferentes tipos de fuentes bioldgicas, dentro de las cuales destacan son las enzimas
provenientes de los moluscos, en es especial las presentes en el abalén (Haliotis rufescens
y Haliotis discuss hannai). La mayoria de las enzimas identificadas estan presentes
naturalmente en la glandulas digestivas heptopancreas. Estas enzimas son endo y
exoliticas y poseen un pH éptimo de 5.6 a 9.6, pero también existen algunas adaptaciones
puntuales a pH 4. Por otro lado las enzimas deben adaptarse a las condiciones del ambiente
natural de las algas, ya que deben ser liberadas al medio extracelular para poder
depolimerizar el alginato. Las condiciones en el medio natural con altas concentraciones de
sales, en algunos casos altas concentraciones de calcio en las zonas ricas en

homopolimeros de guluronato, y tolerar amplios rangos de pH.

Algunas de las enzimas que poseen estas caracteristicas se han identificado como Aly-SP1
y Aly-SP2 desde Tubo cornutus tolerantes a altas concentraciones de sodio y de calcio,
Alg-L desde Littorina sp. Tolerante a altas concentraciones de metales como cobalto, Bario

y magnesio, alginasa | y Il aislado de Haliotis rufescens y Haliotis tuberculata
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correspondientemente, tolerantes a altas concentraciones de sodio, manganeso y potasio.
Otro aspecto importante es su amplia selectividad sin afectar singificativamente su actividad
enzimatica, de tal manera que posee una actividad liasa superior al promedio y que ademas
pueda cortar enlaces de tipo M-M, G-G y G/M (Wong et al., 2000). Dentro de éste aspecto
las enzimas provenientes del género Haliotis son atractivas por su versatilidad degradativa
ante los diferentes enlaces del polimero, dentro de las cuales se destacan las enzimas
HdAlex y Hdaly, que poseen una capacidad de degradar homopolimeros como

heteropolimeros de guluronato y manuronato (Suzuki et al., 2006).

Para la construccion de la ruta de Entner Dourodoff se requieren las enzimas ceto-
deoxigluconato quinasa (KDGK) ceto-deoxigluconato fosfato aldolasa (KDGPA), mediante
las cuales es posible generar piruvato a partir de los acidos urénicos provenientes el
alginato. La actividad de éstas enzimas puede variar dependiendo de la capacidad de
expresion, ensamble, y adicion de grupos prostéticos correspondientes a las enzimas. Bajo
este contexto es necesario mencionar que las enzimas KDGPA poseen una estructura en
la cual forma complejos tetraédricos de hierro sulfuro [Fe-S] que son necesarios para la
generaciéon de enzimas activas. Se han probado anteriormente enzimas del tipo KDGPA
provenientes de E. coli, que han demostrado tener inconvenientes en su activacién de
correcto acoplamiento con sus grupos prostéticos, de tal medida que es necesario buscar
otras enzimas que puedan mitigar esta desventaja que se transforma en un cuello de botella
en la ruta metabdlica (Benisch and Boles, 2014). La enzima KDGPA de B. subtilis, es de
especial interés debido a que ha reportado una mayor actividad y selectividad con los
sustratos cetodeoxigluconato fosfato (KDGP) y fructosa 1,5 bifosfato (FBP), de los cuales
se desprende que siendo una de las enzimas clave en las ruta de EDP podria aumentar la

capacidad de bioconversiéon (Fonvielle et al., 2004; Ujita and Kimura, 1982).

2. Busqueda de transportadores de &cidos urénicos
2.1. La familia de los transportadores Mayor Facilitator Superfamily (MFS)

Para la identificacion de transportadores de &cidos urénicos se realiz6 una busqueda
bibliogréfica de los organismos que naturalmente degradan alginato, y que pudiesen ser
cercanos filogenéticamente a levadura. En Saccharomyces cerevisiae existen
transportadores de membrana que juegan un rol crucial en las funciones de asimilacion de
nutrientes, bombas de eflujo para detoxificacion de componentes, y deteccion de

sustancias extracelulares con propiedades nutricionales. Dentro de las familias mas
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importantes de transportadores que se han caracterizado en levadura corresponden a los
facilitadores mayores de la superfamilia (Transportadores MFS), los cuales la mayoria estan
relacionados con la multiresistencia a diversas drogas. En esta familia existen muchos
transportares que pueden ser inespecificos para diversas moléculas, ademas se tener

umbrales de activacion segun las concentraciones extracelulares.

2.2. Transportadores de la familia hexoquinasa (HXT’s)

Los tranportadores HXT correspondientes a variantes de transportadores de glucosa son
controlados por la presencia sustrato en el medio extracelular, de tal manera que a medida
gue incrementa la concentracion algunos se van regulando negativamente y otros de forma
positiva. Sobre altas concentraciones de glucosa se expresa el transportador HXT1 (200
mM), mientras que a bajas concentraciones se expresan principalmente HXT2, HXT3 y
HXT4 los que complementan la actividad de transporte de azlcares (Ozcan et al., 1998;
Ozcan and Johnston, 1995). Muchos de los transportadores poseen distinta especificidad
por los sustratos, lo que se ha demostrado en experimentos con diferentes concentraciones
de glucosa un S. cerevisiae puede expresar genes codificantes para transportadores HXT
que poseen afinidad a diferentes concentraciones. Otra consideracion relevante de
referente a los transportadores del tipo permeasa es que los de baja especificidad, que son
comunmente llamados transportadores promiscuos, pueden tener afinidad por otros
azucares, no han sido registrados. Este es el caso de los transportadores de maltosa
Mal61p, que también son capaces de transportar glucosa en condiciones de carencia de

nutrientes.

Ademas, estudios en Saccharomyces cerevisiae han evidenciado cambios en la carga
cromosémica en condiciones de estrés, lo que permite aumentar la adaptabilidad mediante
un aumento del nimero de copias de los genes fundamentales para la sobrevivencia, como
también otros estimulos han evidenciado la disminucién de la expresén transcripcional de
tranportadores de la familia HXT de asimilacion de glucosa, la cual se ha recuperado luego
de unas generaciones debido a la capacidad de los sensores de glucosa quienes influyen
en procesos de duplicaciones y aumento de la dosis génica de transportadores (Wieczorke
et al., 1999).
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2.3. Transporte de DEHU en S. cerevisiae

En el caso del transporte de acidos urénicos en Saccharomyces, se han identificado
transportadores inespecificos que permiten la entrada de acido galacturénico y otros acidos
de naturaleza parecida (Benz et al., 2014). Estos compuestos no pueden ser metabolizados
por levadura, pero si otros hongos filamentosos por la presencia de transportadores que
permiten la entrada de acidos uroncios. Estudios previos han demostrado que
Saccharomyces cerevisiae posee la capacidad para asimilar acido D-galacturénico hasta
una concentracion intracelular de 45 mM, la cual es dependiende pH (Souffriau et al., 2012).
Por otro lado, muchos de los azlUcares que pueden entrar al medio intracelular de forma
inespecifica, y si es que no son metabolizados pueden provocar incrementos de
concentracion de hasta alcanzar niveles de toxicidad, los que segun su naturaleza pueden
afectar el pH intracelular e inhibir la asimilacion de otros nutrientes, por competicion por la
entrada (Leandro et al., 2009). Algunos experimentos de fermentacion de galactosa, xilosa,
y arabinosa en levaduras mutantes han mostrado inhibicion en la asimilacién de glucosa en
presencia de acido D-galacturénico mediante la regulacién de Galp2, generando un
incremento de los recursos energéticos para mantener la homeostasis. De esta forma la
acumulacién de el acido galacturénico-1-fosfato puede producir inhibicién del transportador

por retroalimentacion (Huisjes et al., 2012).

Los transportadores inespecificos presentes en levadura podrian permitir la entrada de
acidos uronicos en forma inespecifica, pero de todas formas no serian asimilados, dado
gue levadura no posee la capacidad para transformarlos en compuestos que puedan ser
convertidos por el metabolismo para generar energia. De esta forma la capacidad de
asimilar carbohidratos no depende sélo la presencia de algun transportador que permita la
entrada al medio intracelular, sino también enzimas que permitan convertir éstos

metabolitos e integrarlos como fuente de carbono para la generacion de ATP.

De la familia de los transportadores del tipo hexoquinasas (HXT), autores han reportado
gue HXT6 y HXT7 tienen importantes actividades con fuentes de carbono no fermentables
por la levadura, como glicerol y etanol, maltosa y galactosa (Leandro et al., 2009). Por otro
lado, estudios en otros hongos levaduriformes han demostrado transporte de algunos
gluconatos, ya que si bien no se ha evidenciado transporte de acidos urénicos, es posible
gue el metabolito siguiente en la ruta degradativa pueda entrar al medio intracelular por
transportadores del tipo Ght3, Ght5-6, los cuales mediante el sistema antiporte [H*] han

reportado ser de apoyo en el caso de los microorganismos que se encuentran en bajas
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concentraciones de glucosa (Leandro et al., 2009). Estudios en S. pombe han mostrado
que el transporte de D-gluconato ocurre a través de éste tipo de transportadores, y
complementan el crecimiento en glucosa y fructosa en mutantes de S. cerevisiae deficientes
de transporte para hexosas (Heiland et al., 2000). Esto muestra que algunas especies de
levaduras asimilan gluconatos, utilizando al menos una mezcla de gluconato con una

cantidad minima de glucosa o fructosa como fuente de carbono.

2.4. Transporte de compuestos similares a DEHU en S. cerevisiae

En en caso particular del alginato, es necesario considerar que el deoxi-gluconato podria
ser metabolizado por mecanismos similares, pero para esto serd necesario interconveritr
los &cidos urdnicos en el medio intracelular. Por esto es imperativo buscar algun
transportador eficiente de &cidos urdnicos. En trabajos previos se ha identificado el
transporte de de DEHU en el hongo Asteromyces cruciatus, en el cual han reporte una
eficiente degradacion de alginato y asimilacién de sus mondémeros, en el cual se han
propuestos mecanismos especializados de transporte que no han sido detallados
(Schaumann and Weide, 1990; Schaumann and Weide, 1995). Estudios posteriores han
analizado mediante genémica funcional la capacidad asimilatoria de A. cruciatus con
ensayos de crecimiento en alginato y analisis de expresién mediate RNAseq, de los han
identificado algunos marcos de lectura putativos que sugieren ser transportadores de acidos
urénicos. Muchos de ellos poseen similitudes con transportadores conocidos de otros
hongos para molécuar que poseen similaridad quimica y estructural con los acidos urénicos
como &cido quinic y mondémeros derivados de las pectinas. De esto se probé la capacidad
de expresion de algunos de estos marcos de lectura en S. cerevisiae en recombinantes,
identificando la capacidad asimilatoria para al menos dos transportadores putativos
(Enquist-Newman et al., 2014). Una de las limitante de este trabajo, es que no se evaluo la
capacidad asimilatoria del transporte y el mecanismo especifico de transporte del marco de
lectura, estructura del transportador y procesamiento post-traduccional que pudiese ocurrir

dentro del sistema de expresion heterdlogo.

Otros estudios analogos se han enfocado en la busqueda de transportadores de acido
galacturénico, el monémero mas abuntante en la biomasa rica en pectinas, como los

residuos de la industria de los citricos (Benz et al., 2014). En este estudio se analiz6 la
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capacidad natural del hongo filamentoso esporulador Neurospora crassa para degradar
sustancias pécticas, en el cual de han identificado dos marcos de lectura principales que
sugieren la capacidad de asimilacion por parte del hongo. Estos ORF delecionados en el
hongo, demostrando la pérdida de la capacidad de asimilacion de acido D-galacturoénico, y
posterioremente expresados en vectores episomales en S. cerevisiae, con lo cual se ha
habilitado la capacidad de asimilacion de galacturonato. Estos estudios no s6lo demuestran
que el transportador es especifico y fundamental para la asimilacion, sino que también es
posible expresarlo de forma funcional en el organismo modelo S. cerevisiae. Estos
antecedentes han contribuido a la busqueda de algun transportador de la familia MFS para
uronatos, y que pueda ser eficientemente expresado en S. cerevisaie, y abrid una
oportunidad para la busqueda de transportadores en otros organismos que puedieren tener

ortologia o bien analogia funcional.

Otro elemento de interés que se ha caracterizado en los Utimos afios es la porina kdgM, la
cual potencia la capacidad de transporte de oligbmeros de acidos urénicos, la cual es
selectiva por aniones y por tener inihibicién por retroalimentacion de trimeros de uronatos.
Estudios posteriores la han caracterizado como fundamental para mantener la
patogenicidad de E. chrysanthemi, y otras especies que poseen transportadores analogos
como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas syringae, Yersinia pestis, Salmoneella
typhymurium y paratyphimurium. Esto sugiere que dichos mecanismos de transporte se
encuentran fuertemente ligados al desarrollo de crecimiento y a la capacidad generadora

de patogenicidad segun la densidad poblacional de los microorganismos.

Todos estos hallazgos anteriormente mencionados no sugeren necesariamente que
pudiese existir una forma de transporte de acidos urénicos en Saccharomyces cerevisiae,
lo que si se ha establecido es que no es metabolizable, y no se han realizado pruebas de
asimilaciobn en cepas nativas. Un estudio reciente ha sugerido la presencia de
transportadores inespecificos de baja afinididad presentes en levadura, que permiten la
asimilaciéon dependiende pH de &cido D-galacturénico hacia el medio intracelular (Huisjes
et al., 2012). Sin embargo, debido a la incapacidad de metabolizarlo el transporte es
reversible alcanzando el equilibrio de concentraciones intra y extracelular hasta 1,5 M
(Souffriau et al., 2012). Este fendbmeno observado indica que es necesario establecer un
mecanismo eficiente de transporte de acidos urénicos en S. cerevisiae, considerando un
sistema de transporte especifico y que la transformacién de éstos a nivel intracelular pueda

ser eficiente a mayores concentraciones de sustrato. En orden de demostrar la capacidad
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fermentativa de acidos uronicos en Saccharomyces, estudios en cepas recombinantes
corroboran la capacidad para poder metabolizar el acido D-galacturdnico en fermentaciones

de hidrolizados de pectina (Benz et al., 2014).

Todos estos antecedentes indican que es necesario la blUsqueda de nuevos
transportadores acidos urénicos que permitan de forma eficiente establecer de ruta

degradadora de alginato, ademas de requerir la construccion de la ruta de Enter-Doudoroff.

3. Metodologia

3.1. Construccion de Médulos de expresion mediante DNA
Assembly OE-PCR

Para la construccion de los médulos se realizé la generacion de unidades transcripcionales
de expresion constitutivas, mediante la implementacién de promotores y terminadores
previamente utilizados para la expresiéon de enzimas heterbélogas en S. cerevisiae y que
han demostrado tener altos niveles de expresion de proteina recombinante en (Shao et al.,
2009). De esta forma, la Tabla 3 muestra el disefio de la construccion de los mddulos de
expresion para la ruta heterdloga. Se considera el promotor constitutivo del gen de la
enzima fosfogluconato kinasa (PGK1p), y el terminador del gen alcohol dehidrogrenasa 1
(ADHL1t), para una enzima alginato liasa anteriormente descrita de H. rufescens con
optimizacion de codones. Posteriormente el médulo para expresar la enzima oligoalginato
liasa se construye con los promotores del gen piruvato quinasa (PYK1p) y terminador
correspondiente a citocromo oxidasa (CYC1t). Respecto al transportador, se ha
seleccionado el gen qUTD que codifica para un transportador de acido quinico que se
transcriba con el promotor de piruvato quinasa (PYK1p) y terminador de alcohol
dehidrogenasa 2 (ADH2t).

Para la construccion médulos de la ruta de Entner Dourodoff en S. cerevisiae se utilizaron
los genes de las enzimas DEHU reductasa (DehR) de Agrobacterium tumefaciens C58,
ceto-deoxigluconato quinasa (KDGK) de E. coli y ceto-deoxigluconato fosfato aldolasa de
B. subtilis (KDGPA). Para esto se realizaron ensambles considerando el promotor
constitutivo de piruvato decarboxilasa (PDC1p) y terminador fuerte fosfopiruvato hidratasa

(ENO2t) para DehR, promotor truncado del gen hexoquinasa 7 (AHXT7) y terminador fuerte
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del gen triosa fosfato isomerasa 1 (TPI1t) para KDGK, el promotor de fructosa 1,6-bi-fosfato

aldolasa (FBA1p) y también su terminador fuerte (FBALLt).

Tabla 3. Construccion de médulos de expresion para Saccharomyces cerevisiae, indicando los

promotores y terminadores correspondientes para cada gen de la ruta heteréloga degradativa de

alginato.
Tamafio Tamanfo
Promotor Termin terminador Modulo
Enzima Promotor (bp) Gen Fuente bioldgica ador (bp) (kb)
Alginato liasa
(Hd-Alex) PGK1lp 757 Hd-Alex Haliotis rufescens* CYC1t 302 1,8
Oligoalginato Agrobacterium
liasa (At-C58) PYK1p 1000 Ato3025 tumefaciens C58 ADH2t 400 3,7
Transportador Aspergillus
DEHU PDClp 800 quTD nidulans ENO2t 400 2,9
DEHU Agrobacterium
reductasa TEF1p 412 DehR tumefaciens C58 TPI1t 400 1,8
KDG quinasa AHXT7p 395 KDGK E. coli PGI1t 400 1,7
KDGP aldolasa FBAlp 820 KDGPA  Bacillus subtilis FBA1t 400 1,8
Aminoglicésido
fosfotransferas Vector pCDNA 3,1
a PYK1p 1000 HPH /Hygro (+) ADH2t 400 2,4

*Gen modificado por optimizacion de codones para Saccharomyces cerevisiae. Utilizando

tabla de codones (Nakamura et al., 2000)
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3.1.1. Amplificaciéon de genes heterélogos y elementos reguladores de S.
cerevisiae S288c

Los fragmentos a ensamblar fueron amplificados utilizando el kit KOD Hotstart DNA
polymerase Cat. No 71086 (Novagen®), utilizando los partidores disponibles en la tabla de
anexos B.3. Las construcciones del médulo 3 fueron realizadas mediante la técnica de DNA
Assembler/OE-PCR, la cual se realiz6 en dos etapas consecutivas en una reaccion en el
termociclador . La primera etapa de ensamble y elongacién se realiza utilzando un volumen
de 30 pL e incluye 80 ng del fragmento de DNA de mayor tamafio y 40 ng del fragmento
de menor tamafio, 0,6 U del enzima KOD Hotstart Polymease ®, buffer de reaccién 10X
KOD Hot Start ®, 1 mM de MgS0O4 y 0,2 mM de cada dNTP. La primera etapa no incluye
partidores ya que la extensién ocurre desde los extremos de DNA unidos durante la etapa
de hibridacién. El programa utilizado fue: denaturacion inicial a 94°C por 1 mi, 15 ciclos de

denaturacién 94°C por 15 s, hibridacion a 43°C por 30 s y extension a 72°C durante 20 s.

La segunda etapa consiste en el enriqguecimiento de la las hebras de DNA ensambladas y
se realiza agregando a la misma reaccién un cantidad adiciona de los reactivos hasta llegar
a 50 uL, para esto se le adicionan 2 pyL de buffer KOD, 5 uL de dNTP’s, 3 pyL de cada
partidores forward y reverse (5 uM), 0,8 uL de MgSOQOs, 0,4 UL de enzima. Posteriormente
se implement6 e programa PCR de segunda etapa, correspondiente a 94°C de
denaturacién por 15 seg, hibridacion a una temperatura ajustada para cada partidor seguin
corresponda para cada partidor, extension a 72°C por 20 seg/kb, ajustado para cada

ensamble particular.
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3.1.2. Construccién Mdodulos de expresion

Para la construccion de los médulos de expresion T | G 7]
se realizé la construccion de un modulo parcial en
una reaccion de dos etapas OE-PCR (ya sea /

Promotor + Gen 6 Gen + Terminador), y
posteriormente el modulo parcial se purificd GOE -PCR

mediante Gene Gel Extraction Kit® (Invitrogen), l
cuantificado mediante Maestro Nano Pro Micro- I e l
volume Spectrophotometer (Noki Technologies
PVT. LTD). El médulo pacial aislado se utiliz6 como \ /
templado para la siguiente reaccidon de ensamble
con el fragmento restante, segln lo descrito por la @ME_E PCR
Figura 5. l

[ Modulo ]

Una vez obtenidos los fragmentos, éstos fueron
ligados en un vector de clonamiento pBluescript SK Figura 5. Metodo de ensamble para

. . L . L construccion de Médulos mediante
Il (+), mediate digestion con EcoRV, y ligacion con pna Assembly (OE-PCR)
T4 ligasa, en proporcion 1:5 vector:inserto.
Posteriormente las mezclas ligacion se utilizaron para transformar E. coli (Top 10), segin
los protocolos Anexo (2.6). Posteriormente fueron sembradas e identificadas por Blue/White

selection segun las instrucciones del manufacturador (Stratagene, Agilent).

Las colonias positivas fueron identificadas mediante la técnicas de PCR de colonia, segin
el protocolo disponible en el anexo B.9. Se realiz6 un PCR explorativo para unas 20 colonias
de cada experimento. Las colonias positivas fueron analizadas mediante un ensayo de
doble digestion disefiado para cada uno de los fragmentos de interés, con el objetivo de
validar la presencia del fragmento ya sea en sentido o en antisentido en la ligacion con

extremos romos en pBluescript digerido con ECORV.

Luego las colonias validadas por doble digestion fueron secuenciadas mediante los
servicios de Standard-Seq (Sanger) a la empresa Macrogen Inc. Los resultados fueron
analizados mediante alineamientos locales utilizando las secuencias de los mapas de

vectores son sus inserciones correspondientes segun el moédulo ensamblado.
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3.2. Construccion de Cluster mediante Gibson Assembly.

Los ensambles obtenidos por OE-PCR fueron purificados mediante el kit GeneJet Gel
Extraction (Invitrogen®), segun las instrucciones del manufacturador. Posteriormente se
estandarizd un procotolo de Gibson Assembly, en base al protocolo disponible en Nature
(Gibson et al., 2009). Se prepar6é un master mix al 2X, con 10 uL de 5X isothermal buffer
0,2 uL T5 exonuclease (1 U/uL), 0,6 uL Phusion Polymerase , 5 uL DNA Taq ligase, 9,2 uL
agua libre de nucleasas, comprende un total de 25 uL para 5 alicuotas 5 uL. Posteriormente

se incubaron a 50°C por 1 hr.

La preparacion de los fragmentos a ensamblar se realiza mediante un calculo de
equimolaridad en un volumen total de 5 uL. Donde x corresponde a la concentracion en

ng/pL cuantificada por Maestro Nano y z el tamafio en pares de bases.

x( pmol j _y(ng/uL)-1000
uL ) z(bp)-650(kDa)

Los fragmentos a ensamblar corresponden a los modulos completos de la ruta metabolica
degradativa de alginato disefiada, Aly, Oly, quTD, DehR, KDGKy KDGPA. Dado que todos
los fragmentos poseen sobrelape compatible con las condiciones de Gibson Assembly se
plantearon diversas estrategias para ensambar los médulos, de tal forma de al menos
disponer del menor nimero de fragmento y de mayor tamafio, con el fin de aumentar la
eficiencia de integracion gendémica posterior (Shao et al., 2009). Para esto se realizé una
re-amplificaciéon de los disintos fragmentos a partir de los fragmentos clonados en
pBluescript, validados por secuenciacion, y se utilizaron como fragmentos para ensamblar
en reacciones de 10 uL de volumen total. Posteriormente fueron cargados en un gel de
electroforesis de agarosa al 0.7% durante 40-45 min aprox a 85 V. Las bandas identificadas
fueron escindidas del gel y purificadas por Gene Jet Gel Extraction kit ®. Posteriormente
fueron cuantificadas por maestro nano para calcular concentraciébn y pureza, y

eventualmente concentradas.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Modulos de Expresion

Para la construccion es necesario purificar al menos 500 ng de cada fragmento, por lo cual
se reporta la correcta amplificacion de los genes para alginato liasa (Aly), oligoalginato liasa
(Oly), DEHU reductasa (DehR), Transportador DEHU (quTD), ceto-deoxigluconato kinasa
(KDGK), ceto-deoxigluconato fosfato aldolasa (KDGPA). Adicionalmente se amplificaron
los promotores y terminadores correspondientes para los modulos de expresién a partir del
DNA gendmico (DNAg) de S. cerevisiae S288c.

La figura 6 muestra el resultado de la amplificacion de los marcos de lectura
correspondientes a los genes, donde se observa que Aly presenta algunas amplificaciones
inespecificas a los 1500 bp aproximadamente, sus promotor y terminador correspondiente
muestran los tamfos adecuados de 757 y 302 bp. Los resultados de DNA assembly
mediante OE-PCR en la Figura 6C revela los efectos que produce la amplificacion
inespecifica al momento unir los fragmentos sobrelapantes. Para la recuperacion del

fragmento correspondiente al modulo completo se aisl6 el tamafio correspondiente a 1881
bp.

Posteriormente se validaron las fuentes genéticas de los genes quTD, DehR, KDGK y
KDGPA donde se han obtenido los tamafios correspondientes (Figura 7), como también se
realizaron purificaciones de mayores cantidades de los amplicones (Figura 8).
Posteriormente se realizaron PCR para reamplificar los fragmento obtenidos, lo cual fue
necesario para tener una mayor cantidad de ADN para realizar los ensambles. Se observan
amplificaciones inespecificas en las reacciones del transportador quTD, DehR y KDGK a

los tamafios de 500, 400 y 300 bp aprox.
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AM  HdAlex et mC oy HdAlex

Figura 6. Resultados de PCR en electroforesis (agarosa 1%). A:Amplificacién del gen HdAlex (822
bp) de alginato liasa B: Promotor PGK1p (757 bp), 2: Terminador CYC1t (302 bp). C: Reaccién
fallida Oly (3731 bp) y Modulo Aly (1881 bp).

Figura 7. Resultados de PCR en electroforesis (agarosa 1%). Amplificacién preliminar de las
fuentes genétcas correspondientes. (1: quTD 1705 bp de A. nidulans, 2: DehR 1068 bp de A.
tumefaciens C58, 3: KDGK 930 bp de E. coli TOP 10, 4: KDGK 930 bp de E. coli DH5-alfa, 5:
KDGPA, 591 bp). Marcador 1 kb plus
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M DehR quTD KDGK

Figura 8. Resultados de PCR en electroforesis (agarosa 1%). Amplificacién de genes DehR
(1068bp) , quTD (1705 bp) , KDGK (930 bp).

Se obtuvo el modulo de Aly mediante OE-PCR (figura 10), con el promotor ADH1p vy el
terminador CYCL1t (1881 bp), y se comparoé por diferencias de tamafio con el modulo parcial.
Para continuar con la construccién de la ruta metabdlica se amplificaron todos los otros
promotores y terminadores necesarios para la obtencion de los médulos de expresién, de
éstos el Unico que presenta problemas de amplificaciones inespecificas es PDC1p (figura
11).

Posteriormente el gen de Oly es amplificado desde el DNAg de A. tumefaciens C58, se
obtuvo el tamafio corredopndiente de 2331 bp del marco de lectura. Para la construccion
del modulo de expresion de oligo alginato liasa se amplific6 desde DNAg de
Saccharomyces cerevisiae S288c, el promotor de Fosfogluconato kinasa (PYK1p) y el
terminador de alcohol dehidrogenasa 2 (ADH2t) presentes en figura 9. Se obtiene mediante
DNA assembly un fragmento de 3731 bp correspondiente al modulo de expresion de
alginato liasa en dos pasos, construyendo el fragmento parcial PYK1p + Oly (3331 bp) en
una reaccion por OE-PCR, el cual es purificado desde gel, reamplificado y cuantificado para
ensamblar con el terminador ADH2t.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Amplificacién de gen Oligoalginato liasa (2331 bp)

a partir del DNAg de Agrobacterium tumefaciens C58.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa. Amplificacion y posterior purificacion de los fragmentos.
M: 1 kb Ladder plus, Modulo parcial: ADH1p + Hdalex (1579 bp), 2: Modulo completo ADH1p +
HdAlex + CYCL1t (1881 bp).
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Figura 11. Promotores y terminadores para la construction de modulos de la ruta del alginato. 1:
PGK1p (757 bp), 2: ADH2t (400 bp), 3: TEF1p (412 bp), 4: PDC1p (800 bp) , 5:HXT7p (395 bp), 6:
TPI1t (400 bp), 7: PGI1t (400 bp), 8: FBALt (400 bp).

3000 bp

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A: Ensamble de Modulo Oly (3731 bp). B: Re-
amplificacion fragmento completo. 1: modulo completo PYK1p + Oly + ADH2t (3731 bp), 2: médulo
parcial PYK1p + Oly (3331 bp).
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Los modulos de expresién para DehR y el transportator quTD se obtuvieron mediante de los médulos
parciales DehR+TPI1t (1468 bp) y quTD + ENO2t (2105 bp) de la figura 13A y 13B. Finalmente se
obtuvieron los moédulos completos mediante una segunda reacciéon de OE-PCR los modulos de
expresion DehR (1880 bp) y quTD (2905 bp). La inespecificidad de la amplificacion de los médulos
parciales como los modulos totales dificulté la obtencion de los mismos, de tal forma que luego de

varios intentos se pudieron clonar en para posteriores estudios.

DehR modulo

B

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A: Construccion parcial del médulo DehR +
TPI1t (1468 bp) y parcial quTD + ENO2t (2105 bp). B: Modulo completo DehR (1880 bp). C:
Modulo completo quTD (2905 bp).

La obtencion del médulo KDGK se alcanzé mediante la generacion de un mdédulo parcial
AHXT7p + KDGK de 1325 bp (no disponible), el cual fue purificado por su banda especifica
y finalmente se logré construir el médulo completo de KDGK con el terminador PGI1t (1725
bp). Respecto a la construccion del modulo de KDGPA, se observa que la construccion del
modulo parcial KDGPA + FBA1t pose amplificaciones inespecificas, asi como también la
amplificacion del terminador FBA1t. Esto genera como inconveniente dificultades para
obtener el fragmento de interés en el OE-PCR completo, pero de todas maneras fue posible

obtener un fragmento de 1811 bp que posteriormente podra ser amplificado.
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Construccion Modulo completo AHXTp + KDGK
+ PGI1t (1725 bp).

A
M KDGPA  FBAft
=y KDGPA M

—>

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A: Construccion Modulo parcial KDGPA +
FBALt (991 bp), FBA1t: Sélo terminador (400 bp) B: Modulo KDGPA: FBA1p + KDGPA + FBALt
(1811 bp).
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Los resultados de ensambles completos revelan ciertas dificultades en las amplificaciones
de fragmentos inespecificos, que son comunes en la técnica de OE-PCR, y por lo tanto es
una practica habitual realizar la separacion de los fragmentos de interés por electroforesis
y purificacion. El disefio de partidores es clave para poder predecir de forma pertinente
cuales son los fragmentos que podrian tener inconvenientes en las amplficaciones. Los
principales problemas se producen cuando los partidores forman estructuras secundarias,
ya que éstas tienden a generar amplificaciones en otros lugares del templado y al tener
colas de sobrelape con las regiones a unir se unen fragmentos de variados tamafios de
forma inespecifica, y generalmente en la reaccién se ve favorecida la amplificacion de
menos tamafo de fragmentos a ensamblar. En el caso del gen sintético HdAlex,
correspondiente a la enzima alginato liasa, se observan amplificaciones inespecificas que
debieron ser removidas (figura 6A), de lo contrario puede ser muy dificil de obtener un
fragmento puro en la segunda etapa de un ensamble completo, que es lo que ocurrié con
el ensamble final HdAlex (1881 bp), ya que se pude apreciar una gran cantidad de bandas
inespecificas que corresponden algunos a los fragmentos del terminador (302bp), promotor
(757 bp), gen (822 bp) que se pueden observar en la figura 6-C, mientras que también hay
tamafios no esperados entre 1000 y 1500 bp que no corresponden a los fragmentos enteros
si ho mas bien a fragmentos de modulos parcial y/o incorrectamente ensamblados, estos
fragmentos generar interferencia en mayor medida visible al momento de obtener los
ensambles parciales presentes en la figura 11 (carril 1), dificultando la obtencién de un
fragmento Unico de tamafio definido. Este inconveniente se presenté en mayor medida en
los procesos de ensamble del gen Oly, lo cual podria deberse a que al momento de
amplificar el gen At3025 desde el DNAg de A. tumefaciens C58 se presentaron unas
pequefias bandas de tamafio menor (figura 9), las que pueden repecurtir en los resultados
de ensamble del modulo final observado en la figura 12-A. Por esta razon fue imperativo
realizar una serie de reamplificaciones y purificaciones consecutivas para poder obtener el

fragmento de interés de 3731 bp (carril 1) y ser comparado con el médulo parcial (carril 2).

Los siguientes ensambles correspondientes a los detallados en DehR y quTD presentan la
dificultad que en el ensamble de los modulos finales se pueden observar fragmentos de
menores tamafios y de caracter interferente, que provienen de los ensambles parciales.
Tanto la amplificacion del gen DehR como también qUTD presentan amplificaciones
inespecificas a partir de las fuentes genéticas (figura 8), las cuales pueden ser removidas
mediante largos periodos de electroforesis. Sin embargo, este patron de formaciéon de

fragmentos se repite a medida que observamos los resultados de la reaccion OE-PCR, ya
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gue en los médulos parciales hay una mayor formacién de los fragmentos no deseados
desde los 1000 bp hacia abajo, generando dificultades para tomar un templado lo mas
integro posible para continuar con la siguiente reaccion OE-PCR y disponer del modulo
completo. En algunos casos fue necesario para posteriores ensayos de Clonamiento de los
maodulos en vectores de clonacion la reamplificacion de los modulos completos debido a la

inespecificidad revelada en las reacciones.

En el caso de los modulos correspondientes a KDGK a KDGPA, el problema de
amplificaciones inespecificas se acentia aun mas, siendo necesario realizar
amplificaciones sucesivas para poder obtener el fragmento limpio. La figura 14 muestra que
en el resultado de OE-PCR incluso en las reamplificaciones aparecen fragmentos de menor
tamafio como entre 500 y 1000 bp, y otros fragmentos intermedios para llegar a un tamafio
de 1725 bp. En el caso de KDGPA, es similar, en el cual la generacion de amplificaciones
inespecificas a partir de los médulos parciales genera dificultades para poder amplificar el
maodulo final entre 800 y 900 bp, que indican la baja especificidad de las colas de los

fragmentos y se obtiene una menor cantidad del fragmento (1811 bp).

La técnicas de DNA Assembly (OE-PCR) implica un proceso de ligacion en la primera etapa
en el cual las temperaturas de annealing son considerablemente bajas a una ligacion
convencional, lo que causa que se obtenga una baja especificidad en las ligaciones
posteriores. A pesar de tener un aumento de la tempratura de annealing en la segunda
etapa de OE-PCR, si los partidores forman algunas estructuras secundarias éstos pueden
facilmente generar amplificaciones no deseadas que pueden interferir en los procesos de

purificacién y posterior ligacion.

El ensamble mediante ésta técnica permite un rapido disefio de los partidores, como
también un proceso de ensamble entre dos fragmentos que sélo pueden ligarse de una
forma que puede ser identificada por el tamafio, para continuar ensamblando un modulo o
cluster. Esto permite un proceso que puede ser utilizado para todo tipo de secuencia, y que
tiene puntos de control entre cada uno de los tamafios a obtener. Sin embargo, la necesidad
de ensamblar parte por parte lo hace un proceso mas tedioso, que quiere mas tiempo y
ensayos preliminares de estandarizacion, pero los costos son inferiores a los kit
comerciales. Una vez ensamblados los fragmentos, éstos fueron ligados a un vector
pBluescript SK Il (+) para construir los vectores especificados en la Figura 19, y

posteriormente secuenciadas para validar los médulos.
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Figura 16. Mapa de los vectores de clonamiento construidos con los mdédulos de expresion.

4.2. Cluster de transformacion

Los mddulos obtenidos por OE-PCR fueron reamplificados y utilizados para realizar los
ensambles para el cluster correspondiente a la ruta metabdlica mediante Gibson Assembly.
Con el objetivo de comparar las técnicas de DNA Assembly y Gibson Assembly, se realiz6
un ensayo para estudiar la capacidad de ensamblar correctamente ambas técnicas. La
figura 16 muestra las diferencias de amplificacién entre OE-PCR (carril 2) y la técnica de
Gibson (3 y 4), donde se puede observar una mayor cantidad de DNA final en el primero,
pero también una mayor formacion de fragmentos inespecificos. La técnica de Gibson es

mas preciso, pero es imperativo separar los fragmentos no ensamblados por gel.

Posteriormente a los modulos ya construidos por OE-PCR, la construccion pendiente del
maédulo de resistencia HPH no fue posible de realizarla en el capitulo anterior, por lo cual

se generé mediante Gibson Assembly obteniendo un fragmento de 2426 bp. Se pueden

36



apreciar los fragmentos intermediarios HPH + ADH2t (1424 bp), PYK1p + HPH (2024 bp),
HPH (1024 bp), PYK1p (1000 bp), ADH2t (400 bp) en la figura 17. Todos los fragmentos
parciales fueron separados con el fin de obtener el médulo puro, el cual fue clonado en E.

coli segun la metodologia del punto 6.1.

Los resultados de ensamble del cluster identifican que fue posible ensamblar y reamplificar
los siguientes fragmentos de la figura 18: cluster de integracion | (3024 bp), cluster de
integracion 11 (5612 bp), cluster de integracion Il (5416 bp). El primer cluster contiene la
informacion que codifica el modulo de resistencia HPH anclado al fragmento UP, donde se
puede observar fragmentos no ensamblados bajo los 1000 bp, correspondientes al
fragmento UP (698 bp), un espectro de amplificaciénes irregulares hasta llegar al tamafio
deseado. EI segundo cluster contiene los modulos de los genes de la etapa de
depolimerizacion Aly y Oly, donde se pueden observar uniones inespecificashacia arriba y
abajo del tamafio esperado, como también los modulos independientes (1,8 y 3,3 kb) no
ensamblados. El tercer cluster de ensambles debe contener los médulo DehR, KDGK y
KDGPA en un tamafio de (5416 bp) el cual se puede apreciar en la figura 18C. Sin embargo
una gran cantidad de fragmentos no especificos se pueden observar en dis tintos tamafos
desde 1000 bp, y también algunos ensamble superiores a 12 kb. Estas amplificaciones
secundarias vuelven a aparecer al momento de de realizar reamplificaciones de los

fragmentos, causando dificultades para la purificacion.

Una vez obtenidos los fragmentos de los cluster parciales se plantearon 5 fragmentos de
interés para realizar la insercion genomica en S. cerevisiae S288c, mediante

electroporacion de levaduras electrocompetentes.

Tabla 4. Resumen de fragmentos de ADN generados para integracion genémica.

Ensamble Modulo o Cluster Tamanio (bp) Origen

UP + HPH 3024 Gibson Assembly
Aly + Oly 5612 Gibson Assembly
quTD 2905 DNA Assembly
DehR + KDGK + KDGPA 5416 Gibson Assembly
DOWN 638 PCR

TOTAL 17595 -
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Analisis comparativo de especificidad de
Gibson Assembly v/s DNA Assembly (OE-PCR). 1: Gen DehR (1068 bp), ensamble TEF1p+
DehR (1480 bp) para OE-PCR (2) y Gibson Assembly (3-4).

Modulo HPH

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Reaccion de Gibson Assembly Modulo de
resistencia HPH (2426 bp): PYK1p (1000 bp) + HPH (1024 bp) + ADH2t (400 bp).
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Figura 19. Electroforesis en el agarosa 1%. Ensamble de Cluster de integracion gendémica A: |
(3024 bp), B: Il (5612 bp) y C: Il (5416 bp)

La obtencién de los cluster es un proceso clave que influye en la posterior eficiencia de
transformacion de levaduras electrocompetentes, de forma que tanto el tamafio como el
namero de fragmentos para realizar la recombinacion homadloga in vivo pueden influir en la
obtencion de la ruta metabdlica heter6loga en el organismo. En estudios previos de
construcciones de rutas metabdlicas en Saccharomyces cerevisiae se plantea que la
eficiencia disminuye dramaticamente desde 5 genes hacia arriba, pero este se puede
aumentar incrementando la extension de las zonas sobrelapantes entre cada fragmento o
disminuyendo el nimero de éstos a un 1 sélo cluster total (Shao et al., 2009). El disefio
experimental de la ruta metabdlica consistia en el ensamble de 1 cluster mas los fragmentos
UP y DOWN para la recombinacion, sin embargo no fue posible obtener los médulos
ensamblados en 1 s6lo cluster debido a que el largo de la ruta metabdlica dificulta la
implementacion del Gibson Assembly. A medida que aumento el tamafio de los fragmentos

a ensamblar, aumenta la concentracion de fragmentos que se requiere para el ensamble.

Si bien ambas técnicas de ensamble, tanto Gibson Assembly como DNA assembly pudieron
ser estandarizadas, es necesario mencionar que poseen diferencias importantes. Los
ensambles por OE-PCR son disefiados con una cola de sobrelape de unos 12-14 bp,
dependiendo de la naturaleza del fragmento, que posteriormente permite un ensamble en
una primera etapa a una baja temperatura (41- 43 °C). Esto genera un alto porcentaje de
inespecificidad, lo que implica que es necesario realizar sucesivas electroforesis para

purificar los fragmentos de interés, sin embargo, cuando se obtienen amplificaciones de

39



tamarnios relativamente parecidos al de interés es muy dificil obtener el fragmento puroy en
algunos casos no es posible generar el modulo, que es lo que ocurrié con el mddulo HPH.
Otro aspecto importante es el porcentaje GC(%) de las colas en las que se ensamblan, ya
gue cuando hay diferencias significativas entre éstas no es posible realizar ensambles de
forma simultanea, y esto condiciona a realizar el ensamble en dos etapas de forma

jerarquica.

