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DESCRIPCION

Uso de disulfuro de dimetilo para la produccién de metionina en microorganismos.
Antecedentes de la invencion

Metionina se produce actualmente en forma de una mezcla racémica de DL-metionina por un proceso quimico
bien establecido que implica materiales o compuestos intermedios téxicos, peligrosos, inflamables, inestables y no-
civos. Los materiales de partida para la produccion quimica de metionina son acroleina, metilmercaptano y cianuro
de hidrégeno. La sintesis quimica de metionina implica la reaccién de metilmercaptano y acroleina, para producir
el compuesto intermedio 3-metilmercaptopropionaldehido (MMP). El tratamiento ulterior implica hacer reaccionar
MMP con cianuro de hidrégeno para formar 5-(2-metiltoetil)hidantoina, que luego se hidroliza utilizando productos
céusticos tales como NaOH, junto con Na,CO;, NH; y CO,. Subsiguientemente, DL-metionina sédica se neutraliza
con 4cido sulfiirico y Na,CO; para proporcionar DL-metionina, Na,SO, y CO,. Este proceso proporciona un gran
exceso de compuestos no utilizados en comparaciéon con la cantidad de metionina producida, que plantea un reto
econdémico y ecolégico.

Procesos fermentativos para la producciéon de metionina se basan tipicamente en el cultivo de microorganismos
con nutrientes que incluyen fuentes de hidratos de carbono, p. €j. aziicares tales como glucosa, fructosa o sacarosa,
fuentes de nitrégeno, p. €j. amoniaco y fuentes de azufre, p. ej. sulfato o tiosulfato junto con otros componentes del
medio necesarios. Este proceso proporciona L-metionina y biomasa como un subproducto sin materiales de partida
toxicos, peligrosos, inflamables, inestables y/o nocivos.

Sin embargo, con el fin de que un organismo (p. €j. un microorganismo) produzca metionina a partir de sulfato en
calidad de fuente de azufre, el atomo de azufre debe de ser reducido primeramente en sulfuro. Este proceso consume
energia, de modo que la alimentacién de una fuente de azufre al microorganismo, que es mds reducida que el sulfato,
mejoraria el proceso. Una fuente de azufre reducida de este tipo es tiosulfato, en el que uno de los dos dtomos de
azufre ya estd reducido. Otra fuente de azufre reducido es metano-tiol, que contiene un dtomo de azufre totalmente
reducido.

J. Mampel et al. describen en Appl. Microbiol. Biotechnol. (2005) 68: 228-236, publicado en linea el 25 de enero
del 2005, que la inactivacién de NCgI2640 daba como resultado una produccién significativamente incrementada
de metionina. Utilizando fusiones /acZ promotoras de genes implicados en el metabolismo del azufre, demostraron el
alivio de la represién de L-metionina en el mutante NCgI2640 para la cisteina sintasa, o-acetilhomoserina sulfhidrilasa
(metY) y sulfito reductasa. La complementacion de la cepa mutante con NCgI2640 portador de plasmidos restauraba
el fenotipo de tipo salvaje para metY y sulfito reductasa.

El uso de metano-tiol para la produccién de metionina ofrece dos ventajas. La primera, como se ha mencionado
antes, el &tomo de azufre ya estd reducido. La segunda, se suministra un grupo metilo que podria eludir potencialmente
la necesidad de dos de las enzimas que normalmente se requieren para la biosintesis de metionina, metiltetrahidro-
folato reductasa (MetF) y metionina sintasa (MetE y/o MetH). Existen informes en la bibliografia que describen que
algunos microorganismos, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, pueden incorporar enzimaticamente metano-tiol
directamente en metionina, haciéndola reaccionar con O-acetil homoserina (Yamagata, S. 1971, J. Biochem. (Tokyo)
70:1035). Métodos para el uso de metano-tiol en la produccién de metionina se describen también en los documentos
WO 93/17112 y WO 2004/076659.

Sin embargo, el uso de metano-tiol para la produccién de metionina tiene también inconvenientes. Es un gas
explosivo y téxico que se oxida facilmente en el aire, y es nocivo. El proceso quimico para producir metionina también
utiliza metano-tiol como uno de los sustratos, de manera que los ingenieros han aprendido a manipular el compuesto
a escala industrial. No obstante, serian de gran beneficio procedimientos mejorados para la produccién de metionina
que no utilicen metano-tiol.

Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere a procedimientos mejorados para la produccidon de metionina. Los autores de la
presente invencion han descubierto una fuente de grupos azufre y/o metilo distinta de metano-tiol que puede utilizarse
para la produccién de metionina. En particular, los autores de la presente invencién han descubierto que disulfuro de
dimetilo (DMDS - siglas en inglés), al que también se alude como disulfuro de metilo o CH;-S-S-CHj3, se puede afiadir
a medios de cultivo y utilizar por parte de un microorganismo como una fuente tanto de un grupo sulfuro como de un
grupo metilo, eludiendo la necesidad de una actividad MetH/MetE y MetF y la necesidad de reducir el sulfato para la
sintesis de metionina.

Ademds, la presente invencién demuestra que un microorganismo que tiene una via de biosintesis de metionina
desregulada, p. ej. una O-acetil-homoserina sulfhidrilasa desregulada y/o una homoserina acetiltransferasa desregu-
lada y/o una homoserina deshidrogenasa desregulada, puede utilizar un compuesto de sulfuro rematado con metilo,
p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. disulfuro de dimetilo (DMDS), para la sintesis de metioni-
na. Ademads, los autores de la invencién han descubierto que la producciéon de metionina mediante cepas prototrd-
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ficas tratadas mediante ingenieria genética que acumulan O-acetil-homoserina, es mejorada mediante la adicién de
DMDS.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencién ofrece un método para la produccién de metionina, que
comprende cultivar un microorganismo en presencia de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una
fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. disulfuro de dimetilo (DMDS), de manera que se produce metionina. En
una realizacién, el compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej.
DMDS, esta presente en el cultivo a una concentraciéon de 0,02% o superior. En otra realizacién, el compuesto de
sulfuro rematado por metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. e¢j. DMDS, estd presente en el cultivo
a una concentracién de 0,06% o mayor. En otras realizaciones, el compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. la
fuente de azufre y/o metilo, se selecciona del grupo que consiste en trisulfuro de dimetilo (DMTS - siglas en inglés) o
CH;-S-S-S-CHs, tetrasulfuro de dimetilo (DMTTS - siglas en inglés) o CH;-S-S-S-SCH;.

Otro aspecto de la invencién ofrece un método para producir metionina, que comprende cultivar un microorganis-
mo productor de metionina en presencia de un sistema de suministro de sulfuro rematado con metilo de liberacién
lenta, p. ej. un sistema de suministro de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. un sistema de suministro de disulfuro de
dimetilo (DMDS), de manera que se produce metionina. En una realizacion, el sistema de suministro de sulfuro rema-
tado con metilo de liberacidn lenta, p. ej. un sistema de suministro de azufre y/o metilo de liberacién lenta, p. ej. un
sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta es Amberlite™ XAD4. En una realizacién, el sistema de suminis-
tro de liberacién lenta libera DMDS a una concentracién que totaliza 0,1% o mayor en el medio de cultivo. Todavia
en otra realizacion, el sistema de suministro de liberacion lenta libera DMDS a una concentracién que totaliza 0,3% o
mayor en el medio de cultivo. En una realizacion, el sistema de suministro de DMDS de liberacion lenta comprende
un liquido que es inmiscible con agua, pero que disuelve DMDS. En una realizacidn, el sistema de suministro de
sulfuro rematado con metilo de liberacién lenta, p. ¢j. un sistema de suministro de un grupo azufre y/o metilo, p. ej.
un sistema de suministro de DMDS de liberacion lenta, comprende un liquido seleccionado del grupo que consiste
en aceites animales, aceites minerales, aceites quimicos, aceites vegetales, aceites sintéticos, un disolvente orgénico,
clorocarburos, fluorocarburos, cloro-fluoro-carburos, o combinaciones de los mismos. En otra realizacion, el sistema
de suministro de sulfuro rematado con metilo de liberacion lenta, p. ej. el sistema de suministro de un grupo azufre
y/o metilo, p. ej. un sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta, comprende un liquido que es inmiscible con
agua, pero que disuelve el compuesto disulfuro rematado con metilo, p. ej. la fuente de un grupo azufre y/o metilo, p.
ej. DMDS. Todavia en otra realizacién, el sistema de suministro de sulfuro rematado por metilo de liberacién lenta,
p. ej. el sistema de suministro de un grupo de azufre y/o metilo, p. ej. un sistema de suministro de liberacién lenta
de DMDS, es una alimentacién lenta controlada de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente
de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. una alimentacién de DMDS lenta controlada. En otra realizacidn, el sistema de
suministro de sulfuro rematado con metilo de liberacién lenta, p. ej. el sistema de suministro de un grupo azufre y/o
metilo, p. ¢j. el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta, es una membrana que es permeable a un compues-
to de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS. En otra realizacion,
el sistema de liberacién lenta de DMDS esta suministrando DMDS en un estado gaseoso, por ejemplo al evaporar o
calentar hasta ebullicion DMDS liquido o, por ejemplo, burbujeando aire u oxigeno a través de DMDS liquido en su
recorrido al recipiente de fermentacién. En una realizacién, el microorganismo productor de metionina pertenece al
género Corynebacterium. En otra realizacion, el microorganismo productor de metionina es Corynebacterium gluta-
micum. Todavia en otra realizacidn, el microorganismo productor de metionina se selecciona del grupo que consiste en
bacterias Gram-negativas (p. ej. Escherichia coli o enterobacterias relacionadas), bacterias Gram-positivas (p. ej. Ba-
cillus subtilis o bacilos relacionados), levaduras (p. ej. Saccharomyces cerevisiae o cepas de levaduras relacionadas), y
Archaea.

La invencion estd dirigida a un método para producir metionina, que comprende cultivar un microorganismo pro-
ductor de metionina en presencia de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, de manera que se produce metio-
nina, en el que

a) el compuesto de sulfuro rematado con metilo se selecciona del grupo que consiste en disulfuro de dimetilo
(DMDS), trisulfuro de dimetilo, tetrasulfuro de dimetilo,

b) el microorganismo productor de metionina se selecciona del grupo que consiste en bacterias Gram-negati-
vas, bacterias Gram-positivas, levaduras y Archaea,

c) el microorganismo productor de metionina tiene al menos una enzima biosintética de metionina desregula-
da, seleccionada del grupo que consiste en

cl)  una O-acetil-homoserina sulfhidrilasa u O-succinil-homoserina sulfihidrilasa desregulada

¢2)  una homoseriana acetiltransferasa u homoserina succiniltransferasa desregulada y una homoserina
deshidrogenasa desregulada

c3)  una O-acetil-homoserina sulfhidrilasa desregulada y una homoserina acetiltransferasa desregulada o
una O-succinil-homoserina sulfhidrilasa desregulada y una homoserina succiniltransferasa desregu-
lada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2355942 T3

Otro aspecto de la invencién ofrece un método para producir metionina, que comprende cultivar un microorganismo
que tiene una via biosintética de metionina desregulada, en presencia de un compuesto de sulfuro rematado con metilo,
p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. disulfuro de dimetilo (DMDS), de modo que se produce metionina.
En una realizacién, el microorganismo pertenece al género Corynebacterium. En otra realizacion, el microorganismo
es Corynebacterium glutamicum. Todavia en otra realizacién, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste
en bacterias Gran-negativas (p. ej. Escherichia coli o enterobacterias relacionadas), bacterias Gram-positivas (p. ej.
Bacillus subtilis o bacilos relacionados), levaduras (p. ej. Saccharomyces cerevisiae o cepas de levaduras relacionadas),
y Archaea.

Otro aspecto de la descripcidn ofrece un microorganismo recombinante para la produccién de metionina en pre-
sencia de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. di-
sulfuro de dimetilo (DMDS), teniendo dicho microorganismo una via biosintética de metionina desregulada. En un
aspecto, el microorganismo pertenece al género Corynebacterium. En otro aspecto, el microorganismo es Coryne-
bacterium glutamicum. Todavia en otro aspecto, el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en bacte-
rias Gran-negativas (p. ej. Escherichia coli o enterobacterias relacionadas), bacterias Gram-positivas (p. ej. Bacillus
subtilis o bacilos relacionados), levaduras (p. ej. Saccharomyces cerevisiae o cepas de levaduras relacionadas), y
Archaea.

Todavia otro aspecto de la descripcion ofrece un método para identificar enzimas O-acetilhomoserina sulfhidri-
lasa y/u O-succinilhomoserina sulfhidrilasa resistentes a la retroalimentacién por metionina, y/o genes (p. ej. genes
o alelos mutantes) que codifican dichas enzimas resistentes a la retroalimentaciéon de metionina. En un aspecto, la
descripcion ofrece un método para identificar un alelo mutante que codifica una O-acetilhomoserina sulthidrilasa u
O-succinilhomoserina sulfhidrilasa que es resistente a la inhibicién de la retroalimentacién por parte de metionina,
que comprende: a) poner en contacto un microorganismo que depende de DMDS y O-acetilhomoserina sulfhidri-
lasa u O-succinilhomoserina sulthidrilasa codificada por un plasmido, para el crecimiento en un medio exento de
metionina con un andlogo de metionina que inhibe el crecimiento de dicho microorganismo, b) seleccionar varian-
tes mutantes de dicho microorganismo que son resistentes a dicho andlogo, c¢) aislar dichas variantes mutantes, en
donde el fenotipo resistente es codificado por dicho pldsmido y d) determinar la secuencia de ADN de la porcién
relevante de dicho plasmido para identificar pldsmidos mutantes que tienen una secuencia alterada en la regién co-
dificadora de dicha O-acetilhomoserina sulthidrilasa u O-succinilhomoserina sulfhidrilasa. La descripcién también
ofrece nuevas enzimas O-acetilhomoserina sulfhidrilasa u O-succinilhomoserina sulfhidrilasa mutantes, aisladas por
este método, genes que codifican a dichas enzimas mutantes, asi como organismos que contienen a dichas enzimas
mutantes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una representacion esquemadtica de la via biosintética de metionina. Las enzimas biosintéticas de
metionina se representan en negrilla y sus genes correspondientes se indican en cursivas.

La Figura 2 es una vista esquematica del vector pH273.
La Figura 3 es una vista esquematica del vector pH373.
La Figura 4 es una vista esquematica del vector pH304.
La Figura 5 es una vista esquematica del vector pH399.
La Figura 6 es una vista esquematica del vector pH484.
La Figura 7 es una vista esquematica del vector pH491.