Por otro lado, los ensambles realizados por Gibson assembly permiten la obtencion del
fragmento de interés rapidamente en tan sélo una reaccion, en la cual se cargan todos los
fragmento a ensamblar y se ha logrado estandarizar reacciones de hasta 5 fragmentos
(Gibson et al., 2009). Esta técnica permite realizar un ensamble mas especifico, debido a
gue las colas de extension son mas largas, permitiendo realizar una reaccién de ligacién a
mayor temperatura y por ende con mayor estrictez, que adicionalmente es asistida por
enzimas del tipo exonucleasa Yy ligasas. Esta fue una de las razones por las cuales fue
posible ensamblar exclusivamente el médulo HPH mediante Gibson Assembly, dada la
formacion de amplificaciones inespecificas determinadas por los PCR de pre-amplificacion,
lo Esto permite que se obtengan con mayor fidelidad los fragmentos ensamblados de
interés, utiliza una menor cantidad de fragmento amplificado. La técnica de ensamble por
Gibson assembly se diferencia por no tener la naturaleza de una reaccién de amplificacion,
por lo que la misma cantidad equimolar de cada fragmento es ligada y luego visualizada
por electroforesis, esto produce la limitante que es necesario agregar un paso adicional de
reamplificacion y posterior purificacion para incrementar la cantidad de fragmento y
continuar con los ensambles sucesivos. A pesar de que Gibson permite realizar hasta 5
ligaciones de fragmentos en una sola reaccion isotérmica, muchas veces los ensambles no
se lograron obtener, lo cual se verifico por el analisis de secuenciaciéon de los fragmentos
ligados al vector. Por consiguiente la estrategia para ensambles de mayor tamafio tuvo que
hacerse de forma jerarquica, es decir ensambles de a pares, con su consecuente
purificacién y reamplificacién entre cada etapa de ligacién. Esto genera un mayor tiempo
en la obtencién de los ensambles, pero permite ligar fragmentos cuyo tamafio final es

superior a los 4 Kb, lo cual seria muy dificil de alcanzar mediante DNA-Assembly.

En consecuencia, para la obtencion del cluster de integracion gendmica fue necesario
implementar técnicas de ensamble jerarquicos por Gibson assembly, de forma de disponer
de puntos de control para comprobar el orden y la secuencia de los ensambles parciales

para la construccion de la ruta metabdlica heteréloga.
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Capitulo Ill: Obtencion y andlisis funcional de la cepa
recombinante

1. Metodologia

1.1. Transformacion genética
La transformacion genética se realizd mediante la obtencion del cluster de la ruta
metabdlica mediante el método de recombinacién homdloga in vivo. Para esto, los
fragmentos a ensamblar fueron amplificados, purificados por gel de agarosa y concentrados
para obtener al menos 350 ng de cada uno de ellos, mediante un procotolo de
concentracion, que consistié en juntar todos los fragmentos, 350 ng de los fragmentos
intermedios y 250 ng de los fragmentos UP y DOWN homélogos al sitio de recombinacion.
El volumen total del mix se resuspendi6 en 6 volimenes de etanol absoluto
(aproximadamente 600 uL) y se incubd por 16 hrs a -20°C. Al dia siguiente el mix se
centrifugd por 10 min a 14.000 RPM y se elimind el etanol remanente por inmersion.
Posteriormente el DNA se sec6 a la estufa a 37°C por 5 minutos, y una vez seco se

resuspendié en 4 pL de agua libre de nucleasas.

Para la transformacion se utilizaron levaduras electrocompetentes S. cerevisiae S288c,
agregando el mix de 4uL a una alicuota de 100 pL de cultivo y se incub6 por 5 minutos
antes de efectuar un pulso eléctrico de 1,5 kV, 2 yF y 4Q en el electroporador Cell-Porator®
Electroporation System. Luego fueron centrifugadas a 4000 RPM y lavadas en sorbitol 1M
a temperatura ambiente. Finalmente se volvieron a centrifugar y el precipitado celular se
resuspendié en 1 mL de sorbitol 1 M. Se sembraron en fracciones de 100 uL en placas con
medio mimino SD con higromicina B al 80, 90, 100 y 150 pg/mL y se incubaron por 2-4 dias

hasta la aparicion de colonias visiblemente superiores al control negativo.

Posteriormente los estudios de identificacion de las colonias positivas para los genes se
realizaron por PCR colonia, dentro de los cuales se realizé una extraccion de ADNg con el
protocolo Promega ® (Disponible en anexo B.1l), y posteriormente se realizo una
amplificacién utilizando el kit de enzima Go Green® Taq Polymerase. Los resultados se

cargaron en un gel de electroforesis en gel de agarosa 1% por 50 minutos a 90 V.
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Para la seleccién de transformantes con la ruta metabdlica degradadora de alginato, se
utilizé un marcador de resistencia antibiético, para lo cual se evalué la construccién de un
maodulo de expresion para el mecanismo de seleccion mediante la resistencia al antibiético
higromicina. Para esto se desea construir un método de transformacion que incluya el gen
de resistencia de higromicina B, el cual se obtuvo a partir del vector pcDNA3.1/Hygro(+)
(ThermoFischer®) y se ensamblé mediante la técnicas de OE-PCR para obtener un modulo
de expresion. El modulo de expresion consistié en la construccién de un marco de lectura
correspondiente a la enzima higromicina O-fosfotransferasa (HPH), ensamblado con el
promotor de la enzima piruvato kinasa 1 (PYK1p) que se caracteriza por ser un promotor
fuerte, y el terminador del gen alcohol dehidrogenasa (ADH2t), se realizo la técnica de OE-
PCR vy Gibson Assembly segun lo detallado en las metodologias de las secciones 5.1 y
6.1.

Posteriormente se establecié un parametro de rango de concentraciones de higrocimina B
para determinar la sensibilidad de la levadura silvestre, realizando un antibiograma desde
30 — 200 pg/mL. Se identifico el nimero de colonias de cada una de las placas, las cuales

se realizaron por triplicado.

1.2. Cultivo de la cepa recombinante

Cinética de crecimiento de S. cerevisiae en distintas concentraciones de azlcares. Para
determinar la curva de degradacion de alginato de realizo un preindculo del clon
transformante 47 sin antibidtico overnight. Posteriormente se inocularon matraces de 250
mL con 100 mL de medio YPD suplmentado con concentraciones variables de glucosa
como concentracién minima 5y 10 g/L y alginato de sodio 10g/L, que contiene 100 y 150
png/mL de higromicina B. Posteriormente de tomaron 100 pL de medio de cultivo y se
resuspendieron en 900 p de medio YPD estéril y fue medido en el espectrofotbmetro a una
OD de 600 nm. Posteriormente se analiz6 la capacidad degradativa de alginato midiendo

alginato total HPLC (disponible en anexos).
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2. Resultados y Discusion
2.1 Transformacién genética

La Figura 19 muestra los primeros aislamientos efectivos en los cuales se han realizado
estudios por PCR para la identificacion de las cepas presentes. Se aislaron alrededor de 50
colonias de diversos replicados biolégicos con el fin de poder tener probabilidadades de
aislar una colonia que tenga todos los genes correctamente ensamblados. Estos se
presentan en la tabla 5, donde se indica el genotipo normal de la nativa, y los genes
presentes identidicados para presencia de la ruta en las colonias aisladas. Los resultados
de PCR indican que existen colonias que poseen parcialmente los genes mientras gue solo
2 colonias poseen la mayoria de los genes de la ruta metabdlica completa, ya que no se
observa la presencia del transportador quTD en la ruta metabdlica de las transformantes.
De 50 colonias evaluadas so6lo 19 resultaron tener efectivamente la resistencia
correspondiente al marcador de seleccién, de los cuales el resto resultaron ser falsos

positivos.

Figura 20. Resultados de transformacion de S. cerevisiae con la ruta metabdlica degradativa del
alginato, siembra en antibiético en diferentes condiciones después de recuperar toda la noche. A:

43



Siembra de 50 uL de cultivo en 200 ug/mL de Higromicina B. B: 50 uL de cultivo y siembra en 150
ug/mL Higromicina B. C: 100 uL de cultivo y siembra en 150 ug/mL de antibidtico. D: precipitado
concentrado del cultivo y siembra en 150 ug/mL de antibiético. Todos observados a los 4 dias de
incubacion.

Tabla 5. Resultados de colonias transformadas identificados mediante PCR de colonia.

Clon Genes identificados

Colonial Sc-HPH

Colonia2 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia3 Sc-HPH

Colonia5 Sc-HPH-Aly

Coloniab Sc-HPH-Aly-Oly-DehR

Colonia7 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonial2 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonial?7 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia20 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia25 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia31 Sc-HPH-DehR-KDGK-KDGPA
Colonia34 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia36 Sc-HPH-KDGK-KDGPA

Colonia37 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia40 Sc-HPH-Aly-Oly

Colonia46 Sc-HPH-Aly-Oly-DehR

Coloniad7 Sc-HPH-Aly-Oly-DehR-KDGK-KDGPA
Colonia50 Sc-HPH-Aly-Oly-DehR-KDGK-KDGPA

Con el fin de verificar la integridad de

5
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Figura 21. Micrografia al 100X de S. cerevisiae. A: Cepa

nativa S288c (extraido ed UC-DAVIS) B: Clon S. cerevisiae
S288-c47.
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2.2. Cultivo de la cepa recombinante

En la figura 21 se muestra un crecimiento con fuente de carbono limitada en proporcién 1:1
de glucosa y alginato de sodio. Las cepas vinicas de levaduras por ser capaces de crecer
en concentraciones limitadas de azlcares Yy por su capacidad fermentativa y de tolerancia
a etanol. Se observa un bajo crecimiento durante 12 hrs tanto en el caso de las cepas
vinicas y S. cerevisiae S288c utilizada como un control negativo. El crecimiento se observa
muy leve entre las 2-4 hrs, luego se mantiene de forma constante y finalmente decae. Cabe
destacar que la cepa de levadura S288c — Clon47 permanece con un crecimiento constante
en fase estacionaria luego de las 8 hrs, en donde aparentemente se acaba la glucosa. De
esto se desprende que el polimero de alginato podria estar siendo utilizado mediante algin

mecanismo degradativo posiblemente el heterélogo.

Cinética Crecimiento
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Figura 22. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae transformante Clon 47 con otras cepas de
levadura en alginato:glucosa 1:1 (2 g/L).1: Cepa Saccharomyces bayanus EC1118; 2: Cepa vinica
S. cerevisiae LW055 3: Cepa vinica Lalvik K1 ICV; 4: Cepa vinica UVA Ferm WAM; 5: Cepa para
fabricacion de pan S. cerevisiae Redstar; 6: S. cerevisiae S288c; 7: S. cerevisiae S288c.

En la figura 22 se muestra el crecimiento de S. cerevisiae S288c47 transformado con el
vector pSV-HPH-GAT-1, donde se puede apreciar un crecimiento a partir de las 10 hrs de
crecimiento. Posteriormente se observa una disminucién en la concentracion de alginato
total, y en la figura 23 muestra un leve incremento en la degradacién de alginato de sodio
a partir de las 20 hrs de crecimiento del cultivo. El crecimiento de la cepa nativa se mantiene

similar en las dos condiciones en las que las concentraciones de alginato de sodio varian,
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lo que indica la necesidad de comparar los resultados de crecimiento de la cepa utilizando

controles de crecimiento correspondientes.

Crecimiento S. cerevisiae S288c47- pSV-HPH-GAT-1
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Figura 23. Cinética de crecimiento de S. cerevisiae S288c Clon47-pSV-HPH-GAT1. Glucosa 5 g/L
y alginato 10 g/L.

Se repitieron los ensayos de crecimiento de alginato de sodio utilizando como control
negativo de crecimiento la cepa de S. cerevisiae sin transformar, con concentraciones
limitantes de glucosa a 1 y 5 g/L y evaluando la deplecion de alginato con una
concentracion inicial de 10 g/L. Se pudo observar en la Figura 24 que ambas cepas poseen
un crecimiento limitado que alcanza una mayor densidad éptica a las 20 horas, y la cepa
transformada alcanza mayor crecimiento a las 25-30 hrs aproximadamente llegando a una
densidad 6ptica de 0,7. Respecto a la capacidad de la cepa modificada de degradar alginato
se pudo observar una diferencia en que a las 60 hrs la cepa transformada puede llegar a
una capacidad de degradacion del alginato de hasta el 50%, mientras que en el cultivode

la cepa nativa la reduccion de la concentracion de alginato es so6lo de un 10%. De esto se
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desprende que al menos existe depolimerizacion del alginato que puede estar ligada a la

actividad de las enzimas del tipo alginato liasas.

Crecimiento de S. cerevisiae S288c47
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Figura 24. Crecimiento de S. cerevisiae S288c47 utilizando proporciones de azlcares 1:10
glucosa:alginato (1:10 g/L). Crecimiento en OD600 de cepa nativa (verde) y transformada (amarillo),
degradacion de alginato de cepa nativa (café) y transformada (naranjo).
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Crecimiento S. cerevisiae S288c47
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Figura 25. Crecimiento de S. cerevisiae S288c47 utilizando propociones de azucares
glucosa:alginato 1:2 (5:10 g/L). Crecimiento en OD600 de cepa nativa (café) y transformada
(amarillo), degradacion de alginato de cepa nativa (verde) y transformada (naranjo).

Los resultados de crecimiento sugieren que la cepa recombinante S288c-47 podria exhibir
una capacidad significativa de degradacién de alginato de sodio en cultivos batch. Cabe
mencionar que puede ser necesario disponer de una fuente de carbono complementaria,
necesaria para que la levadura pueda expresar la ruta heteréloga, y debido a que se
encuentra comandada por promotores constitutivos, puede ser una carga metabdlica
considerable. De esta forma estudios previos cultivando la cepa transformada en alginato
como Unica fuente de carbono no permitieron un crecimiento detectable. Esto indica que
para establecer una ruta degradativa de alginato de sodio en un organismo recombinante
en la mayoria de los casos sera necesario suplementar con otras fuentes de carbono
hidrolizables, lo cual ha sido reportado previamente en trabajos con E. coli (Wargacki et al.,
2012). Por otro lado, la adicidn de glucosa permite que la cepa nativa pueda también crecer
en estos medios de cultivo, luego de agotarse la glucosa en el medio se puede observar
una diferencia en que la cepa recombinante crece un 20% mas en la condiciones de
glucosa:alginato de sodio 1:10 y 1:5, mostrando una degradacién de alginato hasta 6 g/L a

las 60 hrs, donde se calculan tasas de crecimiento de p= 0,025 h? para la cepa nativa y de

48



0,07 h! para la cepa recombinante. Otro aspecto relevante a mencionar son las limitantes
de la técnicas de medicién del consumo de alginato de sodio en el medio de cultivo, ya que
la técnica de HPLC sélo se midi6 concentracion de alginato de sodio total presente en el
cultivo y no los distintos oligdbmeros y mondmeros de alginato. Para poder confirmar que la
etapa de integracién de la ruta metabdlica se encuentra activa y es responsable de la
asimilacion de los acidos urdnicos, es necesario realizar estudios posteriores de
caracterizacion y cuantificacion de los monémeros de aginato de sodio remanente después
de las fermentaciones, para validar que esta fuente de carbono esta realmente siendo
integrada al metabolismo de la levadura y determinar tasas de asimilacion. Estos estudios
futuros permitiran caracterizar de forma mas completa la ruta metabdlicas y las enzimas
asociadas, como también disponer de parametros cinéticos que contribuyan a la estimacion

de rendimientos.

Con el objetivo de poder precisar de mejor manera el rendimiento de la ruta metabdlica en
asociada al crecimiento de la cepa recombinante, se proyecta a futuro implementar mejores
técnicas de cuantificacion, como el conteo por cAmara de Neubauer o Cel counter, que
podria entregar informacién mas precisa del crecimiento de S. cerevisiae. Esto ocurre
porque los medios de cultivo preparados en alginato de sodio poseen cierta turbidez que

podria agregar un error a la medicién de crecimiento por densidad Optica.

Adicionalmente es necesario realizar otro tipo de validaciones que contribuyen a las
inferencias de los resultados de crecimiento, como estudiar la forma en que se estan
expresando los genes y el correcto plegamiento y expresion de las proteinas, en especial
uno de los responsables mas importantes de la etapa asimilatoria, el transportador
heterélogos de acidos urénicos, ya que es necesario recabar informacion experimental para
discernir que los acidos urénicos que estan siendo integrados son responsables éstos o
simplemente los muchos transportadores inespecificos/promiscuos que posee S.

cerevisiae, considerando su destacable capacidad adaptativa.
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Capitulo IV: Molecular Docking de transportadores de
acidos urdnicos

1. Introduccion

1.1.Modelacion de proteinas

De la informacion disponible en relacion a los transportadores que podrian ser de utilidad
para los &cidos urénicos en S. cerevisiae, existe informacion sobre las estructuras terciarias
de proteinas transmembrana que se han caracterizado para moleculas similares en su
estructura como acido quinico y acido galacturonico (Benz et al., 2014; Enquist-Newman et
al., 2014). Una de los objetivos planteadas en este trabajo consiste en evaluar de forma
preliminar con informacion de literatura y herramientas in silico, si existen transportadores
gue de forma analoga pudiesen ser utilizados para integrar los acidos urénicos hacia el
espaico citoplasméatico. Para este propdsito, existen herramientas que nos permiten
disponer de una aproximacién a las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas,
mediante técnicas de analisis estructurales por homologia. Muchas de las metodologias
para obtener la estructura de una proteina se basan en la obtencion de un templado que
permite en base a una estructura determinada por metodologias experimentales, generar
asociaciones con la estructrua primaria, estructruras secundarias y terciarias con
secuencias conservadas, dentro de éstas RaptorX es una aplicacibn que permite la
obtencion de templados de proteinas de diversa naturaleza con el fin de estudiar la
estructura terciaria y determinar sus zonas de interés, como el sitio activo y centro regulador
(Bordoli et al., 2008).

1.2.Modelamiento de proteinas por homologia

El modelamiento por homologia puede entregar una mayor cantidad de informacion en el
caso la existencia de proteinas con caracteristicas similares, como es el caso de las familia
MFS de transportadores, a diferencia de las técnicas de novo, que si bien entrega
informacion mas personalizada del templado que se desea analizar pero las tecnologias
actuales solo es posible modelar estructuras pequefas y sencillas y aun carecen de cierta
precision (Kiefer et al., 2009). Dentro de los métodos para la obtencion del templado existen
algunos servidores web como también algunos software , que ademas permiten evaluar de

forma complementaria mediante herramientas la calidad el ensamblaje, realizando
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comparaciones entre cada unas de las estructuras citadas, con el fin de construir un
templado nuevo que se adecue a la secuencia primaria ingresada. Muchos de los
servidores web requeridos realizan los estudios por homolgia usando bases de datos
gendmicas, buscando probabilidades de encontrar un gen anotado que codifique para una
proteina especifica que permita un rango de identidad aceptable como Protein Data Bank,
SCOP, DALI y CATH (disponible en anexo G). Otros métodos mas desarrollados permiten
realizar andlisis mas finos segun las estructuras que se estan estudiando mediante andlisis
de alineamientos mdultiples que son apropiados para poder establecer relaciones
estructurales cuando el templado y la proteinas de interés poseen una identidad menor al
25%. Estos métodos son mas sensibles para poder detectar asociaciones remotas entre la

secuencia y la estructura de una proteina.

Existen un tercer tipo de métodos que realizan un alineamiento en el cual se comparan
secuencias de proteinas con otras de estructuras de proteinas conocidas mediante un
mecanismo de correccidn de los alineamientos segun la funcién esperada de las proteinas.

Es un método recomendado cuando no se tiene informacién sobre la estructura de interés.

1.3. Estrategia de modelacion

De estas metodologias se desprenden estrategias de construccion de modelos
dependiendo de las condiciones iniciales que se tengan producto del alineamiento por
secuencias de DNA y funciones putativas de la proteinas a modelar, dentro de las cuales
las mas utilizadas son: i) ensamble de cuerpos rigidos (Bordoli et al., 2008), ii) Unién por
reconstruccion coordinada (Marti-Renom et al., 2000), iii) satisfacciébn de restricciones
espaciales (Sali, 1995), iv) modelamiento por loops y V) reconstruccion por cadenas
laterales (Bower et al., 1997; Fischer and Eisenberg, 1996). La primera metodologia se
centra en realizar un andlisis por homologia centrado en las posiciones de los carbonos alfa
de los aminoacidos mas conservados en el espacio tridimensional, de forma que se
superponen las estructuras mas conservadas con el fin de establecer patrones de mayor
similitud para construir los templados. Fiinalmente de establece una correccién de las
cadenas laterales mediante un andlisis por dinamica molecular o uitilizando patrones
observados por difraccion de rayos X. La segunda metodologia utiliza el principio de
modelacion de una proteina por un fragmentos de 6 péptidos que pueden ser de hasta 100
clases diferentes, de esta forma los carbonos alfa de la estructura pueden ser utilizados

como una guia para construir diversas clases de hexapéptidos que van dilucidando las
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zonas conservadas de las proteinas (Vriend et al., 1994). Todos los fragmentos
ensamblados son comparados con hexapéptidos de estructuras conocidas y se van
configurando las zonas mas importantes que son caracteristicas de su actividad o funcion,
como el sitio activo de las enzimas hasta tener un templado coherente. La tercera estrategia
de refinamiento de modelos consiste en observar las restricciones que se encuentran
generalmente presentes en la posicion y orientacion de los residuos de la cadenas peptiica,
las que son comparadas con un templado. Posteriormente se consideran restricciones
estereoquimicas que permiten afinar las comparaciones entre las posiciones, angulos y

superficies de contacto (Bruccoleri, 1993).

La cuarta estrategia para refinar modelos estructurales consiste en célculos iterativos del
plegamiento de una proteina, generalmente enfocados en la estructura secundaria. Dado
que dentro de una familia de protéinas pueden existir distintos variabilidades estructurales
causadas susticiones, deleciones e inserciones que ocurren principalmente en los loops de
las estructuras éstas pueden determinar la especificidad funcional de un marco de
proteinas, contribuyendo a las caracteristicas del sitio activo y sitios de unién. Por lo general
es muy util para poder describir y refinar zonas de la proteina que interaccionan con un
ligando (Marti-Renom et al., 2000).

Posteriores estudios son necesario para poder establecer las diferencias especificas entre
la protéinas que se desea modelar y la estructuras conocidas que se estan utilizando como
templado, y para esto se utiliza la quinta estrategia descrita, en la cual se utiliza la
informacion disponible sobre las diferentes interacciones intermoleculares entre las
residuos de los aminoacidos que le otorgan la estabilidad a la estructura terciaria. Dentro
de esto los mas utiles suelen ser los puente disulfuro, donde se estudia el efecto de
interaccion entre la cadena principal y las cadenas laterales, como también la distribucion
de los angulos a lo largo de la estructura de la proteina, los cuales son complementados

con célculos energéticos y de estabilidad de la estructura (Ver anexo G).

2. Metodologia in silico

Todas las aproximaciones anteriormente mencionadas pueden ser complementarias bajo
un modelo que pueda integrar, compatibilizar y automatizar éstas herramientas. Este
trabajo se enfoca en el uso de estas herramientas para la construccion de las estructuras

de los transportadores de &cido galacturénico (GAT-1) de Neurospora Crassa y &cido
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quinico (quTD) de Aspergillus nidulans, con el objetivo de comprender mas sobre su

funcion y capacidad de transporte alternativo de acido uronicos.

Para la obtencién de las estructuras de los transportadores, se realizé un modelamiento por
homologia identificando las protéinas con estructuras resueltas experimentalmente, que
generalmente son por difraccién de rayos X o resonancia magnética nuclear, las cuales
fueron utilizadas como un templado para modelar las estructuras de los transportadores.
Posteriormente se analizan los residuos correspondientes a una secuencia objetivo y
estructura del templado de interés mediante alineamientos con otras estructuras,
construccién de un modelo 3D en base a los estudios de homologia evauando la calidad
del modelo . Esta metodologia se ha logrado automatizar mediante el uso de algoritmos
que permiten rapidamente una estructura que puede ser evaluada con criterios de (Kopp
and Schwede, 2004; Marti-Renom et al., 2000).

Para la obtencién del templado de los transportadores se utilizé el servidor web RaptorX

((http://raptorx.uchicago.edu), que permite mediante la estructura primaria, realizar

predicciones de las estructuras secundiarias y terciarias de la proteina de interés realizando
alineamientos con secuencias homoélogas de la base de datos, en las cuales se proyectan
algunas estructuras. Posteriorment el servidor posee una etapa de valorizacién para medir

la calidad de construccion de la estructura modelada.

Una vez construidos los templados se realizé un estudio de Docking Molecular utilizando la

herramienta SwissDock (hitp://www.swissdock.ch), con el objetivo de predecir las

interacciones moleculares de los transportadores quTD y GAT-1 con los ligandos acido D-
Galacturénico, acido D-Quinico y DEHU. Dado que la interaccion es representada en
espontaneidad por la energia libre de Gibbs, es necesario realizar un estudio de molecular
docking diseccionado en tres partes, de forma tal que se estudia la interaccién el ligando
con la zona interna (IN), intermedia (INSIDE) y externa (OUT). Posteriormente se
compararon los valores de G obtenidos para establecer comparativas en las interacciones,
y determinar el movimiendo del ligando dentro de la estructura tubular de la proteina

transmembrana como también la direccion.
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3. Resultados y Discusion

Las estructuras obtenidas para el transportador GAT-1, se basaron en el templado 4GBY,
correspondiente a un transportador de D-xilosa de la familia MFS y de fuente biol6gica E.
coli (Figura 26). Este posee una estructura de barril con 10 dominios transmembrana, y un
tipo de transporte simporte. El transportador de acido D-Galacturénico modelado posee una
estructura de un tamafio de 50 kDa, con 10 dominios transmembrana predichos por el
servidor web RaptorX (Figura 27). Se logra obervar la formacioén de un canal de transporte
en el interior que sugiere un transporte similar al de la familia MFS, en el cual los ligandos
podrian pasar por difusién facilitada hacia el medio intracelular a través de una interaccion
con la estructura interna del barril. Otro templado que fue citado adicionalmente por la
construccién del servidor es el transportador de simporte 4PYP, correspondiente al
transportador de glucosa en Homo sapiens, en cual es considerado una proteina mas
distante a los transportadores de acidos urdnicos, y por lo cual posee un menor grado de

homologia.

Existen algunas dificultades para la construccion de la estructura dado a que la cercania de
los templados utilizados distan en parentesco filogenético a el transportador de interés. De
todas maneras la estrucutra final reportada por el servidor coincide con los patrones de
estructuras correspondientes a transportadores de azlcares, con al menos 12 dominios
transmembrana que disponen de la capacidad para formar un canal cuyos aminoacidos que
lo conforman y que poseen una orientacion de sus residuos hacia el interior pueden

interactuar de forma favorable para permitir el paso de los ligandos.
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Figura 26. Modelo estructural 3D del templado 4GBY, correspondiente a un transportador de D-xilosa
en E. coli.

Existen sutiles diferencias entre la estructura del transportador GAT-1 y quTD modelada,
en comparacion con los templados. Existen en GAT-1 ciertas secuencias peptidicas en los
extremos N-terminal y C-Terminal que no pudieron ser modeladas en su estructrura, lo cual
puede estar dado por la presencia de péptidos sefiales presentes en la codificacion de la
proteina. Esto se pudo validar de forma preliminar utilizando el servidor Signal-P 4.1
(Petersen et al, 2011) que de forma complementaria permite especular sitios de cortes que
revelen la presencia de péptidos sefiales, para expresion a nivel transmembrana. Se
idéntifia un sitio de corte en la posicion 37 del gen GAT-1 mientras que en la posicion 29 de
quTD. Ademas este programa identific6 dominios no citoplasmaticos presentes en ambos
genes. En la Figura 27A se logran observar las longitudes de las zoas no modeladas tanto
en los extremos N como C terminal. Se desconoce la funcién de la zona que no fue
correctamente modelada en las zonas C-Terminal de las proteinas transportadoras. Con el
objetivo de aclarar esto, se realiz6 un andlisis por homologia BLAST-P contra la base de
datos NCBI utilizando sélo los ultimos 16 aminoacidos de la estructura (C-terminal). Los
resultados indican que sOlo estdn presentes como dominios exclusivos de los
transportadores de quinato en los hongos filamentosos del género Aspergillus, ya que no
poseen identidad ni similitud con otros transportadores de azlcares conocidos. Se

requieren mayores estudios para refinar partes del modelo que no han sido correctamente
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modeladas, y que se desconocen estructuras conocidas que pudiesen indicar su funcion

mediante modelamiento por homologia.
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Figura 27. Modelo estructural 3D del transportador de acido D-Galacturénico, Peso aproximado 50
kDa.

Figura 28. Estructura del templado 4PYP correspondiente al transportador de glucosa en Homo
sapiens.
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Respecto a los resultados de Molecular Docking se identifica una interaccion de los
transportadores modelados y los ligando en distintos grados. La espontaneidad con la cual
es medida corresponde a las variaciones de la energia libre de Gibs (AG), en casa una de
las secciones de la estructura del transportador modelado. Para evaluar la pertinencia de
el uso de los templados para la construccién del transportador GAT-1, es necesario evaluar
la interaccién de estos entre 4GBY (transportador de xilosa proveniente de E. coli), con los
acidos urénicos en su forma DEHU. Las proyecciones muestran una interaccion con
espontaneidad creciente desde la zona extracelular, como se rpresenta en la figura 29.
Posteriormente la interaccion a través de canal se puede observar en la figura 30,
interaccionando con los polipéptidos los dominios transmembrana, en la vision lateral del
barril (Figura 30A), y posteriormente se observa la interaccion con el DEHU en la zona
intracelular en la figura 31C. Si bien estas interacciones sélo describen la espontaneidad
de la interaccion de el ligando con las cadenas laterales orientadas hacia el interior del
barril, se pueden observar pequefias diferencias en la interaccion si comparamos la
espontaneidad en términos de enegia libre calculada por los modelos entre cada uno de los
transportadores y los ligandos correspondientes. Tanto los templados 4GBY, 4PYP, como
los transportadores quTD y GAT-1 pudieron interactuar en sus tres secciones IN, INSIDE
y OUT (figuras 33 - 39), identificando niveles generalmente decreciente en su mayoria. En
la tabla 6, se logra observar diferencias importantes en la interaccién con los ligandos
DEHU, &cido D-galacturénico (GA) y acido quinico (QA), que corresponden a los ligandos
nativos de estas estructuras modeladas. Con el fin de estudiar el efecto de docking con los
ligandos se incluyeron en el analisis estudios de docking con los templados utilizados 4GBY
y 4PYP, quieren demostraron también poseer cierta interaccion con éstos. Se observa que
existen diferencias en los valores AG de las estructuras modeladas y templados, que siguen
un patron de secuencia desde la zona de entrada del ligando (IN), pasando por la zona de
comunidad interna del canal (INSIDE) y salida (OUT) (tabla 6), correspondiente al medio
intracelular. De esta forma también es importante estudiar que existen variaciones
importante de los célculos de energia libre en la trayectoria del ligando desde la entrada
hacia la salida del canal, que oscilan entre los valores de -3 y-7 kcal/mol aproximadamente,
por lo que es necesario estudiar el promedio de los valores en todas las posiciones y
angulos de interaccion de las tres secciones del canal, para esto se dispone de los valores
Avg_IN, Avg_INSIDE y Avg_OUT, en los cuales observan valores alrededor de los -3y -4
kcal/mol. Una de comprender de mejor forma estas diferencia de valores de energia libre

se presenta en la ilustracion de la figura 40, que muestra la trayectoria del ligando en
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términos de las variaciones de los valores mas pequefios de energia libre y sus promedios
en las posiciones de los canales. El valor IN muestra un vlaor promedio mayor de energia
libre, y éste va disminuyendo a medida que pasa por el canal (INSIDE), para llevar a un
menor valor que es el OUT, entrando al medio intracelular por difusién de forma facilitada.
Este patrén revela por si misma que el transportador GAT pudiese ser un candidato para
transportar los acidos uroénicos, al cumplir por el patrén decreciente que favorece la
espotaneidad de la interaccién de ligando hacia e medio intracelular como se representa en
la figura 40. Los templados 4GBY y 4 PYP muestran una alta interaccion en la zona de
entrada del ligando, pero ésta se pierde a medida que pasa por el canal en un caso y en el
otro al momendo de pasar por el extremo hacia el medio intracelular, indicando que no son
propicios para poder transportar el ligando DEHU. EIl transportador quTD muestra un
comportamiento diferente a los anterior, en las cuales la espontaneidad disminuye a medida
gue pasa por el canal hacia el medio intracelular, lo puede puede sugerir que no es un buen

transportador de &cidos urénicos.

Figura 29. Molecular Docking entre la estructura 4GBY (verde) y DEHU (rojo). Proyeccion: OUT. A:
vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.
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Figura 30. Molecular Docking entre la estructura 4GBY y DEHU. Proyeccion: INSIDE. A: vista latera
del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.

Figura 31. Molecular Docking entre la estructura 4GBY y DEHU. Proyeccion: IN. A: vista latera del
barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.
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Figura 32. Molecular Docking entre la estructura 4GBY y acido D-galacturénico. Proyeccién: OUT.
A: vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.

Figura 33. Molecular Docking entre la estructura 4GBY y acido D-galacturénico. Proyeccion:
INSIDE. A: vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.
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Figura 34. Molecular Docking entre la estructura 4GBY y acido D-galacturénico. Proyeccion: IN. A:
vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.

Figura 35. Molecular Docking entre la estructura GAT y DEHU. Proyeccion: OUT. A: vista latera
del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.
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Figura 36. Molecular Docking entre la estructura GAT y DEHU. Proyeccion: IN. A: vista latera del
barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.

Figura 37. Molecular Docking entre la estructura GAT y &cido D-Galacturénico. Proyeccion: IN. A:
vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.
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Figura 38. Molecular Docking entre la estructura GAT y acido D-Galacturénico. Proyeccion:
INSIDE. A: vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.

Figura 39. Molecular Docking entre la estructura GAT y acido D-Galacturénico. Proyeccién: OUT.
A: vista latera del barril, B: vista barril cara extracelular, C: vista cara intracelular.
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Tabla 6. Energia libre de Gibbs estimada en las posiciones IN, INSIDE y OUT de Molecular
Docking. Se muestra el detalle de las tablas de mayor valor presente.

-5,30

-5,80

-6,30

-6,80

Estimado AG (kcal/mol)

-7,30

-7,80

Docking AG [kcal/mol)
Proteina ligando OUT
4GBY DEHU -6,53 -6,39
4PYP DEHU -6,50 -6,35
GAT DEHU -6,07 -5,52
quUTD DEHU -6,28 -7,40
4GBY GA -6,80 -6,74
4PYP GA -6,63 -6,42
GAT GA -6,15 -5,46
quUTD GA -6,44 -7,43
4GBY QA -6,47 -6,33
4PYP QA -6,33 -6,33
GAT QA -5,66 -5,46
quUTD QA -6,94 -6,86

6,47
6,63
-5,93
7,16
6,41
6,74
-6,07
7,54
-6,33
6,26
-5,61
6,83

Molecular Docking: Trayectoria ligando mejores

ouT

promedios

INJIDE

Segmentos de docking

IN

=

—i— 4GBY DEHU
—&— 4PYP DEHU
—@— GAT DEHU

—>*—qUTD DEHU

Figura 40. Comportamiento de la espontaneidad en la interaccion ligando-transportador de las
proteinas MFS 4GBY (templado del transportador xilosa) , 4PYP (templado del transportador
glucosa), GAT (estructura del transportador acido D-galacturénico) y quTD (estructura del
transportador acido D-quinico).

Para validar la posible efectividad

de los transportadores de estudiados para los

monomeros de alginato, es necesario ademas de los estudios in silico realizar prueba de

transporte ya sea mediante la purificacion de la enzima o mediante analisis de crecimiento
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utilizando alginato como Unica fuente de carbono. Las limitantes de este estudio radican
en que el clon obtenido S288c-47 no posee los genes necesarios para la expresion de los
transportadores de 4cidos urénicos, sino que solo todos los otros genes necesarios para
establecer su ruta degradativa. Por consiguiente es necesario realizar estudios adicionales
gque permitan la integracion de éste gen faltante en la ruta degradativa de Saccharomyces
cerevisiae S288c, los cuales pueden ser realizado mediante la construccion de vectores
episomales que posean Unicamente le gen faltante de tranpostador putativo de &cidos
uronicos en estudio, y transformar nuevamente el clon S288c-47 con vectores de expresion

gque contengan las enzimas faltantes.
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Capitulo V: Construccion de vectores episomales y

Analisis enzimaticos de la ruta

1. Metodologia

1.1. Construccion de vectores de expresion en S. cerevisiae

Debido a que en los estudios previos la cepa transformada no contenia los genes
codificantes para la proteina transportadora fue necesario considerar buscar otro método
de transformacion que permitiera ingresar el gen faltante de la ruta metabdlica. Para esto
se realizaron construcciones de vectores episomales utilizando el kit comercial Sure
Vector® (Agilent Genomics, California), mediante modificaciones y ensambles utilizando

Gibson Assembly.

Los genes fueron amplificados utilizando PCR phusion con partidores con cola para Gibson
assembly para ligar en el vector episomal Surevector pSV-HPH. Se realizé una construccion
segun las indicaciones del fabricante (Sure Vector Cloning & Expression Kit, Agilent). Se
utilizados los médulos resistencia a ampicilina como seleccién bacteriana (Bla), origen de
replicacion pUC para la obtencién de un alto nimero de copias en E. coli, sitio de replicacion
auténoma yARS para vector episomal en Slot XP1, resistencia a neomicina (NeoR) y
promotor de expresidn constitutiva (Gall) para el gen de interés Aly. Posteriormente el
vector construido fue perpetuado mediante transformacion de células electrocompetentes
E. coli TOP10, almacenado en glicerol stock y extraido mediante el kit GeneJet plasmid
miniprep extraction (Invitrogen®). El vector construido fue integrado utilizando el protocolo
y disefio de partidores de ligacion del manufactador para obtener pSV-Aly, el cual fue
posteriormente modificado en una segunda oportunidad para sustituir el marcador de
seleccidn, por el ya utilizado previamente gen resistencia a hygromicina (HPH). Para esto
se disefaron partidores que flanquearan el gen NeoR vy lo sustituyeran por el modulo
completo de expresion HPH construido en experimentos anteriores utilizando la técnica de
Gibson Assembly. Con este vector pSV-HPH-Aly, se utiliz6 como base para la construccion
de los otros vectores que disponen de los genes de la ruta degradativa de alginato; enzimas
Oly, DehR, KDGK y KDGPA vy transportadores quTD y GAT-1. Estos vectores se
contruyeron mediante partidores para Gibson assembly, amplificando el molde del vector y

sustituyendo el gen de interés.
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1.2. Condiciones de crecimiento

Los vectores construidos fueron previamente perpetuados en E. coli TOP10 y concentrados
para realizar transformaciones en S. cerevisiae S288c y clon S288c-47 para la obtencién
los transformantes con los vectores episomales detallados en la tabla 7, utilizando los
protocolos de transformacion descritos anteriormente en la metodologia del capitulo 1l
(1.1). Los transformantes fueron crecidos en matraces de 250 mL con 100 mL de medio
YPD suplementados con Hygromicina B 100-250 pg/mL para seleccion y cultivo liquido, y
crecidos durante 60 hrs, para posteriormente extraidas las protéinas totales segun

protocolos previamente descritos.

1.3. Andlisis de las enzimas presentes en Sc47

Para evaluar la presencia de las proteinas de la ruta degradativa de alginato, fue necesario
realizar purificaciones independientes de los transformantes, ya que éstos poseian una cola
de histidina 6x HisTag para que pudiesen ser purificadas por cromatografia de afinidad.
Esto con el fin de poder identificar la expresién a nivel extracelular de las enzimas del tipo
liasas, como también a nivel intracelular las proteinas encargadas en la integracion

metabdlica de los acidos urdnicos a piruvato.

Los cultivos crecidos se lavaron en medio PBS en tubos falcon de 50 mL tres veces con
centrifugados por 10 minutos a 4500 RPM. Se guard6 el sobrenadante y el pellet se
resuspendié en 0.1 volimenes de PBS (10 mL) para ser posteriormente lisado en sonicador
de pedestal. Posteriormente se realizd una concentracion con sulfato de magnesio al 50%
durante 16 hrs para concentrar las proteinas totales del pellet, y finalmente se llevd a una
didlisis en el kit Slide-A-Lyzer™ G2 Dialysis 3.5K (ThermoFischer®, Inc.) Cassettes con 3
mL de capacidad. La dialsis se llevo a cabo en buffer PBS pH 7.2 durante 8 hrs para obtener
el purificado total de las proteinas para posteriores estudios. Se prepar6 una purificacion
utilizando la resina Ni-NTA Gravity Flow (Qiagen®), para la purificacion de los 3 mL

dializados mediante un buffer de lisis, lavado y elucion.
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1.4. Electroforesis en SDS-PAGE

Se realiz6 una electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en camaras Biorad®.
Para esto fue necesario la preparacion de un gel de poliacrilamida en condiciones
polimerizantes al 12%. Se cargaron muestras de sobrenadante (medio extracelular) y pellet
(proteina intracelular), usando buffer de carga 6X SDS, para las muestras del lisado total,
lisado por columas, lavado y eluciéon. La actividad especifica de las enzimas de midié en
las fracciones de elucidn en la cuales se observo su presencia en éstas por tamafio de cada

una.

1.5. Ensayos enzimaticos

La actividad de la enzimas alginato liasa de midié por la formacién de dobles enlaces que
ocurre producto del mecanismo de B-eliminacion de la misma, produciendo DEHU en los
extremos no reductores. Esto se puede medir por espectrofotometria de absorcion a 235
nm. Se cargaron 5 uL en placas de 96 pocillos y se agregd 180 uL de alginato de sodio al
0,2% y se agitd en el mismo espectrofotbmetro de placa durante 5 segundos antes de cada
medicion. Se establece que 1 unidad de la actividad es definida como la cantidad de

enzimas requerida para producir una OD de 1,0 ajustado a 232 nm por minuto.

La actividad de DEHU reductasa se realiz6 con el lisado celular que contenia en un ensayo
espectrofotométrico midiendo la oxidacién de NADPH cuando el DEHU es reducido a KDG.
La reaccién consistio en un buffer con 50 mM HEPES (pH 7,4) NaCl 100 mM, KCI 50 mM,
MgCl> 2 mM, 0,005% de Triton X-100, 4 mM de NADPH a un volumen final de 50 uL. La

reacciéon comienza agregandole 5 uL del crudo lisado.

La actividad de KDGK se realizé midiendo el consumo de NADH asociado con KDGPA 'y la
actividad de lactato dehidrogenasa (LDH). KDG se rompe a piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato, luego la enzimas LDH reduce el piruvato en lactato oxidando NADH. Se prepar6 un
buffer con 50 mM HEPES (pH 7,4) NaCl 100 mM, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 0,005% de
Tritén X-100, NADPH 4 mM, 10 mM ATP, 5 mM de KDG, 2 pg/mL de KDGPA purificada y
50 pg/mL de LDH en un volumen final de 50 pL. KDGPA se midi6 bajo las mismas

condiciones considerando el consumo de NADH por la enzima LDH.
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2. Resultados y Discusiones

2.1. Vectores Episomales

La tabla 7 muestra los tamafios aproximados de los constructos utilizados para realizar las

posteriores transformaciones necesarias para purificar las eznimas y medir sus actividades.

Tabla 7. Construcccion de vectores episomales obtenidos mediante SureVector y Gibson Assembly

Nombre Gen contenido Resistencia Tamaiio (bp)

pSV-Aly Alginato liasa Neomicina 6994

pSV-HPH-Aly Alginato liasa Higromicina B 7692

pSV-HPH-Oly Oligoalginato liasa Higromicina B 9201

pSV-HPH-DehR  DEHU reductasa Higromicina B 7938

pSV-HPH-KDGK  Ceto-deoxi-gluconato quinasa Higromicina B 7800
Ceto-deoxi-gluconato fosfato

pSV-HPH-KDGPA aldolasa Higromicina B 7461

pSV-HPH-QUTD transportador de acido quinico Higromicina B 8484
transportador de acido

pSV-HPH-GAT-1 galacturdnico Higromicina B 8575

2.2. Electroforesis de proteinas

Se presentan los resultados de purificacion de las enzimas por columna de afinidad en el
protocolo gravity Flow Ni-NTA. Es posible identificar tanto en el sobrenadante como en el
precipitado célular las enzimas alginato liasas de 31 kDa. La intensidad de las bandas
sugieren que la mayor parte de la proteina heteréloga se esta expresando a nivel
intracelular en el citosol, mientras que en el sobrenadante la cantidad de proteina presente
puede ser menor. La enzima alginato liasa no fue posible de obtener purificada, debido a
que no pudo ser retenida en la columna de afinidad. Estudios previos han detectado que
enzimas del tipo alginato liasa han presentado interrupciones en la adquisicion de su
estructura que se ha traducido en una alteracién de su actividad (Huang et al., 2013). Sin
embargo, es posible observar que la acitivacion del péptido sefial permite la excrecion a
nivel extracelular de la enzima, pero gran parte de ella se sigue encontrando en el citosol,
y no es liberado al medio extracelular. Estudios previos de expresion heteréloga de enzimas
han presentado diversos inconvenientes en la expresion de enzimas hidroliticas, debido a

los mecanismos naturales de defensa del organismo modelo, como ubiquitinacion y
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degradacién, agregacién vacuolar y protedlisis. En esta respuesta de la levadura pueden
estar interaccionando muchos fendbmenos como la estructura y las glicosilaciones que
puede estar sufriendo la proteina, y como se han evidenciado previamente que las colas de
histidinas pueden afectar la actividades, se especula que esto haya afectado el correcto
plegamiento y que por lo tanto haya sido reconocida por patrones de glicosilaciones que
sefalicen vias degradativas, y que por lo tanto el péptido sefal no haya sido reconocido
correctamente por la maquinaria celular. Estudios posteriores son requeridos para poder
comprender mas en detalle un mecanismo de expresion y purificacion de enzimas del tipo
alginato liasas en S. cerevisiae, bajo promotores no necesariamente constitutivos que
promuevan una expresion estable y eviten problemas de plegamiento. Ademas es
necesario incursionar en otros mecanismos de excrecion celular, que tengan menor relacion
con sistemas de compatimentalizacion celular o bien que eviten relacion con los mecanismo

de ubiquitinacion y degradacién por protedlisis de proteinas mal plegadas.

M P1 S4 P2 S2 PR3 S3 P4 S4

120 kDa

35 kDa

-
-

Figura 41. Analisis de enzima alginato liasa (Aly) recombinante (31 kDa) en S. cerevisiae S288c
transformada con pSV-HPH-Oly. M: Pierce prestained protein MW marker (ThermoFischer
cat:26612), P1-4: pellet cellular, S1-4: sobrenadante.

La figura 42 muestra la expression y purificacion de la siguiente enzima de a ruta metabdlica

oligo alginato liasa, que fue identificada con un tamafio de 87 kDa mostrando una gran
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produccion de la proteina. La presencia de la banda se puede observar en las fracciones
de lavado de la purificacion, a medida que se cargan las fracciones de elucién es posible
un incremento de la proteina. Esta enzima por ser un tamafio mayor, posiblemente pueda
afectar que el protocolo de purificacion deba ser modificado disminuyendo las
concentraciones de imidazol en los lavados, e incrementandola en la purificacion. Se
observa una proteina de menor tamafoen las fraciones de lysis, de un tamafo inferior a los
85 kDa, que aparece también en las fracciones de lavado, pero va desapareciendo a
medida que se avanza en las fracciones de elucién. Esto puede deberse a una proteina
nativa con propiedades similares a la columna de afinidad en las condiciones que se purifico
la proteina como también un problema en la epresién de la proteina, que genera un tamafio

mas pequefio y que por lo tanto interacciona de forma diferentes con la columna de afinidad.

WA W28 W3 EWASSWS I EASE28 E3E B4R E28 | E3E MM

Figura 42. Andlisis de enzima Oligoalginato liasa (Oly) recombinante (87 kDa) en S. cerevisiae
S288c transformado con pSV-HPH-Oly, purificada por Ni-NTA gravity-flow. M: Pierce prestained
protein MW marker (ThermoFischer cat:26612), L1-3: repeticiones del lisado celular, W1-5: buffer
lavado a través de columna, E1-3: buffer elucion a través de columna.

Mas adelante se observan los resultados para las enzimas responsables de la integracion
de los acidos uronicos al metabolismo de S. cerevisiae, mediante la implementacion de la
ruta heterdloga de Entner-Doudoroff. La primera enzima corresponde a la enzima DEHU
reductasa, la cual no fue posible de identificar mediante SDS-PAGE la presencia de la
proteina. Los resultados de purificacién por afinidad tampoco mostraron la retencion de
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alguna proteina ni la elucion de ésta. Si bien estudios previos mostraron que los genes se
encuentran especificamente, es posible que ésta proteina sea degrada por la maquinaria
celular de S. cerevisiae, como también que la expresion no sea lo suficientemente

importante para que se pueda visualizar en el gel.

La siguiente enzima ceto deoxigluconato quinasa, se puede observar en un tamafio de 34
kDa (figura 43), en el cual se puede obervar en el lisado celular, como también en las
fracciones de lavado. El tamafio estd presente en las fracciones de elucién, donde se
observa una banda Unica correspondiente al tamafio de la enzima. En los lavados hay una
banda que aparece cercano a los 50 kDa, lo cual puede sugerir que la enzima posiblemente
forma estructuras de dimerizacion, lo cual se ha evidenciado en otros estudios de enzimas
de este tipo (Ohshima et al., 2004).

L1 Wi w2 w4 E1 E2l M

Figura 43. Preparacion de enzima ceto-deoxigluconato kinasa (KDGK) recombinante (34 kDa). M:
Pierce prestained protein MW marker (ThermoFischer cat:26612), L1: lisado celular, W1-2: buffer
lavado a través de columna, E1-2: buffer elucion a través de columna.

Posterior a la enzima ceto deoxi gluconato kinasa, es necesario evaluar la presencia de la
enzima ceto deoxigluconato fosfato aldolasa (KDGPA), la cual se puede observa en un
SDS-PAGE de la figura 44, se observa en el lisado total una banda prominente de tamafio
de 40 kDa aproximadamente, que no corresponde al tamafio esperado de la proteina
KDGPA. A medida que se realizan los lavados la proteina comienza a salir de la columna
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hasta llegar al lavado 4 (W4), mientras que en las fracciones de elucibn comienza a
aparecer el tamafo esperado de KDGPA (11 kDa). No existen reportes que pudiesen
sugerir que la enzima KDGPA forma estructuras diméricas que pudiesen afectar la
interpretacion su un patrén electroforético, por lo que este resultado podria indicar la
formacion de cuerpos de inclusién en los precipitados totales celulares, mientras que a
medida que se eluyen las fracciones se logra observar parte de la proteina que mantiene
su plegamiento correcto. Este fendmeno es un indicado que los promotores constutivos
para la expresion en vectores episomales puede no ser la mejor estrategia para la actividad
de la enzima KDGPA. Por otro por lo general los patrones de expresion presentes genes
gue se han integrado en el genoma por recombinacion homéloga presentan menores

niveles de expresion utilizando los mismos promotores consitutivos (Flagfeldt et al., 2009)

M TC L1 W1 W2W3 W4 E1 E2) E3 E4

Figura 44. Preparacion de enzima ceto-deoxigluconato fosfato aldolasa (KDGPA) recombinante (11
kDa). M: Pierce prestained protein MW marker (ThermoFischer cat:26612), TC: Lisado celular total

L1: proteinas en lisis buffer, W1-4: buffer lavado a través de columna, E1-4: buffer elucion a través

de columna.

2.3. Actividad enzimatica de las fracciones

La actividad de las enzimas alginato y oligo alginato liasas fue medida en funcién de la

formacion de los azucares reductores generado en la reaccion. La actividad detectada para
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la enzima alginato liasa es de 61,6 U por mg de proteina, mientras que la actividad generada
para la enzima oligoalginato liasa es de 18,9 U/mg. En otros estudios, la actividad de la
enzima alginato liasa en E. coli puede llegar al orden de los 1324 U/mg de proteina (Shimizu
et al., 2003). Por otro lado la baja actividad de la enzima oligo alginato liasa puede afectar
la capacidad de generacion de acidos urénicos que pueden ser incorporados en la ruta. En
otros microorganismos recombinantes se ha logrado expresar la actividad de enzimas del
tipo oligo alginato liasa del orden de los 29 U/mg de proteina (Jagtap et al., 2014). La enzima
se encuentra tanto en el sobrenadante como también a nivel intracelular, la enzima medida
corresponde a la enzima total. Estudios posteriores se requieren para poder evaluar la
actividad especifica de la enzima liberada exclusivamente hacia el medio extracelular. De
esta forma la actividad de las enzimas podria ser aumentada estudiando la causa, si bien
puede estar asociada a los niveles de expresién o bien a la capacidad de liberacion

extracelular por el metabolismo de S. cerevisiae.
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Figura 45. Actividad especifica de enzimas Aly y Oly producidas en S. cerevisiae S288c
con vectore pSV-HPH-Aly y pSV-HPH-Oly en las eluciones de purificacion por Ni-NTA
gravity Flow..

La actividad de las otras enzimas la ruta se pueden apreciar en la figura 45, en la cual la
enzima KDGK y KDGPA fueron medidas de forma acoplada con la actividad de la enzima
lactacto deshidrogenasa, evaluando el consumo de NADH. La actividad de la enzima KDGK

es de 0,23 pumol por minuto por mg de proteina, un 30% inferior a la actividad de KDGPA
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de 0,342 ymol por minuto por mg de proteina. La actividad de la enzima DehR no pudo ser
determinada en fracciones de elucién de proteina purificada, ya que no se observa presente
en los resultados anteriores de SDS-PAGE. A pesar ser sido medida en el crudo en funcién
el consumo de NADPH (Ver Tabla Anexos 1), no es posible obtener resultados
concluyentes sobre su actividad debido a la cantidad de enzimas presentes en el crudo,
que potencialmente podrian inteactuar como agentes generadores y/o consumidores de

este cofactor.

La actividad de las enzimas puede ser considerada deficiente si se desea expresar de forma
heter6loga una ruta méas eficiente, sin embargo el consumo de cofactores genera un
desbalance redox en el organismo y plantea la necesidad de implementar una mejora para
alcanzar el equilibrio. Una alternativa propuesta en estudios previos menciona que una
forma de equilibrar el balance redox podria ser integrar la ruta degradativa de manitol para
llegar a razones entre 1 — 1,6 entre consumo de NADH por DehR y generacion de éste por

la enzima involucrada manitol deshidrogenasa (Contador et al., 2015).
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Figura 46. Actividad enzimatica de las enzimas KDGK y KDGPA obtenidas desde los
transformantes de S. cerevisiae S288c con los vectores pSV-HPH-KDGK y pSV-HPH-
KDGPA en eluciones de purificaciéon mediante Ni-NTA gravity Flow.

Mediante estudios de termoestabilidad y adaptacion al pH se pueden buscar alternativas a
las enzimas KDGK y KDGPA, con el fin de evaluar cudles son los factores adicionales que
podrian contribuir al aumento de la actividad especifica de cada una de ellas, de una forma
tal que genere un aumento en el rendimiento global de la ruta degradativa. Asi también se
requieren evaluar otros factores que pueden afectar a la actividad de la enzima, como la
regulacion de los niveles de expresion en S. cerevisiae, dada la alta carga metabdlica
incorporada al establecer 6 genes herdlogos mediante promotores constitutivos, dentro de

lo cual la regulacion en la expresion de las enzimas en proporcion a su actividad y a la
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estequiometria de la ruta especifica podrian ayudar precisar un incremento de la actividad

degradativa de alginato.

Las enzimas del tipo KDGPA son conocidas por requerir para su correcto funcionamiento
la participacion de cluster del tipo [Fe-S] (Benisch and Boles, 2014), siendo éste factor una
limitante para el aprovechamiento maximo de su capacidad catalitica. La enzima expresada
en este estudio posee un valor comparable con la actividad reportada de otras fuentes
heterélogas como E. coli mediante promotores constitutivos para S. cerevisiae (Enquist-
Newman et al., 2014), sin embargo es un 35% inferior a las reportadas con mayor actividad,
obtenidas desde el microorganismo Vibrio splendidus.Para el caso particular esta enzima
de tipo aldolasa, es necesario evaluar mecanismos para aumentar la disponibilidad de
cluster [Fe-S] ya sea mediante la implementacion de péptidos de fusiéon a la enzimas
aldolasas o bien el uso de péptidos sefal para la traslocacion hacia los complejos de
ensamble de hierro sulfuro a nivel citosélico, para lo cual es necesario una mayor

profundizacién sobre los mecanismos de sefializacién en S. cerevisiae.

Flnalmente aspectos generales como la optimizacion de codones, compartimentalizacién
de una ruta sintética de Entner-Doudoroff y andlisis de los flujos metabélicos asociados para
los genes heterdlogos también deben ser consideradas para incrementar la actividad en las

enzimas involucradas.
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Conclusiones

Se ha obtenido una cepa recombinante de S.cerevisiae S288c-47, que contiene la ruta
degradativa de alginato, consistente en las enzimas Alginato liasa, Oligoalginato liasa,
DEHU reductasa, KDG quinasa y KDGP aldolasa. Adicionalmente se tiene una version de
este transformante con un vector episomal pSV-HPH-GAT-1 que posee un crecimiento en
condiciones de alginato de sodio 10 g/L suplementado con glucosa 5 g/L, con un
crecimiento de un 20% superior a la nativa. Las actividades enzimaticas fueron detectadas
en clones independientes mediante vectores episomales con los médulos de expresion para
cada enzima independiente. No fue posible evaluar la expresién y actividad de DEHU
reductasa en los transformantes. Estudios de Molecular Docking sugieren que GAT-1 es un
transportador del tipo MFS candidato para la asimiaciébn de acidos urdnicos en S.

cerevisiae.
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Anexos

A. Tabla de partidores

N° Partidor Secuencia (5' -3")
1 Atuls557_FW TATAATTAACTAAACATGTTCACAACGTCCGCCTA
2 Atu_1557 RW ATAATTATATTAATCTCAGGCGGCCTTCTGGCGCG
3 TPI1t_FW CAGAAGGCCGCCTGAGATTAATATAATTATATAAAAA
4 TP1t RW TATATAACAGTTGAAATTTG
5 TP1t_ RW(2) TATATAACAGTTGAAATTTGGATA
6 ?HXT7p_FW ACTTCTCGTAGGAACAAT
7 ?HXT7p_RW AATCTTTTTGGACATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACT
8 KDGK_FW AATTTTAATCAAAAAATGTCCAAAAAGATTGCCGTGA
9 KDGK_RW TCGTGATTTTTGTTATTACGCTGGCATCGCCTCA
10 PGILt FW GCGATGCCAGCGTAATAACAAAAATCACGATCTGG
11 PGI1t RW TTTTAGGCTGGTATCTTGAT
12 PYK1p_FW AATGCTACTATTTTGGAGAT
13 PYK1lp_RW GGCAGAGGGACGCATTGTGATGATGTTTTATTTGT
14 Ato3025_FW TAAAACATCATCACAATGCGTCCCTCTGCCCCGGC
15 Ato3025 RW ACATAAGAGATCCGCTTAGAACTGCTTGGGAAGGGAGAGC
16 ADH2t FwW CCCAAGCAGTTCTAAGCGGATCTCTTATGTCTTTA
17 ADH2t RW TAGAATTATATAACTTGATGAGA
18 PDC1lp_FW CATGCGACTGGGTGAGCATA
19 PDC1p_RW GGCGAGGATGGACATTTTGATTGATTTGACTGTGTTATTTGT
20 qutD_FwW GTCAAATCAATCAAAATGTCCATCCTCGCCTTGGT
21 qutD_RW TTAGTTAAAAGCACTTTAAGCCTCCTCGACATACT
22 ENO2t_ FW GTCGAGGAGGCTTAAAGTGCTTTTAACTAAGAATTATTAG
23 ENO2t RW AGGTATCATCTCCATCTCCC
24 FBAlp_FW TCCAACTGGCACCGCTG
25 FBAlp _RW GACTTTGGACTCCATTTTGAATATGTATTACTTGGTTATG
26 KDGPA_FW TAATACATATTCAAAATGGAGTCCAAAGTCGTTGA
27 KDGPA RW TTAATTTGAATTAACTTACACTTGGAAAACAGCCT
28 FBA1lt_ FW GTTTTCCAAGTGTAAGTTAATTCAAATTAATTGAT
29 FBA1t RW GTAAGCTACTATGAAAG
30 FBA1t RW(2) GTAAGCTACTATGAAAGACTTTAC
31 PGI1t_RV(2) ACGGCCCCGGTATACTGGAGGCTTCATG
32 TEF2p_FW(2) AGTATACCGGGGCCGTATACTTACATATAG
33 HPH_full_fwd AAAGGAGGTGCACGCATTATG
34 HPH_full_rev cgtcttgagtTATATAACAGTTGAAATTTGGATAAGAACATC
35 aly_fwd ctottatataACTCAAGACGCACAGATATTATAAC
36 aly_rev aaatagtagcattACGATGAGAGTGTAAACTG
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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

oal_fwd
oal_rev
DehR_fwd
DehR_rev
KGDK_fwd
KGDK_rev
KDGPA_ fwd
KDGPA_rev
DOWN_full_fwd
DOWN_full_rev
PYK1p_fwd
PYK1p_rev
Ato3025_ fwd
Ato3025_rev
ADH2t_fwd
ADH2t_rev
KDGPA rev(2)
clusterl fwd
clusterl_rev
quTD_fwd
quTD_rev
DOWN(3)_fwd
DOWN(3)_rev
Cluster2_fwd
Cluster2_rev
gatl_rev
DOWN(4)_fwd
DOWN(4)_rev
RW VECTOR
FW VECTOR
HPHSV_FW
HPHSV RW
OST1 FW
OST1_RW
OST1Aly RW
OST10ly RW
AlyOST1_FW
OST1 FW(2)
OlyOST1_FW
Oly_RW(2)
AlySV_FW
AlySV_RW
OlySV_RW

ctctcatcgtAATGCTACTATTTTGGAGATTAATC
tttgtcgcggTAGAATTATATAACTTGATGAGATGAG
atataattctaCCGCGACAAATTACCCATAAG
tacgagaagtTATATAACAGTTGAAATTTGGATAAGAAC
ctgttatataACTTCTCGTAGGAACAATTTC
gccagttggaTTTTAGGCTGGTATCTTGATTC
cagcctaaaaTCCAACTGGCACCGCTGG
acgtcccatcGTAAGCTACTATGAAAGACTTTACAAAGAACTCG
agtagcttacGATGGGACGTCAGCACTG
CGGTATTACTCGAGCCCG
AATGCTACTATTTTGGAGATTAATC
agggacgcatTGTGATGATGTTTTATTTGTTTTG
catcatcacaATGCGTCCCTCTGCCCCG
agagatccgcTTAGAACTGCTTGGGAAGGGAGAGC
gcagttctaaGCGGATCTCTTATGTCTTTAC
TAGAATTATATAACTTGATGAGATGAG
CGGTATTACTCGAGCCCGTAATACAACA
AAAGGAGGTGCACGCATTATG
cagtcgcatgGTAAGCTACTATGAAAGACTTTACAAAG
agtagcttacCATGCGACTGGGTGAGCA
acgtcccatctAGGTATCATCTCCATCTCCCATATG
gatgatacctGATGGGACGTCAGCACTG
CGGTATTACTCGAGCCCG
AAAGGAGGTGCACGCATTATG
aagaaaagtactcGTAAGCTACTATGAAAGACTTTACAAAG
acgtcccatctAGGTATCATCTCCATCTCC
gatgatacctGATGGGACGTCAGCACTG
CGGTATTACTCGAGCCCG

TTGGGGCCAATACGCCCG
GAGGTCCGAAGACTCATTTAAAATY
ggcgtattggccccaaTAGAATTATATAACTTGATGAGATG
atgagtcttcggacctcAATGCTACTATTTTGGAGATTAATC
ATGAGGCAGGTTTGGTTCTCTTGGATTGTGG
AGCAGAAGACACGTTGAAAAAACATAGGAACAATC
AGTCAAAATTTCCATAGCAGAAGACACGTTGAAAAAACAT
GGCAGAGGGACGCATAGCAGAAGACACGTTGAAAAAACAT
AACGTGTCTTCTGCTATGGAAATTTTGACTTATTTGT
ATGAGGCAGGTTTGGTTC
AACGTGTCTTCTGCTATGCGTCCCTCTGCCCCGG
TTAGAACTGCTTGGGAAGG

GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGCGGTGGAAGTATGAGGCAGGTTTGGTTC
CTCGAGGAGATATTGTACACTAAACCAAATGTTAACCAACAGCAACTTCT
CTCGAGGAGATATTGTACACTAAACCAAATGTTAGAACTGCTTGGGAAG
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B. Protocolos
B.1. Extracccion de DNAg

La extraccion de ADNg se llevé a cabo utilizando el protocolo Promega ® DNA kit Extraction.
Se rezaliza un inéculo de 1 mL que crece durane 20 hrs, y se prepara un crecimiento hasta

alcanzar 1,9 x 108 células/mL, y es centrifugado a 5000 RPM por 4 minutos.

- Posteriormente se agregan 293 uL de EDTA 50 mM y se agit6 para resuspender las
células.

- Agregar 7,5 pL de de 75 U/pL de liticasa (Lyticase from Arthobacter Luteus Sigma
Aldrich® L-4025) e incubar por 37°C por 1 hora.

- Centrifugar a 5000 RPM por 2 minutos y se retirar el sobrenadante

- Agregar 300 pL de Nuclei Lysis Solution al precipitado y resuspender con
micropipeta (evitar formacion de burbujas).

- Agregar 100 pL de Protein Precipitation Solution y agitar por vortex vigorosamente
a alta velocidad por unos 20 segundos.

- Incubar la muestra por 5 minutos en hielo

- Centrifugar la muestra a 14.000 RPM por 5 minutos

- Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 mL, que contiene 300 uL de
isopropanol a temperatura ambiente.

- Agitar 4 veces por inmersion. Es muy importante no tomar nada del precipitado, ya
gue éste contiene el lisado celular y proteinas que contaminaran la muestra. El
isopropanol permite que el ADNg precipite, de forma tal que comienzan a formarse
una especie de estrias. Se debe seguir agitando por inversién del tubo hasta que se
forme un pequefio pellet.

- Centrifugar a 14.000 RPM por 2 minutos.

- Cuidadosamente decantar el sobrenadante y drene el tubo sobre una toalla
absorbente. Agregar 300 uL de etanol 70% a temperatura ambiente y luego invertir
el tubo muchas veces para lavar el pelet de DNA.

- Centrifugar a 14.000 RPM por 2 minutos. Cuidadosamente aspirar todo el etanol.

- Esperar que se seque el tubo. Alternativamente puede poner el tubo en un
termobloque abierto, a 50°C por 15 minutos para secar todo el etanol.

- Agregar 50 uL de DNA Rehydration solution e incubar a 65°C por una hora para
rehidratar el ADN.

- Cuantificar mediante Maestoro Nano®.
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B.2. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 utilizando el protocolo de Trizol™ Reagent,
especificamente la seccion de extraccion mediante cultivos en suspension de 1 x 107

céluas / mL.

- Se centrifugan 1 mL de cultivo a 5000 RPM por 10 minutos y se elimina el
sobrenadante.

- Se agregan 0,75 mL de Trizol® por cada 0,25 mL de muestra y se resuspender
utilizando micropipeta.

- Incubar las muestras por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la
disociacion del completo de nucleoproteinas.

- Agregar 0,2 mL de Cloroformo por 1 mL de reactivo Trizol™, utilizado para la lisis y
apreté fuertemente el tubo para evitar apertura por emision de gases e incubar por
3 minutos.

- Centrifugar por 15 minuto a 12.000 RPMy en 4°C. LA mezcla se para en dos fases.
La fase superior incolora corresponde a la fase acuosa, mientras que la fase inferior
es organica. En la fase acuosa se encuentra el ARN, en la interfase las proteinas, y
en la fase organica el ADN.

- Transferir la fase acuosa que contiene el ARN desde el tubo eppendorf
establecimiento un angulo de 45° para evitar tomar la interfase, a un tubo nuevo
eppendorf e 1,5 mL.

- Agregar 0,5 mL de isopropanol por cada 1 mL de Trizol™ e incubar por 10 minutos

- Centrifugar por 10 minutos a 12.000 RPM a 4°C. El ARN se hara visible como una
pellet de coloracion blanca.

- Descarte el sobrenadante

- Resuspender agregando 1 mL de Etanol 75% por cada 1 mL de Trizol™. Agite la
muestra con vortex.

- Centrifugar a 7.500 RPM a 4°C y luego descartar el sobrenadante

- Repetir el procedimiento de lavado etanol dos veces mas.

- Secar el pellet en una campana de flujo laminar por 10 minutos

- Resuspender el pellet agregando 50 pL de agua tratada con DEPC 0.1% con

micropipeta.
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- Incubar a 60°C por 15 minutos, enfriar a temperatura ambiente, medir
concentracion, integridad y almacenar a -80°C.
B.3. PCR KOD Hotstart Kit y OE-PCR

El protocolo de la enzima KOD polimerasa Hotstart se efectué segun las indicaciones del
manufacturador. La preparacion del cocktail PCR para una amplificacion convenciona

realiza con los siguientes reactivos:

Tabla 8. Preparacion de cocktail PCR para DNA Polimerasa KOD Hotstart (50 uL).

Reactivo Volumen (uL) Concentracion final
10X Buffer Hotstart 5 1X

MgS04 (25 mM) 3 1,5 mMm?®

dNTP (2 mM c/u) 5 0,2mM

Partidor Forward (10 uM) 1,5 0,3uM

Partidor Reverse (10 uM) 1,5 0,3uM

Templado 1 100 ng

KOD HotStart DNA polymerase 1 0,02 U/uL

Agua Libre Nucleasas 32 -

a: La concentracion de MgSO4 puede variar segun tamafio de amplicén (1,5 - 2,5

mM)

Para la preparacion de OE-PCR se utiliza el mismo kit pero con modificaciones en dos etapas, con
el fin de ensamblar incialmente una pequefia cantidad de fragmento y posteriormente establecer

una amplificacién selectiva de los médulos.
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Tabla 9. Preparacion de cocktail PCR para 1° y 2° etapa en Overlap Extension PCR.

Componente Volumen (uL) Concentracion final
Etapa l
Fragmento de tamafio mayor 6 ~350ng
Fragmento de tamafio menor 3 ~250 ng
10X Buffer Hotstart 3 1X
dNTP (2 mM c/u) 3 0,2mM
MgS04 (25 mM) 1,2 1,5mM
Enzima KOD 0,6 0,02 U/uL
Agua libre nucleasas 13,2 -
Etapa 2
10X Buffer Hotstart 2 1X
dNTP (2 mM c/u) 5 0,2 mM
MgS0s (25 mM) 1,2 1,5mM
Partidor Forward (10 uM) 3 0,6 uM
Partidor Reverse (10 uM) 3 0,6 uM
Enzima KOD? 0,4-0,8 0,02U/pL
Agua libre nucleasas a50uL -

a: cantidad variable dependiendo de tamafio de ensamble. 0,4 pL

(<1,5 kb), 0,6 (1,5 - 3 kb), 0,8 (>3 kb)

B.4. PCR Phusion Kit

El protocolo de amplificacion de DNA Phusion Polymerase se realizd segln instrucciones del

manufacturador con modificaciones en relacidn a los partidores.

Tabla 10. Preparacion del cocktail PCR para DNA Phusion Polymerase (50 uL).

Componente Volumen (uL) Concentracidn final
5X HF/GC Buffer 10 1X
dNTP (2 mM) 5 0,2mM
Partidor Forward (5 uM) 5 0.5uM
Partidor Reverse (5 uM) 5 0.5uM
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Template DNA 1 100 ng
Phusion Polymerase (2 U/uL) 0,5 0,02 U/uL

Nuclease Free Water 23,5 -

B.5. Extraccion DNA plasmidial

El protocol de extraccion de ADN plasmidial se realizo utilizando el kit Gene Jet plasmid
miniprep con modificaciones. Se realizo un cultivo de E. coli de 5 mL y de dej6 crecer
durante 16 horas. Posteriormente de procede con la extraccion:

- Centrifugar los 5 mL a 5000 RPM durante 4 minutos, y eliminar el sobrenadante

- Agregar 250 uL de Resuspension Solution. Transferir la suspension de células a
un tubo eppendorf de 1,5 mL.

- Agregar 250 pL de Lysis Solution y mezclar vigorosamente invirtiendo el tubo 4 a 6
veces hasta que la solucion se vuelva clara. Nota: No aplicar vortex para evitar el
dafiado del DNA cromosomal. No incubar por mas de 5 minutos para evitar la
denaturacion del DNA plasmidial superenrollado.

- Agregar 350 pL de Neutralization Solution y mezcle inmediatamente invirtiendo el
tubo de 4-6 veces.

- Centrifugar por 10 minutos a 14.000 RPMpara prepcipar el debris celular y el ADN
cromosomal.

- Transferir el sobrenadante a las columnas GeneJet Spin Column por pipeteo,
evitar transferir el precipitado.

- Centrifugar por 1 minuto a 14.000 RPM y descartar el flujo pasado por la columna,
y vuelva a colocar la columna en el tubo colector

- Agregar 500 uL de Wash Buffer ala columna Centrifugar por 1 minuto a 14.000
RPM.

- Repita el procedimiento de lavado

- Descarte el sobrenadante y centrifuge por 1 minuto adicional para remover los
residuos de lavado.

- Traspasar la columna a un tubo eppendorf de 1,5 mL y agregar 50 uL de Elution
Buffer o agua libre de nucleasas y e incubar a temperatura ambiente por 5

minutos.
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Centrifugar a 14.000 RPM por 5 minutos y rescatar el flujo a través de la columna

en el eppendorf y cuantificar.

B.6. Extraccion Gel agarose

El protocolo de extraccion en gel de agarosa se realizé mediante el kit Gene Jet Gel
Extraction (Invitrogen®). Todas las etapas de purificacion son realizadas a
temperatura ambiente.

Cortar la banda del gel utlizando un bisturi, tratando de cortar el tamafio mas minimo
posible para reducir en lo posible la cantidad de gel a purificar y depositar en un tubo
de 1.5 mL. ( si el material genetico a purificar va a ser posteriormente secuenciado,
es importante disminuir en lo posible el uso excesivo del transiluminador UV, para
evitar la formacion de dimeros de timina y provocar mutaciones)

Agregar un volumen de 1:1 del binding buffer. Ejemplo: agregue 100 uL de buffer
por cada 100 mg de gel de agarosa (para esto debe pesar su tubo en la balanza
analitica, utilizando como referencia TARE un tubo eppendorf vacio). En el caso de
trabajar con geles de mayor porcentaje de concentracion (1,5 - 2%) debera agregar
2 volumenes de binding buffer por cada 100 mg de gel.

Incubar el gel a 50 - 60°C durante 10 minutos, hasta que el gel se disuelva
completamente. Asegurese que el gel esté completamente disuelto y agite con
vortex si es necesario. Debe chequear que el color de la solucion torne de un color
amarillo, lo que indica que se encuentra en el pH optimo para la union del DNA a la
columna de purifiacion del kit. Si la solucion es naranja o violeta, debera agregar 10
uL de acetato de sodio 3 M a pH 5,2 y mezclar. El color deberéa volverse amarillo.
Opcionalmente, si es que el tamafo del fragmento a purificar es menor a 500 bp o
mayor 10 kb, agregue 1 volumen de isopropanol a la solucién de gel diluido.
Transferir hasta 800 uL de la solucién a la columna morada del kit. Centrifugar por
1 min a 14.000 RPM. Si es que su solucion posee mas de 800 uL, debera repetir
este paso con la solucion remanente.

Agregar 700 uL de la solucion Wash Buffer, espere reposar 1 min la columnay luego
centrifuge por 1 min a 14.000 RPM. Descarte del flujo del tubo colector y vuelta a

ponerlo en la columna.
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- Agregar nuevamente 700 uL de la solucion Wash Buffer, espere reposar 1 min la
columna y luego centrifuge por 1 min a 14.000 RPM. Descarte del flujo del tubo
colector y vuelta a ponerlo en la columna.

- Centrifugar nuevamente por 3 min a 14.000 RPM (sin agregar nada) con el fin de
secar la columna. Descarte lo que pueda quedar en el tubo colector si es necesario.

- Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo (previamente rotulado) y agregue
20 uL de la solucion Elution Buffer cuidadosamente, apuntando con precision al
centro de la columna y deje reposar por 3 min. En este paso es clave que el buffer
de elucién quede totalmente absorbido en la membrana y que no quede en las
paredes o en el marco de goma que sujeta la membrana, de lo contrario se reducira
draméticamente la concentracion final obtenida.

- Centrifugar por 3 min a 14.000 RPM, rescatando la solucién eluida en el tubo
eppendorf nuevo.

- Cuantificar, Rotule, almacene -20°C para ensayos posteriores.

B.7. Preparacion de celulas electrocompetentes E. coli (DH5-alfa'y Top10)

El siguiente protocolo de preparacion de células electrocompetentes se ha probado en las
cepas DH5-alfa, BL21(DE3), TOP10 y Blue XL-1 Supercompetent.

- Inocular 500 mL de medio LB (sin NaCl) con 5 mL de un cultivo fresco saturado
(cultivo-overnight) para lograr una dilucion de 1/100 del cultivo original.

- Crecer a 37°C con agitacién vigorosa (190-200 RPM) hasta alcanzar una OD600:
0,5 - 0.65 (fase exponencial). El tiempo aproximado desde el indculo a que los 500
mL alcancen esa OD es de apréximadamente 4 hrs.

- Incubar el cultivo en hielo durante 15 a 30 min.

- Distribuir 250 mL de cultivo en 2 tubos de plastico de 300 mL previamente enfriado
y centrifugar a 5000 RPM por 10 min a 4°C.

- Remover todo el sobrenadante (lo mejor posible). Resuspender el total del pellet en
500 mL de glicerol al 10% (250 mL en cada tubo) y agregar 250 mL de glicerol 10%
previamente enfriado.

- Centrifugar a 4000 RPM durante 10 min. Eliminar el sobrenadante.
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- Resuspender el total del pellet en 250 mL de glicerol al 10% (125 mL en cada tubo).

- Centrifugar a 4000 RPM durante 10 min. Eliminar el sobrenadante.

- Resuspender el total del pellet en 10 mL de glicerol a 10% (falcon de 50 mL). Juntar
todas las fracciones en uno, completando los 10 mL en un sélo tubo.

- Resuspender en un volumen final de 2 mL de glicerol al 10% el pellet de células.

- Agregar en tubos de 600 uL alicuotas de 60 uL y almacenar a -80°C. Mientras se
realiza el alicuotado en los tubos eppendorf de 0,6 mL es importante mantener todo

en hielo, manteniendo la cadena de frio.

B.8. Transformacion de células electrocompetentes E. coli.

La transformacién de células electrocompetentes de tipo E. coli, se utilizan las células

preparadas y almacenadas en la seccion B.7, dentro de un periodo no superior a 1 afio.

- Agregar 2 - 3 uL de vector a las alicuotas de células electrocompetentes e incubar
en hielo por 5 min.

- Traspasar a una cubeta de electroporacion fria de 0,2 mm, verificando que el
cultivo quede en contacto con las placas.

- Aplicar en electroporador un pulso 2,2 kV , 25uFD, 200 ohms

- Agregar 900 pL de medio LB y resuspender

- Incubar transformantes a 37°C por 60 - 90 min

- Sembrar en placas con medio LB-ampicilina e incubar por 24 hrs.

- Rescatar colonias transformantes.
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B.9. PCR Colonia

El protocolo PCR colonia se utiliz6 para detectar la presencia de fragmentos ensamblados
en E. coli en vectores de clonacién y finalmente seleccionar el médulo para su

almacenamiento. Se realiza un cocktail PCR sugerido.

Tabla 11. Cocktail PCR para una reaccion de PCR Colonia.

Componente Volumen (uL) Concentracidn final
Buffer Green 5X 4 1X

dNTP (2 mM) 2 02mM

MgCl2 (25 mM) 3,2 2,5mM

Primer FW (5 uM) 2 500 nM

Primer RV (5 uM) 2 500 nM

templado 0,6 ~50ng

Go Taq 0,1 0,02 U/uL

Agua Libre Nucleasas 6,1 -
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C. Tabla de construccién de modulos

La tabla de construccion de médulos con sus secuencias codificantes.