Las Figuras 8 A-8B son representaciones esquemdticas de la estructura del cromosoma de C. glutamicum en la
region de metY antes (8A) y después (8B) de la delecion de una parte de metY utilizando el pldsmido H215.

La Figura 9 es una vista esquemadtica del vector pOMS86, un plasmido disefiado para interrumpir el gen metF de C.
glutamicum con una casete de resistencia a espectinomicina.

La Figura 10 es una vista esquemadtica del vector pH469.

La Figura 11 es una vista esquemadtica del vector pH300.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de métodos mejorados para la produc-
ciéon de metionina. Segln se describe en esta memoria, la produccién de metionina por métodos quimicos utiliza
actualmente productos quimicos nocivos y peligrosos tales como metano-tiol, como una fuente de azufre. Se ha des-
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cubierto que para la produccién biosintética de metionina se puede utilizar una fuente de azufre menos peligrosa y
nociva. En particular, los autores de la presente invencién han descubierto que un compuesto de sulfuro rematado
con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. disulfuro de dimetilo (DMDS), al que también
se alude como disulfuro de metilo, se puede afadir a un medio de cultivo y utilizar por parte de un microorga-
nismo. Segin se describe en los ejemplos adjuntos, una cepa AmetF o una cepa AmetE AmetH de C. glutamicum
puede utilizar un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej.
disulfuro de dimetilo (DMDS), en calidad de una fuente tanto de un grupo sulfuro como de un grupo metilo, evi-
tando la necesidad de la actividad de MetH/Met E y MetF y la necesidad de reducir el sulfato para la sintesis de
metionina.

El uso de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p.
ej. disulfuro de metilo, para la produccién de metionina, ofrece la mayoria de las ventajas del metano-tiol, pero
no la mayoria de los inconvenientes. DMDS es el dimero disulfuro oxidado de metano-tiol, que es un subproducto
relativamente econdmico de la industria de la destilacién del petrdleo. Es liquido a la temperatura ambiente, con
un punto de ebullicién de aproximadamente 109°C. DMDS es apenas soluble en agua; si se aflade a un medio de
crecimiento, a una concentracién de 0,1% o mayor, en particular a una concentracién de 0,3% o mayor, gran cantidad
del DMDS permanece en forma de un aceite en el fondo o en los lados del recipiente.

Ademds, la presente invencién demuestra que MetY (a la que también se alude como MetZ; O-acetil-homoserina
sulfhidrilasa) es una enzima que incorpora un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un
grupo sulfuro y/o metilo, p. ¢j. DMDS, directa o indirectamente en metionina, dado que una cepa AmetF AmetB de
C. glutamicum puede utilizar un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre
y/o metilo, p. ej. DMDS, en calidad de una fuente tanto de un grupo sulfuro como de un grupo metilo. Ademas, la
produccion de metionina mediante cepas prototrdficas tratadas mediante ingenieria genética que acumulan O-acetil-
homoserina se mejoré mediante la adicién de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un
grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona métodos para la produccién de metionina.

Con el fin de entender mds facilmente la presente invencidn, se definen primeramente en esta memoria determina-
dos términos y expresiones.

La expresion “via biosintética de metionina” incluye la via biosintética que implica enzimas biosintéticas de me-
tionina (p. ej. polipéptidos codificados por genes que codifican enzimas biosintéticas), compuestos (p. ej. precurso-
res, sustratos, compuestos intermedios o productos), co-factores y similares utilizados en la formacién o la sintesis
de metionina. La “via biosintética de metionina” incluye la via biosintética que conduce a la sintesis de metioni-
na en un microorganismo (p. ej. in vivo), asi como la via biosintética que conduce a la sintesis de metionina in
vitro.

La expresion “enzima biosintética de metionina” incluye cualquier enzima utilizada en la formacién de un com-
puesto (p. ej. un compuesto intermedio o producto) de la via biosintética de metionina. “Enzima biosintética de me-
tionina” incluye enzimas implicadas, p. ej. en la “via de transulfuracién” y en la “via de sulthidrilacién directa”, vias
alternativas para sintesis de metionina. Por ejemplo. E. coli utiliza una via de transulfuracién, mientras que otros
microorganismos tales como Saccharomices cerevisiae, C. glutamicum y B subtillis y parientes de estos microorga-
nismos han desarrollado una via de sulfhidrilacién directa. A pesar de que muchos microorganismos utilizan la via de
transulfuracién o la via de sulfhidrilacién directa, pero no ambas, algunos microorganismos tales como, por ejemplo,
C. glutamicum, utilizan ambas vias para la sintesis de metionina.

“Enzimas biosintéticas de metionina” comprenden todas las enzimas que normalmente se encuentran en micro-
organismos que contribuyen a la produccién de metionina. La Tabla 1 lista diversas enzimas en la via biosintética
de metionina y los correspondientes genes que las codifican, y la Figura 1 muestra una representacién esquematica
de la via biosintética de metionina. Ha de entenderse que en algunos microorganismos los nombres de los genes que
codifican las correspondientes enzimas pueden variar de los nombres listados en esta memoria.
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TABLA 1

Enzimas en la via biosintética de metionina y los genes que las codifican

Enzima Gen

Aspartato quinasa ask

Homoserina deshidrogenasa hom

Homoserina acetiltransferasa metX
Homoserina succiniltransferasa metA
Cistationa y-sintetasa metB
Cistationa B-liasa metC
O-acetilhomoserina sulfhidrilasa metY
O-succinilhomoserina sulfhidrilasa metZ
Metionina sintasa dependiente de vitamina B, metH
Metionina sintasa independiente de vitamina B, metE
N*>"°-metileno-tetrahidrofolato reductasa metF
S-adenosilmetionina sintasa metK

De acuerdo con la Figura 1, la sintesis de metionina a partir de oxaloacetato (OAA) discurre a través de los
compuestos intermedios aspartato, aspartato fosfato y aspartato semialdehido. El aspartato semialdehido se convierte
en homoserina mediante homoserina deshidrogenasa (el producto del gen hom, también conocido como thrA, metL,
hdh, entre otros nombres en otros organismos). Las subsiguientes etapas en la sintesis de metionina pueden transcurrir
a través de la via de transulfuracion y/o la via de sulthidrilacién directa.

En la via de transulfuracién, la homoserina se convierte en O-acetilhomoserina mediante homoserina acetil-
transferasa (el producto del gen metX, a veces también denominado merA) y la adicién de acetil CoA, o en O-
succinilhomoserina mediante la adicién de succinil CoA mediante el producto de un gen metA (homoserina succi-
niltransferasa). La donacién de un grupo azufre procedente de cisteina a O-acetilhomoserina u O-succinilhomoserina
por parte de cistationina y-sintasa, el producto de un gen metB, produce cistationina. Después, cistationina se convierte
en homocisteina mediante cistationina 3-liasa, el producto de un gen metC (al que también se alude como el gen aecD
en algunos organismos).

En la via de sulfhidrilacién directa, O-acetilhomoserina sulfihidrilasa, el producto de un gen metY (al que a veces
se alude como el gen metZ) cataliza la adicién directa de sulfuro a O-acetilhomoserina para formar homocisteina. La
homocisteina también se puede formar en la via de sulfhidrilacién directa mediante la adicién directa de un grupo
sulfuro a O-succinilhomoserina por parte de O-succinilhomoserina sulfhidrilasa, el producto de un gen metZ.