1. Modulo HPH

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen PYK1p Origen S288c

AATGCTACTATTTTGGAGATTAATCTCAGTACAAAACAATATTAAAAAGAGGTGAATTATTTTTCCCCCCTTATTTTTTTTTTGTTAAAATTGATCC
AAATGTAAATAAACAATCACAAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAGCCGCCATGACCCCGGATCGTCGGTTGTGATACGGTCAGGGTAGCGCCC
TGGTCAAACTTCAGAACTAAAAAAATAATAAGGAAGAAAAAAATAGCTAATTTTTCCGGCAGAAAGATTTTCGCTACCCGAAAGTTTTTCCGGCAAG
CTAAATGGAAAAAGGAAAGATTATTGAAAGAGAAAGAAAGAAAAAAAAAAAATGTACACCCAGACATCGGGCTTCCACAATTTCGGCTCTATTGTTT
TCCATCTCTCGCAACGGCGGGATTCCTCTATGGCGTGTGATGTCTGTATCTGTTACTTAATCCAGAAACTGGCACTTGACCCAACTCTGCCACGTGG
GTCGTTTTGCCATCGACAGATTGGGAGATTTTCATAGTAGAATTCAGCATGATAGCTACGTAAATGTGTTCCGCACCGTCACAAAGTGTTTTCTACT
GTTCTTTCTTCTTTCGTTCATTCAGTTGAGTTGAGTGAGTGCTTTGTTCAATGGATCTTAGCTAAAATGCATATTTTTTCTCTTGGTAAATGAATGC
TTGTGATGTCTTCCAAGTGATTTCCTTTCCTTCCCATATGATGCTAGGTACCTTTAGTGTCTTCCTAAAAAAAAAAAAAGGCTCGCCATCAAAACGA
TATTCGTTGGCTTTTTTTTCTGAATTATAAATACTCTTTGGTAACTTTTCATTTCCAAGAACCTCTTTTTTCCAGTTATATCATGGTCCCCTTTCAA
AGTTATTCTCTACTCTTTTTCATATTCATTCTTTTTCATCCTTTGGTTTTTTATTCTTAACTTGTTTATTATTCTCTCTTGTTTCTATTTACAAGAC
ACCAATCAAAACAAATAAAACATCATCACA

pCDNA 3.1

Elemento regulador /gen HPH Origen /Hygro (+)

ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGAAAAGTTCGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGAAG
AATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTAAATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTTATCG
GCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGAATTCAGCGAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGT
GTCACGTTGCAAGACCTGCCTGAAACCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCGCGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCCAGA
CGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCAAGGAATCGGTCAATACACTACATGGCGTGATTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTG
GCAAACTGTGATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGTCCGGCACCTC
GTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGCCGCATAACAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAAT
ACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCGGAGCTTGCAGGATC
GCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCAACTCTATCAGAGCTTGGTTGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGT
CGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACACAAATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTGTGTAGAAG
TACTCGCCGATAGTGGAAACCGACGCCCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen ADH2t Origen S288¢
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GCGGATCTCTTATGTCTTTACGATTTATAGTTTTCATTATCAAGTATGCCTATATTAGTATATAGCATCTTTAGATGACAGTGTTCGAAGTTTCACG
AATAAAAGATAATATTCTACTTTTTGCTCCCACCGCGTTTGCTAGCACGAGTGAACACCATCCCTCGCCTGTGAGTTGTACCCATTCCTCTAAACTG
TAGACATGGTAGCTTCAGCAGTGTTCGTTATGTACGGCATCCTCCAACAAACAGTCGGTTATAGTTTGTCCTGCTCCTCTGAATCGTCTCCCTCGAT
ATTTCTCATTTTCCTTCGCATGCCAGCATTGAAATGATCGAAGTTCAATGATGAAACGGTAATTCTTCTGTCATTTACTCATCTCATCTCATCAAGT
TATATAATTCTA

2. Modulo Aly

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen PGK1p Origen S288c

ACTCAAGACGCACAGATATTATAACATCTGCACAATAGGCATTTGCAAGAATTACTCGTGAGTAAGGAAAGAGTGAGGAACTATCGCATACCTGCAT
TTAAAGATGCCGATTTGGGCGCGAATCCTTTATTTTGGCTTCACCCTCATACTATTATCAGGGCCAGAAAAAGGAAGTGTTTCCCTCCTTCTTGAAT
TGATGTTACCCTCATAAAGCACGTGGCCTCTTATCGAGAAAGAAATTACCGTCGCTCGTGATTTGTTTGCAAAAAGAACAAAACTGAAAAAACCCAG
ACACGCTCGACTTCCTGTCTTCCTATTGATTGCAGCTTCCAATTTCGTCACACAACAAGGTCCTAGCGACGGCTCACAGGTTTTGTAACAAGCAATC
GAAGGTTCTGGAATGGCGGGAAAGGGTTTAGTACCACATGCTATGATGCCCACTGTGATCTCCAGAGCAAAGTTCGTTCGATCGTACTGTTACTCTC
TCTCTTTCAAACAGAATTGTCCGAATCGTGTGACAACAACAGCCTGTTCTCACACACTCTTTTCTTCTAACCAAGGGGGTGGTTTAGTTTAGTAGAA
CCTCGTGAAACTTACATTTACATATATATAAACTTGCATAAATTGGTCAATGCAAGAAATACATATTTGGTCTTTTCTAATTCGTAGTTTTTCAAGT
TCTTAGATGCTTTCTTTTTCTCTTTTTTACAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACA

Elemento regulador /gen HdAlex Origen Sintesis

ATGGAAATTTTGACTTATTTGTTGTTCTTCTTCTTGACTACTGCTGAAGCTTCTATTGTTTGGACTCATAATGAATTCGATCCAGCTTATTTCAGAA
ATGGTATGCATTCTCCAGTTACTGATGAAGATGTTAATGGTTCTGCTACTGTTGTTCCAGATCCAAATGGTGGTTCTAATTTGGTTTTGAAAGTTTT
CTATGAAAAAGGTTCTTATTCTCATCATGGTCCAAATTCTAAAGTTCAATTCTTCGCTACTCCAACTAAACCAAGAGTTGCTATGACTTTGTCTTAT
GATGTTAGATTCGATCCAAATTTCGATTTCAGAATTGGTGGTAAATTGCCAGGTTTGTATGGTGGTTTGGTTAATTGTTCTGGTGGTAGACATTCTG
ATGATTGTTTCTCTACTAGATTCATGTGGAGAGATAATGGTGATGGTGAAGTTTATGGTTATGTTCCAGATCAATCTCATCAATTGCCAGGTTTCTG
TACTAAAAATATTTGTGATCCAGTTAAAGGTTTCTCTTTCGGTAGAGGTTCTTGGAGATTCCAAAGAGGTGTTTGGCAAACTATTGCTCAATCTATT
AAATTGAATACTCCAGGTTCTACTGATGGTGCTATTAAAGTTGTTTATAATGGTAAAGTTGTTTATGCTTCTAATAATTTGGCTTTGAGATCTCAAT
CTGATGTTAATATTGATGGTATTTTCTTCTCTACTTTCTTCGGTGGTTCTTATGCTAATTGGGCTCCAACTAGAGATTGTTATACTTGGTTCAAAAA
TTTCGCTATTTCTTTCGATACTGGTCCAGAAGTTGCTGTTGGTTAA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen CYC1t Origen S088¢

ACAGGCCCCTTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCTCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAG
TTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTTAATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTG
TACAAACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTTCGCAGTTTAC
ACTCTCATCGT

3. Modulo Oly
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S. cerevisiae

Elemento regulador /gen PYK1p Origen S288c

AATGCTACTATTTTGGAGATTAATCTCAGTACAAAACAATATTAAAAAGAGGTGAATTATTTTTCCCCCCTTATTTTTTTTTTGTTAAAATTGATCC
AAATGTAAATAAACAATCACAAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAATAGCCGCCATGACCCCGGATCGTCGGTTGTGATACGGTCAGGGTAGCGCCC
TGGTCAAACTTCAGAACTAAAAAAATAATAAGGAAGAAAAAAATAGCTAATTTTTCCGGCAGAAAGATTTTCGCTACCCGAAAGTTTTTCCGGCAAG
CTAAATGGAAAAAGGAAAGATTATTGAAAGAGAAAGAAAGAAAAAAAAAAAATGTACACCCAGACATCGGGCTTCCACAATTTCGGCTCTATTGTTT
TCCATCTCTCGCAACGGCGGGATTCCTCTATGGCGTGTGATGTCTGTATCTGTTACTTAATCCAGAAACTGGCACTTGACCCAACTCTGCCACGTGG
GTCGTTTTGCCATCGACAGATTGGGAGATTTTCATAGTAGAATTCAGCATGATAGCTACGTAAATGTGTTCCGCACCGTCACAAAGTGTTTTCTACT
GTTCTTTCTTCTTTCGTTCATTCAGTTGAGTTGAGTGAGTGCTTTGTTCAATGGATCTTAGCTAAAATGCATATTTTTTCTCTTGGTAAATGAATGC
TTGTGATGTCTTCCAAGTGATTTCCTTTCCTTCCCATATGATGCTAGGTACCTTTAGTGTCTTCCTAAAAAAAAAAAAAGGCTCGCCATCAAAACGA
TATTCGTTGGCTTTTTTTTCTGAATTATAAATACTCTTTGGTAACTTTTCATTTCCAAGAACCTCTTTTTTCCAGTTATATCATGGTCCCCTTTCAA
AGTTATTCTCTACTCTTTTTCATATTCATTCTTTTTCATCCTTTGGTTTTTTATTCTTAACTTGTTTATTATTCTCTCTTGTTTCTATTTACAAGAC
ACCAATCAAAACAAATAAAACATCATCACA

A. tumefaciens

Elemento regulador /gen Ato3025 Origen C58

ATGCGTCCCTCTGCCCCGGCCATCTCCAGACAGACACTTCTCGATGAACCCCGCCCGGGCTCATTGACCATTGGCTACGAGCCGAGCGAAGAAGCAC
AACCGACGGAGAACCCTCCGCGCTTTTCATGGCTACCCGATATTGACGACGGCGCGCGTTACGTGCTGCGCATTTCGACCGATCCCGGTTTTACAGA
CAAAAAAACGCTCGTCTTCGAGGATCTCGCCTGGAATTTCTTCACCCCGGATGAAGCACTGCCGGACGGCCATTATCACTGGTGTTATGCGCTATGG
GATCAGAAATCCGCAACAGCGCATTCCAACTGGAGCACCGTACGCAGTTTCGAGATCAGTGAAGCACTGCCGAAAACGCCGCTGCCCGGCAGGTCTG
CCCGCCATGCTGCCGCGCAAACCAGCCACCCTCGGCTGTGGCTCAACTCCGAGCAATTGAGTGCCTTCGCCGATGCCGTTGCGAAGGACCCCAACCA
TTGTGGCTGGGCCGAGTTTTACGAAAAATCGGTCGAGCCGTGGCTCGAGCGGCCGGTCATGCCGGAACCGCAGCCCTATCCCAACAACACGCGTGTC
GCCACGCTCTGGCGGCAGATGTATATAGACTGCCAGGAAGTGATCTATGCGATCCGGCACCTGGCCATTGCCGGCCGCGTGCTCGGACGCGACGACC
TTCTCGATGCATCCCGCAAATGGCTGCTGGCCGTCGCCGCCTGGGACACGAAAGGTGCGACCTCACGCGCCTATAATGACGAGGCGGGGTTCCGCGT
CGTCGTCGCACTCGCCTGGGGTTATGACTGGCTGTACGACCATCTGAGCGAAGACGAACGCAGGACCGTGCGATCCGTTCTTCTCGAACGGACGLCGG
GAAGTTGCCGATCATGTCATCGCACACGCCCGCATTCACGTCTTTCCCTATGACAGCCATGCGGTGCGCTCGCTTTCGGCTGTATTGACGCCGGCCT
GCATCGCACTTCAGGGAGAAAGCGACGAGGCTGGCGAATGGCTCGACTATACCGTCGAATTCCTTGCCACGCTCTATTCTCCCTGGGCGGGAACCGA
TGGTGGTTGGGCGGAAGGTCCGCATTACTGGATGACCGGCATGGCCTATCTCATCGAGGCCGCCAATCTGATCCGCTCCTATATTGGTTATGACCTC
TATCAACGGCCGTTTTTCCAGAATACCGGTCGCTTCCCGCTTTACACCAAGGCGCCGGGAACCCGCCGCGCCAACTTCGGCGACGACTCCACCCTTG
GCGACCTTCCCGGCCTGAAGCTGGGATACAACGTCCGGCAATTCGCCGGCGTCACCGGCAATGGCCATTACCAGTGGTATTTCGATCACATCAAGGC
CGATGCGACAGGCACGGAAATGGCCTTTTACAATTACGGCTGGTGGGACCTCAACTTCGACGATCTCGTCTATCGCCACGATTACCCGCAGGTGGAA
GCCGTGTCTCCCGCCGACCTGCCGGCACTCGCCGTTTTCGATGATATTGGTTGGGCGACCATCCAAAAAGACATGGAAGACCCGGACCGGCACCTGC
AGTTCGTCTTCAAATCCAGCCCTTACGGTTCGCTCAGCCACAGTCACGGCGACCAGAATGCCTTTGTGCTTTATGCCCATGGCGAGGATCTGGCGAT
CCAGTCCGGTTATTACGTGGCGTTCAATTCGCAGATGCATCTGAATTGGCGGCGTCAGACACGGTCGAAAAATGCCGTGCTGATCGGCGGCAAAGGC
CAATATGCGGAAAAGGACAAGGCGCTTGCACGCCGCGCCGCCGGCCGCATCGTCTCGGTGGAGGAACAGCCCGGCCATGTTCGTATCGTCGGCGATG
CAACCGCCGCCTACCAGGTTGCGAACCCGCTGGTTCAAAAGGTGCTGCGCGAAACCCACTTCGTTAATGACAGCTATTTCGTGATTGTCGACGAAGT
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CGAATGTTCGGAACCCCAGGAACTGCAATGGCTTTGCCATACACTCGGAGCGCCGCAGACCGGCAGGTCAAGCTTCCGCTACAATGGCCGGAAAGCC
GGTTTCTACGGACAGTTCGTTTACTCTTCGGGCGGCACGCCGCAAATCAGCGCCGTGGAGGGTTTTCCCGATATCGACCCGAAAGAATTCGAAGGGC
TCGACATACACCACCATGTCTGCGCCACGGTTCCGGCCGCCACCCGGCATCGCCTTGTCACCCTTCTGGTGCCTTACAGCCTGAAGGAGCCGAAGCG
CATTTTCAGCTTCATCGATGATCAGGGTTTTTCCACCGACATCTACTTCAGTGATGTCGATGACGAGCGTTTCAAGCTCTCCCTTCCCAAGCAGTTC
TAA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen ADH2t Origen S288¢

GCGGATCTCTTATGTCTTTACGATTTATAGTTTTCATTATCAAGTATGCCTATATTAGTATATAGCATCTTTAGATGACAGTGTTCGAAGTTTCACG
AATAAAAGATAATATTCTACTTTTTGCTCCCACCGCGTTTGCTAGCACGAGTGAACACCATCCCTCGCCTGTGAGTTGTACCCATTCCTCTAAACTG
TAGACATGGTAGCTTCAGCAGTGTTCGTTATGTACGGCATCCTCCAACAAACAGTCGGTTATAGTTTGTCCTGCTCCTCTGAATCGTCTCCCTCGAT
ATTTCTCATTTTCCTTCGCATGCCAGCATTGAAATGATCGAAGTTCAATGATGAAACGGTAATTCTTCTGTCATTTACTCATCTCATCTCATCAAGT
TATATAATTCTA

4. Modulo DehR

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen TEF1p Origen S288c

CCGCGACAAATTACCCATAAGGTTGTTTGTGACGGCGTCGTACAAGAGAACGTGGGAACTTTTTAGGCTCACCAAAAAAGAAAGAAAAAATACGAGT
TGCTGACAGAAGCCTCAAGAAAAAAAAAATTCTTCTTCGACTATGCTGGAGGCAGAGATGATCGAGCCGGTAGTTAACTATATATAGCTAAATTGGT
TCCATCACCTTCTTTTCTGGTGTCGCTCCTTCTAGTGCTATTTCTGGCTTTTCCTATTTTTTTTTTTCCATTTTTCTTTCTCTCTTTCTAATATATA
AATTCTCTTGCATTTTCTATTTTTCTCTCTATCTATTCTACTTGTTTATTCCCTTCAAGGTTTTTTTTTAAGGAGTACTTGTTTTTAGAATATACGG
TCAACGAACTATAATTAACTAAAC

A. tumefaciens

Elemento regulador /gen Atul557 Origen C58

ATGTTCACAACGTCCGCCTATGCCTGCGATGACGGCTCTTCGCCGATGAAGCTCGCGACCATCAGGCGCCGCGATCCCGGTCCGCGCGATGTCGAAA
TCGAGATAGAATTCTGTGGCGTCTGCCACTCGGACATCCATACGGCCCGCAGCGAATGGCCGGGCTCCCTCTACCCTTGCGTCCCCGGCCACGAAAT
CGTCGGCCGTGTCGGTCGGGTGGGCGCGCAAGTCACCCGGTTCAAGACGGGTGACCGCGTCGGTGTCGGCTGTATCGTCGATAGCTGCCGCGAATGC
GCAAGCTGCGCCGAAGGGCTGGAGCAATATTGCGAAAACGGCATGACCGGCACCTATAACTCCCCTGACAAGGCGATGGGCGGCGGCGCGCATACGC
TTGGCGGCTATTCCGCCCATGTGGTGGTGGATGACCGCTATGTGCTCAATATTCCCGAAGGGCTCGATCCGGCGGCAGCAGCACCGCTACTCTGCGC
TGGTATCACCACCTACTCGCCGCTGCGCCACTGGAATGCCGGCCCCGGCAAACGCGTCGGCGTCGTCGGTCTGGGCGGCCTCGGCCATATGGCCGTC
AAGCTCGCCAATGCCATGGGTGCGACTGTCGTGATGATCACCACCTCGCCCGGCAAGGCGGAGGATGCCAAAAAACTCGGCGCACACGAGGTGATCA
TCTCCCGCGATGCGGAGCAGATGAAGAAGGCTACCTCGAGCCTCGATCTCATCATCGATGCTGTCGCCGCCGACCACGACATCGACGCCTATCTGGC
GCTGCTGAAACGCGATGGCGCGCTGGTGCAGGTGGGCGCGCCGGAAAAGCCACTTTCGGTGATGGCCTTCAGCCTCATCCCCGGCCGCAAGACCTTT
GCCGGCTCGATGATCGGCGGTATTCCCGAGACTCAGGAAATGCTGGATTTCTGCGCCGAAAAAGGCATCGCCGGCGAAATCGAGATGATCGATATCG
ATCAGATCAATGACGCTTATGAACGCATGATAAAAAGCGATGTGCGTTATCGTTTCGTCATTGATATGAAGAGCCTGCCGCGCCAGAAGGCCGCCTG
A
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S. cerevisiae

Elemento regulador /gen TPILt Origen S288c

GATTAATATAATTATATAAAAATATTATCTTCTTTTCTTTATATCTAGTGTTATGTAAAATAAATTGATGACTACGGAAAGCTTTTTTATATTGTTT
CTTTTTCATTCTGAGCCACTTAAATTTCGTGAATGTTCTTGTAAGGGACGGTAGATTTACAAGTGATACAACAAAAAGCAAGGCGCTTTTTCTAATA
AAAAGAAGAAAAGCATTTAACAATTGAACACCTCTATATCAACGAAGAATATTACTTTGTCTCTAAATCCTTGTAAAATGTGTACGATCTCTATATG
GGTTACTCATAAGTGTACCGAAGACTGCATTGAAAGTTTATGTTTTTTCACTGGAGGCGTCATTTTCGCGTTGAGAAGATGTTCTTATCCAAATTTC
AACTGTTATATA

5. Modulo KDGK

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen HXT7p Origen S288c

ACTTCTCGTAGGAACAATTTCGGGCCCCTGCGTGTTCTTCTGAGGTTCATCTTTTACATTTGCTTCTGCTGGATAATTTTCAGAGGCAACAAGGARAA
AATTAGATGGCAAAAAGTCGTCTTTCAAGGAAAAATCCCCACCATCTTTCGAGATCCCCTGTAACTTATTGGCAACTGAAAGAATGAAAAGGAGGAA
AATACAAAATATACTAGAACTGAAAAAAAAAAAGTATAAATAGAGACGATATATGCCAATACTTCACAATGTTCGAATCTATTCTTCATTTGCAGCT
ATTGTAAAATAATAAAACATCAAGAACAAACAAGCTCAACTTGTCTTTTCTAAGAACAAAGAATAAACACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAATTTTAA
TCAAAAA

Elemento regulador /gen KDGK Origen E. coli

ATGTCCAAAAAGATTGCCGTGATTGGCGAATGCATGATTGAGCTTTCCGAGAAAGGCGCGGACGTTAAGCGCGGTTTCGGCGGCGATACCCTGAACA
CTTCCGTCTATATCGCCCGTCAGGTCGATCCTGCGGCATTAACCGTTCATTACGTAACGGCGCTGGGAACGGACAGTTTTAGCCAGCAGATGCTGGA
CGCCTGGCACGGCGAGAACGTTGATACTTCCCTGACCCAACGGATGGAAAACCGTCTGCCGGGCCTTTACTACATTGAAACCGACAGCACCGGCGAG
CGTACGTTCTACTACTGGCGGAACGAAGCCGCCGCCAAATTCTGGCTGGAGAGTGAGCAGTCTGCGGCGATTTGCGAAGAGCTGGCGAATTTCGATT
ATCTCTACCTGAGCGGGATTAGCCTGGCGATCTTAAGCCCGACCAGCCGCGAARAAGCTGCTTTCCCTGCTGCGCGAATGCCGCGCCAACGGCGGARAA
AGTGATTTTCGACAATAACTATCGTCCGCGCCTGTGGGCCAGCAAAGAAGAGACACAGCAGGTGTACCAACAAATGCTGGAATGCACGGATATCGCC
TTCCTGACGCTGGACGACGAAGACGCGCTGTGGGGTCAACAGCCGGTGGAAGACGTCATTGCGCGCACCCATAACGCGGGCGTGAAAGAAGTGGTGG
TGAAACGCGGGGCGGATTCTTGCCTGGTGTCCATTGCTGGCGAAGGGTTAGTGGATGTTCCGGCGGTGAAACTGCCGAAAGAAAAAGTGAT
CGATACCACCGCAGCTGGCGACTCTTTCAGTGCCGGTTATCTGGCGGTACGTCTGACAGGCGGCAGCGCGGAAGACGCGGCGAAACGTGGGCACCTG
ACCGCAAGTACCGTTATTCAGTATCGCGGCGCGATTATCCCGCGTGAGGCGATGCCAGCGTAA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen PGI1t Origen S288c

TAACAAARAATCACGATCTGGGTGGGTGTGGGTGTATTGGATTATAGGAAGCCACGCGCTCAACCTGGAATTACAGGAAGCTGGTAATTTTTTGGGTT
TGCAATCATCACCATCTGCACGTTGTTATAATGTCCCGTGTCTATATATATCCATTGACGGTATTCTATTTTTTTGCTATTGAAATGAGCGTTTTTT
GTTACTACAATTGGTTTTACAGACGGAATTTTCCCTATTTGTTTCGTCCCATTTTTCCTTTTCTCATTGTTCTCATATCTTAAAAAGGTCCTTTCTT
CATAATCAATGCTTTCTTTTACTTAATATTTTACTTGCATTCAGTGAATTTTAATACATATTCCTCTAGTCTTGCAAAATCGATTTAGAATCAAGAT
ACCAGCCTAAAA
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6. Modulo KDGPA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen FBAlp Origen S288c

TCCAACTGGCACCGCTGGCTTGAACAACAATACCAGCCTTCCAACTTCTGTAAATAACGGCGGTACGCCAGTGCCACCAGTACCGTTACCTTTCGGT
ATACCTCCTTTCCCCATGTTTCCAATGCCCTTCATGCCTCCAACGGCTACTATCACAAATCCTCATCAAGCTGACGCAAGCCCTAAGAAATGAATAA
CAATACTGACAGTACTAAATAATTGCCTACTTGGCTTCACATACGTTGCATACGTCGATATAGATAATAATGATAATGACAGCAGGATTATCGTAAT
ACGTAATAGTTGAAAATCTCAAAAATGTGTGGGTCATTACGTAAATAATGATAGGAATGGGATTCTTCTATTTTTCCTTTTTCCATTCTAGCAGCCG
TCGGGAAAACGTGGCATCCTCTCTTTCGGGCTCAATTGGAGTCACGCTGCCGTGAGCATCCTCTCTTTCCATATCTAACAACTGAGCACGTAACCAA
TGGAAAAGCATGAGCTTAGCGTTGCTCCAAAAAAGTATTGGATGGTTAATACCATTTGTCTGTTCTCTTCTGACTTTGACTCCTCAAAAAAAAAAAA
TCTACAATCAACAGATCGCTTCAATTACGCCCTCACAAAAACTTTTTTCCTTCTTCTTCGCCCACGTTAAATTTTATCCCTCATGTTGTCTAACGGA
TTTCTGCACTTGATTTATTATAAAAAGACAAAGACATAATACTTCTCTATCAATTTCAGTTATTGTTCTTCCTTGCGTTATTCTTCTGTTCTTCTTT
TTCTTTTGTCATATATAACCATAACCAAGTAATACATATTCAAA

Elemento regulador /gen KDGPA Origen B. subtilis 168

ATGGAGTCCAAAGTCGTTGAAAACCGTCTGAAAGAAGCAAAGCTGATTGCAGTCATTCGTTCAAAGGATAAGCAGGAGGCCTGTCAGCAGATTGAGA
GTTTATTAGATAAAGGGATTCGTGCAGTTGAAGTGACGTATACGACCCCCGGGGCATCAGATATTATCGAATCCTTCCGTAATAGGGAAGATATTTT
AATTGGCGCGGGTACGGTCATCAGCGCGCAGCAAGCTGGGGAAGCTGCTAAGGCTGGCGCGCAGTTTATTGTCAGTCCGGGTTTTTCAGCTGATCTT
GCTGAACATCTATCTTTTGTAAAGACACATTATATCCCCGGCGTCTTGACTCCGAGCGAAATTATGGAAGCGCTGACATTCGGTTTTACGACATTAA
AGCTGTTCCCAAGCGGTGTGTTTGGCATTCCGTTTATGAAAAATTTAGCGGGTCCTTTCCCGCAGGTGACCTTTATTCCGACAGGCGGGATACATCC
GTCTGAAGTGCCTGATTGGCTTAGAGCCGGAGCTGGCGCCGTCGGAGTCGGCAGCCAGTTGGGCAGCTGTTCAAAAGAGGATTTGCAGGCTGTTTTC
CAAGTGTAA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen FBALt Origen S088c

GTTAATTCAAATTAATTGATATAGTTTTTTAATGAGTATTGAATCTGTTTAGAAATAATGGAATATTATTTTTATTTATTTATTTATATTATTGGTC
GGCTCTTTTCTTCTGAAGGTCAATGACAAAATGATATGAAGGAAATAATGATTTCTAAAATTTTACAACGTAAGATATTTTTACAAAAGCCTAGCTC
ATCTTTTGTCATGCACTATTTTACTCACGCTTGAAATTAACGGCCAGTCCACTGCGGAGTCATTTCAAAGTCATCCTAATCGATCTATCGTTTTTGA
TAGCTCATTTTGGAGTTCGCGATTGTCTTCTGTTATTCACAACTGTTTTAATTTTTATTTCATTCTGGAACTCTTCGAGTTCTTTGTAAAGTCTTTC
ATAGTAGCTTAC

7. Modulo Transportador quTD

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen PDC1p Origen S088c

CATGCGACTGGGTGAGCATATGTTCCGCTGATGTGATGTGCAAGATAAACAAGCAAGGCAGAAACTAACTTCTTCTTCATGTAATAAACACACCCCG
CGTTTATTTACCTATCTCTAAACTTCAACACCTTATATCATAACTAATATTTCTTGAGATAAGCACACTGCACCCATACCTTCCTTAAAAACGTAGC
TTCCAGTTTTTGGTGGTTCCGGCTTCCTTCCCGATTCCGCCCGCTAAACGCATATTTTTGTTGCCTGGTGGCATTTGCAAAATGCATAACCTATGCA
TTTAAAAGATTATGTATGCTCTTCTGACTTTTCGTGTGATGAGGCTCGTGGAAAAAATGAATAATTTATGAATTTGAGAACAATTTTGTGTTGTTAC
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GGTATTTTACTATGGAATAATCAATCAATTGAGGATTTTATGCAAATATCGTTTGAATATTTTTCCGACCCTTTGAGTACTTTTCTTCATAATTGCA
TAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGTTCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCT
CATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAACATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCAC
TCTCCTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCTCAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAA
AATAACACAGTCAAATCAATCAAA

Elemento regulador /gen quTD Origen A. nidulans

ATGTCCATCCTCGCCTTGGTCGAAGACCGCCCAACTCCCCGCGAGGTTTACAACTGGCGCGTCTACCTCCTGGCCGCAGTCGCCTCCTTCACATCAT
GCATGATCGGCTACGACAGCGCCTTCATCGGCACAACGCTGTCTCTGCAATCCTTTCAAAATGAATTTAATTGGGAATCGCTCAATACGGATCTCAT
CAGCGCGAATATCGTCTCGCTATATCAAGCAGGTGCCTTCTTCGGCGCTCTTTTCGCGTACCCCATCGGCCACTTCTGGGGCCGCCGTTGGGGTCTT
ATGTTCTCTGCTCTTATTTTCTTCCTTGGTGCCGGCATGATGCTCGGTGCGAATGGGGATCGAGGGCTAGGGCTGATCTATGGTGGCCGAGTGCTTG
CGGGCATTGGCGTCGGCGCCGGGTCGAACATCTGTCCTATCTACATCTCAGAAATGGCACCTCCCGCTATTCGGGGTCGCCTTGTTGGGGTTTATGA
GCTGGGTTGGCAGATTGGTGGCGTCGTTGGGTTCTGGATCAATGTACTTCCCCTTATTTTCTCTGGTTTTCCAGGTTTGCTAACAAGAATAGTACGG
CGTGGACGAAACCCTTGCCCCAAGCCACAAACAATGGATCATCCCCTTTGCCGTGCAATTGATTCCTGCTGGCCTGCTCATTATCGGCGCCCTCTTG
ATCCGCGAATCTCCTCGTTGGCTCTTCCTCCGCGGTAACCGTGAAAAGGGCATTGAGACCCTGGCCTGGATCCGCAACCTGCCAGCCGACCATATCT
ATATGGTCGAGGAAATCAACATGATCGAGCAGTCGCTCGAACAACAGCGTGTCAAAATTGGGCTTGGTTTCTGGAAACCCTTTAAAGCAGCCTGGAC
GAACAAGCGTATTCTCTACCGCCTCTTTTTGGGGTCTATGTTGTTCCTCTGGCAGAACGGGTCAGGCATCAATGCGATCAACTATTACAGCCCGCGC
GTCTTCAAGAGTATTGGCGTATCGGGTGGCAATACCTCACTCTTGACAACGGGCATTTTCGGTGTCGTCAAGGCGGTCATTACCTTTGTTTGGCTGT
TGTATTTGATCGATCATTTTGGACGACGGAACTTGCTGCTTGTTGGTGCGGCGGGCGGTTCAGTCTGCCTTTGGATTGTGGGCGGATACATCAAGAT
CGCGAAGCCAGAGAACAACCCCGAGGGAACGCAGCTTGATAGCGGTGGCATTGCGGCTATATTCTTCTTCTACCTGTGGACGGCCTTCTATACACCA
TCTTGGAACGGCACGCCTTGGGTCATCAACTCGGTAAGTCCTCCTTCGTGGCCTTCCAAAGAAAGCACATATTAACAGTGTCCGCAGGAAATGTTCG
ATCCCACCGTCCGCTCCCTTGCACAAGCCTGTGCTGCCGCCTCAAACTGGCTCTGGAACTTTCTGATCTCTCGCTTTACGCCCCAGATGTTCACGTC
CATGGGATACGGAGTCTACTTCTTCTTTGCATCGTTGATGATCCTCTCGATCGTGTTTGTTTTCTTCCTCATTCCCGAGACGAAGGGCGTGCCGCTG
GAGAGCATGGAGACTCTATTTGACAAGAAACCGGTTTGGCACGCCCATTCGCAGCTAATCAGGGAGCTGAGGGAGAATGAGGAGGCGTTCCGGGCGG
ATATGGGTGCGAGTGGGAAGGGAGGTGTGACGAAGGAGTATGTCGAGGAGGCTTAA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen ENO2t Origen S288c

AGTGCTTTTAACTAAGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATAGTTTATGAATCTATTTAGG
TTTAAAAATTGATACAGTTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAAAAAGGTGCACACGCGT
GGCTTTTTCTTGAATTTGCAGTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAATCAGCTGGTAACG
TCTTCGTTAATTGGATACTCAAAAAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCATATGGGAGATG
GAGATGATACCT

8. Modulo Transportador GAT-1

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen PDCl1p Origen S288¢
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CATGCGACTGGGTGAGCATATGTTCCGCTGATGTGATGTGCAAGATAAACAAGCAAGGCAGAAACTAACTTCTTCTTCATGTAATAAACACACCCCG
CGTTTATTTACCTATCTCTAAACTTCAACACCTTATATCATAACTAATATTTCTTGAGATAAGCACACTGCACCCATACCTTCCTTAAAAACGTAGC
TTCCAGTTTTTGGTGGTTCCGGCTTCCTTCCCGATTCCGCCCGCTAAACGCATATTTTTGTTGCCTGGTGGCATTTGCAAAATGCATAACCTATGCA
TTTAAAAGATTATGTATGCTCTTCTGACTTTTCGTGTGATGAGGCTCGTGGAAAAAATGAATAATTTATGAATTTGAGAACAATTTTGTGTTGTTAC
GGTATTTTACTATGGAATAATCAATCAATTGAGGATTTTATGCAAATATCGTTTGAATATTTTTCCGACCCTTTGAGTACTTTTCTTCATAATTGCA
TAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGTTCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCT
CATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAACATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCAC
TCTCCTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCTCAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAA
AATAACACAGTCAAATCAATCAAA

Elemento regulador /gen gat-1 Origen N. crassa 074A

ATGGGTCTTTCGATAGGAAATAGGATCCTCCGGAAAATTGTCAAAAATGAGGCCATGGCAGAAGATCCCCCAGAGATCTATGGCTGGCGTGTCTATC
TCCTAGCGTGCTCTGCCTGCTTCGGCGCCATGTCTTTCGGCTGGGATTCCTCCGTCATCGGCGGCGTCATCGAACTCGAACCCTTTAAACACGACTT
TGGCTTCATCGGCAACGATAAAGCCAAGGCCAACCTGGGCGCCAATATCGTCTCTACCCTCCAAGCCGGCTGCTTCCTCGGTGCGCTGATCGCCTCA
CCTATAACCGATCGCTTCGGCCGCAAGTGGTGTCTCATCGCTGTCTCCCTGGTCGTCATCATCGGTATCATCATGCAAGCCGCCGCCTCAGGCAACC
TCGCACCCATGTACATTGGCCGTTTCGTCGCCGGCGTGGGCGTCGGCGCCGCCAGCTGCATCAACCCCGTCTTTGTGTCTGAGAACGCTCCCCGCTC
GATCCGCGGTCTGTTGACGGGCCTCTACCAACTCTTCATTGTCACCGGCGGCATGATCGCATTCTGGATCAACTACTCCGTCTCTCTGCACTTCAAG
GGCAAATCCATGTACATCTTCCCGCTCGCCATCCAAGGTCTTCCCGCCGGCCTTTTGTGCGTCTGCATGCTCCTCTGCCACGAAAGCCCGCGCTGGL
TGGCCCGTCGTGACCGATGGGAAGAATGCAAGTCTGTGCTGGCGCGCATCCGCAACCTCCCCCCAGACCACCCGTACATCGTCGACGAGTTCCGCGA
GATCCAGGACCAGCTCGAACAGGAGCGTCGTCTCCAGGGCGACGCCACTTACTGGGACTTGACCCGCGATATGTGGACCGTCGCCGGCAACCGCAAG
CGCGCCCTGATTAGTATTTTCTTGATGATCTGCCAGCAAATGACGGGCACCAACGCCATCAACACGTACGCGCCTACCATCTTCAAGAACTTGGGTA
TCACCGGCACGTCGACTAGCTTGTTTAGTACCGGCATCTATGGTATTGTCAAGGTCGTTAGCTGCGTCATTTTCTTGCTGTTCTTGGCCGACTCGCT
GGGTCGTAGACGTTCGCTGCTGTGGACGTCGATTGCGCAGGGTCTTGCTATGTTTTATATTGGCCTTTATGTCCGCATCTCGCCGCCGATTGATGGC
CAGCCGGTGCCGCCTGCGGGTTATGTAGCGTTGGTGTGCATATTTCTGTTTGCTGCTTTCTTCCAATTTGGCTGGGGTCCTGCCTGCTGGATCTACG
CCTCGGAAATCCCCGCCGCCCGCCTGCGCTCCCTCAACGTGTCCTACGCCGCCGCGACGCAGTGGCTGTTCAATTTCGTCGTGGCCCGCGCCGTGCC
TACTATGCTGGTCACGGTCGGCCCCCACGGTTACGGCACCTACCTCATCTTTGGCAGCTTCTGCCTCAGCATGTTTGTCTTTGTCTGGTTCTTCGTG
CCCGAGACAAAGGGTATCTCGCTTGAGCACATGGATGAGCTGTTTGGCGTTACTGATGGGCCTGCCGCTGAGAAGTCGTCGGTGCATGGTGGAGATG
ATGTCGGGTCGGAGATGGGGAAGGGGGATCAGAAGTCGAAGCATGTGGAGGTTTATGTTTAA

S. cerevisiae

Elemento regulador /gen ENO2t Origen S288c

AGTGCTTTTAACTAAGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATAGTTTATGAATCTATTTAGG
TTTAAAAATTGATACAGTTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAAAAAGGTGCACACGCGT
GGCTTTTTCTTGAATTTGCAGTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAATCAGCTGGTAACG
TCTTCGTTAATTGGATACTCAAAAAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCATATGGGAGATG
GAGATGATACCT
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D. Cepas de levaduras

Tabla D.1: Estado del arte de levadura optimizadas para la produccidn de alcoholes.

. Concentracion  Productividad Fuente L, .
Especie Cepa Producto (. (. 1 . Observacion Referencia
maxima g/L maxima (g L2 hl) Biomasa
S. cerevisiae 5288 Etanol 16,50 0,80 Maiz Silvestre (Pereira et al.,
c 2010)
. (Enquist-
S. cerevisiae ATCC Etanol 36,20 1,90 DEHU Rec.om’b.mante " Newmanetal,
8739 alginolitica
2014)
L UVN L (Thammasittiro
S. cerevisiae R56 Etanol 26,70 1,40 Melaza Mutagénesis UV ng et al., 2013)
424A Recombinante - (Lau and Dale,
S. cerevisiae  (LNH- Etanol 40,00 2,00 Maiz «ilanasa 2009; Sedlak
ST) and Ho, 2004)
. ., (Basso et al.,
AT- M Evol
S. cerevisiae i Etanol 21,08 2,11 YPeDd'o a‘é;’ “t;'gca 2010; Costa et
P al., 2014)
(Argueso et al.,
Medio Evolucién 2009; Costa et
S. cerevisiae  PE-2  Etanol 19,43 1,94 . al., 2014;
YPD adaptativa
Soares-Costa et
al., 2014)
.. LBM- Medio . (Costa et al.,
S. cerevisiae 1 Etanol 22,24 2,22 YPD Nativa 2014)
. UFV- Medio . (Costa et al.,
K. Marxianus Etanol 22,62 2,26 YPD Nativa 2014)
. ATCC Medio . (Costa et al.,
K. Marxianus 8554 Etanol 22,32 2,23 YPD Nativa 2014)
. CCcT Medio . (Costa et al.,
K. Marxianus 4086 Etanol 21,48 2,15 YPD Nativa 2014)
S cerevisige  IP1 Etanol i i i Seleccidn asistida (da Silva Filho
por marcadores et al., 2005)
L. Evolucién (Stambuk et al.
X VR-1 E | - - - !
S. cerevisiae tano adaptativa 2009)
CEN.
L Medio , (Paciello et al.,
S. cerevisiage  PK11 Etanol 80,00 2,00 VEPD15 auxotrofa URA3 2014)
3-7D
Medio
.. YIM7 (Wasungu and
S. cerevisiae 89 Etanol 40,00 2,20 YPD Baker yeast Simard, 1982)
(mod.)
(Borneman et
. AWRI Mosto Cepa Vinica al., 2008;
X E | 1,2 ! !
S. cerevisiae 1631 tano 90,00 25 Uva Australiana Contreras et al.,
2014)
(Bauer and
S. cerevisiae EC11 Etanol 170,00 ) Mosto Cepa Vl.nlca Pretorius, 2000;
18 uva Industrial Lallemand,
2014)
K1- (Khramtsov et
S. cerevisiae 6_M  Etanol 260 2.9 Lignocelu  Recombinante -
e losa celulasas
odific
ada
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C.

Saccharobuty 0x29 Butanol
licum
¢ . PJC4
acetobutylicu BK Butanol
m
C SolR
acetobutylicu H Butanol
m (ptAA

D)
C.
acetobutylicu EQZO Butanol
m

CEN.

- PK

S. cerevisiae 102- Butanol

5B

ESY2-
S. cerevisiae 3_54 Butanol

9.2

16.7

17.6

14.4

0.092

0.0025

Hemicelu .
Nuevo Aislado
losa

Medio LB Recombinante -
knockout

Seleccidn asistida

Melaza
por marcadores

Mutagénesis

Maiz Quimica
De.ﬂ!'ndo Recombinante
(glicina)

Medio SD Recombinante

(Berezina et al.,
2009)

(Harris et al.,
2000)

(Harris et al.,
2001)

(zhang, 1997)

(Branduardi et
al., 2013)

(Steen et al.,
2008)

Tabla D2. Cepas de levaduras utilizadas en este estudio.

Especie Cepa Aislado Genes presentes
Saccharomyces cerevisiae S288c Nativa N/A
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial Sc-HPH
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia2 Sc-HPH-Aly-Oly
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia3 Sc-HPH
Saccharomyces cerevisiae  S288c Coloniad -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia5 Sc-HPH-Aly
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia6 Sc-HPH-Aly-Oly-DehR
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia7 Sc-HPH-Aly-Oly
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia8 Sc-HPH-Aly-Oly
Saccharomyces cerevisiae  S288c Colonia9 -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial0 -
Saccharomyces cerevisiae S288c Coloniall -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial2 Sc-HPH-Aly-Oly
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial3 Sc-Aly
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial4d -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial5 -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial6 -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial7 Sc-HPH-Aly-Oly
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial8 Sc-HPH
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonial9 -
Saccharomyces cerevisiae S288c Colonia20 Sc-HPH-Aly-Oly
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Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces
cerevisiae*

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

5288c
5288c
5288c
5288c
5288c
5288c
5288c
5288c

5288c
5288c

5288c
5288c
S288c
S288c
S288c
S288c
5288c
5288c
5288c
5288c
S288c
S288c
S288c
S288c
5288c
5288c

S288c
5288c
S288c
S288c

Colonia21l
Colonia22
Colonia23
Colonia24
Colonia25
Colonia26
Colonia27
Colonia28

Colonia29
Colonia30

Colonia31
Colonia32
Colonia33
Colonia34
Colonia35
Colonia36
Colonia37
Colonia38
Colonia39
Colonia4d0
Colonia41l
Colonia42
Colonia43
Coloniad4
Colonia45
Colonia4d6

Coloniad7
Colonia4d8
Colonia49
Colonia50

Sc-HPH
Sc-HPH
Sc-HPH
Sc-HPH
Sc-HPH-Aly-Oly
Sc-HPH
Sc-HPH

Sc-HPH

Sc-HPH-DehR-KDGK-KDGPA
Sc-HPH

Sc-HPH-Aly-Oly
Sc-HPH-KDGK-KDGPA
Sc-HPH-Aly-Oly

Sc-HPH

Sc-HPH-Aly-Oly
Sc-HPH-Aly-Oly

Sc-HPH

Sc-HPH-Aly-Oly-DehR

Sc-HPH-Aly-Oly-DehR-KDGK-KDGPA

Sc-HPH-Aly-Oly-DehR-KDGK-KDGPA

*: Clon seleccionado para los ensayos posteriores.
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E.