Independientemente de la via que se utilice, la via de transulfuracion o la via de sulthidrilacién directa, la metionina
se produce subsiguientemente a partir de homocisteina mediante la adicién de un grupo metilo mediante metionina
sintasa dependiente de vitamina B, (el producto del gen merH) o metionina sintasa independiente de vitamina B, (el
producto del gen metE). El grupo metilo de metionina es donado por tetrahidrofolato de metilo (metil-THF) que, a su
vez, se produce mediante la reduccion de metileno-THF en una reaccién catalizada por el producto génico metF.
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1. Métodos para cultivar microorganismos en presencia de disulfuro de dimetilo (DMDS) de modo que se produce
metionina y microorganismos recombinantes para uso en los métodos de la invencion

En un aspecto, la presente invencion ofrece métodos para producir metionina, que comprenden cultivar un micro-
organismo productor de metionina en presencia de un compuesto sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de
un grupo azufre y/o metilo, preferiblemente disulfuro de dimetilo (DMDS), de modo que se produce L-metionina o
una sal de L-metionina. Un “microorganismo productor de metionina” es cualquier microorganismo capaz de produ-
cir metionina, p. ej. bacterias, levaduras, hongos, Archaea, efc. En una realizacién, el microorganismo productor de
metionina pertenece al género Corynebacterium. En otra realizacion, el microorganismo productor de metionina es
Corynebacterium glutamicum. Todavia en otra realizacion, el microorganismo productor de metionina se selecciona
del grupo que consiste en: bacterias Gram-negativas (p. ej. Escherichia coli o enterobacterias relacionadas), bacterias
Gram-positivas (p. ej. Bacillus subtilis o bacilos relacionados), levaduras (p. ej. Saccharomyces cerevisiae o cepas
de levaduras relacionadas) y Archaea, p. ¢j. un microorganismo adecuado para uso en los métodos de la invencion.
En un aspecto, el microorganismo que pertenece al grupo enterobacterias es Escherichia coli. En otra realizacion, el
microorganismo que pertenece al género Bacillus es Bacillus subtilis. Todavia en otra realizacion, el microorganismo
de levadura es Saccharomyces cerevisiae o un pariente del mismo.

En mds de una realizacién de la invencién, un microorganismo se cultiva en un medio que comprende un compuesto
de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, preferiblemente disulfuro de dimetilo
(DMDS). En una realizacién, un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o
metilo, p. ej. DMDS, estd presente en el medio de cultivo a una concentracion de 0,02% o mayor. En otra realizacidn,
un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS, esta
presente en el medio de cultivo a una concentracion de 0,04% o mayor. Todavia en otra realizacién un compuesto de
azufre rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS estd presente en el medio de
cultivo a una concentracién de 0,06% o mayor.

En mas de una realizacién de la invencidn, el compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. la fuente de un
grupo azufre y/o metilo, es trisulfuro de dimetilo o tetrasulfuro de dimetilo, cuyos extremos estdn rematados con
grupos metilo.

En una realizacién, el compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. la fuente de un grupo azufre y/o metilo,
preferiblemente DMDS, se proporciona al cultivo utilizando un sistema de suministro de sulfuro rematado con metilo
de liberacién lenta, p. ej. un sistema de suministro de un grupo azufre y/o metilo de liberacién lenta, p. ej. un sistema
de suministro de disulfuro de dimetilo (DMDS) de liberacién lenta. Tal como se utiliza en esta memoria, las frases
“sistemas de suministro de sulfuro rematado con metilo de liberacién lenta”, “sistema de suministro de un grupo azufre
y/o metilo de liberacion lenta” y “sistema de suministro de disulfuro de dimetilo (DMDS) de liberacion lenta” incluyen
cualquier sustancia inerte que se puede afiadir a o interrelacionar de otro modo con medios de cultivo, de modo que
compuestos organicos hidréfobos pequefios tales como un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente
de un grupo azufre y/o metilo, p. ¢j. DMDS, se pueden liberar en la fase acuosa, de manera que la concentracion en
estado estacionario de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo,
p. ej. DMDS, se mantiene a una concentracion sub-letal para el organismo que se esté utilizando. Un “sistema de
suministro de sulfuro rematado con metilo de liberacién lenta”, p. ej. “un sistema de suministro de un grupo de
azufre y/o metilo de liberacion lenta”, p. ej. “un sistema de suministro de disulfuro de dimetilo (DMDS) de liberacién
lenta”, permite también la liberacién prolongada y sostenida de estos compuestos en disolucién a lo largo del tiempo
a una concentracién que no es téxica para el microorganismo y que no afecta adversamente al desarrollo del propio
microorganismo. En una realizacion, el sistema de suministro de liberacién lenta de un compuesto de sulfuro rematado
con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS es un liquido que es inmiscible con agua,
pero que disuelve un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej.
DMDS. En una realizacién preferida, el sistema de suministro de liberacién lenta de un compuesto de sulfuro rematado
con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ¢j. DMDS, es una resina de poliestireno macroporosa en
forma de perlas, p. ej. Amberlite™ XAD4. Amberlite™ XAD4 consiste en perlas insolubles suministradas en forma
de un producto humedecido con agua embebido con cloruro de sodio y carbonato de sodio. Antes de la absorcién
de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ¢j. DMDS, la
.Amberlite™ XAD4 se lava con etanol y agua segiin se recomienda por el fabricante, proporcionando una suspension
en agua. Después de la absorcion de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre
y/o metilo, p. ¢j. DMDS, a .Amberlite™ XAD4, y de la adicién de esta mezcla a medios de cultivo, un compuesto de
sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS, se libera de las perlas a una
velocidad suficiente para sustentar el desarrollo de un auxétrofo metF o metE, metH. En una realizacidn, el compuesto
de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS, esta presente en una
concentracién de 0,1% o mayor en los medios de cultivo que contienen.Amberlite™ XAD4. En otra realizacion, el
compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS, estd presente
en una concentracién de 0,2% o mayor en los medios de cultivo que contienen .Amberlite™ XAD4. Todavia en otra
realizacion, el compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. DMDS,
estéd presente en una concentracién de 0,3% o mayor en los medios de cultivo que contienen Amberlite™ XAD4.

En otra realizacion preferida, el sistema de suministro de sulfuro rematado con metilo de liberacion lenta, p. ej. el
sistema de suministro de un grupo azufre y/o metilo de liberacién lenta, p. ¢j. el sistema de suministro de liberacién
lenta de DMDS, es una alimentacién de compuesto de sulfuro rematado con metilo de liberacién lenta, p. ej. una ali-
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mentacién de una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ej. una alimentacién de DMDS. Tal como se utilizan en esta
memoria, las frases “alimentacién de compuesto de sulfuro rematado con metilo controlada lenta”, “una alimentacién
de una fuente de un grupo de azufre y/o metilo controlada lenta” y “una alimentacién de DMDS controlada lenta” es
una alimentacion controlada lenta que suministra, p. ej. de manera incrementada o continua, un compuesto de sulfuro
rematado, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p. ¢j. DMDS al cultivo en cantidades suficientes de modo
que se obtiene el producto deseado, p. e¢j. metionina, pero de manera que se eviten concentraciones téxicas para el mi-
croorganismo de produccion. Todavia en otra realizacion preferida, el sistema de suministro de liberacion lenta es una
membrana que es permeable a un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o
metilo, p. ej. DMDS, y el compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, p.
ej. DMDS se deja que difunda y fluya a través de la membrana hacia el medio de crecimiento. Ejemplos no limitantes
de membranas incluyen cualquier membrana que pueda conservar su integridad estructural y funcional en presencia
de disolventes orgdnicos (es decir, DMDS) y un medio de cultivo acuoso. Membranas de este tipo se describen en el
Catdlogo de Millipore Corporation y la guia de referencias técnicas titulada “1994-1995 Millipore Direct”, Millipore
Corporation, Bedford, MA, EE.UU. Membranas adecuadas incluyen las constituidas por PVDF (poli(fluoruro de vini-
lideno)), PTFE (politetrafluoroetileno), polipropileno, poli(cloruro de vinilo), poliéter-sulfona, nilén y policarbonato,
ya sea con o sin revestimientos hidréfilos. Ejemplos adicionales, no limitantes, de sustancias que se pueden utilizar
como un sistema de suministro de disulfuro de dimetilo (DMDS) de liberacién lenta incluyen otras resinas hidréfo-
bas en forma de perlas, aceites animales, aceites minerales, aceites quimicos, aceites vegetales, aceites sintéticos, un
disolvente organico, clorocarburos, fluorocarburos, cloro-fluoro-carburos o combinaciones de los mismos.

Segtin se describe en esta memoria, microorganismos en los que la via biosintética de metionina ha sido genética-
mente alterada, p. ej. para supra-producir O-acetilhomoserina, da como resultado la produccion mejorada de metionina
en medios que contienen un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ej. una fuente de un grupo azufre y/o metilo
tal como, p. ej., DMDS. Por consiguiente, la presente invencidn también proporciona métodos para producir metioni-
na, que comprenden cultivar un microorganismo que tiene una via biosintética de metionina desregulada en presencia
de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, p. ¢j. una fuente de un grupo azufre y/o metilo, preferiblemente
disulfuro de dimetilo (DMDS), de modo que se produce metionina.

Las metodologias de la presente invencién ofrecen microorganismos, p. ej. microorganismos recombinantes, pre-
feriblemente que incluyen vectores o genes (p. ej. genes del tipo salvaje y/o mutados) segin se describen en esta
memoria y/o se cultivan de una manera que resulten en la obtencién de un producto deseado (p. ej. metionina). La
expresion microorganismo ‘“‘recombinante” incluye un microorganismo (p. ej. bacteria, célula de levaduras, célula de
hongos, etc.) que ha sido genéticamente alterado, modificado o tratado mediante ingenieria (p. ej. tratado mediante
ingenieria genética), de modo que exhibe un genotipo y/o fenotipo alterado, modificado o diferente (p. ej. cuando la
modificacién genética afecta a las secuencias de 4cidos nucleicos codificadores del microorganismo) en comparacion
con el microorganismo que se produce en la naturaleza del cual se derivo.

Un microorganismo recombinante utilizado se disefia o trata mediante ingenieria de modo que se expresa o sobre-
expresa al menos una enzima biosintética de metionina no nativa. La expresion ““se sobre-expresa” o el término “sobre-
expresion” incluyen la expresién de un producto génico (p. ej. una enzima biosintética) en un medio de crecimiento
apropiado a una concentracién mayor que la expresada antes de la manipulacién del microorganismo o en un micro-
organismo equiparable que no ha sido manipulado. El microorganismo utilizado se puede disefiar o tratar mediante
ingenieria genética para que sobre-exprese una concentracién de un producto génico mayor que la expresada en un
microorganismo equiparable que no ha sido tratado mediante ingenieria. Preferiblemente, el gen que codifica un en-
zima biosintética estd incluido dentro de un vector recombinante y/o una enzima biosintética expresada a partir de un
vector recombinante. El experto ordinario en la técnica apreciard que un microorganismo que expresa o sobre-expresa
un producto génico produce o sobre-produce el producto génico como resultado de la expresion o sobre-expresion de
secuencias de dcidos nucleicos y/o genes que codifican el producto génico.

La expresion “microorganismo manipulado” incluye un microorganismo que ha sido tratado mediante ingenieria
(p. ¢j. tratado mediante ingenieria genética) o modificado de modo que el microorganismo tiene al menos una enzima
de la via biosintética de metionina modificada en una cantidad o estructura tal que aumenta la produccién de metioni-
na. La modificacidn o el tratamiento mediante ingenieria de microorganismos de este tipo puede realizarse de acuerdo
con cualquier metodologia descrita en esta memoria, que incluye, pero no se limita a la desregulacion de una via
biosintética y/o la sobre-expresion de al menos una enzima biosintética. Una enzima “manipulada” (p. ej. una enzima
biosintética “manipulada’) incluye una enzima, cuya expresion, produccién o actividad ha sido alterada o modificada
de manera que al menos un precursor, sustrato o producto de la enzima situado aguas arriba o situado aguas abajo
es alterado o modificado (p. ej. una concentracion, relacion, efc. alterada o modificada de un precursor, sustrato y/o
producto), por ejemplo en comparacién con una correspondiente enzima de tipo salvaje o que se produce en la natu-
raleza. Una enzima “manipulada” incluye también una en la que se ha reforzado la resistencia a la inhibicidn, p. ej. la
inhibicién de retroalimentacién por parte de uno o mds productos o compuestos intermedios. Por ejemplo, una enzima
que es capaz de funcionar enzimiticamente de manera eficaz en presencia, p. ej. de metionina.

La expresion “se sobre-expresa” o el término “sobre-expresion” incluyen la expresion de un producto génico (p.
ej. una enzima biosintética de metionina) a una concentracion mayor que la expresada antes de la manipulacién del
microorganismo o en un microorganismo equiparable que no ha sido manipulado. En una realizacién, el microorga-
nismo puede ser manipulado genéticamente (p. e¢j. tratado mediante ingenieria genética) para que sobre-exprese una
concentracion de un producto génico mayor que la expresada antes de la manipulacién del microorganismo o en un
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microorganismo equiparable que no ha sido manipulado. La manipulacién genética puede incluir, pero no se limita a
alterar o modificar secuencias reguladoras o sitios asociados con la expresion de un gen particular (p. ej. anadiendo
promotores fuertes, promotores inducibles o promotores multiples, o separando secuencias reguladoras de manera que
la expresidn sea constitutiva), modificando la localizacion en el cromosoma de un gen particular, alterando la secuencia
de 4cidos nucleicos adyacente a un gen particular tal como un sitio de unién a ribosoma o un terminador de la trans-
cripcidn, aumentando el nimero de copias de un gen particular, modificando proteinas (p. ¢j. proteinas reguladoras,
supresores, reforzadores, activadores de la transcripcion y similares) implicados en la transcripcién de un gen parti-
cular y/o la traduccién de un producto génico particular, o cualesquiera otros medios convencionales para desregular
la expresion de un gen particular, rutinarios en la técnica (incluidos, pero no limitados al uso de moléculas de dcido
nucleico antisentido, por ejemplo para bloquear la expresioén de proteinas represoras y/o el uso de alelos mutadores, p.
ej. alelos bacterianos que refuerzan la variabilidad genética y aceleran, por ejemplo, la evolucién adaptativa).