Cepas de E. coli

Muestra el nUmero de cepas transformantes que se han generado y que han sido utilizadas en
este estudio.

Especie Cepa Plasmido Genotipo
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697

E. coli TOP10 - galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl A-

E. coli TOP10 pSB-HPH AmpR?*

E. coli TOP10 pSB-Aly AmpR*

E. coli TOP10 pSB-Oly AmpR*

E. coli TOP10 pSB-DehR AmpR*

E. coli TOP10 pSB-KDGK AmpR*

E. coli TOP10 pSB-KDGPA  AmpR*

E. coli TOP10 pSB-quTD AmpR*

E. coli TOP10 pSB-GAT-1  AmpR*
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F. Tabla herramientas de modelamiento estructural y proteinas y Docking Molecular

Nombre Tipo acceso Referencia
(Orengo et al.,
CATH S www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath 1999)
(Benson et al.,
GeneBank S www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank 2000)
(Gerstein and
GeneCensus S bioinfo.mbb.yale.edu/modbase Levitt, 1997)
(Pieper et al.,
MODBASE S guitar.rockefeller.edu/modbase 2011)
(Bernstein et al.,
PDB S www.rcsb.org/pdb 1977)
(Brenner et al.,
PRESAGE S presage.stanford.edu 1998)
(Conte et al.,
SCOP S scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop 2000)
SWISSSPROT+ (Bairoch and
TrEMBL www.ebi.ac.uk/swissprot Apweiler, 2000)
Templados
(Alexandrov et
123D S www.lmmb.ncifcrf.gov/~nicka/123D.html al., 1996)
(Altschul et al.,
1990)
BLAST S www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
(Holm and
DALI S www?2.ebi.ac.uk/dali Sander, 1999)
FastA S www?2.ebi.ac.uk/fasta3 (Pearson, 1995)
(Godzikl et al.,
MATCHMAKER P bioinformatics.burnham-inst.org 1992)
www.embl-
heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.
PHD, TOPITS S html (Rost, 1995)
(Flockner et al.,
PROFIT P www.came.sbg.ac.at 1995)
globin.bio.warwick.ac.uk/~jones/threader.ht (Joneset al.,
THREADER P ml 1992)
www.doe- (Fischer and
UCLA-DOE FRSVR S mbi.ucla.edu/people/frsvr/frsvr.html Eisenberg, 1996)

Alineamiento de secuencias

BCM Server

BLAST

BLOCK MAKER

S

dot.imgem.bcm.tmc.edu:9331/

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

blocks.fhcrc.org/blocks/blockmkr/make_bloc

ks.html
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(Smith et al.,
1996)

(Altschul et al.,
1997)
(Henikoff et al.,
1995)



CLUSTAL
FASTA3
MULTALIN
Modelamiento

COMPOSER
CONGEN

CPH Models

Dragon
ICM
Insightll

MODELLER
LOOK
QUANTA
SYBYL

SCWRL
SWISS-MOD

WHAT IF

Evaluacion de
modelos

ANOLEA

AQUA

BIOTECH
ERRAT

PROCHECK
ProCeyron
Prosall
PROVE
SQUID

VERIFY3D

o

W U U T

U U»”W VW U T

www?2.ebi.ac.uk/clustalw
www?2.ebi.ac.uk/FASTA3
pbil.ibcp.fr/

www-cryst.bioc.cam.ac.uk
www.congenomics.com/congen/congen.html

www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels
www.nimr.mrc.ac.uk/~mathbio/a-
aszodi/dragon.html

www.molsoft.com

www.msi.com
guitar.rockefeller.edu/modeller/modeller.ht
ml

wwwmag.com
www.msi.com
www.tripos.com

www.cmpharm.ucsf.edu/~bower/scrwl/scwl.
html

www.expasy.ch/swissmod

www.sander.embl.-heidelberg.de/whatif

www.fund.ac.be/pub/anolea.html

www-nmr.chem.ruu.nl/users/rull/aqua.html

biotech.embl-ebi.ac.uk:8400/

www.doe-mbi.ucla.edu/errat_server.html
www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/pr
ocheckhtml

WWW.proceyron.com
www.came.sbg.ac.at
www.ucmb.ulb.ac.be/ucmb/prove
www.yorvic.york.ac.uk/~oldfield/squid

www.doe-mbi.ucla.edu/verify3d.html
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(Jeanmougin et
al., 1998)
(Pearson, 1990)
(Corpet, 1988)

(Sutcliffe et al.,
1987)
(Bruccoleri, 1993)
(Lund et al.,
1997)

(Aszodi and
Taylor, 1996)

(Sali, 1995)
(Levitt, 1992)

(b)

©

(Bower et al.,
1997)

(Peitsch and
Jongeneel, 1993)
(Vriend et al.,
1994)

(Melo and
Feytmans, 1998)
(Laskowski et al.,
1996)

(Hooft et al.,
1996; Laskowski
et al., 1993)
(Colovos and
Yeates, 1993)
(Laskowski et al.,
1993)

(d)

(Sippl, 1993)
(Pontius, 1994)
(Oldfield, 1992)
(Lathy et al.,
1992)



(Hooft et al.,
WHATCHECK P www.sander.embl-heidelberg.de/whatcheck 1996)
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G. Tabla de Molecular Docking

Docking AG [kcal/mol)
Desv

Proteina ligando OUT INSIDE IN Desv OUT  INSIDE Desv OUT
4GBY DEHU 6,53 6,39 - 6,47 0,19 0,07 0,12
4PYP DEHU 6,50 6,35 - 6,63 0,16 0,04 0,13
GAT DEHU 6,07 5,52 - 5,93 0,16 0,14 0,12
quTD DEHU 6,28 7,40 - 7,16 0,31 0,05 0,31
4GBY GA 6,80 6,74 _ 6,41 0,20 0,29 0,14
4PYP GA 6,63 6,42 _ 6,74 0,37 0,10 0,13
GAT GA 6,15 5,46 _ 6,07 0,20 0,06 0,30
quTD GA 6,44 7,43 _ 7,54 0,12 0,18 0,59
4GBY QA 6,47 6,33 _ 6,33 0,14 0,11 0,11
4PYP QA 6,33 6,33 _ 6,26 0,17 0,11 0,05
GAT QA 5,66 5,46 _ 5,61 0,19 0,08 0,09
quTD QA 6,94 6,86 _ 6,83 0,17 0,14 0,10
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Valores estimados de AG para otros ligando evaluados

Estimado AG (kcal/mol)

Estimado AG (kcal/mol)

-5,50
-6,00
-6,50
-7,00
-7,50
-8,00

-8,50

-5,20
-5,40
-5,60
-5,80
-6,00
-6,20
-6,40
-6,60
-6,80
-7,00
-7,20

Molecular Docking: Trayectoria ligando mejores

OuT

promedios
IN
—il— 4GBY GA
—A—4PYP GA
\ [ —8—GAT GA
+ \ —+—qUTD GA

Segmentos de docking

Molecular Docking: Trayectoria ligando mejores

ouT

promedios

INSIDE IN

—i—4GBY QA

i e 4PYP QA
%/} —@—GATQA

== qUTD QA

F

—+ +

Segmentos de docking
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H. Tabla de purificacién enzimatica

actividad actividad
Proteina total especifica Factor rendimiento
Extraccion  Enzima total (mg) (U/min) (U/min/mg) Purificacion (%)
Lisado
celular Aly 7,6 231 30,39 1 100%
Elucion Aly 1,113 68,6 61,64 2,027 30%
Lisado
celular Oly 4,32 14 3,24 1 100%
Elucion Oly 0,97 7 7,22 2,226 50%
actividad
actividad especifica
Proteina total (umol/min/ Factor rendimiento
Extraccion  Enzima total (mg) (umol/min) mg) Purificacién (%)
Lisado
celular DehR 20 1,89 0,09 1 100%
Elucién DehR - - - - -
Lisado
celular KDGK 4,3 0,5 0,12 1 100%
Elucion KDGK 1,54 0,23 0,15 1,28 46%
Lisado
celular KDGPA 4,54 0,7 0,15 1 100%
Elucion KDGPA 0,967 0,342 0,35 2,29 49%
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. Resultados de secuenciacion
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2/11/2017 17:53:55

Consensus Alignment: Aly Template, Aly T7 promoter, Aly T7 ter...
|. Resultados de Secuenciacion y Alineamiento

—
ACTCAAGACGCACAGATATTATAACATCTGCACAATAGGCATTTGCAAGAATTACTCGTGAGTAAGGAAAGAGTGAGGAACTATCGCATACCTGCATTTA

consensus sequence Untitled Consensus

IZCTCAAGACGCACAGATATTATAACATCTGCACAATAGGCATTTGCAAGAATTACTCGTGAGTAAGGAAAGAGTGAGGAACTATCGCATACCTGCATTTA

aligned sequence Aly_Template

e CTCGTGAGTAAGGAAAGAGTGAGGAACTATCGCATACCTGCATTTA

aligned sequence Aly_T7_terminator

(T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T
AAGATGCCGATTTGGGCGCGAATCCTTTATTTTGGCTTCACCCTCATACTATTATCAGGGCCAGAAAAAGGAAGTGTTTCCCTCCTTCTTGAATTGATGT

consensus sequence Untitled Consensus

AAGATGCCGATTTGGGCGCGAATCCTTTATTTTGGCTTCACCCTCATACTATTATCAGGGCCAGAAAAAGGAAGTGTTTCCCTCCTTCTTGAATTGATGT

aligned sequence Aly_Template

AAGATGCCGATTTGGGCGCGAATCCTTTATTTTGGCTTCACCCTCATACTATTATCAGGGCCAGAAAAAGGAAGTGTTTCCCTCCTTCTTGAATTGATGT

aligned sequence Aly_T7_promoter

aligned sequence Aly_T7_terminator

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-L3BbeQb5-untitled-consensus/edit 1/7


jduguets@gmail.com
Texto tecleado
I. Resultados de Secuenciación y Alineamiento


Consensus Alignment: Aly_Template, Aly_T7_promoter, Aly_T7_terminator, Untitled Consensus (from 201-500 bp) 2/11/2017 17:53:55

TACCCTCATAAAGCACGTGGCCTCTTATCGAGAAAGAAATTACCGTCGCTCGTGATTTGTTTGCAAAAAGAACAAAACTGAAAAAACCCAGACACGCTCG

consensus sequence Untitled Consensus

TACCCTCATAAAGCACGTGGCCTCTTATCGAGAAAGAAATTACCGTCGCTCGTGATTTGTTTGCAAAAAGAACAAAACTGAAAAAACCCAGACACGCTCG

aligned sequence Aly_Template

TACCCTCATAAAGCACGTGGCCTCTTATCGAGAAAGAAATTACCGTCGCTCGTGATTTGTTTGCAAAAAGAACAAAACTGAAAAAACCCAGACACGCTCG

aligned sequence Aly_T7_promoter

aligned sequence Aly_T7_terminator

ACTTCCTGTCTTCCTATTGATTGCAGCTTCCAATTTCGTCACACAACAAGGTCCTAGCGACGGCTCACAGGTTTTGTAACAAGCAATCGAAGGTTCTGGA

consensus sequence Untitled Consensus

ACTTCCTGTCTTCCTATTGATTGCAGCTTCCAATTTCGTCACACAACAAGGTCCTAGCGACGGCTCACAGGTTTTGTAACAAGCAATCGAAGGTTCTGGA

aligned sequence Aly_Template

ACTTCCTGTCTTCCTATTGATTGCAGCTTCCAATTTCGTCACACAACAAGGTCCTAGCGACGGCTCACAGGTTTTGTAACAAGCAATCGAAGGTTCTGGA

aligned sequence Aly_T7_promoter

aligned sequence Aly_T7_terminator

ATGGCGGGAAAGGGTTTAGTACCACATGCTATGATGCCCACTGTGATCTCCAGAGCAAAGTTCGTTCGATCGTACTGTTACTCTCTCTCTTTCAAACAGA

consensus sequence Untitled Consensus

ATGGCGGGAAAGGGTTTAGTACCACATGCTATGATGCCCACTGTGATCTCCAGAGCAAAGTTCGTTCGATCGTACTGTTACTCTCTCTCTTTCAAACAGA

aligned sequence Aly_Template

ATGGCGGGAAAGGGTTTAGTACCACATGCTATGATGCCCACTGTGATCTCCAGAGCAAAGTTCGTTCGATCGTACTGTTACTCTCTCTCTTTCAAACAGA

aligned sequence Aly_T7_promoter

aligned sequence Aly_T7_terminator

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-L3BbeQb5-untitled-consensus/edit 2/7



Consensus Alignment: Aly_Template, Aly_T7_promoter, Aly_T7_terminator, Untitled Consensus (from 501-800 bp) 2/11/2017 17:53:55

ATTGTCCGAATCGTGTGACAACAACAGCCTGTTCTCACACACTCTTTTCTTCTAACCAAGGGGGTGGTTTAGTTTAGTAGAACCTCGTGAAACTTACATT

consensus sequence Untitled Consensus

ATTGTCCGAATCGTGTGACAACAACAGCCTGTTCTCACACACTCTTTTCTTCTAACCAAGGGGGTGGTTTAGTTTAGTAGAACCTCGTGAAACTTACATT

aligned sequence Aly_Template

ATTGTCCGAATCGTGTGACAACAACAGCCTGTTCTCACACACTCTTTTCTTCTAACCAAGGGGGTGGTTTAGTTTAGTAGAACCTCGTGAAACTTACATT

aligned sequence Aly_T7_promoter

aligned sequence Aly_T7_terminator

TACATATATATAAACTTGCATAAATTGGTCAATGCAAGAAATACATATTTGGTCTTTTCTAATTCGTAGTTTTTCAAGTTCTTAGATGCTTTCTTTTTCT

consensus sequence Untitled Consensus

TACATATATATAAACTTGCATAAATTGGTCAATGCAAGAAATACATATTTGGTCTTTTCTAATTCGTAGTTTTTCAAGTTCTTAGATGCTTTCTTTTTCT

aligned sequence Aly_Template

TACATATATATAAACTTGCATAAATTGGTCAATGCAAGAAATACATATTTGGTCTTTTCTAATTCGTAGTTTTTCAAGTTCTTAGATGCTTTCTTTTTCT

aligned sequence Aly_T7_promoter

——————————————————————————————————— AAGAAATACATATTTGGTCTTTTCTAATTCGTAGTTTTTCAAGTTCTTAGATGCTTTCTTTTTCT

aligned sequence Aly_T7_terminator

CTTTTTTACAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACAATGGAAATTTTGACTTATTTGTTGTTCTTCTTCTTGACTACTG

consensus sequence Untitled Consensus

CTTTTTTACAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACAATGGAAATTTTGACTTATTTGTTGTTCTTCTTCTTGACTACTG

aligned sequence Aly_Template

CTTTTTTACAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACAATGGAAATTTTGACTTATTTGTTGTTCTTCTTCTTGACTACTG

aligned sequence Aly_T7_promoter

CTTTTTTACAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTACTTTTTACAACAAATATAAAACAATGGAAATTTTGACTTATTTGTTGTTCTTCTTCTTGACTACTG

aligned sequence Aly_T7_terminator

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-L3BbeQb5-untitled-consensus/edit 3/7



Consensus Alignment: Aly_Template, Aly_T7_promoter, Aly_T7_terminator, Untitled Consensus (from 801-1100 bp) 2/11/2017 17:53:55

CTGAAGCTTCTATTGTTTGGACTCATAATGAATTCGATCCAGCTTATTTCAGAAATGGTATGCATTCTCCAGTTACTGATGAAGATGTTAATGGTTCTGC

consensus sequence Untitled Consensus

CTGAAGCTTCTATTGTTTGGACTCATAATGAATTCGATCCAGCTTATTTCAGAAATGGTATGCATTCTCCAGTTACTGATGAAGATGTTAATGGTTCTGC

aligned sequence Aly_Template

CTGAAGCTTCTATTGTTTGGACTCATAATGAATTCGATCCAGCTTATTTCAGAAATGGTATGCATTCTCCAGTTACTGATGAAGATGTTAATGGTTCTGC

aligned sequence Aly_T7_promoter

CTGAAGCTTCTATTGTTTGGACTCATAATGAATTCGATCCAGCTTATTTCAGAAATGGTATGCATTCTCCAGTTACTGATGAAGATGTTAATGGTTCTGC

aligned sequence Aly_T7_terminator

TACTGTTGTTCCAGATCCAAATGGTGGTTCTAATTTGGTTTTGAAAGTTTTCTATGAAAAAGGTTCTTATTCTCATCATGGTCCAAATTCTAAAGTTCAA

consensus sequence Untitled Consensus

TACTGTTGTTCCAGATCCAAATGGTGGTTCTAATTTGGTTTTGAAAGTTTTCTATGAAAAAGGTTCTTATTCTCATCATGGTCCAAATTCTAAAGTTCAA

aligned sequence Aly_Template

TACTGTTGTTCCAGATCCAAATGGTGGTTCTAATTTGGTTTTGAAAGT TTTCTA === === === === —m - m oo oo

aligned sequence Aly_T7_promoter

TACTGTTGTTCCAGATCCAAATGGTGGTTCTAATTTGGTTTTGAAAGTTTTCTATGAAAAAGGTTCTTATTCTCATCATGGTCCAAATTCTAAAGTTCAA

aligned sequence Aly_T7_terminator

TTCTTCGCTACTCCAACTAAACCAAGAGTTGCTATGACTTTGTCTTATGATGTTAGATTCGATCCAAATTTCGATTTCAGAATTGGTGGTAAATTGCCAG

consensus sequence Untitled Consensus

TTCTTCGCTACTCCAACTAAACCAAGAGTTGCTATGACTTTGTCTTATGATGTTAGATTCGATCCAAATTTCGATTTCAGAATTGGTGGTAAATTGCCAG

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

TTCTTCGCTACTCCAACTAAACCAAGAGTTGCTATGACTTTGTCTTATGATGTTAGATTCGATCCAAATTTCGATTTCAGAATTGGTGGTAAATTGCCAG

aligned sequence Aly_T7_terminator
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Consensus Alignment: Aly_Template, Aly_T7_promoter, Aly_T7_terminator, Untitled Consensus (from 1101-1400 bp) 2/11/2017 17:53:55

GTTTGTATGGTGGTTTGGTTAATTGTTCTGGTGGTAGACATTCTGATGATTGTTTCTCTACTAGATTCATGTGGAGAGATAATGGTGATGGTGAAGTTTA

consensus sequence Untitled Consensus

GTTTGTATGGTGGTTTGGTTAATTGTTCTGGTGGTAGACATTCTGATGATTGTTTCTCTACTAGATTCATGTGGAGAGATAATGGTGATGGTGAAGTTTA

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

GTTTGTATGGTGGTTTGGTTAATTGTTCTGGTGGTAGACATTCTGATGATTGTTTCTCTACTAGATTCATGTGGAGAGATAATGGTGATGGTGAAGTTTA

aligned sequence Aly_T7_terminator

TGGTTATGTTCCAGATCAATCTCATCAATTGCCAGGTTTCTGTACTAAAAATATTTGTGATCCAGTTAAAGGTTTCTCTTTCGGTAGAGGTTCTTGGAGA

consensus sequence Untitled Consensus

TGGTTATGTTCCAGATCAATCTCATCAATTGCCAGGTTTCTGTACTAAAAATATTTGTGATCCAGTTAAAGGTTTCTCTTTCGGTAGAGGTTCTTGGAGA

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

TGGTTATGTTCCAGATCAATCTCATCAATTGCCAGGTTTCTGTACTAAAAATATTTGTGATCCAGTTAAAGGTTTCTCTTTCGGTAGAGGTTCTTGGAGA

aligned sequence Aly_T7_terminator

TTCCAAAGAGGTGTTTGGCAAACTATTGCTCAATCTATTAAATTGAATACTCCAGGTTCTACTGATGGTGCTATTAAAGTTGTTTATAATGGTAAAGTTG

consensus sequence Untitled Consensus

TTCCAAAGAGGTGTTTGGCAAACTATTGCTCAATCTATTAAATTGAATACTCCAGGTTCTACTGATGGTGCTATTAAAGTTGTTTATAATGGTAAAGTTG

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

TTCCAAAGAGGTGTTTGGCAAACTATTGCTCAATCTATTAAATTGAATACTCCAGGTTCTACTGATGGTGCTATTAAAGTTGTTTATAATGGTAAAGTTG

aligned sequence Aly_T7_terminator

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-L3BbeQb5-untitled-consensus/edit 5/7



Consensus Alignment: Aly_Template, Aly_T7_promoter, Aly_T7_terminator, Untitled Consensus (from 1401-1700 bp) 2/11/2017 17:53:55

TTTATGCTTCTAATAATTTGGCTTTGAGATCTCAATCTGATGTTAATATTGATGGTATTTTCTTCTCTACTTTCTTCGGTGGTTCTTATGCTAATTGGGC

consensus sequence Untitled Consensus

TTTATGCTTCTAATAATTTGGCTTTGAGATCTCAATCTGATGTTAATATTGATGGTATTTTCTTCTCTACTTTCTTCGGTGGTTCTTATGCTAATTGGGC

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

TTTATGCTTCTAATAATTTGGCTTTGAGATCTCAATCTGATGTTAATATTGATGGTATTTTCTTCTCTACTTTCTTCGGTGGTTCTTATGCTAATTGGGC

aligned sequence Aly_T7_terminator

TCCAACTAGAGATTGTTATACTTGGTTCAAAAATTTCGCTATTTCTTTCGATACTGGTCCAGAAGTTGCTGTTGGTTAAACAGGCCCCTTTTCCTTTGTC

consensus sequence Untitled Consensus

TCCAACTAGAGATTGTTATACTTGGTTCAAAAATTTCGCTATTTCTTTCGATACTGGTCCAGAAGTTGCTGTTGGTTAAACAGGCCCCTTTTCCTTTGTC

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

TCCAACTAGAGATTGTTATACTTGGTTCAAAAATTTCGCTATTTCTTTCGATACTGGTCCAGAAGTTGCTGTTGGTTAAACAGGCCCCTTTTCCTTTGTC

aligned sequence Aly_T7_terminator

GATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCTCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCC

consensus sequence Untitled Consensus

GATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCTCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCC

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

GATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCTCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCC

aligned sequence Aly_T7_terminator

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-L3BbeQb5-untitled-consensus/edit 6/7



Consensus Alignment: Aly_Template, Aly_T7_promoter, Aly_T7_terminator, Untitled Consensus (from 1701-1881 bp) 2/11/2017 17:53:55

(T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T
CTATTTATTTTTTTTAATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAAACGCGTGTACGCATGTAACATT

consensus sequence Untitled Consensus

CTATTTATTTTTTTTAATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAAACGCGTGTACGCATGTAACATT

aligned sequence Aly_Template

aligned sequence Aly_T7_promoter

CTATTTATTTTTTTTAATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAAACGCGTGTACGCATGTAACATT

aligned sequence Aly_T7_terminator

HENEENEENEEEN NN NN EENENNEENEEENNEENENEEENNENNNEENERNREENNNNEEEEN
ATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTTCGCAGTTTACACTCTCATCGT

consensus sequence Untitled Consensus

ATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTTCGCAGTTTACACTCTCATCGﬂ

aligned sequence Aly_Template
aligned sequence Aly_T7_promoter

ATACTGAAAACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTTCGCAGTTTACACTCTCATCGﬂ

aligned sequence Aly_T7_terminator

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-L3BbeQb5-untitled-consensus/edit 717



3/11/2017 10:05:03

Consensus Alignment: Oly T7 promoter, Oly _template, Oly T3 pro...

—
gtaatacgactcactatagggcgaattgggtaccgggecccecccctecgaggtcgacggtatcgataagettgat AATGCTACTATTTTGGAGATTAATCTC

consensus sequence Untitled Consensus

EtaatacgactcactatagggcgaattgggtaccgggccccccctcgaggtcgacggtatcgataagcttgatAATGCTACTATTTTGGAGATTAATCTC

aligned sequence Oly_T7_promoter

e AATGCTACTATTTTGGAGATTAATCTC

aligned sequence Oly_T3_promoter

EEESES NSNS NSNS NSNS NN
AGTACAAAACAATATTAAAAAGAGGTGAATTATTTTTCCCCCCTTATTTTTTTTTTGTTAAAATTGATCCAAATGTAAATAAACAATCACAAGGAAAAAA

consensus sequence Untitled Consensus

AGTACAAAACAATATTAAAAAGAGGTGAATTATTTTTCCCCCCTTATTTTTTTTTTGTTAAAATTGATCCAAATGTAAATAAACAATCACAAGGAAAAAA

aligned sequence Oly_T7_promoter

AGTACAAAACAATATTAAAAAGAGGTGAATTATTTTTCCCCCCTTATTTTTTTTTTGTTAAAATTGATCCAAATGTAAATAAACAATCACAAGGAAAAAA

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 1/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 201-400 bp) 3/11/2017 10:05:03

EEESES NSNS NSNS NSNS NN
AAAAAAAAAAAAAAAATAGCCGCCATGACCCCGGATCGTCGGTTGTGATACGGTCAGGGTAGCGCCCTGGTCAAACTTCAGAACTAAAAAAATAATAAGG

consensus sequence Untitled Consensus

AAAAAAAAAAAAAAAATAGCCGCCATGACCCCGGATCGTCGGTTGTGATACGGTCAGGGTAGCGCCCTGGTCAAACTTCAGAACTAAAAAAATAATAAGG

aligned sequence Oly_T7_promoter

AAAAAAAAAAAAAAAATAGCCGCCATGACCCCGGATCGTCGGTTGTGATACGGTCAGGGTAGCGCCCTGGTCAAACTTCAGAACTAAAAAAATAATAAGG

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
AAGAAAAAAATAGCTAATTTTTCCGGCAGAAAGATTTTCGCTACCCGAAAGTTTTTCCGGCAAGCTAAATGGAAAAAGGAAAGATTATTGAAAGAGAAAG

consensus sequence Untitled Consensus

AAGAAAAAAATAGCTAATTTTTCCGGCAGAAAGATTTTCGCTACCCGAAAGTTTTTCCGGCAAGCTAAATGGAAAAAGGAAAGATTATTGAAAGAGAAAG

aligned sequence Oly_T7_promoter

AAGAAAAAAATAGCTAATTTTTCCGGCAGAAAGATTTTCGCTACCCGAAAGTTTTTCCGGCAAGCTAAATGGAAAAAGGAAAGATTATTGAAAGAGAAAG

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 2/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 401-600 bp) 3/11/2017 10:05:03

AAAGAAAAAAAAAAAATGTACACCCAGACATCGGGCTTCCACAATTTCGGCTCTATTGTTTTCCATCTCTCGCAACGGCGGGATTCCTCTATGGCGTGTG

consensus sequence Untitled Consensus

AAAGAAAAAAAAAAAATGTACACCCAGACATCGGGCTTCCACAATTTCGGCTCTATTGTTTTCCATCTCTCGCAACGGCGGGATTCCTCTATGGCGTGTG

aligned sequence Oly_T7_promoter

AAAGAAAAAAAAAAAATGTACACCCAGACATCGGGCTTCCACAATTTCGGCTCTATTGTTTTCCATCTCTCGCAACGGCGGGATTCCTCTATGGCGTGTG

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

ATGTCTGTATCTGTTACTTAATCCAGAAACTGGCACTTGACCCAACTCTGCCACGTGGGTCGTTTTGCCATCGACAGATTGGGAGATTTTCATAGTAGAA

consensus sequence Untitled Consensus

ATGTCTGTATCTGTTACTTAATCCAGAAACTGGCACTTGACCCAACTCTGCCACGTGGGTCGTTTTGCCATCGACAGATTGGGAGATTTTCATAGTAGAA

aligned sequence Oly_T7_promoter

ATGTCTGTATCTGTTACTTAATCCAGAAACTGGCACTTGACCCAACTCTGCCACGTGGGTCGTTTTGCCATCGACAGATTGGGAGATTTTCATAGTAGAA

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 3/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 601-800 bp) 3/11/2017 10:05:03

TTCAGCATGATAGCTACGTAAATGTGTTCCGCACCGTCACAAAGTGTTTTCTACTGTTCTTTCTTCTTTCGTTCATTCAGTTGAGTTGAGTGAGTGCTTT

consensus sequence Untitled Consensus

TTCAGCATGATAGCTACGTAAATGTGTTCCGCACCGTCACAAAGTGTTTTCTACTGTTCTTTCTTCTTTCGTTCATTCAGTTGAGTTGAGTGAGTGCTTT

aligned sequence Oly_T7_promoter

TTCAGCATGATAGCTACGTAAATGTGTTCCGCACCGTCACAAAGTGTTTTCTACTGTTCTTTCTTCTTTCGTTCATTCAGTTGAGTTGAGTGAGTGCTTT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

GTTCAATGGATCTTAGCTAAAATGCATATTTTTTCTCTTGGTAAATGAATGCTTGTGATGTCTTCCAAGTGATTTCCTTTCCTTCCCATATGATGCTAGG

consensus sequence Untitled Consensus

GTTCAATGGATCTTAGCTAAAATGCATATTTTTTCTCTTGGTAAATGAATGCTTGTGATGTCTTCCAAGTGATTTCCTTTCCTTCCCATATGATGCTAGG

aligned sequence Oly_T7_promoter

GTTCAATGGATCTTAGCTAAAATGCATATTTTTTCTCTTGGTAAATGAATGCTTGTGATGTCTTCCAAGTGATTTCCTTTCCTTCCCATATGATGCTAGG

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 4/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 801-1000 bp) 3/11/2017 10:05:03

TACCTTTAGTGTCTTCCTAAAAAAAAAAAAAGGCTCGCCATCAAAACGATATTCGTTGGCTTTTTTTTCTGAATTATAAATACTCTTTGGTAACTTTTCA

consensus sequence Untitled Consensus

TACCTTTAGTGTCTTCCTAAAAAAAAAAAAAGGCTCGCCATCAAAACGATATTCGTTGGCTTTTTTTTCTGAATTATAAATACTCTTTGGTAACTTTTCA

aligned sequence Oly_T7_promoter

TACCTTTAGTGTCTTCCTAAAAAAAAAAAAAGGCTCGCCATCAAAACGATATTCGTTGGCTTTTTTTTCTGAATTATAAATACTCTTTGGTAACTTTTCA

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

TTTCCAAGAACCTCTTTTTTCCAGTTATATCATGGTCCCCTTTCAAAGTTATTCTCTACTCTTTTTCATATTCATTCTTTTTCATCCTTTGGTTTTTTAT

consensus sequence Untitled Consensus

TTTCCAAGAACCTCTTTTTTCCAGTTATATCATGGTCCCCTTTCAAAGTTATTCTCTACTCTTTTTCATATTCATTCTTTTTCATCCTTTGGTTTTTTAT

aligned sequence Oly_T7_promoter

TTTCCAAGAACCTCTTTTTTCCAGTTATATCATGGTCCCCTTTCAAAGTTATTCTCTACTCTTTTTCATATTCATTCTTTTTCATCCTTTGGTTTTTTAT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 5/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1001-1200 bp) 3/11/2017 10:05:03

EEEEESEEEESEEEEEEEsEssEsssssssssssssssssssnssssssnnsiiSSEEEEEEEEEEEEENERREEEEENRRRRRERENENRRRREEEEE
TCTTAACTTGTTTATTATTCTCTCTTGTTTCTATTTACAAGACACCAATCAAAACAAATAAAACATCATCACAATGCGTCCCTCTGCCCCGGCCATCTCC

consensus sequence Untitled Consensus

TCTTAACTTGTTTATTATTCTCTCTTGTTTCTATTTACAAGACACCAATCAAAACAAATAAAACATCATCACAATGCGTCCCTCTGCCCCGGCCATCTCC

aligned sequence Oly_T7_promoter

TCTTAACTTGTTTATTATTCTCTCTTGTTTCTATTTACAAGACACCAATCAAAACAAATAAAACATCATCACAATGCGTCCCTCTGCCCCGGCCATCTCC

aligned sequence Oly_template

———————————————————————————————————————————————————— AACAAATAAAACATCATCACAATGCGTCCCTCTGCCCCGGCCATCTCC

aligned sequence Oly_T3_promoter

NENRERRRN NN NN NN NN NN NR RN RN NNRRR NN RRRRRNNNNRREANNNRRRRNNNRRRNNNNEED
AGACAGACACTTCTCGATGAACCCCGCCCGGGCTCATTGACCATTGGCTACGAGCCGAGCGAAGAAGCACAACCGACGGAGAACCCTCCGCGCTTTTCAT

consensus sequence Untitled Consensus

AGACAGACACTTCTCGATGAACCCCGCCCGGGCTCATTGACCATTGGCTACGAGCCGAGCGAAGAAGCACAACCGACGGAGAACCCTCCGCGCTTTTCAT

aligned sequence Oly_T7_promoter

AGACAGACACTTCTCGATGAACCCCGCCCGGGCTCATTGACCATTGGCTACGAGCCGAGCGAAGAAGCACAACCGACGGAGAACCCTCCGCGCTTTTCAT

aligned sequence Oly_template

AGACAGACACTTCTCGATGAACCCCGCCCGGGCTCATTGACCATTGGCTACGAGCCGAGCGAAGAAGCACAACCGACGGAGAACCCTCCGCGCTTTTCAT

aligned sequence Oly_inter_1_FW

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 6/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1201-1400 bp) 3/11/2017 10:05:03

L T L T LT T LT T L LT T L LTI T L LT T T L LT T T LT LT T T T T e e e e
GGCTACCCGATATTGACGACGGCGCGCGTTACGTGCTGCGCATTTCGACCGATCCCGGTTTTACAGACAAAAAAACGCTCGTCTTCGAGGATCTCGCCTG

consensus sequence Untitled Consensus

GGCTACCCGATATTGACGACGGCGCGCGTTACGTGCTGCGCATTTCGACCGATCCCGGTTTTACAGACAAAAAAACGCT=====================

aligned sequence Oly_T7_promoter

GGCTACCCGATATTGACGACGGCGCGCGTTACGTGCTGCGCATTTCGACCGATCCCGGTTTTACAGACAAAAAAACGCTCGTCTTCGAGGATCTCGCCTG

aligned sequence Oly_template

GGCTACCCGATATTGACGACGGCGCGCGTTACGTGCTGCGCATTTCGACCGATCCCGGTTTTACAGACAAAAAAACGCTCGTCTTCGAGGATCTCGCCTG

aligned sequence Oly_inter_1_FW

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
GAATTTCTTCACCCCGGATGAAGCACTGCCGGACGGCCATTATCACTGGTGTTATGCGCTATGGGATCAGAAATCCGCAACAGCGCATTCCAACTGGAGC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GAATTTCTTCACCCCGGATGAAGCACTGCCGGACGGCCATTATCACTGGTGTTATGCGCTATGGGATCAGAAATCCGCAACAGCGCATTCCAACTGGAGC

aligned sequence Oly_template

GAATTTCTTCACCCCGGATGAAGCACTGCCGGACGGCCATTATCACTGGTGTTATGCGCTATGGGATCAGAAATCCGCAACAGCGCATTCCAACTGGAGC

aligned sequence Oly_inter_1_FW

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 7/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1401-1600 bp) 3/11/2017 10:05:03

SN SN NSNS SN NN NN NN
ACCGTACGCAGTTTCGAGATCAGTGAAGCACTGCCGAAAACGCCGCTGCCCGGCAGGTCTGCCCGCCATGCTGCCGCGCAAACCAGCCACCCTCGGCTGT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

ACCGTACGCAGTTTCGAGATCAGTGAAGCACTGCCGAAAACGCCGCTGCCCGGCAGGTCTGCCCGCCATGLCTGCCGLCGCAAALCCAGLLCACCCTCGGETEGT

aligned sequence Oly_template

ACCGTACGCAGTTTCGAGATCAGTGAAGCACTGCCGAAAACGCCGCTGCCCGGCAGGTCTGCCCGCCATGLCTGCCGLCGCAAALCCAGLLCACCCTCGGETEGT

aligned sequence Oly_inter_1_FW

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
GGCTCAACTCCGAGCAATTGAGTGCCTTCGCCGATGCCGTTGCGAAGGACCCCAACCATTGTGGCTGGGCCGAGTTTTACGAAAAATCGGTCGAGCCGTG

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GGCTCAACTCCGAGCAATTGAGTGCCTTCGCCGATGCCGTTGCGAAGGACCCCAACCATTGTGGCTGGGCCGAGTTTTACGAAAAATCGGTCGAGCCGTG

aligned sequence Oly_template

GGCTCAACTCCGAGCAATTGAGTGCCTTCGCCGATGCCGTTGCGAAGGACCCCAACCATTGTGGCTGGGCCGAGTTTTACGAAAAATCGGTCGAGCCGTG

aligned sequence Oly_inter_1_FW

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 8/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1601-1800 bp) 3/11/2017 10:05:03

EEEEESEEEEEEEEENEEEEEEEEEE NSNS NN EEEE s snssssssnnnnnsnssssnnnnnnsns AN NREEEEEN
GCTCGAGCGGCCGGTCATGCCGGAACCGCAGCCCTATCCCAACAACACGCGTGTCGCCACGCTCTGGCGGCAGATGTATATAGACTGCCAGGAAGTGATC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GCTCGAGCGGCCGGTCATGCCGGAACCGCAGCCCTATCCCAACAACACGCGTGTCGCCACGCTCTGGCGGCAGATGTATATAGACTGCCAGGAAGTGATC

aligned sequence Oly_template

GCTCGAGCGGCCGGTCATGCCGGAACCGCAGCCCTATCCCAACAACACGCGTGTCGCCACGCTCTGGCGGCAGATGTATATAGACTGCCAGGAAGTGATC

aligned sequence Oly_inter_1_FW

————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGGAAGTGATC

aligned sequence Oly_T3_promoter

NENRERRRN NN NN NN NN NN NR RN RN NNRRR NN RRRRRNNNNRREANNNRRRRNNNRRRNNNNEED
TATGCGATCCGGCACCTGGCCATTGCCGGCCGCGTGCTCGGACGCGACGACCTTCTCGATGCATCCCGCAAATGGCTGCTGGCCGTCGCCGCCTGGGACA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

TATGCGATCCGGCACCTGGCCATTGCCGGCCGCGTGCTCGGACGCGACGACCTTCTCGATGCATCCCGCAAATGGCTGCTGGCCGTCGCCGCCTGGGACA

aligned sequence Oly_template

TATGCGATCCGGCACCTGGCCATTGCCGGCCGCGTGCTCGGACGCGACGACCTTCTCGATGCATCCCGCAAATGGCTGCTGGCCGTCGCCGCCTGGGACA

aligned sequence Oly_inter_1_FW

TATGCGATCCGGCACCTGGCCATTGCCGGCCGCGTGCTCGGACGCGACGACCTTCTCGATGCATCCCGCAAATGGCTGCTGGCCGTCGCCGCCTGGGACA

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 9/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1801-2000 bp) 3/11/2017 10:05:03

NENRERRRN NN NN NN N RN NN NN RN RN NNRRR NN RRRRRNNNNRRENNNNRRRRNNNRRRNNNNEED
CGAAAGGTGCGACCTCACGCGCCTATAATGACGAGGCGGGGTTCCGCGTCGTCGTCGCACTCGCCTGGGGTTATGACTGGCTGTACGACCATCTGAGCGA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CGAAAGGTGCGACCTCACGCGCCTATAATGACGAGGCGGGGTTCCGCGTCGTCGTCGCACTCGCCTGGGGTTATGACTGGCTGTACGACCATCTGAGCGA

aligned sequence Oly_template

CGAAAGGTGCGACCTCACGCGCCTATAATGACGAGGCGGGGTTCCGCGTCGTCGTCGCACTCGCCTGGGGTTATGACTGGCTGTACGACCATCTGAGCGA

aligned sequence Oly_inter_1_FW

CGAAAGGTGCGACCTCACGCGCCTATAATGACGAGGCGGGGTTCCGCGTCGTCGTCGCACTCGCCTGGGGTTATGACTGGCTGTACGACCATCTGAGCGA

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

NENRERRRN NN NN NN NN NN NR RN RN NNRRR NN RRRRRNNNNRREANNNRRRRNNNRRRNNNNEED
AGACGAACGCAGGACCGTGCGATCCGTTCTTCTCGAACGGACGCGGGAAGTTGCCGATCATGTCATCGCACACGCCCGCATTCACGTCTTTCCCTATGAC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

AGACGAACGCAGGACCGTGCGATCCGTTCTTCTCGAACGGACGCGGGAAGTTGCCGATCATGTCATCGCACACGCCCGCATTCACGTCTTTCCCTATGAC

aligned sequence Oly_template

AGACGAACGCAGGACCGTGCGATCCGTTCTTCTCGAACGGACGCGGGAAGTTGCCGATCATGTCATCGCACACGCCCGCATTCACGTCTTTCCCTATGAC

aligned sequence Oly_inter_1_FW

AGACGAACGCAGGACCGTGCGATCCGTTCTTCTCGAACGGACGCGGGAAGTTGCCGATCATGTCATCGCACACGCCCGCATTCACGTCTTTCCCTATGAC

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 10/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2001-2200 bp) 3/11/2017 10:05:03

T T L T L T T LT T L LT T L LT T L LT T T LTI LT LT T L LTI L LT T T T T
AGCCATGCGGTGCGCTCGCTTTCGGCTGTATTGACGCCGGCCTGCATCGCACTTCAGGGAGAAAGCGACGAGGCTGGCGAATGGCTCGACTATACCGTCG

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

AGCCATGCGGTGCGCTCGCTTTCGGCTGTATTGACGCCGGCCTGCATCGCACTTCAGGGAGAAAGCGACGAGGCTGGCGAATGGCTCGACTATACCGTCG

aligned sequence Oly_template

AGCCATGCGGTGCGCTCGCTTTCGGCTGTATTGACGCCGGCCTGCATCGCACTTCAGGGAGAAAGCGACGAGGCTGGCGAATGGCTCGACTAT ===~

aligned sequence Oly_inter_1_FW

AGCCATGCGGTGCGCTCGCTTTCGGCTGTATTGACGCCGGCCTGCATCGCACTTCAGGGAGAAAGCGACGAGGCTGGCGAATGGCTCGACTATACCGTCG

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
AATTCCTTGCCACGCTCTATTCTCCCTGGGCGGGAACCGATGGTGGTTGGGCGGAAGGTCCGCATTACTGGATGACCGGCATGGCCTATCTCATCGAGGL

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

AATTCCTTGCCACGCTCTATTCTCCCTGGGCGGGAACCGATGGTGGTTGGGCGGAAGGTCCGCATTACTGGATGACCGGCATGGCCTATCTCATCGAGGL

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

AATTCCTTGCCACGCTCTATTCTCCCTGGGCGGGAACCGATGGTGGTTGGGCGGAAGGTCCGCATTACTGGATGACCGGCATGGCCTATCTCATCGAGGL

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 11/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2201-2400 bp) 3/11/2017 10:05:03

SN SN NSNS SN NN NN NN
CGCCAATCTGATCCGCTCCTATATTGGTTATGACCTCTATCAACGGCCGTTTTTCCAGAATACCGGTCGCTTCCCGCTTTACACCAAGGCGCCGGGAACC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CGCCAATCTGATCCGCTCCTATATTGGTTATGACCTCTATCAACGGCCGTTTTTCCAGAATACCGGTCGCTTCCCGCTTTACACCAAGGCGCCGGGAACC

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

CGCCAATCTGATCCGCTCCTATATTGGTTATGACCTCTATCAACGGCCGTTTTTCCAGAATACCGGTCGCTTCCCGCTTTACACCAAGGCGCCGGGAACC

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
CGCCGCGCCAACTTCGGCGACGACTCCACCCTTGGCGACCTTCCCGGCCTGAAGCTGGGATACAACGTCCGGCAATTCGCCGGCGTCACCGGCAATGGCC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CGCCGCGCCAACTTCGGCGACGACTCCACCCTTGGCGACCTTCCCGGCCTGAAGCTGGGATACAACGTCCGGCAATTCGCCGGCGTCACCGGCAATGGCC

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

CGCCGCGCCAACTTCGGCGACGACTCCACCCTTGGCGACCTTCCCGGCCTGAAGCTGGGATACAACGTCCGGCAATTCGCCGGCGTCACCGGCAATGGCC

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 12/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2401-2600 bp) 3/11/2017 10:05:03

SN SN NSNS SN NN NN NN
ATTACCAGTGGTATTTCGATCACATCAAGGCCGATGCGACAGGCACGGAAATGGCCTTTTACAATTACGGCTGGTGGGACCTCAACTTCGACGATCTCGT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

ATTACCAGTGGTATTTCGATCACATCAAGGCCGATGCGACAGGCACGGAAATGGCCTTTTACAATTACGGCTGGTGGGACCTCAACTTCGACGATCTCGT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

ATTACCAGTGGTATTTCGATCACATCAAGGCCGATGCGACAGGCACGGAAATGGCCTTTTACAATTACGGCTGGTGGGACCTCAACTTCGACGATCTCGT

aligned sequence Oly_inter_2_RV

aligned sequence Oly_T3_promoter

O e L L T O T

CTATCGCCACGATTACCCGCAGGTGGAAGCCGTGTCTCCCGCCGACCTGCCGGCACTCGCCGTTTTCGATGATATTGGTTGGGCGACCATCCAAAAAGAC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CTATCGCCACGATTACCCGCAGGTGGAAGCCGTGTCTCCCGCCGACCTGCCGGCACTCGCCGTTTTCGATGATATTGGTTGGGCGACCATCCAAAAAGAC

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

CTATCGCCACGATTACCCGCAGGTGGAAGCCGTGTCTCCCGCCGACCTGCCGGCACTCGCCGTTTTCGATGATATTGGTTGGGCGACCATCCAAAAAGAC

aligned sequence Oly_inter_2_RV

——————————————————————————————————————————————————————————————— TTTCGATGATATTGGTTGGGCGACCATCCAAAAAGAC

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 13/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2601-2800 bp) 3/11/2017 10:05:03

NENRERRRN NN NN NN N RN NN NN RN RN NNRRR NN RRRRRNNNNRRENNNNRRRRNNNRRRNNNNEED
ATGGAAGACCCGGACCGGCACCTGCAGTTCGTCTTCAAATCCAGCCCTTACGGTTCGCTCAGCCACAGTCACGGCGACCAGAATGCCTTTGTGCTTTATG

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

ATGGAAGACCCGGACCGGCACCTGCAGTTCGTCTTCAAATCCAGCCCTTACGGTTCGCTCAGCCACAGTCACGGCGACCAGAATGCCTTTGTGCTTTATG

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

ATGGAAGACCCGGACCGGCACCTGCAGTTCGTCTTCAAATCCAGCCCTTACGGTTCGCTCAGCCACAGTCACGGCGACCAGAATGCCTTTGTGCTTTATG

aligned sequence Oly_inter_2_RV

ATGGAAGACCCGGACCGGCACCTGCAGTTCGTCTTCAAATCCAGCCCTTACGGTTCGCTCAGCCACAGTCACGGCGACCAGAATGCCTTTGTGCTTTATG

aligned sequence Oly_T3_promoter

LTI T I T T T T T T e e e e e e e e T L L T L T T T T T T T T T T T
CCCATGGCGAGGATCTGGCGATCCAGTCCGGTTATTACGTGGCGTTCAATTCGCAGATGCATCTGAATTGGCGGCGTCAGACACGGTCGAAAAATGCCGT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CCCATGGCGAGGATCTGGCGATCCAGTCCGGTTATTACGTGGCGTTCAATTCGCAGATGCATCTGAATTGGCGGCGTCAGACACGGTCGAAAAATGCCGT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_1_FW

CCCATGGCGAGGAT CTGGCGATCCAGTCOGGTTAT TAC - === == = === = = o oo o o

aligned sequence Oly_inter_2_RV

CCCATGGCGAGGATCTGGCGATCCAGTCCGGTTATTACGTGGCGTTCAATTCGCAGATGCATCTGAATTGGCGGCGTCAGACACGGTCGAAAAATGCCGT

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 14/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2801-3000 bp) 3/11/2017 10:05:03

SN SN NSNS SN NN NN NN
GCTGATCGGCGGCAAAGGCCAATATGCGGAAAAGGACAAGGCGCTTGCACGCCGCGCCGCCGGCCGCATCGTCTCGGTGGAGGAACAGCCCGGCCATGTT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GCTGATCGGCGGCAAAGGCCAATATGCGGAAAAGGACAAGGCGCTTGCACGCCGCGCCGCCGGCCGCATCGTCTCGGTGGAGGAACAGCCCGGCCATGTT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

GCTGATCGGCGGCAAAGGCCAATATGCGGAAAAGGACAAGGCGCTTGCACGCCGCGCCGCCGGCCGCATCGTCTCGGTGGAGGAACAGCCCGGCCATGTT

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
CGTATCGTCGGCGATGCAACCGCCGCCTACCAGGTTGCGAACCCGCTGGTTCAAAAGGTGCTGCGCGAAACCCACTTCGTTAATGACAGCTATTTCGTGA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CGTATCGTCGGCGATGCAACCGCCGCCTACCAGGTTGCGAACCCGCTGGTTCAAAAGGTGCTGCGCGAAACCCACTTCGTTAATGACAGCTATTTCGTGA

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

CGTATCGTCGGCGATGCAACCGCCGCCTACCAGGTTGCGAACCCGCTGGTTCAAAAGGTGCTGCGCGAAACCCACTTCGTTAATGACAGCTATTTCGTGA

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 15/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 3001-3200 bp) 3/11/2017 10:05:03

SN SN NSNS SN NN NN NN
TTGTCGACGAAGTCGAATGTTCGGAACCCCAGGAACTGCAATGGCTTTGCCATACACTCGGAGCGCCGCAGACCGGCAGGTCAAGCTTCCGCTACAATGG

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

TTGTCGACGAAGTCGAATGTTCGGAACCCCAGGAACTGCAATGGCTTTGCCATACACTCGGAGCGCCGCAGACCGGCAGGTCAAGCTTCCGCTACAATGG

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

TTGTCGACGAAGTCGAATGTTCGGAACCCCAGGAACTGCAATGGCTTTGCCATACACTCGGAGCGCCGCAGACCGGCAGGTCAAGCTTCCGCTACAATGG

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
CCGGAAAGCCGGTTTCTACGGACAGTTCGTTTACTCTTCGGGCGGCACGCCGCAAATCAGCGCCGTGGAGGGTTTTCCCGATATCGACCCGAAAGAATTC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CCGGAAAGCCGGTTTCTACGGACAGTTCGTTTACTCTTCGGGCGGCACGCCGCAAATCAGCGCCGTGGAGGGTTTTCCCGATATCGACCCGAAAGAATTC

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

CCGGAAAGCCGGTTTCTACGGACAGTTCGTTTACTCTTCGGGCGGCACGCCGCAAATCAGCGCCGTGGAGGGTTTTCCCGATATCGACCCGAAAGAATTC

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 16/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 3201-3400 bp) 3/11/2017 10:05:03

SN SN NSNS SN NN NN NN
GAAGGGCTCGACATACACCACCATGTCTGCGCCACGGTTCCGGCCGCCACCCGGCATCGCCTTGTCACCCTTCTGGTGCCTTACAGCCTGAAGGAGCCGA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GAAGGGCTCGACATACACCACCATGTCTGCGCCACGGTTCCGGCCGCCACCCGGCATCGCCTTGTCACCCTTCTGGTGCCTTACAGCCTGAAGGAGCCGA

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

GAAGGGCTCGACATACACCACCATGTCTGCGCCACGGTTCCGGCCGCCACCCGGCATCGCCTTGTCACCCTTCTGGTGCCTTACAGCCTGAAGGAGCCGA

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
AGCGCATTTTCAGCTTCATCGATGATCAGGGTTTTTCCACCGACATCTACTTCAGTGATGTCGATGACGAGCGTTTCAAGCTCTCCCTTCCCAAGCAGTT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

AGCGCATTTTCAGCTTCATCGATGATCAGGGTTTTTCCACCGACATCTACTTCAGTGATGTCGATGACGAGCGTTTCAAGCTCTCCCTTCCCAAGCAGTT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

AGCGCATTTTCAGCTTCATCGATGATCAGGGTTTTTCCACCGACATCTACTTCAGTGATGTCGATGACGAGCGTTTCAAGCTCTCCCTTCCCAAGCAGTT

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 17/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 3401-3600 bp) 3/11/2017 10:05:03

EEESES NSNS NSNS NSNS NN
CTAAGCGGATCTCTTATGTCTTTACGATTTATAGTTTTCATTATCAAGTATGCCTATATTAGTATATAGCATCTTTAGATGACAGTGTTCGAAGTTTCAC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

CTAAGCGGATCTCTTATGTCTTTACGATTTATAGTTTTCATTATCAAGTATGCCTATATTAGTATATAGCATCTTTAGATGACAGTGTTCGAAGTTTCAC

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

CTAAGCGGATCTCTTATGTCTTTACGATTTATAGTTTTCATTATCAAGTATGCCTATATTAGTATATAGCATCTTTAGATGACAGTGTTCGAAGTTTCAC

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
GAATAAAAGATAATATTCTACTTTTTGCTCCCACCGCGTTTGCTAGCACGAGTGAACACCATCCCTCGCCTGTGAGTTGTACCCATTCCTCTAAACTGTA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GAATAAAAGATAATATTCTACTTTTTGCTCCCACCGCGTTTGCTAGCACGAGTGAACACCATCCCTCGCCTGTGAGTTGTACCCATTCCTCTAAACTGTA

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

GAATAAAAGATAATATTCTACTTTTTGCTCCCACCGCGTTTGCTAGCACGAGTGAACACCATCCCTCGCCTGTGAGTTGTACCCATTCCTCTAAACTGTA

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 18/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 3601-3800 bp) 3/11/2017 10:05:03

EEESES NSNS NSNS NSNS NN
GACATGGTAGCTTCAGCAGTGTTCGTTATGTACGGCATCCTCCAACAAACAGTCGGTTATAGTTTGTCCTGCTCCTCTGAATCGTCTCCCTCGATATTTC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

GACATGGTAGCTTCAGCAGTGTTCGTTATGTACGGCATCCTCCAACAAACAGTCGGTTATAGTTTGTCCTGCTCCTCTGAATCGTCTCCCTCGATATTTC

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

GACATGGTAGCTTCAGCAGTGTTCGTTATGTACGGCATCCTCCAACAAACAGTCGGTTATAGTTTGTCCTGCTCCTCTGAATCGTCTCCCTCGATATTTC

aligned sequence Oly_T3_promoter

LI T I T T T T T T T T T I I T T T P PP T T T T T P P P I T T I T T T T T P IITIII T TI T TIITIIIIIIITT]
TCATTTTCCTTCGCATGCCAGCATTGAAATGATCGAAGTTCAATGATGAAACGGTAATTCTTCTGTCATTTACTCATCTCATCTCATCAAGTTATATAAT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_T7_promoter

TCATTTTCCTTCGCATGCCAGCATTGAAATGATCGAAGTTCAATGATGAAACGGTAATTCTTCTGTCATTTACTCATCTCATCTCATCAAGTTATATAAT

aligned sequence Oly_template

aligned sequence Oly_inter_2_RV

TCATTTTCCTTCGCATGCCAGCATTGAAATGATCGAAGTTCAATGATGAAACGGTAATTCTTCTGTCATTTACTCATCTCATCTCATCAAGTTATATAAT

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 19/20



Consensus Alignment: Oly_T7_promoter, Oly_template, Oly_T3_promoter, Untitled Consensus (from 3801-3847 bp) 3/11/2017 10:05:03

—

TCTAatcgaattcctgcagecccgggggatccactagttctagagegg

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence Oly_inter_2_RV

TCTAatcgaattcctgcagcccgggggatccactagttctagagcga

aligned sequence Oly_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-HIJXLK51-untitled-consensus/edit 20/20



30/10/2017 23:23:04

Consensus Alignment: DEHR2 T3, pBS-DehR, DEHR2 T7, Untitled C...

e LT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
CCGCGACAAATTACCCATAAGGTTGTTTGTGACGGCGTCGTACAAGAGAACGTGGGAACTTTTTAGGCTCACCAAAAAAGAAAGAAAAAATACGAGTTGC

consensus sequence Untitled Consensus

ECGCGACAAATTACCCATAAGGTTGTTTGTGACGGCGTCGTACAAGAGAACGTGGGAACTTTTTAGGCTCACCAAAAAAGAAAGAAAAAATACGAGTTGC

aligned sequence pBS-DehR

Froom - CATAAGGTTGTTTGTGACGGCGTCGTACAAGAGAACGTGGGAACTTTTTAGGCTCACCAAAAAAGAAAGAAAAAATACGAGTTGC

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

(T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T
TGACAGAAGCCTCAAGAAAAAAAAAATTCTTCTTCGACTATGCTGGAGGCAGAGATGATCGAGCCGGTAGTTAACTATATATAGCTAAATTGGTTCCATC

consensus sequence Untitled Consensus

TGACAGAAGCCTCAAGAAAAAAAAAATTCTTCTTCGACTATGCTGGAGGCAGAGATGATCGAGCCGGTAGTTAACTATATATAGCTAAATTGGTTCCATC

aligned sequence pBS-DehR

TGACAGAAGCCTCAAGAAAAAAAAAATTCTTCTTCGACTATGCTGGAGGCAGAGATGATCGAGCCGGTAGTTAACTATATATAGCTAAATTGGTTCCATC

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit 1/7



Consensus Alignment: DEHR2_T3, pBS-DehR, _DEHR2_T7, Untitled Consensus (from 201-500 bp) 30/10/2017 23:23:04

ACCTTCTTTTCTGGTGTCGCTCCTTCTAGTGCTATTTCTGGCTTTTCCTATTTTTTTTTTTCCATTTTTCTTTCTCTCTTTCTAATATATAAATTCTCTT

consensus sequence Untitled Consensus

ACCTTCTTTTCTGGTGTCGCTCCTTCTAGTGCTATTTCTGGCTTTTCCTATTTTTTTTTTTCCATTTTTCTTTCTCTCTTTCTAATATATAAATTCTCTT

aligned sequence pBS-DehR

ACCTTCTTTTCTGGTGTCGCTCCTTCTAGTGCTATTTCTGGCTTTTCCTA=TTTTTTTTTTCCATTTTTCTTTCTCTCTTTCTAATATATAAATTCTCTT

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

GCATTTTCTATTTTTCTCTCTATCTATTCTACTTGTTTATTCCCTTCAAGGTTTTTTTTTTTTAAGGAGTACTTGTTTTTAGAATATACGGTCAACGAAC

consensus sequence Untitled Consensus

GCATTTTCTATTTTTCTCTCTATCTATTCTACTTGTTTATTCCCTTCAAGG===TTTTTTTTTAAGGAGTACTTGTTTTTAGAATATACGGTCAACGAAC

aligned sequence pBS-DehR

GCATTTTCTATTTTTCTCTCTATCTATTCTACTTGTTTATTCCCTTCAAGGTTTTTTTTTTTTAAGGAGTACTTGTTTTTAGAATATACGGTCAACGAAC

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

TATAATTAACTAAACATGTTCACAACGTCCGCCTATGCCTGCGATGACGGCTCTTCGCCGATGAAGCTCGCGACCATCAGGCGCCGCGATCCCGGTCCGC

consensus sequence Untitled Consensus

TATAATTAACTAAACATGTTCACAACGTCCGCCTATGCCTGCGATGACGGCTCTTCGCCGATGAAGCTCGCGACCATCAGGCGCCGCGATCCCGGTCCGC

aligned sequence pBS-DehR

TATAATTAACTAAACATGTTCACAACGTCCGCCTATGCCTGCGATGACGGCTCTTCGCCGATGAAGCTCGCGACCATCAGGCGCCGCGATCCCGGTCCGC

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit 2/7



Consensus Alignment: DEHR2_T3, pBS-DehR, _DEHR2_T7, Untitled Consensus (from 501-800 bp) 30/10/2017 23:23:04

GCGATGTCGAAATCGAGATAGAATTCTGTGGCGTCTGCCACTCGGACATCCATACGGCCCGCAGCGAATGGCCGGGCTCCCTCTACCCTTGCGTCCCCGG

consensus sequence Untitled Consensus

GCGATGTCGAAATCGAGATAGAATTCTGTGGCGTCTGCCACTCGGACATCCATACGGCCCGCAGCGAATGGCCGGGCTCCCTCTACCCTTGCGTCCCCGG

aligned sequence pBS-DehR

GCGATGTCGAAATCGAGATAGAATTCTGTGGCGTCTGCCACTCGGACATCCATACGGCCCGCAGCGAATGGCCGGGCTCCCTCTACCCTTGCGTCCCCGG

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

CCACGAAATCGTCGGCCGTGTCGGTCGGGTGGGCGCGCAAGTCACCCGGTTCAAGACGGGTGACCGCGTCGGTGTCGGCTGTATCGTCGATAGCTGCCGC

consensus sequence Untitled Consensus

CCACGAAATCGTCGGCCGTGTCGGTCGGGTGGGCGCGCAAGTCACCCGGTTCAAGACGGGTGACCGCGTCGGTGTCGGCTGTATCGTCGATAGCTGCCGC

aligned sequence pBS-DehR

CCACGAAATCGTCGGCCGTGTCGGTCGGGTGGGCGCGCAAGTCACCCGGTTCAAGACGGGTGACCGCGTCGGTGTCGGCTGTATCGTCGATAGCTGCTGC

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

GAATGCGCAAGCTGCGCCGAAGGGCTGGAGCAATATTGCGAAAACGGCATGACCGGCACCTATAACTCCCCTGACAAGGCGATGGGCGGCGGCGCGCATA

consensus sequence Untitled Consensus

GAATGCGCAAGCTGCGCCGAAGGGCTGGAGCAATATTGCGAAAACGGCATGACCGGCACCTATAACTCCCCTGACAAGGCGATGGGCGGCGGCGCGCATA

aligned sequence pBS-DehR

GAATGCGCAAGCTGCGCCGAAGGGCTGGAGCAATATTGCGAAAACGGCATGACCGGCACCTATAACTCCCCTGACAAGGCGATGGGCGGCGGCGCGCATA

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit 3/7



Consensus Alignment: DEHR2_T3, pBS-DehR, _DEHR2_T7, Untitled Consensus (from 801-1100 bp) 30/10/2017 23:23:04

CGCTTGGCGGCTATTCCGCCCATGTGGGTGGTGGATGACCGCTATGTGCTCAATATTCCCGAAGGGCTCGATCCGGCGGCAGCAGCACCGCTACTCTGCG

consensus sequence Untitled Consensus

CGCTTGGCGGCTATTCCGCCCATGT=GGTGGTGGATGACCGCTATGTGCTCAATATTCCCGAAGGGCTCGATCCGGCGGCAGCAGCACCGCTACTCTGCG

aligned sequence pBS-DehR

CGCTTGGCGGCTATTCCGCCCATGTGGGTGGTGGATGACCGCTATGTGCTCAATATTCCCGAAGGGCTCGATCCGGCGGCAGCAGCACCGCTACTCTGCG

aligned sequence DEHR2_T3

aligned sequence _DEHR2_T7

CTGGTATCACCACCTACTCGCCGCTGCGCCACTGGAATGCCGGCCCCGGCAAACGCGTCGGCGTCGTCGGTCTGGGCGGCCTCGGCCATATGGCCGTCAA

consensus sequence Untitled Consensus

CTGGTATCACCACCTACTCGCCGCTGCGCCACTGGAATGCCGGCCCCGGCAAACGCGTCGGCGTCGTCGGTCTGGGCGGCCTCGGCCATATGGCCGTCAA

aligned sequence pBS-DehR

CTGGTATCACCACCTACTCGCCGCTGCGCCACTGGAATGCCGGCCCCGGCAAACGCGTCGGCGTCGTCGGTCTGGGCGGCCTCGGCCATATGGCCGTCAA

aligned sequence DEHR2_T3

——————————————————————————— GCCACTGGAATGCCGGCCCCGGCAAACGCGTCGGCGTCGTCGGTCTGGGCGGCCTCGGCCATATGGCCGTCAA

aligned sequence _DEHR2_T7

GCTCGCCAATGCCATGGGGTGCGACTGGTCGTGATGATCACCACCTTCGCCCGGCAAGGCCGGGAGGATGCCAAAAAACTCGGCGCACACGAGGTGATCA

consensus sequence Untitled Consensus

GCTCGCCAATGCCAT=GGGTGCGACT=GTCGTGATGATCACCACCT=CGCCCGGCAAGGC==GGAGGATGCCAAAAAACTCGGCGCACACGAGGTGATCA

aligned sequence pBS-DehR

GCTCGCCAATGCCATGGGGTGCGACTGGCCGGGATGATCACCACCT=CGCCCGGGCAAGCCGGAAGGATGCCAAAAAA--———————————————————-

aligned sequence DEHR2_T3

GCTCGCCAATGCCAT=GGGTGCGACT=GTCGTGATGATCACCACCTTCGCCCGGCAAGGC==GGAGGATGCCAAAAAACTCGGCGCACACGAGGTGATCA

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit a/7



Consensus Alignment: DEHR2_T3, pBS-DehR, _DEHR2_T7, Untitled Consensus (from 1101-1400 bp) 30/10/2017 23:23:04

TCTCCCGCGATGCGGAGCAGATGAAGAAGGCTACCTCGAGCCTCGATCTCATCATCGATGCTGTCGCCGCCGACCACGACATCGACGCCTATCTGGCGCT

consensus sequence Untitled Consensus

TCTCCCGCGATGCGGAGCAGATGAAGAAGGCTACCTCGAGCCTCGATCTCATCATCGATGCTGTCGCCGCCGACCACGACATCGACGCCTATCTGGCGCT

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

TCTCCCGCGATGCGGAGCAGATGAAGAAGGCTACCTCGAGCCTCGATCTCATCATCGATGCTGTCGCCGCCGACCACGACATCGACGCCTATCTGGCGCT

aligned sequence _DEHR2_T7

GCTGAAACGCGATGGCGCGCTGGTGCAGGTGGGCGCGCCGGAAAAGCCACTTTCGGTGATGGCCTTCAGCCTCATCCCCGGCCGCAAGACCTTTGCCGGC

consensus sequence Untitled Consensus

GCTGAAACGCGATGGCGCGCTGGTGCAGGTGGGCGCGCCGGAAAAGCCACTTTCGGTGATGGCCTTCAGCCTCATCCCCGGCCGCAAGACCTTTGCCGGC

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

GCTGAAACGCGATGGCGCGCTGGTGCAGGTGGGCGCGCCGGAAAAGCCACTTTCGGTGATGGCCTTCAGCCTCATCCCCGGCCGCAAGACCTTTGCCGGC

aligned sequence _DEHR2_T7

TCGATGATCGGCGGTATTCCCGAGACTCAGGAAATGCTGGATTTCTGCGCCGAAAAAGGCATCGCCGGCGAAATCGAGATGATCGATATCGATCAGATCA

consensus sequence Untitled Consensus

TCGATGATCGGCGGTATTCCCGAGACTCAGGAAATGCTGGATTTCTGCGCCGAAAAAGGCATCGCCGGCGAAATCGAGATGATCGATATCGATCAGATCA

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

TCGATGATCGGCGGTATTCCCGAGACTCAGGAAATGCTGGATTTCTGCGCCGAAAAAGGCATCGCCGGCGAAATCGAGATGATCGATATCGATCAGATCA

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit 5/7



Consensus Alignment: DEHR2_T3, pBS-DehR, _DEHR2_T7, Untitled Consensus (from 1401-1700 bp) 30/10/2017 23:23:04

ATGACGCTTATGAACGCATGATAAAAAGCGATGTGCGTTATCGTTTCGTCATTGATATGAAGAGCCTGCCGCGCCAGAAGGCCGCCTGAGATTAATATAA

consensus sequence Untitled Consensus

ATGACGCTTATGAACGCATGATAAAAAGCGATGTGCGTTATCGTTTCGTCATTGATATGAAGAGCCTGCCGCGCCAGAAGGCCGCCTGAGATTAATATAA

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

ATGACGCTTATGAACGCATGATAAAAAGCGATGTGCGTTATCGTTTCGTCATTGATATGAAGAGCCTGCCGCGCCAGAAGGCCGCCTGAGATTAATATAA

aligned sequence _DEHR2_T7

TTATATAAAAATATTATCTTCTTTTCTTTATATCTAGTGTTATGTAAAATAAATTGATGACTACGGAAAGCTTTTTTATATTGTTTCTTTTTCATTCTGA

consensus sequence Untitled Consensus

TTATATAAAAATATTATCTTCTTTTCTTTATATCTAGTGTTATGTAAAATAAATTGATGACTACGGAAAGCTTTTTTATATTGTTTCTTTTTCATTCTGA

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

TTATATAAAAATATTATCTTCTTTTCTTTATATCTAGTGTTATGTAAAATAAATTGATGACTACGGAAAGCTTTTTTATATTGTTTCTTTTTCATTCTGA

aligned sequence _DEHR2_T7

GCCACTTAAATTTCGTGAATGTTCTTGTAAGGGACGGTAGATTTACAAGTGATACAACAAAAAGCAAGGCGCTTTTTCTAATAAAAAGAAGAAAAGCATT

consensus sequence Untitled Consensus

GCCACTTAAATTTCGTGAATGTTCTTGTAAGGGACGGTAGATTTACAAGTGATACAACAAAAAGCAAGGCGCTTTTTCTAATAAAAAGAAGAAAAGCATT

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

GCCACTTAAATTTCGTGAATGTTCTTGTAAGGGACGGTAGATTTACAAGTGATACAACAAAAAGCAAGGCGCTTTTTCTAATAAAAAGAAGAAAAGCATT

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit 6/7



Consensus Alignment: DEHR2_T3, pBS-DehR, _DEHR2_T7, Untitled Consensus (from 1701-1889 bp) 30/10/2017 23:23:04

(T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T
TAACAATTGAACACCTCTATATCAACGAAGAATATTACTTTGTCTCTAAATCCTTGTAAAATGTGTACGATCTCTATATGGGTTACTCATAAGTGTACCG

consensus sequence Untitled Consensus

TAACAATTGAACACCTCTATATCAACGAAGAATATTACTTTGTCTCTAAATCCTTGTAAAATGTGTACGATCTCTATATGGGTTACTCATAAGTGTACCG

aligned sequence pBS-DehR

aligned sequence DEHR2_T3

TAACAATTGAACACCTCTATATCAACGAAGAATATTACTTTGTCTCTAAATCCTTGTAAAATGTGTACGATCTCTATATGGGTTACTCATAAGTGTACCG

aligned sequence _DEHR2_T7

N N e e e e e e e e e e e e
AAGACTGCATTGAAAGTTTATGTTTTTTCACTGGAGGCGTCATTTTCGCGTTGAGAAGATGTTCTTATCCAAATTTCAACTGTTATATA

consensus sequence Untitled Consensus

AAGACTGCATTGAAAGTTTATGTTTTTTCACTGGAGGCGTCATTTTCGCGTTGAGAAGATGTTCTTATCCAAATTTCAACTGTTATATN

aligned sequence pBS-DehR
aligned sequence DEHR2_T3

AAGACTGCATTGAAAGTTTATGTTTTTTCACTGGAGGCGTCATTTTCGCGTT—=—== === ====== === === === ———— o= ]

aligned sequence _DEHR2_T7

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-xacgjkQc-untitled-consensus/edit 717



3/11/2017 10:19:08

Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK T7_promoter, Untitled...

TTTTAGGCTGGTATCTTGATTCTAAATCGATTTTGCAAGACTAGAGGAATATGTATTAAAATTCACTGAATGCAAGTAAAATATTAAGTAAAAGAAAGCA

consensus sequence Untitled Consensus

FTTTAGGCTGGTATCTTGATTCTAAATCGATTTTGCAAGACTAGAGGAATATGTATTAAAATTCACTGAATGCAAGTAAAATATTAAGTAAAAGAAAGCA

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T3_promoter

e LT T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
TTGATTATGAAGAAAGGACCTTTTTAAGATATGAGAACAATGAGAAAAGGAAAAATGGGACGAAACAAATAGGGAAAATTCCGTCTGTAAAACCAATTGT

consensus sequence Untitled Consensus

TTGATTATGAAGAAAGGACCTTTTTAAGATATGAGAACAATGAGAAAAGGAAAAATGGGACGAAACAAATAGGGAAAATTCCGTCTGTAAAACCAATTGT

aligned sequence KDGK_template

———————————————————————————— ATATGAGAACAATGAGAAAAGGAAAAATGGGACGAAACAAATAGGGAAAATTCCGTCTGTAAAACCAATTGT

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2RxXAh-untitled-consensus/edit 1/7



Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK_T7_promoter, Untitled Consensus (from 201-500 bp) 3/11/2017 10:19:08

AGTAACAAAAAACGCTCATTTCAATAGCAAAAAAATAGAATACCGTCAATGGATATATATAGACACGGGACATTATAACAACGTGCAGATGGTGATGATT

consensus sequence Untitled Consensus

AGTAACAAAAAACGCTCATTTCAATAGCAAAAAAATAGAATACCGTCAATGGATATATATAGACACGGGACATTATAACAACGTGCAGATGGTGATGATT

aligned sequence KDGK_template

AGTAACAAAAAACGCTCATTTCAATAGCAAAAAAATAGAATACCGTCAATGGATATATATAGACACGGGACATTATAACAACGTGCAGATGGTGATGATT

aligned sequence KDGK_T7_promoter

aligned sequence KDGK_T3_promoter

GCAAACCCAAAAAATTACCAGCTTCCTGTAATTCCAGGTTGAGCGCGTGGCTTCCTATAATCCAATACACCCACACCCACCCAGATCGTGATTTTTGTTA

consensus sequence Untitled Consensus

GCAAACCCAAAAAATTACCAGCTTCCTGTAATTCCAGGTTGAGCGCGTGGCTTCCTATAATCCAATACACCCACACCCACCCAGATCGTGATTTTTGTTA

aligned sequence KDGK_template

GCAAACCCAAAAAATTACCAGCTTCCTGTAATTCCAGGTTGAGCGCGTGGCTTCCTATAATCCAATACACCCACACCCACCCAGATCGTGATTTTTGTTA

aligned sequence KDGK_T7_promoter

aligned sequence KDGK_T3_promoter

TTACGCTGGCATCGCCTCACGCGGGATAATCGCGCCGCGATACTGAATAACGGTACTTGCGGTCAGGTGCCCACGTTTCGCCGCGTCTTCCGCGCTGCCG

consensus sequence Untitled Consensus

TTACGCTGGCATCGCCTCACGCGGGATAATCGCGCCGCGATACTGAATAACGGTACTTGCGGTCAGGTGCCCACGTTTCGCCGCGTCTTCCGCGCTGCCG

aligned sequence KDGK_template

TTACGCTGGCATCGCCTCACGCGGGATAATCGCGCCGCGATACTGAATAACGGTACTTGCGGTCAGGTGCCCACGTTTCGCCGCGTCTTCCGCGCTGCCG

aligned sequence KDGK_T7_promoter

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2ZRxXAh-untitled-consensus/edit 2/7



Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK_T7_promoter, Untitled Consensus (from 501-800 bp) 3/11/2017 10:19:08

CCTGTCAGACGTACCGCCAGATAACCGGCACTGAAAGAGTCGCCAGCTGCGGTGGTATCGATCACTTTTTCTTTCGGCAGTTTCACCGCCGGAACATCCA

consensus sequence Untitled Consensus

CCTGTCAGACGTACCGCCAGATAACCGGCACTGAAAGAGTCGCCAGCTGCGGTGGTATCGATCACTTTTTCTTTCGGCAGTTTCACCGCCGGAACATCCA

aligned sequence KDGK_template

CCTGTCAGACGTACCGCCAGATAACCGGCACTGAAAGAGTCGCCAGCTGCGGTGGTATCGATCACTTTTTCTTTCGGCAGTTTCACCGCCGGAACATCCA

aligned sequence KDGK_T7_promoter

aligned sequence KDGK_T3_promoter

CTAACCCTTCGCCAGCAATGGACACCAGGCAAGAATCCGCCCCGCGTTTCACCACCACTTCTTTCACGCCCGCGTTATGGGTGCGCGCAATGACGTCTTC

consensus sequence Untitled Consensus

CTAACCCTTCGCCAGCAATGGACACCAGGCAAGAATCCGCCCCGCGTTTCACCACCACTTCTTTCACGCCCGCGTTATGGGTGCGCGCAATGACGTCTTC

aligned sequence KDGK_template

CTAACCCTTCGCCAGCAATGGACACCAGGCAAGAATCCGCCCCGCGTTTCACCACCACTTCTTTCACGCCCGCGTTATGGGTGCGCGCAATGACGTCTTC

aligned sequence KDGK_T7_promoter

——————————————————————————————————————————— GCGTTTCACCACCACTTCTTTCACGCCCGCGTTATGGGTGCGCGCAATGACGTCTTC

aligned sequence KDGK_T3_promoter

CACCGGCTGTTGACCCCACAGCGCGTCTTCGTCGTCCAGCGTCAGGAAGGCGATATCCGTGCATTCCAGCATTTGTTGGTACACCTGCTGTGTCTCTTCT

consensus sequence Untitled Consensus

CACCGGCTGTTGACCCCACAGCGCGTCTTCGTCGTCCAGCGTCAGGAAGGCGATATCCGTGCATTCCAGCATTTGTTGGTACACCTGCTGTGTCTCTTCT

aligned sequence KDGK_template

CACCGGCTGTTGACCCCACAGCGCGTCTTCGTCGTCCAGCGTCAGGAAGGCGATATCCGTGCATTCCAGCATTTGTTGGTACACCTGCTGTGTCTCTTCT

aligned sequence KDGK_T7_promoter

CACCGGCTGTTGACCCCACAGCGCGTCTTCGTCGTCCAGCGTCAGGAAGGCGATATCCGTGCATTCCAGCATTTGTTGGTACACCTGCTGTGTCTCTTCT

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2RxXAh-untitled-consensus/edit 3/7



Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK_T7_promoter, Untitled Consensus (from 801-1100 bp) 3/11/2017 10:19:08

TTGCTGGCCCACAGGCGCGGACGATAGTTATTGTCGAAAATCACTTTTCCGCCGTTGGCGCGGCATTCGCGCAGCAGGGAAAGCAGCTTTTCGCGGCTGG

consensus sequence Untitled Consensus

TTGCTGGCCCACAGGCGCGGACGATAGTTATTGTCGAAAATCACTTTTCCGCCGTTGGCGCGGCATTCGCGCAGCAGGGAAAGCAGCTTTTCGCGGCTGG

aligned sequence KDGK_template

TTGCTGGCCCACAGGCGCGGACGATAGTTATTGTCGAAAATCACTTTTCCGCCGTTGGCGCGGCATTCGCGCAGCAGGGAAAGCAGCTTTTCGCGGCTGG

aligned sequence KDGK_T7_promoter

TTGCTGGCCCACAGGCGCGGACGATAGTTATTGTCGAAAATCACTTTTCCGCCGTTGGCGCGGCATTCGCGCAGCAGGGAAAGCAGCTTTTCGCGGCTGG

aligned sequence KDGK_T3_promoter

TCGGGCTTAAGATCGCCAGGCTAATCCCGCTCAGGTAGAGATAATCGAAATTCGCCAGCTCTTCGCAAATCGCCGCAGACTGCTCACTCTCCAGCCAGAA

consensus sequence Untitled Consensus

TCGGGCTTAAGATCGCCAGGCTAATCCCGCTCAGGTAGAGATAATCGAAATTCGCCAGCTCTTCGCAAATCGCCGCAGACTGCTCACTCTCCAGCCAGAA

aligned sequence KDGK_template

TCGGGCTTAAGATCGCCAGGCTAATCCCGCTCAGGTAGAGATAATCGAAATTCGCCAGCTCTTCGCAAATCGCCGCAGACTGCTCACTCTCCAGCCAGAA

aligned sequence KDGK_T7_promoter

TCGGGCTTAAGATCGCCAGGCTAATCCCGCTCAGGTAGAGATAATCGAAATTCGCCAGCTCTTCGCAAATCGCCGCAGACTGCTCACTCTCCAGCCAGAA

aligned sequence KDGK_T3_promoter

TTTGGCGGCGGCTTCGTTCCGCCAGTAGTAGAACGTACGCTCGCCCGGTGCTGTCGGTTTCAATGTAGTAAAGGCCCGGCAGACGGTTTTCCATCCGTTG

consensus sequence Untitled Consensus

TTTGGCGGCGGCTTCGTTCCGCCAGTAGTAGAACGTACGCTCG=CCGGTGCTGTCGGTTTCAATGTAGTAAAGGCCCGGCAGACGGTTTTCCATCCGTTG

aligned sequence KDGK_template

TTTGGCGGCGGCTTCGTTCCGCCAGTAGTAGAACGTACGCTCGCCCGGTGCTGTCGGTT==================—— == === ———— - ————————

aligned sequence KDGK_T7_promoter

TTTGGCGGCGGCTTCGTTCCGCCAGTAGTAGAACGTACGCTCG=CCGGTGCTGTCGGTTTCAATGTAGTAAAGGCCCGGCAGACGGTTTTCCATCCGTTG

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2RxXAh-untitled-consensus/edit a/7



Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK_T7_promoter, Untitled Consensus (from 1101-1400 bp) 3/11/2017 10:19:08

GGTCAGGGAAGTATCAACGTTCTCGCCGTGCCAGGCGTCCAGCATCTGCTGGCTAAAACTGTCCGTTCCCAGCGCCGTTACGTAATGAACGGTTAATGCC

consensus sequence Untitled Consensus

GGTCAGGGAAGTATCAACGTTCTCGCCGTGCCAGGCGTCCAGCATCTGCTGGCTAAAACTGTCCGTTCCCAGCGCCGTTACGTAATGAACGGTTAATGCC

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T7_promoter

GGTCAGGGAAGTATCAACGTTCTCGCCGTGCCAGGCGTCCAGCATCTGCTGGCTAAAACTGTCCGTTCCCAGCGCCGTTACGTAATGAACGGTTAATGCC

aligned sequence KDGK_T3_promoter

GCAGGATCGACCTGACGGGCGATATAGACGGAAGTGTTCAGGGTATCGCCGCCGAAACCGCGCTTAACGTCCGCGCCTTTCTCGGAAAGCTCAATCATGC

consensus sequence Untitled Consensus

GCAGGATCGACCTGACGGGCGATATAGACGGAAGTGTTCAGGGTATCGCCGCCGAAACCGCGCTTAACGTCCGCGCCTTTCTCGGAAAGCTCAATCATGC

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T7_promoter

GCAGGATCGACCTGACGGGCGATATAGACGGAAGTGTTCAGGGTATCGCCGCCGAAACCGCGCTTAACGTCCGCGCCTTTCTCGGAAAGCTCAATCATGC

aligned sequence KDGK_T3_promoter

ATTCGCCAATCACGGCAATCTTTTTGGACATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTGTTTTTGTGTTTATTCTTTGTTCTTAGAAAAGACAAGTTGA

consensus sequence Untitled Consensus

ATTCGCCAATCACGGCAATCTTTTTGGACATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTGTTTTTGTGTTTATTCTTTGTTCTTAGAAAAGACAAGTTGA

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T7_promoter

ATTCGCCAATCACGGCAATCTTTTTGGACATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTGTTTTTGTGTTTATTCTTTGTTCTTAGAAAAGACAAGTTGA