En otra realizacion, el microorganismo utilizado puede manipularse de un modo fisico o medioambiental para
sobre-expresar una concentracién de un producto génico mayor que la expresada antes de la manipulacién del mi-
croorganismo o en un microorganismo equiparable que no ha sido manipulado. Por ejemplo, un microorganismo se
puede tratar con o cultivar en presencia de un agente del que se sabe o sospecha que aumenta la transcripcién de
un gen particular y/o la traduccién de un producto génico particular, de manera que se refuerzan o incrementan la
transcripcion y/o traduccién. Alternativamente, un microorganismo se puede cultivar a una temperatura seleccionada
para aumentar la transcripcion de un gen particular y/o la traduccién de un producto génico particular de modo que se
refuerza o incrementa la transcripcion y/o traduccion.

Un microorganismo “recombinante” preferido utilizado es un microorganismo que tiene una via o enzima biosin-
tética de metionina desregulada. El término “desregulada” o “desregulacion” incluye la alteracién o modificacion de al
menos un gen en un microorganismo que codifica una enzima en una via biosintética, de modo que se altera o modifica
la concentracién o actividad de la enzima biosintética en el microorganismo. Preferiblemente, se altera o modifica al
menos un gen que codifica una enzima en una via biosintética, de manera que el producto génico se refuerza o aumen-
ta. La frase “via desregulada” también puede incluir una via biosintética en la que se altera o modifica mas de un gen
que codifica una enzima en una via biosintética, de manera que se altera o modifica la concentracién o actividad de
mads de una enzima biosintética. La capacidad de “desregular” una via (p. ej. para desregular simultdneamente mas de
un gen, p. ej. 2, 3,4, 5, 6, 7 en una via biosintética dada) en un microorganismo surge del fendmeno particular de los
microorganismos en los que mds de una enzima (p. ej. 2, 3, 4, 5, 6, 7, etc. enzimas biosintéticas) son codificadas por
genes que se producen uno junto a otro en un trozo contiguo de un material genético denominado “operén”.

El término “operén” incluye al menos dos genes adyacentes u ORFs (marcos de lectura abierta) que se solapan
opcionalmente en secuencias en el extremo 5’ 6 3’ de al menos un gen u ORF. El término “operén” incluye una unidad
coordinada de expresién génica que contiene un promotor y, posiblemente, un elemento regulador asociado con uno
o mads, preferiblemente al menos dos genes estructurales (p. ej. genes que codifican enzimas, por ejemplo enzimas
biosintéticas). La expresion de los genes estructurales se puede regular de forma coordinada, por ejemplo mediante
proteinas reguladoras que se unen al elemento regulador o mediante anti-terminacién de la transcripcion. Los genes
estructurales se pueden transcribir para dar un ARNm sencillo que codifica la totalidad de las proteinas estructurales.
Debido a la regulacién coordinada de genes incluidos en un operdn, la alteracién o modificacion del promotor sencillo
y/o del elemento regulador puede dar como resultado una alteracién o modificacién de cada uno de los productos
génicos codificados por el operén. La alteraciéon o modificacién del elemento regulador puede incluir, pero no se
limita a separar el promotor endégeno y/o el o los elementos reguladores, afiadir promotores fuertes, promotores
inducibles o promotores multiples, o separar secuencias reguladoras, de manera que se modifique la expresion de
los productos génicos, modificando la localizacién en el cromosoma del operdn, alterando las secuencias de dcidos
nucleicos adyacentes al operén o dentro del operdn tal como un sitio de unién a ribosoma, aumentando el nimero
de copias del operén, modificando proteinas (p. ej. proteinas reguladoras, supresores, reforzadores, activadores de
la transcripcion y similares) implicados en la transcripcién del operén y/o la traduccién de los productos génicos
del operdn, o cualesquiera otros medios convencionales de desregular la expresién de genes, rutinarios en la técnica
(que incluyen, pero no se limitan al uso de moléculas de acidos nucleicos antisentido, por ejemplo para bloquear la
expresion de proteinas represoras). La desregulacion también puede implicar la alteracion de la regién codificadora de
uno o mas genes para proporcionar, por ejemplo, una enzima que es resistente a la retroalimentacion, o resistente a la
inhibicién por parte de un producto o compuesto intermedio, o que tiene una actividad especifica mayor o menor.

Un microorganismo “recombinante” utilizado, particularmente preferido, ha sido tratado mediante ingenieria ge-
nética para sobre-expresar un gen o producto génico derivado de bacterias. La expresion “derivado de bacterias” o
“derivado de”, por ejemplo, bacterias incluye un gen que se encuentra de forma natural en bacterias o un producto
génico (p. ej. homoserina acetiltransferasa, homoserina deshidrogenasa y O-acetilhomoserina sulfhidrilasa) que es
codificado por un gen bacteriano (p. ej. codificado por metX, hom (también conocido como hsd, etc.) y metY, respec-
tivamente).

En una realizacién, el microorganismo productor de metionina tiene al menos una enzima biosintética de metionina
desregulada. En una realizacion preferida, la enzima biosintética de metionina desregulada es O-acetilhomoserina
sulfhidrilasa. En otra realizacién, el microorganismo productor de metionina tiene al menos dos enzimas biosintéticas
de metionina desreguladas. En una realizacion preferida, las enzimas biosintéticas de metionina desreguladas son
homoserina acetiltransferasa y homoserina deshidrogenasa. En otra realizacion preferida, las enzimas biosintéticas de
metionina desreguladas son O-acetil-homoserina sulthidrilasa y homoserina acetiltransferasa.
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En un aspecto, la presente descripcion ofrece modificaciones de diversas enzimas biosintéticas de la via biosintética
de metionina. En particular, la descripcion ofrece modificar diversas actividades enzimdticas asociadas con dichas vias
al modificar o alterar los genes que codifican dichas enzimas biosintéticas.

El término “gen”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye una molécula de acido nucleico (p. e¢j. una molécula
de ADN o un segmento de la misma) que es un organismo que se puede separar de otro gen u otros genes, mediante
ADN intergénico (es decir, ADN intermedio o espaciador que flanquea de forma natural al gen y/o a los genes se-
paradores en el ADN cromosémico del organismo). Alternativamente, un gen puede solapar ligeramente a otro gen
(p. ¢j. el extremo 3’ de un primer gen que solapa al extremo 5’ de un segundo gen), estando los genes solapantes
separados de los otros genes mediante ADN intergénico. Un gen puede dirigir la sintesis de una enzima o de otra mo-
l1écula proteinica (p. ej. puede comprender secuencias codificadoras, por ejemplo un marco de lectura abierta (ORF)
contiguo que codifica una proteina) o puede ser por si mismo funcional en el organismo. Un gen en un organismo
puede estar formando racimo en un operdn, segtin se define en esta memoria, estando dicho operén separado de otros
genes y/u operénes por parte del ADN intergénico. Un “gen aislado”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye un
gen que estd esencialmente exento de secuencias que flanquean de forma natural al gen en el ADN cromosémico del
organismo del que se deriva el gen (es decir, esta exento de secuencias codificadoras adyacentes que codifican una
segunda o distinta proteina, secuencias estructurales adyacentes o similares) y que incluye, opcionalmente, secuencias
reguladoras 5’ y 3’, por ejemplo secuencias de promotores y/o secuencias de terminadores. En una realizacién, un gen
aislado incluye predominantemente secuencias codificadoras de una proteina (p. ¢j. secuencias que codifican proteinas
de Corynebacterium). En otra realizacién, un gen aislado incluye secuencias codificadoras de una proteina (p. ej. una
proteina de Corynebacterium), secuencias reguladoras 5’ y/6 3’ adyacentes procedentes del ADN cromosémico del
organismo del que se deriva el gen (p. ej. secuencias reguladoras de Corynebacterium 5’ y/6 3’ adyacentes). Prefe-
riblemente, un gen aislado contiene menos de aproximadamente 10 kb, 5 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, 0,2 kb, 0,1 kb, 50
pb, 25 pb 6 10 pb de secuencias de nucledtidos que flanquean de forma natural al gen en el ADN cromosémico del
organismo del que se deriva el gen.