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2ZRxXAh-untitled-consensus/edit 5/7



Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK_T7_promoter, Untitled Consensus (from 1401-1700 bp) 3/11/2017 10:19:08

GCTTGTTTGTTCTTGATGTTTTATTATTTTACAATAGCTGCAAATGAAGAATAGATTCGAACATTGTGAAGTATTGGCATATATCGTCTCTATTTATACT

consensus sequence Untitled Consensus

GCTTGTTTGTTCTTGATGTTTTATTATTTTACAATAGCTGCAAATGAAGAATAGATTCGAACATTGTGAAGTATTGGCATATATCGTCTCTATTTATAC=

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T7_promoter

GCTTGTTTGTTCTTGATGTTTTATTATTTTACAATAGCTGCAAATGAAGAATAGATTCGAACATTGTGAAGTATTGGCATATATCGTCTCTATTTATACT

aligned sequence KDGK_T3_promoter

TTTTTTTTTTTCAGTTCTAGTATATTTTGTATTTTCCTCCTTTTCATTCTTTCAGTTGCCAATAAGTTACAGGGGATCTCGAAAGATGGTGGGGATTTTT

consensus sequence Untitled Consensus

TTTTTTTTTTTCAGTTCTAGTATATTTTGTATTTTCCTCCTTTTCATTCTTTCAGTTGCCAATAAGTTACAGGGGATCTCGAAAGATGGTGGGGATTTTT

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T7_promoter

TTTTTTTTTTTCAGTTCTAGTATATTTTGTATTTTCCTCCTTTTCATTCTTTCAGTTGCCAATAAGTTACAGGGGATCTCGAAAGATGGTGGGGATTTTT

aligned sequence KDGK_T3_promoter

CCTTGAAAGACGACTTTTTGCCATCTAATTTTTCCTTGTTGCCTCTGAAAATTATCCAGCAGAAGCAAATGTAAAAGATGAACCTCAGAAGAACACGCAG

consensus sequence Untitled Consensus

CCTTGAAAGACGACTTTTTGCCATCTAATTTTTCCTTGTTGCCTCTGAAAATTATCCAGCAGAAGCAAATGTAAAAGATGAACCTCAGAAGAACACGCAG

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T7_promoter

CCTTGAAAGACGACT = == = == = == m o o o

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2RxXAh-untitled-consensus/edit 6/7



Consensus Alignment: KDGK_template, KDGK_T7_promoter, Untitled Consensus (from 1701-1727 bp) 3/11/2017 10:19:08

GGGCCCGAAATTGTTCCTACGAGAAGT

consensus sequence Untitled Consensus

GGGCCCGAAATTGTTCCTACGAGAAGﬂ

aligned sequence KDGK_template

aligned sequence KDGK_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-rf2RxXAh-untitled-consensus/edit 717



31/10/2017 16:16:07

Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1 T7, KDGPA1 T3, Untitled...

crrrrrrrrrrrr e LT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
GTAAGCTACTATGAAAGACTTTACAAAGAACTCGAAGAGTTCCAGAATGAAATAAAAATTAAAACAGTTGTGAATAACAGAAGACAATCGCGAACTCCAA

consensus sequence Untitled Consensus

ETAAGCTACTATGAAAGACTTTACAAAGAACTCGAAGAGTTCCAGAATGAAATAAAAATTAAAACAGTTGTGAATAACAGAAGACAATCGCGAACTCCAA

aligned sequence pSV-KDGPA

e TTTACAAAGAACTCGAAGAGTTCCAGAATGAAATAAAAATTAAAACAGTTGTGAATAACAGAAGACAATCGCGAACTCCAA

aligned sequence KDGPA1_T3

(T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T
AATGAGCTATCAAAAACGATAGATCGATTAGGATGACTTTGAAATGACTCCGCAGTGGACTGGCCGTTAATTTCAAGCGTGAGTAAAATAGTGCATGACA

consensus sequence Untitled Consensus

AATGAGCTATCAAAAACGATAGATCGATTAGGATGACTTTGAAATGACTCCGCAGTGGACTGGCCGTTAATTTCAAGCGTGAGTAAAATAGTGCATGACA

aligned sequence pSV-KDGPA

AATGAGCTATCAAAAACGATAGATCGATTAGGATGACTTTGAAATGACTCCGCAGTGGACTGGCCGTTAATTTCAAGCGTGAGTAAAATAGTGCATGACA

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-ndS114DW-untitled-consensus/edit 1/7



Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1_T7, KDGPA1_T3, Untitled Consensus (from 201-500 bp) 31/10/2017 16:16:07

AAAGATGAGCTAGGCTTTTGTAAAAATATCTTACGTTGTAAAATTTTAGAAATCATTATTTCCTTCATATCATTTTGTCATTGACCTTCAGAAGAAAAGA

consensus sequence Untitled Consensus

AAAGATGAGCTAGGCTTTTGTAAAAATATCTTACGTTGTAAAATTTTAGAAATCATTATTTCCTTCATATCATTTTGTCATTGACCTTCAGAAGAAAAGA

aligned sequence pSV-KDGPA

AAAGATGAGCTAGGCTTTTGTAAAAATATCTTACGTTGTAAAATTTTAGAAATCATTATTTCCTTCATATCATTTTGTCATTGACCTTCAGAAGAAAAGA

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

GCCGACCAATAATATAAATAAATAAATAAAAATAATATTCCATTATTTCTAAACAGATTCAATACTCATTAAAAAACTATATCAATTAATTTGAATTAAC

consensus sequence Untitled Consensus

GCCGACCAATAATATAAATAAATAAATAAAAATAATATTCCATTATTTCTAAACAGATTCAATACTCATTAAAAAACTATATCAATTAATTTGAATTAAC

aligned sequence pSV-KDGPA

GCCGACCAATAATATAAATAAATAAATAAAAATAATATTCCATTATTTCTAAACAGATTCAATACTCATTAAAAAACTATATCAATTAATTTGAATTAAC

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

TTACACTTGGAAAACAGCCTGCAAATCCTCTTTTGAACAGCTGCCCAACTGGCTGCCGACTCCGACGGCACCAGCTCCGGCTCTAAGCCAATCAGGCACT

consensus sequence Untitled Consensus

TTACACTTGGAAAACAGCCTGCAAATCCTCTTTTGAACAGCTGCCCAACTGGCTGCCGACTCCGACGGCGCCAGCTCCGGCTCTAAGCCAATCAGGCACT

aligned sequence pSV-KDGPA

TTACACTTGGAAAACAGCCTGCAAATCCTCTTTTGAACAGCTGCCCAACTGGCTGCCGACTCCGACGGCACCAGCTCCGGCTCTAAGCCAATCAGGCACT

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-ndS114DW-untitled-consensus/edit 2/7



Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1_T7, KDGPA1_T3, Untitled Consensus (from 501-800 bp) 31/10/2017 16:16:07

TCAGACGGATGTATCCCGCCTGTCGGAATAAAGGTCACCTGCGGGAAAGGACCCGCTAAATTTTTCATAAACGGAATGCCAAACACACCGCTTGGGAACA

consensus sequence Untitled Consensus

TCAGACGGATGTATCCCGCCTGTCGGAATAAAGGTCACCTGCGGGAAAGGACCCGCTAAATTTTTCATAAACGGAATGCCAAACACACCGCTTGGGAACA

aligned sequence pSV-KDGPA

TCAGACGGATGTATCCCGCCTGTCGGAATAAAGGTCACCTGCGGGAAAGGACCCGCTAAATTTTTCATAAACGGAATGCCAAACACACCGCTTGGGAACA

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

GCTTTAATGTCGTAAAACCGAATGTCAGCGCTTCCATAATTTCGCTCGGAGTCAAGACGCCGGGGATATAATGTGTCTTTACAAAAGATAGATGTTCAGC

consensus sequence Untitled Consensus

GCTTTAATGTCGTAAAACCGAATGTCAGCGCTTCCATAATTTCGCTCGGAGTCAAGACGCCGGGGATATAATGTGTCTTTACAAAAGATAGATGTTCAGC

aligned sequence pSV-KDGPA

GCTTTAATGTCGTAAAACCGAATGTCAGCGCTTCCATAATTTCGCTCGGAGTCAAGACGCCGGGGATATAATGTGTCTTTACAAAAGATAGATGTTCAGC

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

AAGATCAGCTGAAAAACCCGGACTGACAATAAACTGCGCGCCAGCCTTAGCAGCTTCCCCAGCTTGCTGCGCGCTGATGACCGTACCCGCGCCAATTAAA

consensus sequence Untitled Consensus

AAGATCAGCTGAAAAACCCGGACTGACAATAAACTGCGCGCCAGCCTTAGCAGCTTCCCCAGCTTGCTGCGCGCTGATGACCGTACCCGCGCCAATTAAA

aligned sequence pSV-KDGPA

AAGATCAGCTGAAAAACCCGGACTGACAATAAACTGCGCGCCAGCCTTAGCAGCTTCCCCAGCTTGCTGCGCGCTGATGACCGTACCCGCGCCAATTAAA

aligned sequence KDGPA1_T7

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-ndS114DW-untitled-consensus/edit 3/7



Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1_T7, KDGPA1 T3, Untitled Consensus (from 801-1100 bp) 31/10/2017 16:16:07

ATATCTTCCCTATTACGGAAGGATTCGATAATATCTGATGCCCCGGGGGTCGTATACGTCACTTCAACTGCACGAATCCCTTTATCTAATAAACTCTCAA

consensus sequence Untitled Consensus

ATATCTTCCCTATTACGGAAGGATTCGATAATATCTGATGCCCCGGGGGTCGTATACGTCACTTCAACTGCACGAATCCCTTTATCTAATAAACTCTCAA

aligned sequence pSV-KDGPA

ATATCTTCCCTATTACGGAAGGATTCGATAATATCTGATGCCCCGGGGGTCGTATACGTCACTTCAACTGCACGAATCCCTTTATCTAATAAACTCTCAA

aligned sequence KDGPA1_T7

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————— ATCCCTTTATCTAATAAACTCTCAA

aligned sequence KDGPA1_T3

TCTGCTGACAGGCCTCCTGCTTATCCTTTGAACGAATGACTGCAATCAGCTTTGCTTCTTTCAGACGGTTTTCAACGACTTTGGACTCCATTTTGAATAT

consensus sequence Untitled Consensus

TCTGCTGACAGGCCTCCTGCTTATCCTTTGAACGAATGACTGCAATCAGCTTTGCTTCTTTCAGACGGTTTTCAACGACTTTGGACTCCATTTTGAATAT

aligned sequence pSV-KDGPA

TCTGCTGACAGGCCTCCTGCTTATCCTTTGAACGAATGACTGCAATCAGCTTTGCTTCTTTCAGACGGTTTTCAACGACTTTGGACTCCATTTTGAATAT

aligned sequence KDGPA1_T7

TCTGCTGACAGGCCTCCTGCTTATCCTTTGAACGAATGACTGCAATCAGCTTTGCTTCTTTCAGACGGTTTTCAACGACTTTGGACTCCATTTTGAATAT

aligned sequence KDGPA1_T3

GTATTACTTGGGTTATGGTTATATATGACAAAAGAAAAAGAAGAACAGAAGAATAACGCAAGGAAGAACAATAACTGAAATTGATAGAGAAGTATTATGT

consensus sequence Untitled Consensus

GTATTACTT=GGTTATGGTTATATATGACAAAAGAAAAAGAAGAACAGAAGAATAACGCAAGGAAGAACAATAACTGAAATTGATAGAGAAGTATTATGT

aligned sequence pSV-KDGPA

GTATTACTTGGGTTATGGTTATATATGACAAAAGAAAAAGAAGAACAGAAGAATAACGCC---——==—————————————————————————————————

aligned sequence KDGPA1_T7

GTATTACTT=GGTTATGGTTATATATGACAAAAGAAAAAGAAGAACAGAAGAATAACGCAAGGAAGAACAATAACTGAAATTGATAGAGAAGTATTATGT

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-ndS114DW-untitled-consensus/edit 4/7



Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1 T7, KDGPA1_T3, Untitled Consensus (from 1101-1400 bp) 31/10/2017 16:16:07

CTTTGTCTTTTTATAATAAATCAAGTGCAGAAATCCGTTAGACAACATGAGGGATAAAATTTAACGTGGGCGAAGAAGAAGGAAAAAAGTTTTTGTGAGG

consensus sequence Untitled Consensus

CTTTGTCTTTTTATAATAAATCAAGTGCAGAAATCCGTTAGACAACATGAGGGATAAAATTTAACGTGGGCGAAGAAGAAGGAAAAAAGTTTTTGTGAGG

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

CTTTGTCTTTTTATAATAAATCAAGTGCAGAAATCCGTTAGACAACATGAGGGATAAAATTTAACGTGGGCGAAGAAGAAGGAAAAAAGTTTTTGTGAGG

aligned sequence KDGPA1_T3

GCGTAATTGAAGCGATCTGTTGATTGTAGATTTTTTTTTTTTGAGGAGTCAAAGTCAGAAGAGAACAGACAAATGGTATTAACCATCCAATACTTTTTTG

consensus sequence Untitled Consensus

GCGTAATTGAAGCGATCTGTTGATTGTAGATTTTTTTTTTTTGAGGAGTCAAAGTCAGAAGAGAACAGACAAATGGTATTAACCATCCAATACTTTTTTG

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

GCGTAATTGAAGCGATCTGTTGATTGTAGA==TTTTTTTTTTGAGGAGTCAAAGTCAGAAGAGAACAGACAAATGGTATTAACCATCCAATACTTTTTTG

aligned sequence KDGPA1_T3

GAGCAACGCTAAGCTCATGCTTTTCCATTGGTTACGTGCTCAGTTGTTAGATATGGAAAGAGAGGATGCTCACGGCAGCGTGACTCCAATTGAGCCCGAA

consensus sequence Untitled Consensus

GAGCAACGCTAAGCTCATGCTTTTCCATTGGTTACGTGCTCAGTTGTTAGATATGGAAAGAGAGGATGCTCACGGCAGCGTGACTCCAATTGAGCCCGAA

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

GAGCAACGCTAAGCTCATGCTTTTCCATTGGTTACGTGCTCAGTTGTTAGATATGGAAAGAGAGGATGCTCACGGCAGCGTGACTCCAATTGAGCCCGAA

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-ndS114DW-untitled-consensus/edit 5/7



Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1 T7, KDGPA1_T3, Untitled Consensus (from 1401-1700 bp) 31/10/2017 16:16:07

AGAGAGGATGCCACGTTTTCCCGACGGCTGCTAGAATGGAAAAAGGAAAAATAGAAGAATCCCATTCCTATCATTATTTACGTAATGACCCACACATTTT

consensus sequence Untitled Consensus

AGAGAGGATGCCACGTTTTCCCGACGGCTGCTAGAATGGAAAAAGGAAAAATAGAAGAATCCCATTCCTATCATTATTTACGTAATGACCCACACATTTT

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

AGAGAGGATGCCACGTTTTCCCGACGGCTGCTAGAATGGAAAAAGGAAAAATAGAAGAATCCCATTCCTATCATTATTTACGTAATGACCCACACATTTT

aligned sequence KDGPA1_T3

TGAGATTTTCAACTATTACGTATTACGATAATCCTGCTGTCATTATCATTATTATCTATATCGACGTATGCAACGTATGTGAAGCCAAGTAGGCAATTAT

consensus sequence Untitled Consensus

TGAGATTTTCAACTATTACGTATTACGATAATCCTGCTGTCATTATCATTATTATCTATATCGACGTATGCAACGTATGTGAAGCCAAGTAGGCAATTAT

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

TGAGATTTTCAACTATTACGTATTACGATAATCCTGCTGTCATTATCATTATTATCTATATCGACGTATGCAACGTATGTGAAGCCAAGTAGGCAATTAT

aligned sequence KDGPA1_T3

TTAGTACTGTCAGTATTGTTATTCATTTCTTAGGGCTTGCGTCAGCTTGATGAGGATTTGTGATAGTAGCCGTTGGAGGCATGAAGGGCATTGGAAACAT

consensus sequence Untitled Consensus

TTAGTACTGTCAGTATTGTTATTCATTTCTTAGGGCTTGCGTCAGCTTGATGAGGATTTGTGATAGTAGCCGTTGGAGGCATGAAGGGCATTGGAAACAT

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

TTAGTACTGTCAGTATTGTTATTCATTTCTTAGGGCTTGCGTCAGCTTGATGAGGATTTGTGATAGTAGCCGTTGGAGGCATGAAGGGCATTGGAAACAT

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seg-ndS114DW-untitled-consensus/edit 6/7



Consensus Alignment: pSV-KDGPA, KDGPA1_T7, KDGPA1_T3, Untitled Consensus (from 1701-1812 bp) 31/10/2017 16:16:07

LTI T T T T T T L T T T T T T T LT T T T I LI T I T T LT LTI T T I T T
GGGGAAAGGAGGTATACCGAAAGGTAACGGTACTGGTGGCACTGGCGTACCGCCGTTATTTACAGAAGTTGGAAGGCTGGTATTGTTGTTCAAGCCAGCG

consensus sequence Untitled Consensus

GGGGAAAGGAGGTATACCGAAAGGTAACGGTACTGGTGGCACTGGCGTACCGCCGTTATTTACAGAAGT TGGAAGGCTGGTATTGTTGTTCAAGCCAGCG

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T7

GGGGAAAGGAGGTATACCGAAAGGTAACGGTACTGGTGGCACTGGCGTACCGCCGTTATTTACAGAAGT TGGAAGGCTGGTATTGTTGTTCAAGCCAGC-

aligned sequence KDGPA1_T3

GTGCCAGTTGGA

consensus sequence Untitled Consensus

GTGCCAGTTGGA

aligned sequence pSV-KDGPA

aligned sequence KDGPA1_T3

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-ndS114DW-untitled-consensus/edit 717



3/11/2017 9:52:01

Consensus Alignment: quTD _T7 promoter(OK), quTD Template, quTD...
cerrrrrrrrrrrrree LT T T LT LT T T LT LT P T T

gtatcgataagcttgatCATGCGACTGGGTGAGCATATGTTCCGCTGATGTGATGTGCAAGATAAACAAGCAAGGCAGAAACTAACTTCTTCTTCATGTA

consensus sequence Untitled Consensus

EtatcgataagcttgatCATGCGACTGGGTGAGCATATGTTCCGCTGATGTGATGTGCAAGATAAACAAGCAAGGCAGAAACTAACTTCTTCTTCATGTA

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

N CATGCGACTGGGTGAGCATATGTTCCGCTGATGTGATGTGCAAGATAAACAAGCAAGGCAGAAACTAACTTCTTCTTCATGTA

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (0K)

AL L L L L L L L LT
ATAAACACACCCCGCGTTTATTTACCTATCTCTAAACTTCAACACCTTATATCATAACTAATATTTCTTGAGATAAGCACACTGCACCCATACCTTCCTT

consensus sequence Untitled Consensus

ATAAACACACCCCGCGTTTATTTACCTATCTCTAAACTTCAACACCTTATATCATAACTAATATTTCTTGAGATAAGCACACTGCACCCATACCTTCCTT

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

ATAAACACACCCCGCGTTTATTTACCTATCTCTAAACTTCAACACCTTATATCATAACTAATATTTCTTGAGATAAGCACACTGCACCCATACCTTCCTT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 1/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 201-500... 3/11/2017 9:52:01

AAAAACGTAGCTTCCAGTTTTTGGTGGTTCCGGCTTCCTTCCCGATTCCGCCCGCTAAACGCATATTTTTGTTGCCTGGTGGCATTTGCAAAATGCATAA

consensus sequence Untitled Consensus

AAAAACGTAGCTTCCAGTTTTTGGTGGTTCCGGCTTCCTTCCCGATTCCGCCCGCTAAACGCATATTTTTGTTGCCTGGTGGCATTTGCAAAATGCATAA

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

AAAAACGTAGCTTCCAGTTTTTGGTGGTTCCGGCTTCCTTCCCGATTCCGCCCGCTAAACGCATATTTTTGTTGCCTGGTGGCATTTGCAAAATGCATAA

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

CCTATGCATTTAAAAGATTATGTATGCTCTTCTGACTTTTCGTGTGATGAGGCTCGTGGAAAAAATGAATAATTTATGAATTTGAGAACAATTTTGTGTT

consensus sequence Untitled Consensus

CCTATGCATTTAAAAGATTATGTATGCTCTTCTGACTTTTCGTGTGATGAGGCTCGTGGAAAAAATGAATAATTTATGAATTTGAGAACAATTTTGTGTT

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CCTATGCATTTAAAAGATTATGTATGCTCTTCTGACTTTTCGTGTGATGAGGCTCGTGGAAAAAATGAATAATTTATGAATTTGAGAACAATTTTGTGTT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

GTTACGGTATTTTACTATGGAATAATCAATCAATTGAGGATTTTATGCAAATATCGTTTGAATATTTTTCCGACCCTTTGAGTACTTTTCTTCATAATTG

consensus sequence Untitled Consensus

GTTACGGTATTTTACTATGGAATAATCAATCAATTGAGGATTTTATGCAAATATCGTTTGAATATTTTTCCGACCCTTTGAGTACTTTTCTTCATAATTG

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GTTACGGTATTTTACTATGGAATAATCAATCAATTGAGGATTTTATGCAAATATCGTTTGAATATTTTTCCGACCCTTTGAGTACTTTTCTTCATAATTG

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 2/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 501-800... 3/11/2017 9:52:01

CATAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGTTCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCTC

consensus sequence Untitled Consensus

CATAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGTTCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCTC

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CATAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGTTCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCTC

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

ATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAACATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCACTCTC

consensus sequence Untitled Consensus

ATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAACATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCACTCTC

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

ATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAACATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCACTCTC

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

CTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCTCAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATAACA

consensus sequence Untitled Consensus

CTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCTCAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATAACA

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCTCAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATAACA

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 3/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 801-110... 3/11/2017 9:52:01

CAGTCAAATCAATCAAAATGTCCATCCTCGCCTTGGTCGAAGACCGCCCAACTCCCCGCGAGGTTTACAACTGGCGCGTCTACCTCCTGGCCGCAGTCGC

consensus sequence Untitled Consensus

CAGTCAAATCAATCAAAATGTCCATCCTCGCCTTGGTCGAAGACCGCCCAACTCCCCGCGAGGTTTACAACTGGCGCGTCTACCTCCTGGCCGCAGTCGC

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CAGTCAAATCAATCAAAATGTCCATCCTCGCCTTGGTCGAAGACCGCCCAACTCCCCGCGAGGTTTACAACTGGCGCGTCTACCTCCTGGCCGCAGTCGC

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

CTCCTTCACATCATGCATGATCGGCTACGACAGCGCCTTCATCGGCACAACGCTGTCTCTGCAATCCTTTCAAAATGAATTTAATTGGGAATCGCTCAAT

consensus sequence Untitled Consensus

CTCCTTCACATCATGCATGATCGGCTACGACAGCGCCTTCATCGGCACAACGCTGTCTCTGCAATCCTTTCAAAATGAATTTAATTGGGAATCGCTCAAT

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CTCCTTCACATCATGCATGATCGGCTACGACAGCGCCTTCATCGGCACAACGCTGTCTCTGCAATCCTTTCAAAATGAATTTAATTGGGAATCGCTCAAT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

ACGGATCTCATCAGCGCGAATATCGTCTCGCTATATCAAGCAGGTGCCTTCTTCGGCGCTCTTTTCGCGTACCCCATCGGCCACTTCTGGGGCCGCCGTT

consensus sequence Untitled Consensus

ACGGATCTCATCAGCGCGAATATCGTCTCGCTATATCAAGCAGGTGCCTTCTTCGGCGCTCTTTTCGCGTACCCCATCGGCCACTTCTGGGGCCGCCGTT

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

ACGGATCTCATCAGCGCGAATATCGTCTCGCTATATCAAGCAGGTGCCTTCTTCGGCGCTCTTTTCGCGTACCCCATCGGCCACTTCTGGGGCCGCCGTT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 4/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 1101-14... 3/11/2017 9:52:01

GGGGTCTTATGTTCTCTGCTCTTATTTTCTTCCTTGGTGCCGGCATGATGCTCGGTGCGAATGGGGATCGAGGGCTAGGGCTGATCTATGGTGGCCGAGT

consensus sequence Untitled Consensus

GGGGTCTTATGTTCTCTGCTCTTATTTTCTTCCTTGGTGCCGGCATGATGCTCGGTGCGAATGGGGATCGAGGGCTAGGGCTGATCTATGGTGGCCGAGT

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GGGGTCTTATGTTCTCTGCTCTTATTTTCTTCCTTGGTGCCGGCATGATGCTCGGTGCGAATGGGGATCGAGGGCTAGGGCTGATCTATGGTGGCCGAGT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

GCTTGCGGGCATTGGCGTCGGCGCCGGGTCGAACATCTGTCCTATCTACATCTCAGAAATGGCACCTCCCGCTATTCGGGGTCGCCTTGTTGGGGTTTAT

consensus sequence Untitled Consensus

GCTTGCGGGCATTGGCGTCGGCGCCGGGTCGAACATCTGTCCTATCTACATCTCAGAAATGGCACCTCCCGCTATTCGGGGTCGCCTTGTTGGGGTTTAT

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GCTTGCGGGCATTGGCGTCGGCGCCGGGTCGAACATCTGTCCTATCTACATCTCAGAAATGGCACCTCCCGCTATTCGGGGTCGCCTTGTTGGGGTTTAT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

GAGCTGGGTTGGCAGATTGGTGGCGTCGTTGGGTTCTGGATCAATGTACTTCCCCTTATTTTCTCTGGTTTTCCAGGTTTGCTAACAAGAATAGTACGGC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GAGCTGGGTTGGCAGATTGGTGGCGTCGTTGGGTTCTGGATCAATGTACTTCCCCTTATTTTCTCTGGTTTTCCAGGTTTGCTAACAAGAATAGTACGGC

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 5/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 1401-17... 3/11/2017 9:52:01

GTGGACGAAACCCTTGCCCCAAGCCACAAACAATGGATCATCCCCTTTGCCGTGCAATTGATTCCTGCTGGCCTGCTCATTATCGGCGCCCTCTTGATCC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GTGGACGAAACCCTTGCCCCAAGCCACAAACAATGGATCATCCCCTTTGCCGTGCAATTGATTCCTGCTGGCCTGCTCATTATCGGCGCCCTCTTGATCC

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

GCGAATCTCCTCGTTGGCTCTTCCTCCGCGGTAACCGTGAAAAGGGCATTGAGACCCTGGCCTGGATCCGCAACCTGCCAGCCGACCATATCTATATGGT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GCGAATCTCCTCGTTGGCTCTTCCTCCGCGGTAACCGTGAAAAGGGCATTGAGACCCTGGCCTGGATCCGCAACCTGCCAGCCGACCATATCTATATGGT

aligned sequence quTD_Template

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

CGAGGAAATCAACATGATCGAGCAGTCGCTCGAACAACAGCGTGTCAAAATTGGGCTTGGTTTCTGGAAACCCTTTAAAGCAGCCTGGACGAACAAGCGT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CGAGGAAATCAACATGATCGAGCAGTCGCTCGAACAACAGCGTGTCAAAATTGGGCTTGGTTTCTGGAAACCCTTTAAAGCAGCCTGGACGAACAAGCGT

aligned sequence quTD_Template

—————————————— TGATCGAGCAGTCGCTCGAACAACAGCGTGTCAAAATTGGGCTTGGTTTCTGGAAACCCTTTAAAGCAGCCTGGACGAACAAGCGT

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 6/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 1701-20... 3/11/2017 9:52:01

ATTCTCTACCGCCTCTTTTTGGGGTCTATGTTGTTCCTCTGGCAGAACGGGTCAGGCATCAATGCGATCAACTATTACAGCCCGCGCGTCTTCAAGAGTA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

ATTCTCTACCGCCTCTTTTTGGGGTCTATGTTGTTCCTCTGGCAGAACGGGTCAGGCATCAATGCGATCAACTATTACAGCCCGCGCGTCTTCAAGAGTA

aligned sequence quTD_Template

ATTCTCTACCGCCTCTTTTTGGGGTCTATGTTGTTCCTCTGGCAGAACGGGTCAGGCATCAATGCGATCAACTATTACAGCCCGCGCGTCTTCAAGAGTA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

TTGGCGTATCGGGTGGCAATACCTCACTCTTGACAACGGGCATTTTCGGTGTCGTCAAGGCGGTCATTACCTTTGTTTGGCTGTTGTATTTGATCGATCA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

TTGGCGTATCGGGTGGCAATACCTCACTCTTGACAACGGGCATTTTCGGTGTCGTCAAGGCGGTCATTACCTTTGTTTGGCTGTTGTATTTGATCGATCA

aligned sequence quTD_Template

TTGGCGTATCGGGTGGCAATACCTCACTCTTGACAACGGGCATTTTCGGTGTCGTCAAGGCGGTCATTACCTTTGTTTGGCTGTTGTATTTGATCGATCA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

TTTTGGACGACGGAACTTGCTGCTTGTTGGTGCGGCGGGCGGTTCAGTCTGCCTTTGGATTGTGGGCGGATACATCAAGATCGCGAAGCCAGAGAACAAC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

TTTTGGACGACGGAACTTGCTGCTTGTTGGTGCGGCGGGCGGTTCAGTCTGCCTTTGGATTGTGGGCGGATACATCAAGATCGCGAAGCCAGAGAACAAC

aligned sequence quTD_Template

TTTTGGACGACGGAACTTGCTGCTTGTTGGTGCGGCGGGCGGTTCAGTCTGCCTTTGGATTGTGGGCGGATACATCAAGATCGCGAAGCCAGAGAACAAC

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 7/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 2001-23... 3/11/2017 9:52:01

CCCGAGGGAACGCAGCTTGATAGCGGTGGCATTGCGGCTATATTCTTCTTCTACCTGTGGACGGCCTTCTATACACCATCTTGGAACGGCACGCCTTGGG

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CCCGAGGGAACGCAGCTTGATAGCGGTGGCATTGCGGCTATATTCTTCTTCTACCTGTGGACGGCCTTCTATACACCATCTTGGAACGGCACGCCTTGGG

aligned sequence quTD_Template

CCCGAGGGAACGCAGCTTGATAGCGGTGGCATTGCGGCTATATTCTTCTTCTACCTGTGGACGGCCTTCTATACACCATCTTGGAACGGCACGCCTTGGG

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

TCATCAACTCGGTAAGTCCTCCTTCGTGGCCTTCCAAAGAAAGCACATATTAACAGTGTCCGCAGGAAATGTTCGATCCCACCGTCCGCTCCCTTGCACA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

TCATCAACTCGGTAAGTCCTCCTTCGTGGCCTTCCAAAGAAAGCACATATTAACAGTGTCCGCAGGAAATGTTCGATCCCACCGTCCGCTCCCTTGCACA

aligned sequence quTD_Template

TCATCAACTCGGTAAGTCCTCCTTCGTGGCCTTCCAAAGAAAGCACATATTAACAGTGTCCGCAGGAAATGTTCGATCCCACCGTCCGCTCCCTTGCACA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

AGCCTGTGCTGCCGCCTCAAACTGGCTCTGGAACTTTCTGATCTCTCGCTTTACGCCCCAGATGTTCACGTCCATGGGATACGGAGTCTACTTCTTCTTT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

AGCCTGTGCTGCCGCCTCAAACTGGCTCTGGAACTTTCTGATCTCTCGCTTTACGCCCCAGATGTTCACGTCCATGGGATACGGAGTCTACTTCTTCTTT

aligned sequence quTD_Template

AGCCTGTGCTGCCGCCTCAAACTGGCTCTGGAACTTTCTGATCTCTCGCTTTACGCCCCAGATGTTCACGTCCATGGGATACGGAGTCTACTTCTTCTTT

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 8/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 2301-26... 3/11/2017 9:52:01

GCATCGTTGATGATCCTCTCGATCGTGTTTGTTTTCTTCCTCATTCCCGAGACGAAGGGCGTGCCGCTGGAGAGCATGGAGACTCTATTTGACAAGAAAC

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GCATCGTTGATGATCCTCTCGATCGTGTTTGTTTTCTTCCTCATTCCCGAGACGAAGGGCGTGCCGCTGGAGAGCATGGAGACTCTATTTGACAAGAAAC

aligned sequence quTD_Template

GCATCGTTGATGATCCTCTCGATCGTGTTTGTTTTCTTCCTCATTCCCGAGACGAAGGGCGTGCCGCTGGAGAGCATGGAGACTCTATTTGACAAGAAAC

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

CGGTTTGGCACGCCCATTCGCAGCTAATCAGGGAGCTGAGGGAGAATGAGGAGGCGTTCCGGGCGGATATGGGTGCGAGTGGGAAGGGAGGTGTGACGAA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

CGGTTTGGCACGCCCATTCGCAGCTAATCAGGGAGCTGAGGGAGAATGAGGAGGCGTTCCGGGCGGATATGGGTGCGAGTGGGAAGGGAGGTGTGACGAA

aligned sequence quTD_Template

CGGTTTGGCACGCCCATTCGCAGCTAATCAGGGAGCTGAGGGAGAATGAGGAGGCGTTCCGGGCGGATATGGGTGCGAGTGGGAAGGGAGGTGTGACGAA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

GGAGTATGTCGAGGAGGCTTAAAGTGCTTTTAACTAAGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GGAGTATGTCGAGGAGGCTTAAAGTGCTTTTAACTAAGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATA

aligned sequence quTD_Template

GGAGTATGTCGAGGAGGCTTAAAGTGCTTTTAACTAAGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 9/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 2601-29... 3/11/2017 9:52:01

GTTTATGAATCTATTTAGGTTTAAAAATTGATACAGTTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

GTTTATGAATCTATTTAGGTTTAAAAATTGATACAGTTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAA

aligned sequence quTD_Template

GTTTATGAATCTATTTAGGTTTAAAAATTGATACAGTTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

AAAGGTGCACACGCGTGGCTTTTTCTTGAATTTGCAGTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

AAAGGTGCACACGCGTGGCTTTTTCTTGAATTTGCAGTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAA

aligned sequence quTD_Template

AAAGGTGCACACGCGTGGCTTTTTCTTGAATTTGCAGTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAA

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

TCAGCTGGTAACGTCTTCGTTAATTGGATACTCAAAAAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCAT

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

TCAGCTGGTAACGTCTTCGTTAATTGGATACTCAAAAAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCAT

aligned sequence quTD_Template

TCAGCTGGTAACGTCTTCGTTAATTGGATACTCAAAAAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCAT

aligned sequence quTD_T3-promoter (OK)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 10/11



Consensus Alignment: quTD_T7_promoter(OK), quTD_Template, quTD_T3-promoter(OK), Untitled Consensus (from 2901-29... 3/11/2017 9:52:01

O T T T T errrrers
ATGGGAGATGGAGATGATACCTatcgaatt

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence quTD_T7_promoter (OK)

ATGGGAGATGGAGATGATACCT-==----- 1

aligned sequence quTD_Template

ATGGGAGATGGAGATGATACCTatcgaatl

aligned sequence quTD_T3-promoter (0K)

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-0PB9ysTX-untitled-consensus/edit 11/11



3/11/2017 10:25:51

Consensus Alignment: GAT-1 T7 _promoter, GAT-1_template, GAT-1 ...

e e e e e e e e e e e e M M M R R RN R RN RN R NN N EEEEEEEEEEEEEEEEERENEEEENEERENEEEENENENNNNEENEEEE
cggtatcgataagcttgatGAGTACTTTTCTTCATAATTGCATAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGT

consensus sequence Untitled Consensus

EggtatcgataagcttgatGAGTACTTTTCTTCATAATTGCATAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGT

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

I GAGTACTTTTCTTCATAATTGCATAATATTGTCCGCTGCCCCTTTTTCTGTTAGACGGTGTCTTGATCTACTTGCTATCGT

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

(T T I T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T
TCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCTCATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAAC

consensus sequence Untitled Consensus

TCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCTCATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAAC

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

TCAACACCACCTTATTTTCTAACTATTTTTTTTTTAGCTCATTTGAATCAGCTTATGGTGATGGCACATTTTTGCATAAACCTAGCTGTCCTCGTTGAAC

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 1/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 201-500 bp) 3/11/2017 10:25:51

ATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCACTCTCCTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCT

consensus sequence Untitled Consensus

ATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCACTCTCCTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCT

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

ATAGGAAAAAAAAATATATAAACAAGGCTCTTTCACTCTCCTTGCAATCAGATTTGGGTTTGTTCCCTTTATTTTCATATTTCTTGTCATATTCCTTTCT

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

CAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATAACACAGTCAAATCAATCAAAatgggtctttcgataggaaataggatcctccggaaaattgtca

consensus sequence Untitled Consensus

CAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATAACACAGTCAAATCAATCAAAatgggtctttcgataggaaataggatcctccggaaaattgtca

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

CAATTATTATTTTCTACTCATAACCTCACGCAAAATAACACAGTCAAATCAATCAAAatgggtctttcgataggaaataggatcctccggaaaattgtca

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

aaaatgaggccatggcagaagatcccccagagatctatggetggegtgtctatctectagegtgetectgectgetteggegecatgtecttteggetggga

consensus sequence Untitled Consensus

aaaatgaggccatggcagaagatcccccagagatctatggetggegtgtctatctectagegtgetectgectgetteggegecatgtettteggetggga

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

aaaatgaggccatggcagaagatcccccagagatctatggetggegtgtctatctectagegtgetectgectgetteggegecatgtettteggetggga

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 2/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 501-800 bp) 3/11/2017 10:25:51

ttcctecgtcatecggeggegtcatcgaactcgaaccctttaaacacgactttggettcatecggcaacgataaagccaaggecaacctgggegecaatate

consensus sequence Untitled Consensus

ttcctecgtcatecggeggegtcatcgaactcgaaccctttaaacacgactttggettcatcggcaacgataaageccaaggecaacctgggegecaatate

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

ttcctecgtcatecggeggegtcatcgaactcgaaccctttaaacacgactttggettcatecggcaacgataaagccaaggecaacctgggegecaatate
aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

gtctctaccctccaagecggetgettecteggtgegetgatecgectcacctataaccgatecgettecggecgecaagtggtgtctecategetgtctecectgg

consensus sequence Untitled Consensus

gtctctaccctccaagecggetgettecteggtgegetgatecgectcacctataaccgatecgettecggecgecaagtggtgtctecategetgtctecectgg

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

gtctctaccctccaagecggetgettecteggtgegetgatecgectcacctataaccgatcgettecggecgecaagtggtgtctcategetgtcecteectgg

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

tcgtcatcatcggtatcatcatgcaagecgecgectcaggcaacctcgecacccatgtacattggeecgtttecgtcgecggegtgggegtceggegecgecag

consensus sequence Untitled Consensus

tcgtcatcatcggtatcatcatgcaagecgecgectcaggcaacctcgecacccatgtacattggecgtttcgtcgecggegtgggegtceggegecgecag

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

tcgtcatcatcggtatcatcatgcaagecgecgectcaggcaacctcgecacccatgtacattggecgtttecgtcgecggegtgggegteggegecgecag

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 3/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 801-1100 bp) 3/11/2017 10:25:51

ctgcatcaaccccgtcectttgtgtctgagaacgctccccgetcecgatecgeggtectgttgacgggectectaccaactcecttcattgtcaccggeggeatgate

consensus sequence Untitled Consensus

ctgcatcaaccccgtctttgtgtctgagaacgctccccgetcecgatecgeggtectgttgacgggectctaccaactcecttcattgtcaccggeggeatgate

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

ctgcatcaaccccgtctttgtgtctgagaacgctccccgetcecgatecgeggtectgttgacgggectectaccaactcecttcattgtcaccggeggeatgate

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

gcattctggatcaactactccgtctctctgcacttcaagggcaaatccatgtacatcttecccgetcgecatccaaggtcttcecccgecggecttttgtgceg

consensus sequence Untitled Consensus

gcattctggatcaactactccgtctctctgcacttcaagggcaaatccatgtacatcttecccgetcgecatccaaggtcttcecccgecggecttttgtgceg

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

gcattctggatcaactactccgtctctctgcacttcaagggcaaatccatgtacatcttecccgetcgecatccaaggtcttcecccgecggecttttgtgceg

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

tctgcatgctcctctgeccacgaaageccgegetggetggeccgtegtgaccgatgggaagaatgecaagtetgtgetggegegecatecgecaaccteccccce

consensus sequence Untitled Consensus

tctgcatgctcctctgeccacgaaageccgegetggetggeccgtegtgaccgatgggaagaatgecaagtetgtgetggegegecatecgecaaccteccccce

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

tctgcatgctcctctgeccacgaaageccgegetggetggeccgtegtgaccgatgggaagaatgecaagtetgtgetggegegecatecgecaaccteccccce

aligned sequence GAT-1_template

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 4/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1101-1400 bp) 3/11/2017 10:25:51

agaccacccgtacatcgtcgacgagttccgegagatccaggaccagetcgaacaggagegtcgtctccagggegacgecacttactgggacttgacccge

consensus sequence Untitled Consensus

agaccacccgtacatcgtcgacgagttccgecgagatccaggaccagetcgaacaggagegtcgtctccagggegacgecacttactgggacttgacccge

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

agaccacccgtacatcgtcgacgagttccgecgagatccaggaccagetcgaacaggagegtcgtctccagggegacgecacttactgggacttgacccge

aligned sequence GAT-1_template

—————————————————————————————————————————————————————————————————————————— acgccacttactgggacttgacccgc

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

gatatgtggaccgtcgccggcaaccgcaagegegecctgattagtattttcttgatgatctgecagcaaatgacgggcaccaacgecatcaacacgtacg

consensus sequence Untitled Consensus

gatatgtggaccgtcgccggcaaccgcaagegegecctgattagtatttt-------------------------------"--"0¢-0-----------——-——-