Un “gen que tiene una mutacién” o “‘gen mutante”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye un gen que tiene
una secuencia de nucleétidos que incluye al menos una alteracién (p. ej. sustitucion, insercion, deleciéon), de modo que
el polipéptido o la proteina codificado por dicho mutante exhibe una actividad que difiere del polipéptido o proteina
codificado por la molécula de dcido nucleico o gen de tipo salvaje. En una realizacion, un gen que tiene una mutacién
o un gen mutante que codifica un polipéptido o proteina que tiene una actividad incrementada en comparacién con
el polipéptido o la proteina codificado por el gen de tipo salvaje, por ejemplo cuando se ensaya en condiciones simi-
lares (p. ej. ensayado en microorganismos cultivados a la misma temperatura). Tal como se utiliza en esta memoria,
una “actividad incrementada” o “actividad enzimdtica incrementada” es una que es al menos 5% mayor que la del
polipéptido o proteina codificado por la molécula de acido nucleico o gen de tipo salvaje, preferiblemente al menos
5-10% mayor, mas preferiblemente al menos 10-25% mayor e, incluso mas preferiblemente, al menos 25-50%, 50-
75% 6 75-100% mayor que el del polipéptido o proteina codificado por la molécula de acido nucleico o gen de tipo
salvaje. También se pretende que queden comprendidos por la presente invencién intervalos intermedios a los valores
antes resefiados, p. ej. 75-85%, 85-90%, 90-95%. Tal como se utiliza en esta memoria, una “actividad incrementada”
o “actividad enzimadtica incrementada” también puede incluir una actividad que es al menos 1,25 mayor que la activi-
dad del polipéptido o proteina codificado por el gen de tipo salvaje, preferiblemente al menos 1,5 veces mayor, mas
preferiblemente al menos 2 veces mayor, incluso mds preferiblemente, al menos 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces,
20 veces, 50 veces, 100 veces mayor que la actividad del polipéptido o proteina codificado por el gen de tipo salvaje.

En otra realizacién, un gen que tiene una mutacién o un gen mutante que codifica un polipéptido o proteina
tiene una actividad reducida en comparacién con el polipéptido o proteina codificado por el gen de tipo salvaje,
por ejemplo cuando se ensaya en condiciones similares (por ejemplo ensayado en microorganismos cultivados a la
misma temperatura). Un gen mutante también puede no codificar polipéptido alguno o tener un nivel reducido de
produccién del polipéptido de tipo salvaje. Tal como se utiliza en esta memoria, una “actividad reducida” o “actividad
enzimdtica reducida” es una que es al menos 5% menor que la del polipéptido o proteina codificado por la molécula
de 4cido nucleico o gen de tipo salvaje, preferiblemente al menos 5-10% menor, al menos mas preferiblemente 10-
25% menor, e incluso més preferiblemente, al menos 25-50%, 50-75% 6 75-100% menor que la del polipéptido o
proteina codificado por la molécula de acido nucleico o gen de tipo salvaje. También pretenden estar comprendidos
por la presente invencién intervalos intermedios a los valores antes resefiados, p. ej. 75-85%, 85-90%, 90-95%. Tal
como se utiliza en esta memoria, una “actividad reducida” o “actividad enzimatica reducida” también puede incluir
una actividad que ha sido suprimida o “inactivada” (p. ej. aproximadamente una actividad 100% menor que la del
poliipéptido o proteina codificado por la molécula de 4cido nucleico o gen de tipo salvaje).

En mds de una realizacién, los microorganismos utilizados que tienen una combinacién de genes desregulados
producen metionina, por ejemplo a una concentracién que es al menos 1-2% mayor, o al menos 3-5% mayor, o al
menos 5-10% mayor, o al menos 10-20% mayor, o al menos 20-30%, o al menos 30-40%, o al menos 40-50% mayor,
o al menos 50-60% mayor, o al menos 60-70% mayor, o al menos 70-80% mayor, o al menos 80-90% mayor o al
menos 90-95% mayor que la suma de concentraciones de metionina producidas en presencia de cada gen desregulado
individual.

En algunas realizaciones, la concentracién de metionina producida por microorganismos, que incluye una combi-
nacién de genes desregulados, es al menos 2 veces, o al menos 2,5 veces, o al menos, 3 veces, o al menos 3,5 veces, 0
al menos 4 veces, o al menos 4,5 veces, o al menos 5 veces, o al menos 10 veces, o al menos 15 veces, o al menos 20
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veces, 0 al menos 25 veces, o al menos 30 veces, o al menos 35 veces, o al menos 40 veces, o al menos 45 veces, o al
menos 50 veces, o al menos 100 veces mayor que la suma de concentraciones de metionina producida en presencia de
cada uno de los genes individuales desregulados.

Todavia en otras realizaciones, la cantidad de metionina producida por un microorganismo bajo condiciones de
fermentacion adecuadas, que incluyen una combinacion de genes alterados, es al menos 5 g, o al menos 7 g, o al menos
8 g, 0 al menos 9 g, 0 al menos 10 g, 0 al menos 11 g, o al menos 12 g, o al menos 13 g, o al menos 14 g, o al menos 15 g,
o al menos 16 g, 0 al menos 17 g, 0 al menos 18 g, o al menos 19 g, o al menos 20 g, o al menos 25 g, o al menos 30 g, o
al menos 40 g, o al menos 50 g mayor por litro con relacién a la suma de cantidades producidas por un microorganismo
en presencia de cada uno de los genes individuales alterados o en presencia de ninguna alteracion de genes.

La concentracién de metionina producida por microorganismos descritos en esta memoria se puede medir facil-
mente utilizando uno o més ensayos descritos en esta memoria.

La actividad se puede determinar de acuerdo con cualquier ensayo bien aceptado para medir la actividad de una
proteina particular de interés. La actividad se puede medir o ensayar directamente, por ejemplo midiendo una acti-
vidad de una proteina aislada o purificada a partir de una célula o microorganismo. Alternativamente, una actividad
también se puede medir o ensayar dentro de una célula o microorganismo o en un medio extracelular. Por ejemplo, el
ensayo de un gen mutante (es decir, dicho mutante que codifica una actividad enzimdtica reducida) se puede conseguir
expresando el gen mutado en un microorganismo, por ejemplo un microorganismo mutante en el que la enzima es
una sensible a la temperatura, y ensayando el gen mutante en cuanto a la capacidad de complementar a un mutante
sensible a la temperatura (T - siglas en inglés) en cuanto a la actividad enzimatica. Un gen mutante que codifica una
“actividad enzimadtica incrementada” puede ser uno que complementa al mutante Ts de manera més eficaz que, por
ejemplo, un gen de tipo salvaje correspondiente. Un gen mutante que codifica una “actividad enzimdtica reducida” es
uno que complementa al mutante Ts de manera menos eficaz que, por ejemplo, un gen de tipo salvaje correspondiente.