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

gatatgtggaccgtcgeccggcaaccgcaagegegecctgattagtattttecttgatgatectgecagcaaatgacgggcaccaacgecatcaacacgtacg

aligned sequence GAT-1_template

gatatgtggaccgtcgeccggcaaccgcaagegegecctgattagtattttcttgatgatctgecagcaaatgacgggcaccaacgecatcaacacgtacg

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

cgcctaccatcttcaagaacttgggtatcaccggcacgtcgactagettgtttagtaccggecatctatggtattgtcaaggtegttagetgegtcatttt

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

cgcctaccatcttcaagaacttgggtatcaccggcacgtcgactagettgtttagtaccggecatctatggtattgtcaaggtcgttagetgegtcatttt

aligned sequence GAT-1_template

cgcctaccatcttcaagaacttgggtatcaccggcacgtcgactagettgtttagtaccggecatctatggtattgtcaaggtecgttagetgegtcatttt

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 5/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1401-1700 bp) 3/11/2017 10:25:51

cttgctgttcttggccgactcgetgggtcgtagacgttcgetgetgtggacgtcgattgegecagggtecttgetatgttttatattggectttatgtecge

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

cttgctgttcttggccgactcgetgggtcgtagacgttcgetgetgtggacgtcgattgegecagggtecttgetatgttttatattggectttatgtecge

aligned sequence GAT-1_template

cttgctgttcttggeccgactcgetgggtcgtagacgttcgetgetgtggacgtcgattgegecagggtettgetatgttttatattggectttatgtecge

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

atctcgccgecgattgatggeccagecggtgecgectgegggttatgtagegttggtgtgcatatttetgtttgetgetttcttccaatttggetggggtce

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

atctcgccgecgattgatggeccagecggtgecgectgegggttatgtagegttggtgtgcatatttetgtttgetgetttcttccaatttggetggggtce

aligned sequence GAT-1_template

atctcgccgecgattgatggeccagecggtgecgectgegggttatgtagegttggtgtgcatatttetgtttgetgetttcttccaatttggetggggtce

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

ctgcctgectggatctacgectcggaaatccccgecgeccgectgegetecctcaacgtgtectacgecgecgegacgecagtggetgttcaatttegtegt

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

ctgcctgectggatctacgectcggaaatccccgecgeccgectgegetecctcaacgtgtectacgecgecgegacgecagtggetgttcaatttegtegt

aligned sequence GAT-1_template

ctgcctgectggatctacgectcggaaatccccgecgeccgectgegetecctcaacgtgtectacgecgecgegacgecagtggetgttcaatttegtegt

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 6/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 1701-2000 bp) 3/11/2017 10:25:51

ggcccgegecgtgectactatgetggtcacggtcecggeccccacggttacggecacctacctcatetttggecagettcectgectcagecatgtttgtetttgtce

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

ggcccgegecgtgectactatgetggtcacggtcecggeccccacggttacggecacctacctcatetttggecagettcectgectcagecatgtttgtetttgtce

aligned sequence GAT-1_template

ggcccgegecgtgectactatgetggtcacggtcecggeccccacggttacggecacctacctcatetttggecagettcectgectcagecatgtttgtetttgtce

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

tggttcttcgtgecccgagacaaagggtatctcgettgagecacatggatgagetgtttggegttactgatgggectgecgetgagaagtegteggtgeatg

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

tggttcttcgtgecccgagacaaagggtatctcgettgagcacatggatgagetgtttggegttactgatgggectgecgetgagaagtegteggtgeatg

aligned sequence GAT-1_template

tggttcttcgtgecccgagacaaagggtatctcgettgagecacatggatgagetgtttggegttactgatgggectgecgetgagaagtecgteggtgecatg

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

gtggagatgatgtcgggtcggagatggggaagggggatcagaagtcgaagecatgtggaggtttatgttatcgatggtagtggtagt AGTGCTTTTAACTA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

gtggagatgatgtcgggtcggagatggggaagggggatcagaagtcgaagecatgtggaggtttatgttatcgatggtagtggtagt AGTGCTTTTAACTA

aligned sequence GAT-1_template

gtggagatgatgtcgggtcggagatggggaagggggatcagaagtcgaagecatgtggaggtttatgttatcgatggtagtggtagt AGTGCTTTTAACTA

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 7/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2001-2300 bp) 3/11/2017 10:25:51

AGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATAGTTTATGAATCTATTTAGGTTTAAAAATTGATACAG

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

AGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATAGTTTATGAATCTATTTAGGTTTAAAAATTGATACAG

aligned sequence GAT-1_template

AGAATTATTAGTCTTTTCTGCTTATTTTTTCATCATAGTTTAGAACACTTTATATTAACGAATAGTTTATGAATCTATTTAGGTTTAAAAATTGATACAG

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

TTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAAAAAGGTGCACACGCGTGGCTTTTTCTTGAATTTGCA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

TTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAAAAAGGTGCACACGCGTGGCTTTTTCTTGAATTTGCA

aligned sequence GAT-1_template

TTTTATAAGTTACTTTTTCAAAGACTCGTGCTGTCTATTGCATAATGCACTGGAAGGGGAAAAAAAAGGTGCACACGCGTGGCTTTTTCTTGAATTTGCA

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

GTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAATCAGCTGGTAACGTCTTCGTTAATTGGATACTCAAA

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

GTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAATCAGCTGGTAACGTCTTCGTTAATTGGATACTCAAA

aligned sequence GAT-1_template

GTTTGAAAAATAACTACATGGATGATAAGAAAACATGGAGTACAGTCACTTTGAGAACCTTCAATCAGCTGGTAACGTCTTCGTTAATTGGATACTCAAA

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 8/9



Consensus Alignment: GAT-1_T7_promoter, GAT-1_template, GAT-1_T3_promoter, Untitled Consensus (from 2301-2416 bp) 3/11/2017 10:25:51

LTI T T T T T T T T L I T T T T T L L LT T T T I LT LI T T T T I T I T T T e
AAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCATATGGGAGATGGAGATGATACCTatcgaattectgcea

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_T7_promoter

AAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCATATGGGAGATGGAGATGATACCT——-——===————-~-

aligned sequence GAT-1_template

AAAGATGGATAGCATGAATCACAAGATGGAAGGAAATGCGGGCCACGACCACAGTGATATGCATATGGGAGATGGAGATGATACCTatcgaattectgcea

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

gcccecgggggatccact

consensus sequence Untitled Consensus

aligned sequence GAT-1_template

gcccgggggatccaca

aligned sequence GAT-1_T3_promoter

https://benchling.com/jduguets/f/IEKxfTtm-alginate/seq-Rmporcel-untitled-consensus/edit 9/9



L]

macrogen
Filee Aly HPH_FW.abl Run Ended: 2016/7/23 10:48:55 Sgnal G:938 A:1089 C:1738 T:1198 ‘%}
Sample: Aly HPH_FW Lane: 92 Base spacing: 16.743282 1160 basesin 14142 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
GGGEC ACTGG TCEEG AGTT CT GATCG GI'TC GACAGCGTCTCCG ACCTG ATGCAGC TCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTGCTT TCAGC TTCG ATGTAGGAGGGCG TGG ATATGTCCTG

M@MMM\A(\/\/\/\/\J\AN\/\J\/\/\A /M\M/\/\/W\A N\/\AAAA/\/\/\A[\A /\NVW\A/\

120 130 140 160 170 180 190 200 210 230
CGGGT TAGCTGCGCCGATGGTTTCT C GATCGTTATGTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGC TCCCGATTCCGG AAGTGC TTG AC TTGGGG TTC GCG AGAGCC TG AC

Ao AN AMMMNMWAWAWNM/WU\AMM A A Al

240 250 260 270 280 300 310 320 330 340 350 360
CTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGG TG TCACGTTGCAAGACCTGCCTG CCG CTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGEGTCGUGG AGGCCATGGATGCGATCGCTGCGGCCGATCTTAGCC

memmwMWWMW%WMWMM\wwWwwmmmmwwwmmmmmwwmme

400
GACG GCGGGTTCGGCCC TTCGG CCGC GGAATCGGTCAATAC CT C TGGCGTG TTTC T TGCGCG TTGCTG TCCcCC TGTGT TC CTGGC CTGTG TGG CG C CCG

O e L

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
TCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATGCTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGAAGT CCGGCACCTCGTGCACGCGGATTTCGGCTCCAACAATGTCCTGACGGACAATGGC CGCAT

ottt o ottt Bt ot bt




File: Aly HPH_FW.abl Run Ended: 2016/7/23 10:48:55 Sgnal G:938 A:1089 C:1738 T:1198
Sample: Aly HPH_FW Lane: 92 Base spacing: 16.743282 1160 basesin 14142 scans Page 2 of 2

670 680 690 700 710 720 730

610 620 630 640 650 660
CAGCGGTCATTGACTGGAGCGAGGCGATGTTCGGGGATTCCCAATACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGAGGCCGTGGTTGGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGC GGAGGCAT

A e o AWMWMWWMMW\MAMWW

830 840 850

740 750 760 770 780 790 800 810 820
CCGGAGCTTGCAGGATCGCCGCGGCTCCGGGCGTATATGCTCCGCATTGOTCTT GACCAACT CTAT CAGAGCTTGGT TGACGGCAATTTC GATGATGCAGCTTGGGC GCAGGGTCGATGCG CGC

oo e ot At e ettt el

890 900 910 920 930 940 950 960 970 980
TCGCCCGCAGAAGCGCGGECCGTCTGGACCGATGGUCTGTGTAGAAGTACTCGCC GAT AGT GG CCGACGCCCCAGCACTCGTCC

870 880
TCGTCCGATCCGGAGCCGGGACTGTCGGGCGTACAL

AW\MW\WM@AMMM i ot et e i

1040 1050 1060 1070 1100
GTATGCCTATATT AGTATATAGCATCTTTAGATG C GT GTTCG GTTTC CGAAT

990
GAGGGC GG T GGCGG TCTCTT TGTCTTT CG TTT T GTTTTC TTATC

M o ™ e e

1110 1120 1130 1140 1150 1160
GAT TATTCTACTTTTTTGCTCCCACCCGCGT TTGCTAGCCCCGAGT GAAC

MWM%%M




L]

macrogen
Filee Aly HPH_RV.abl Run Ended:; 2016/7/23 10:48:55 Sgnal G:623 A:785 C:1304 T:783 ‘%}
Sample: Aly HPH_RV Lane: 90 Base spacing: 16.58639 1183 bases in 14605 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
GGGAEG G G G TT GGT G& G TTCCTATCG GCGAGTCTTCTACACAG C CATCG G TCCAG ACG GCCGCGC TTCTGCGGGCGATTTGTGTACGCCCG ACAG TCCCGGCTCCG

140 150 160 170 180 190 200 210 220
GCTGCATCATCG TTGCCGTCAACC GCTCTGATAGAGTTGGTCAAGACC TGCGGAGCATATACGCCCGG AGCC

120 130
GATCGGACGATTGCGTCGCATCGACCCTGCGCCC

o o ol A Pl s AR AR /\ﬂ/\/\m\l\ A N\me\(\/\/\/\ T

230 240 250 260 270 280 300 320 330 340
GCGGUGATCCTGCAAGC TCCGGATGCCTCCGC TCGAAGTAGCGCGTC TGC TGC TCCAT C GCC CCACGGCCTCC G G GATGTTGGCGACCTCGTATTGGGAATCCCCG c

wmmmMmmwmwwwAMWMMWWMMMWWWWMAAMMmeMWAWWA

470
TCCGCGTGC CG GGTGCCGG CTTCGGGGC GTCCTCGGCCC GCATCAGC

350
TCGCCTCGCTCC GTC TG CCGCTGTT TGCGGCC TTGTCCGTC GG C TTGTTGG GCCG

MMMWwwMWMMMMWMMmMMMMWW/MMNM&MMWWM%MMW\MMW

550 560 570 580 590
TCACGCCATGTAGTGTATTGACCGATTCCTTG

480 490 500 510 520 530 540
TCATCGAGAGCCTGCGCGACGGACGCACTGACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCCAGTGATACACATGGGGATCAGCAATCGCGCATATG

ittt el s bt ol




Run Ended: 2016/7/23 10:48:55 Sgnal G:623 A:785 C:1304 T:783

File: Aly HPH_RV.abl
Sample: Aly HPH_RV Lane: 90 Base spacing: 16.58639 1183 bases in 14605 scans Page 2 of 2
680 590 700 710 720

640 650 660 670
CAGCGGGCAGTTCGGTTTCAGGCAGGTCTTGC AACGTGACAC

600 610 620 630
CGGTCCGAATGGGC CGAACCCGCTCGTCTGGCTAAGATCGGCCGCAGCGATCGCATCCATGGCCTCCGCGACCGGCTGCAG

e N e e

820 830 840

770 780 790 800
GCACTTCCGGAATCGGGAGCGCGGCCG TGC GTGCCGAT CATAACGATCTTTGTAG CCATC

730 740 750 760
CCTGTGCACGGCGGEGAGATGCAATAGGTCAGGCTCTCGCTGAATTCCCCAATGTC

\W\A{\Z\W\a\/\w\wﬁ\ AM%M\M@NY\ W@MMWM@/\/\MM\AM A /\W

910 920 930 940 950 960

860 870 880 890 900
GCTG GCACGAGATTCTTCGCCCTCCGAGAGCTGCATCAGGTCGGAGACGCTGTCGAACTTTTCGATCAG

850
GGCGCAGCTATTTACCCGCAGGACATATCCACGCCCTCCTACATCG

ol “ uuﬂ 1 MM A e e m“‘&“ A A J‘ M ‘l“t“a l“h h f

1010 1020 1050 1060 1070 1080 1050
CTTCTCG C G CGTCGCGGTG GTTC GGCTTTTCC TTGTGATGATGTTTT TTTGTTTTG TT GGTGTCTTGT TAG C GAGAGAATTATT C GTT GAAT

T T N N

1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
cC GGATG GAATGGATATT G GGAGT AGAAG TAACTTTTG GGGGGACCCTGGATATT AACT GGG T




L]

macrogen
File: OAL_T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:2109 A:2587 C:4978 T:3218 ‘%}
Sample: OAL_T7promoter Lane: 35 Base spacing: 15.232212 1478 basesin 18164 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
TGT®ACG T TTC CCTCTAG TAATTTT GTTTAACTT TAA GAAG GAGATATACATATG TACCTGCTGCCGACCGCTGCTGC TGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCG

AN PANAANNAAANNAAANNNANNAANAANAN A AN

120 130 140 150 160 170 130 190 200 210 220 230
TGGCCATGCGTCCCTCTGCCCCGGCCATC TCCAGACAGACACTTCTCGATGAACCCCGCCCGGGUCTCATTGACCATTGGCTACGAGCCGAGCGAAG AAGCACAACCGACGG AGAACCCTC

A A AN AN AN AN A A AN L A A p e AA A A A A A AN i i et nta IV A

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
CGCGC TTTTCATGGCTACCCGATATTGACGACGGCGCGCOGTTACGTGC TGCGCATTTCGACCGATCCCGGTTTTACAGAC CGCTCGTCTTCGAGGATCTCGCCTGGAATTTCTTCAC

A s st e ot S oot e AR

37 380 390 400 410 420 430 440 450
CCCGGATGAAGCACTGCCGGACGGCCATTATCACTGGTGTTATGCGCTATGGGATCAG TCCGCAACAGCGCATTCCAACTGGAGCACCGT CGC GTTTCG G TC GTG GC CTGCCG

il Ao oot o A bt o el

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
CGCCGCTGCCCGGC GGTCTGCCCGCCATGCTGCCGCGC CCAGCCACCCTCGGCTGTGGCTCAACTCCGAGCAATTGAGTGCCTTCGCCGATGCCGTTGCGAAGGACCCCAACCATTGTG

O e o e




File: OAL_T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:2109 A:2587 C:4978 T:3218
Sample: OAL_T7promoter Lane: 35 Base spacing: 15.232212 1478 basesin 18164 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730
GCTGGGCCGAGTTTTACG TCGGTCGAGCCGTGGCTCGAGCGGCCGGTCATGCCGGAACCGCAGCCCTATCCCAACAACACGCGTGTCGCCACGCTCTGGC GGC AGATGTAT AT AGACT GC
740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 830 860

CAGGAAGTGATCTATGCGAT CCGGCACCTGGCCATTGCCGGCCGEGTGCTCGGACGCGACGACCTTCTCGATGCATCCCGC TGGCTGCTGGCCGTCGCCGCCTGGGACACG GGTGC G

b e AW

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980
CCTCACGCGCCTATAATGACGAGGCGGGGETT CCGCGTCGTCGTCGCACTCGCCTGGGGTT AT GACTGGCT GTACGACCATCT GAGC GAAGAC GAAC GCAGGACCGTGCGATCCGTITCTTCTCG

ol At e

990 1050
CGGACGC GGGAAGTTGCCGATCAT GTCATCGCACACGCCCGCATTCACGTCTTTCCCTATGACAGCCATGC GGTGCGCTCGCTTT CGGCT GTATTGACGCC GGCCTGGATCGCACTTCC

A ottt Ao et b

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220
GGGAG GCGACCAAGGC TGGCGAATGGGE TCGACTATACCCG CG TTWTTGCGAAGGTCTATTT TCCCT GGGEGG G CCAATATGTGTTT GGGGC G GIGC CCCTTTTCTG




L]

| macrogen
File: OAL_T7terminator.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:3640 A:3835 C:6622 T:5082 ‘%}
Sample: OAL_T7terminator Lane: 33 Base spacing: 15.325345 1473 basesin 17979 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
GG T TAG C TCCTTTCG GGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGAAMCTGC TTGGGAAGGGAGAGC TTG CGCTCGTCATCGACATCACTG GTAGATGTCGGT

el AN LS A VA DA ABA AR A AN A A A DA

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
GG CCCTGATCATCGATGAAGCTG TGCGCTTCGGCTCCTTCAGGC TGTAAGGCACCAG GGGTGACAAGGCGATGCCGGGTGGOGGCCEGAACCGTGGCGCAGACATGG TG

A A A A A s AR AAA A AR A Al A/\m\/\ e cnfian et maniainoain sl Al

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
GTGTATGTCGAGCCCTTCGAATTCTTTCGGGTCGATATC GGG CCCTCCACGGCGCTGATTTGC GGCGTGCCGCCCG AAGAGT CGAACTGTCCGTAG CCGGCTTTCCGGCCATTG

Ao\ AN AR A A NV\N\AA/\/\M/\I\ANVV\AMMM\/\A N vaftetiaa A il

370 380 390 400 410 420 430 440 430 460 470 480
TAGCGGAAGCTTGACCTGC CGGTCTGCGGCGCTCCGAGTGT AT GGC GCCATTGCAGTTCCTGGGGTTCCGAACATTCGACTTCGTCGACAAT CACG TAGCTGTCATTAACGAAGTGGGT

L WMWMWMN\/\AW\AW\A e Ao A Y e ot oot

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
TTCGCGCAGCACCTTTTGAACCAGCGGGTTCGCAACCTGGTAGGCGGCGGTTGCATCGCCGACGATACGAACATGGCCGGGCTGTTCCTCCACCGAGACGATGUCGGCCGGCGGECGCGGECGTGL

e o o e e




File: OAL_T7terminator.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:3640 A:3835 C:6622 T:5082
Sample: OAL_T7terminator Lane: 33 Base spacing: 15.325345 1473 basesin 17979 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730
GCGCCTTGTCCTTTTCCGCATATTGGCCTTTGCCGCCGATCAGCACGGCATTTTTCGACCGTGTCTGACGCCGCCAATTCAGATGCATCT GCGAATT GAACGCCACGTAATAACCGGACTGGATCG

¥t P bttt e et

740 750 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860
CCAGATCCTCGCCATGGGC T GCAC GGCATTCTGGTCGCCGTGACTGT GGCTGAGCGAACCGTAAGGGCTGGATTT GAAGACGAACTGCAGGTGCC GGTCCGGGTCTTCCATGTCTTT

Al e L M”\W il

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980
TTGGATGGTCGCCCAACCAATATCATCG CGGECGAGTGCC GGCAGGTCGGC GGGAGACACGGCTT CCACCT GCGGGET AATC GT GGCGATAGACGAGATC GTC G GTTGAGGTCCCAC

P ey

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
CAGCCGTAATTGT GGCCATTTCCGTGCCTGTCGCATCGGGCCTT GAT GT GATCG TACCACTGGTAATGGCCATTG CCGGT GACGCC GGC TTGCC GGAAGTT GTATCCCAG

el W@MMMM it e st o

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220
CTTCAGGCCC GGG AAGGTCCCC GGGT GGGAGTCCTCCCCCC TTGGGCC G GGETTTCCCGCGCCCCTTGTTGT CEG C CCCGGGTTTCTT GG CAGCC CGT

P S AR o




L]
macrogen
File: DEHR2_T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:3021 A:4812 C:6147 T:7026
Sample: DEHR2_T7promoter Lane: 40 Base spacing: 15.046102 1563 basesin 19113 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
G MGG AG GT CAM@ TCGA GTOGAGGTATCG ATAAGCT TG AT TATATAACAGT TG AAATTTG GATAAGAACATCTTCTCAACGCGAAAATGACGCC TCCAG TG AAAAAACATAAACTTTC

Lone A A AN A AN WA A A AW A AR

130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240
AATGCAGTCTTCGGTACACTTATGAGTAACCCATATAGAGATCGTACACATTTTACAAGGAT TTAGAGACAAAGTAATATTC TTCGTTGATATAGAGGTGTTCAATTGT TAAATGCTTTTC

MA/L\A/\M/\A/\MWMMWMWWMMWMMMWMWMAMWMMM

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
TTCTTTTTATTAGAAAAAGCGCC TTGCTTTTTGTTGTATCACTTGTAAATCTACCGTCCCTTACAAGAACATTCACGAAATTTAAGTGGC TCAGAATGAAAAAGAAACAATATAAAAAAGCTTT

370 380 390 400 410 420 430 440 4350 460 470 480 490

CCGTAGTCATCAATTTAT TTTACATAACACTAGATATAAAGAAAAGAAGATAATATTTTTATATAAT TATATTAATCTCAGGCGGCCTTCTGGCGCGGCAGGCTCTTCATATCAATGACGAAACG

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610

ATAACGCACATCGCTTTTTATCATGCGTTCATAAGCGTCATTGATCTGATCGATATCGATCATCTCGATTTCGCCGGCGATGCCTTTTTCGGC GCAGAAATCCAGCATTTCCTGAGTCTCGGGAA




File: DEHR2_T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:3021 A:4812 C:6147 T:7026
Sample: DEHR2_T7promoter Lane: 40 Base spacing: 15.046102 1563 basesin 19113 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
TACCGCCGATCATCGAGCCGGC GGTCTTGCGGCCGGGGATGAGGC TGAAGGCCATCACCG GTGGCTTTTCCGGCGCGCCCACCTGCACCAGCGCGCCATCGCGTTTCAGCAGCGCCAGAT

\wwmmwMWMWWMWWWWWWWWWmWMMWWWM

750 760 770 780 790 800 g10 820 830 840 850 860
GGCGICGATGTCGTGGTCGGCGGCGACAGCATCGAT GAT GAGATCGAGGCTCGAGGTAGCCTTCTTCATCTGCTCCGCATCGC GGGAGAT GATCACCTCGTGI GCGCCGAGTTTTTTGGCATC

WWMMMMW%MAMWWWMNWWMMWW

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980
CTCCGCCTTGCCGGGUCGAAGGT GGT GATCATCACGACAGTCGCACCCATGGCATTGGCGAGECTT GACGGCCATATGGCCGAGGCCGCCCAGACCGACGAC GCCGACGCGTTTGCCGGGGCCGGL

1030 1040 1050 1080 1090 1100 1110
TTCCAGT GGC GCAGCGGCC AAGT A GGT GGT GATACCAGCGC AGAGTAGC GGT GCTGCT GCCGCCGGATCGAGCCCTTCGGGAATATT GAGCACATAGC GGTCATCCACCACCACATGGGGECG

\WM{MMMWMAMM&MMMMWWM

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230
GAATAGCCGCCAAGCGTATGCGCGCC G GCCCATCGCCTTTGT CAGGGE AGTTATAAGGTGCC GGG CATGG M GTITTCGCAATATTGGT CC AGEC TTTC GGGGC CTT GGGCATITCGAG

Y Y N T N T S A




/ macrogen
File DEHR2 T3.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:1673 A:2012 C:3108 T:3226 %)
Sample: DEHR2_T3 Lane: 38 Base spacing: 15.305661 1519 basesin 18386 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
AMGTGGAAC TC OCG CG G TG GCGGCCGCTCTAGAA CTAGTGGATCCCCCG GG CTGCAGGAATTCGATCCGCGACAAATTACCCATAGCGACAAATTACCCATAAGGTTGTTTGTGACGGCG

/WWMMWWM\WWMWW\NWMJ

130 140 150 160 170 130 190 200 210 220 230 240
TCGTACAAGAG AACGTGGGAACTTTTTAGGC TCACCAAAAAAGAAAGAAAAAATACGAGTTGC TGACAG AAGCCTCAAGAAAAAAAAAATTCTTCTTCGACTATGC TGGAGGCAGAGATGATC

Dol NMMWMWWWMWWWWWWMWMMW

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
GAGCCGGTAGTTAAC TATATATAGC TAAATTGGTTCCATCACCTTCTTTTICTGGTGTCGCTCCTTCTAGTGC TATTTCTGGC TTTTCCTATTTTTTTTTTCCATTTTTCTTTCTCTCTTTCTAAT

St oottt

370 380 440 450 460 470 480 490
ATATAAATTCTC TTGCATTTTCTATTTTTCTCTCTATC TATTCTACTTGTTTATTCCCT TCAAGGTTTTTTTTTTTTAAGGAGTACTTGTTTTTAGAATATACGGTCAACGAACTATAATTAACT

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
AAACATGTTCACAACGTCCGCCTATGCCTGCGATGACGGCTCTTCGCCGATGAAGCTCGUGACCATCAGGCGUCGCGATCCCGGTCCGCGCGATGT CGAAATCGAGATAGAATTCTGTGGCGTCT

A A




File: DEHR2 _T3.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:1673 A:2012 C:3108 T: 3226
Sample: DEHR2_T3 Lane: 38 Base spacing: 15.305661 1519 bases in 18386 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
GCCACTCGGACATCCATACGGCCCGCAGCGAATGGCCGGGCTCCCTCTACCCTTGCGTCCCCGGCCACG TCGTCGGCCGTGTCGGTCGGGTGGGC GCGCAAGTCACCCGGTTCAAGAC GGGTG

Attt o ottt

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870
CCOCGTCGGTGTCGGCTGTATCGT CGATAGCTGCTGCGAATGC GCAAGCTGC GCC GAAGGGCTGGAGCAATATTGC G CGGCATGACCGGCACCTATAACTCCCCTGACAAGGCGAT GGGC
880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990

GGCGGCGCGCATACGCTTGGCGGCTATTCCGCCCATGTGGE GGTGGATGACCGCTATGTGCTCAATATT CCCG GGGCTCGATCCGGCGGECAGCAGCACCGCTACTCTGCGCTGGTATCAC

1000 1010 1020 1030 1040 1030 1060 1070 1080 1090 1100 1110
CACCTACTCGCCGCTGCGCCACT GG AATGCCGGCCCCGGC CGCGTC GGCGTCGTC GGTCTGGGC GGCCTCGGCCATATGG CCGTCAAGCTCGCC AAT GCCATGGGGT GCGACTGG CC

ittt s Vo il M

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230
GGGATGATCACCACCTCGCCCG G GCCGGAAGGATGCC CTCEGC® ACACC GGTGATCATCT CCCGCGAATGC GGA ACC TTG GGGTACT CCGAGE CTCGAT




macrogen
Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:4278 A: 7136 C:7102 T:7369

File: KDGPAL T7promoter.abl
Lane: 23 Base spacing: 15.122878 1532 basesin 18815 scans Page 1 of 2

Sample: KDGPAL T7promoter

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
G I G O0G G T CGC TCGA GTCGAGGTATCG ATAAGCTTGATGTAAGCTACTATG AAAGACTT TACAAAGAACTCGAAGAGTTCCAGAATGAAATAAAAATTAAAACAGT TG TG AATAACAG

Al el i\ ss s pa A A A AR

230 240

130 140 150 160 170 130 150 200 210 220
AAGACAATCGCGAACTCCAAAATGAGC TATCAAAAACGATAGATCGATTAGGATGAC TTTGAAATGACTCCGCAGTGG ACTGGCCGTTAATTTCAAGCGTGAGTAAAATAGTGCATGACAAA

Lol e ndateniindae fan ol masansfastinnea Al st i sl i

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
AGATGAGCTAGGUC TTT TG TAAAAATATCTTACGTTGTAAAATTTTAGAAATCATTATTTCCTTCATATCATTTTGTCATTGACCTTCAGAAGAAAAGAGCCGACCAATAATATAAATAAATAAA

490

370 380 390 400 410 420 430 440 430 460 470 480

TAAAAATAATATTCCATTATTTCTAAACAGATTCAATACTCAT TAAAAAACTATATCAATTAATTTGAATTAACTTACACTTGGAAAACAGCCTGCAAATCCTCTTTTGAACAGCTGCCCAACTG

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
GCTGCCGACTCCGACGGCACCAGCTCCGGCTCTAAGCCAATCAGGCACTTCAGACGGATGTATCCCGCCTGTCGGAAT AAAGGTCACCTGCGGGAAAGGACCCGUETAAATTTT TCATAAACGGAA




File: KDGPAL T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:4278 A: 7136 C: 7102 T: 7369
Sample: KDGPA1 T7promoter Lane: 23 Base spacing: 15.122878 1532 basesin 18815 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
TGCCAAACACACCGCTTGGGAACAGCTTTAATGTCGTAAAACCGAATGTCAGCGCTTCCATAATTTCGCTCGGAGTCAAGACGCCGGEGATATAATGTGTCTTTACAAAAGATAGAT GTTCAGCAA

|

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 830 860
GATCAGCTGAAAAACCCGGACTGACAATAAACTGCGCGCCAGCCTTAGCAGCTTCCCCAGCTT GCTGCGCGCT GAT GACCGTACCCGCGUCCAATTAAAATATCTTCCCTATTAC GGAAGGATTCG

) Y

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
ATAATATCT GATGCCCCGGGGGETCGTATACGTCACTTCAACTGCACGAATCCCTTTATCT AAT AAACTCTCAATCTGCT GACAGGCCTCCTGCTTATCCTTT GAACGAAT GACTGCAATCAGCTT

T e e

109 1110
TGCTTCTTTCAGACGGTTTTCAACGACTTT GGACTCCATTTT GAATATGTATTACTTGGGTTATGGTTATATAT GACAAAA GAAAAAGAAGAACAGAA GAATAACGCCA GGGAAGAACAAT AAC

el h‘t A h ‘“t e e easnsin A e Lol e

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230
TGGAATT@GT AGAGAAAGMTAAAGGCTTTGGC TTTTTATA TAAAATCAAGT GCA GAAATCCGTTT GACAACCTGGEGEG GATAAAATTTTA CAG GGG GAAAAAAAAGGGAAAAAATTTTT

) J._MAAAJ‘ e VO SO R AN i, i - V.




/ macrogen
File KDGPA1 T3.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:2860 A:3142 C:4523 T:4237 %)
Sample: KDGPA1 T3 Lane: 21 Base spacing: 15.223847 1483 bases in 18050 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
AGACTTIG GC TCACG CG GTG GCG GOCGC TCTAGAACTAGTGGATCCCCCG GG CTGCAGGAATTCGATTCCAACTGGCACCGC TGGC TTGAACAACAATACCAGCC TTCCAACTTCTGT AA

P AN A AV AV VN YA Ve A VA N AU AT VA AT WO A AV A VoV AV AV AV A AY AV WAV AVAVAYAVAVAVAVAVAWATAVAVAVAYAY /\/\/\f\/\nﬁf\/\A/\/\A/\/\f\

120 130 140 150 160 170 130 190 200 210 220 230
ATAACGGCGO TACGCCAG TGCCACCAGTACCGTTACCTTTCGGTATACCTCCTTTCCCCATGTTTCCAATGCCCTTCATGCCTCCAACGGC TACTATCACAAATCCTCATCAAGC TGACG

il A A A AN A A AR A A A M A A A A e Ve )

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
CAAGCCCTAAGAAATGAATAACAATACTGACAGTACTAAATAATTGCCTACTTGGC TTCACATACGTTGCATACGTCGATATAGATAATAATGATAATGACAGCAGGATTATCGTAATACGT

o A WMMMWWWWMWMWWMWWWWWW

AATAGTTG AAAATCTCAAAAATGT GTGGGTCATTACG TAAATAATGATAGGAATGGGATTCTTCTATTTTTCCTTTTTCCATTCTAGCAGCCGTCGGGAAAACGTGGCATCCTCTCTTTCGGGC

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
TCAATTGGAGTCACGCTGCCGTGAGCATCCTCTCTTTCCATATCTAACAACTGAGCACGTAACCAATGGAAAAGCATGAGCTTAGCGTTGCTCCAAAAAAGTATTGGAT GGTTAATACCATTTGT




Filee KDGPAL T3.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:2860 A:3142 C:4523 T:4237
Sample: KDGPA1 T3 Lane: 21 Base spacing: 15.223847 1483 bases in 18050 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730
CTGTTCTCTTCTGACTTTGACTCCTCAAAAAAAAAATCTACAATCAACAGATCGCTTCAATTACGCCCTCACAAAAACTTTTTTCCTTCTTCTTCGCCCACGTTAAATTTTATCCCTCATGTTGTCT

ol

740 750 760 770 780 790 &00 810 820 830 840 830 860
AACGOATTTCT GCACTTGATTTATTAT AAAAAGAC AAAGACATAATACTTCTCTAT CAATTTCAGTTATTGTTCTTCCTTGCGT TATTCTTCTGTTCTTCTTTTTCTTTT GITCATATATAACCATA

| ol Al

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980
ACCAAGTAATACATATTCAAAATGGAGTCCAAAGTCGTT GAAAACCGTCT GAAAGAAGCAAAGCT GATT GCAGTCATTCGTTCAAAGGAT AAGCA GGAGGCCTGT CAGCAGATTGAGAGTTTATT

‘ ) ‘ ) 1080 ‘ 109 R ‘

990 1000 1010 1020 1030 1040 1030 1060 1070 1100 1110
AGATAAAGGGATTCGT GCAGTT GAAGT GACGTATACGACCCCCGGGGCATCAGAT ATTATCGAATCCTTCCGTAAT AGGGAAGAT ATTTT AATTGGCGCGGGT ACGGTCATCAGCGCGCAGC AAG

A / “‘ ““ 6‘ i J“ ‘h ‘“ A *“' ol Y WM et

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230
CTGGGGAAACT GCT AAGGCTGGCCCGCAATTTATTGTCAATCCC GGGTTTTTCAGCTGAACTT GCT GAACAT CTATCTTTTGGAAAG ACAATTATATCCCCGGCGTCTTGACTC CAA GGG A A

0 DD AN Wb W Yan g oot Naaiinet” WAy SYAL J\A,a VAN




/ macrogen
File: KDGK2_T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:4642 A:5920 C:6885 T:6558
Sample: KDGK2_T7promoter Lane: 8 Base spacing: 15.158299 1461 basesin 17859 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
A GTG G @ T CGCCTCG A GTCGAGGTATCGATAAGCTTG ATTTTTAG GCTGGTATCT TGATTCTAAATCGATTTTGCAAGACTAGAGGAATATGTATTAAAATTCAC TG AATGCAAGT

@MWWWWWMMNWMW\MWAWWMMMMN

120 130 140 150 160 170 130 150 200 210 220 230 240
AAAATATTAAGTAAAAGAAAGCATTGATTATGAAGAAAGGACCTTTTTAAGATATGAG AACAATGAGAAAAGGAAAAATGGGACGAAACAAATAGGG AAAATTCCGTC TGTAAAACCAATTG

wosatnnantsinMons AN v ool oA A o A A s P

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
TAGTAACAAAAAACGC TCATTTCAATAGCAAAAAAATAGAATACCGTCAATGGATATATATAGACACGGG ACATTATAACAACGTGCAGATGGT GATGATTGCAAACCCAAAAAATTACCAGCTT

370 380 390 400 410 490

420 430 44 430 460
CCTGTAATTCCAGGTTGAGCGCGTGGC TTCCTATAATCCAATACACCCACACCCACCCAGATCGTGATTTTTGTTATTACGCTGGCATCGCCTCACGCGGGATAATCGCGCCGCGATACT GAATAA

500 510 520 530 540 350 560 570 580 590 600 610
CGGTACTTGCGGTCAGGTGCCCACGTTTCGCCGCGTCTTCCGCGCTGCCGUCTGTCAGACGTACCGCCAGATAACCGGUCACTGAAAGAGTCGCCAGCTGCGGTGGTATCGATCACTTTTTCTTTC




File: KDGK2_T7promoter.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:4642 A:5920 C:6885 T:6558
Sample: KDGK2_T7promoter Lane: 8 Base spacing: 15.158299 1461 basesin 17859 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
GGCAGTTTCACCGCCGGAACATCCACTAACCCTTCGCCAGCAATGGACACCAGGCAAGAATCCGCCCCGCGTTTCACCACCACTTCTTTCACGCCCGCGTTATGGGTGCGCGCAATGACGTCTTC

o L

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860
CACCGGCTGTTGACCCCACAGCGCGTCTTCGTCGTCCAGCGTCAGGAAGGC GATAT CCGTGCATTCCAGCATTTGTTGGTACACCTGCTGTGTCTCTTCTTTGCTGGCCCACAGGCGCGGACGAT

il s MWMMMMWWMMWWWMWW

870 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980
GTTATTGTCG TCACTTTTCCGCCGTTGGCGCGGUCATTCGC GC AGCAGGG GCAGCTTTTC GCGGCTGGTCGGGCTT GATCGCCAGGCT TCCCGCTCAGGT AGAGAT TCG
1070 1080 1100 1110
TTCGCC GCTCTTCGC TCGCCGC G CTGCTC CTCTCC ooC G TTTGGCGGCGGCTTCGTTCCGCC GTAGTAG CGTACGCTCGCC GGTGCTGTCGGTTTC TGT AGT G
M@MM MAWMMAMWMMWWW@MMM /
1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230
GCCCGGCAGACGGTTTTCCATCCGTT GG GT CA GGG TATC CGTTCTC GCCGT GCCAGGGGTCC AGCATCTGGTGGGT CTGGCCGOQTTCCCACCGC CC TTACCTTATTG COEsTT

[ UUA ; M S Vil A M AN,




macrogen
File KDGK2_T3.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:2264 A:3147 C:3344 T:3363
Sample: KDGK2_T3 Lane: 6 Base spacing: 15.228828 1397 basesin 16802 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GACT GAGACTCA CG CG G TG GCGGCCGC TCTAG AACTAGTGG ATCCCCCG GG CTGCAGG AATTCGATACTTC TCGTAGGAACAATTTCGGGCCCCTGC GTGTTC TTCTGAGGTTCATCTTT

N e L N T N L T T e oy

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TACATTTGCTTCTGCTGGATAATTTTCAGAGGCAACAAGG AAAAATTAGATGGCAAAAAGTCGTC TTTCAAGG AAAAATCCCCACCATCTTTCGAGATCCCC TG TAACTTATTGGCAACTG A

MWWWWMWAWWWMWWMWWWMWWMMWWMN

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
AAGAATGAAAAGGAGGAAAATACAAAATATACTAGAACTG AAAAAAAAAAAAGTATAAATAGAGACGATATATGCCAATACTTCACAATGTTCGAATCTATTCTTCATTTGCAGC TATTGTAAAA

L AN

0 420 430 440 4350 6 70 0 490
TAATAAAACATCAAGAACAAACAAGCTCAACTTGTCTTTTCTAAGAACAAAGAATAAACACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAATTT TAAT CAAAAAATGTCCAAAAAGATTGCCGTGATTGGCGAAT

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
GCATGATTGAGCTTTCCGAGAAAGGC GCGGACGTTAAGCGCGGTTTCGGCGGCGATACCCTGAACACTTCCGTCTATATCGCCCGTCAGGTCGATCCTGCGGCATTAACCGTTCATTACGTAAC




File: KDGK2_T3.abl Run Ended: 2015/10/1 6:32:36 Sgnal G:2264 A:3147 C:3344 T:3363
Sample: KDGK2_T3 Lane: 6 Base spacing: 15.228828 1397 basesin 16802 scans Page 2 of 2

620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
GGCGCTGGGAACGGACAGTTTTAGCCAGCAGATGCTGGACGCCTGGCACGGCGAGAACGTTGATACTTCCCTGACCCAACGGAT GG CCGTCTGCCGGGCCTTTACTACATTG CCGAC
750 760 770 790 &00 810 820 830 840 830 860

GCACCGGCGAGCGTACGTTCTACTACTGGCGG CG GCCGCCGCC TTCTGGCTGGAGAGTGAGCAGTCTGCGGCGATTTGCGAAGAGCT GGCGAATTTCGATTATCTCTACCT GAGC GGG

ot et ot s e

870 880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
TTAGCCTGGCGATCTTAAGCCCGACCAGCCGCG GCTGCTTTCCCTGCTGC GC GAATGCCGC GCCAACGGL GG GTGATTTTC GACAATAACTATCGTCCGCGCCTGT GGGCCAGT
1000 1010 1050 1100 110 1120

GAAGAGACACAGCAGGT GT ACC C TGCTGG TGC CGG T TCGCCTTCCTG CGCTGG CG CGAAG CGCGCTGTGGGGTC CAGCCGGT GGAAGACGTIC TTGCGCGC C CATAACGC

ot el A e

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
GGGCGT G GAAGI GGTGGTG CGCGGGGCGGATTCTTGCCTGGTG CCATT GCTGGCGAAGGGTT AAT GG AT GTT CC GGC GG TG CTGCCG G T GAT CGATACCACOGGAGCTG

o W e e Y b g e
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