Se apreciard por parte del experto que incluso una tinica sustitucién en una secuencia de dcidos nucleicos o genes (p.
€j. una sustitucion de una base que codifica un cambio de aminodcido en la correspondiente secuencia de aminodcidos)
puede afectar drasticamente a la actividad de un polipéptido o proteina codificado en comparacion con el polipéptido o
protefna de tipo salvaje correspondiente. Un gen mutante (p. ej. que codifica un polipéptido o proteina mutante) segtin
se define en esta memoria, es facilmente discernible de un 4cido nucleico o gen que codifica una proteina homéloga,
debido a que un gen mutante codifica una proteina o polipéptido que tiene una actividad alterada, opcionalmente
observable como un fenotipo diferente o distinto en un microorganismo que expresa dicho gen mutante o produce
dicha proteina o polipéptido mutante (es decir, un microorganismo mutante) en comparacién con un correspondiente
microorganismo que expresa el gen de tipo salvaje. En contraposicion, un homélogo de proteina puede tener una
actividad idéntica o esencialmente similar, opcionalmente indiscernible por el fenotipo, cuando se produce en un
microorganismo en comparacién con un correspondiente microorganismo que expresa el gen de tipo salvaje. Por
consiguiente, no es, por ejemplo, el grado de la identidad de secuencias entre moléculas de 4cidos nucleicos, genes,
proteinas o polipéptidos el que sirve para distinguir entre homdlogos y mutantes, mds bien es la actividad de la proteina
o polipéptido codificado la que distingue entre homélogos y mutantes: homélogos que tienen, por ejemplo, una baja
identidad de la secuencia (p. ¢j. una identidad de la secuencia de 30-50%), pero que tienen actividades funcionales
esencialmente equivalentes, y mutantes, por ejemplo que comparten una identidad de la secuencia de un 99%, pero
que tienen actividades funcionales drasticamente diferentes o alteradas.

En una realizacién, un microorganismo recombinante utilizado es un organismo Gram-positivo (p. ej. un microor-
ganismo que retiene un colorante basico, por ejemplo cristal violeta, debido a la presencia de una pared Gram-positiva
que rodea al microorganismo). En una realizacién preferida, el microorganismo recombinante utilizado el del género
Corynebacterium, En una realizacidn, el microorganismo recombinante utilizado es del género Bacillus. En otra rea-
lizacién preferida, el microorganismo recombinante se selecciona del grupo que consiste en Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus halodurans, Bacillus subtilis y Bacillus pumilus.

En otra realizacién, el microorganismo recombinante utilizado es un organismo Gram-negativo (excluye el colo-
rante basico). En otra realizacion, el microorganismo recombinante utilizado de la presente invencion es un microorga-
nismo que pertenece al grupo enterobacterias. En una realizacion preferida, el microorganismo recombinante utilizado
es un microorganismo que pertenece a un género seleccionado del grupo que consiste en Salmonella, Escherichia,
Klebsiella, Serratia y Proteus. En una realizacion mds preferida, el microorganismo recombinante utilizado es del
género Escherichia, En una realizacién incluso mas preferida, el microorganismo recombinante utilizado es Escheri-
chai coli. En otra realizacion, el microorganismo recombinante es una levadura del género Saccharomyces (p. ej. S.
cerevisiae) y una Archaea.

Un aspecto importante de la presente invencién implica cultivar los microorganismos de la presente invencion de
modo que se produzca metionina.

El término “cultivar” incluye mantener y/o hacer crecer un microorganismo vivo de la presente invencion (p. ej.
mantener y/o hacer crecer un cultivo o cepa). En una realizacién, un microorganismo de la invencién se cultiva en
medios liquidos. En otra realizacién, un microorganismo de la invencién se cultiva en medios s6lidos o medios semi-
sOlidos. En una realizacién preferida, un microorganismo de la invencion se cultiva en medios (p. e¢j. un medio liquido
estéril) que comprende nutrientes esenciales o beneficiosos para el mantenimiento y/o crecimiento del microorganismo
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(p. ej. fuentes de carbono o sustrato de carbono, por ejemplo hidratos de carbono, hidrocarburos, aceites, grasas, dcidos
grasos, dcidos orgdnicos y alcoholes; fuentes nitrogenadas, por ejemplo peptona, extractos de levadura, extractos de
carne, extractos de malta, urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y fosfato de amonio; fuentes
de fosforo, por ejemplo dcido fosférico, sales sédica y potdsica de los mismos; elementos traza, por ejemplo magnesio,
hierro, manganeso, calcio, cobre, zinc, boro, niquel, molibdeno y/o sales de cobalto, asi como factores de crecimiento
tales como aminodcidos, vitaminas, promotores del crecimiento y similares).

Los microorganismos de acuerdo con la invencion se pueden cultivar de forma continua o discontinua o en un
proceso por lotes alimentados o por lotes alimentados repetidos para producir metionina. Una perspectiva general de
métodos de cultivo conocidos se puede encontrar en el libro de texto de Chmiel (Bioprozelitechnik I. Einfiihrung in die
Bioverfahrenstechnik (Editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren und
periphere Einrichtungen (editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).

Preferiblemente, los microorganismos se cultivan bajo un pH controlado. La expresion “pH controlado” incluye
cualquier pH que resulta en la obtencién del producto deseado (p. ej. metionina). En una realizacién, los microorga-
nismos se cultivan a un pH de aproximadamente 7. En otra realizacién, los microorganismos se cultivan a un pH entre
6,0 y 8,5. El pH deseado se puede mantener mediante cualquier nimero de métodos conocidos por los expertos en la
técnica.

También de manera preferida, en la presente invencién se cultivan microorganismos bajo aireacién controlada. La
expresion “aireacion controlada” incluye una aireacién suficiente (p. ej. oxigeno) que da como resultado la obtencién
del producto deseado (p. ej. metionina). En una realizacién, la aireacién se controla regulando los niveles de oxigeno
en el cultivo, por ejemplo regulando la cantidad de oxigeno disuelto en los medios de cultivo. Preferiblemente, la
aireacion del cultivo se controla agitando el cultivo. La agitacion se puede proporcionar mediante un propulsor o
equipo de agitacion mecdnico similar, haciendo girar o sacudiendo el recipiente de cultivo (p. ej. tubo o matraz) o
por un equipo de bombeo diverso. La aireacion se puede controlar, adicionalmente, mediante el paso de aire estéril u
oxigeno a través del medio (p. ej. a través de la mezcla de fermentacién). También de manera preferida, en la presente
invencién los microorganismos se cultivan sin una excesiva formacién de espuma (p. ¢j. a través de la adicion de
agentes anti-espumantes).

Ademds, en la presente invencion, los microorganismos se pueden cultivar bajo temperaturas controladas. La ex-
presion “temperatura controlada” incluye cualquier temperatura que resulta en la obtencién del producto deseado (p.
ej. metionina). En una realizacion, temperaturas controladas incluyen temperaturas entre 15°C y 95°C. En otra reali-
zacion, las temperaturas controladas incluyen temperaturas entre 15°C y 70°C. Temperaturas preferidas se encuentran
entre 20°C y 55°C, més preferiblemente entre 30°C y 50°C.

Los microorganismos se pueden cultivar (p. ej. mantener y/o hacer crecer) en medios liquidos y, preferiblemente, se
cultivan, de forma continua o intermitente, mediante métodos de cultivo convencionales tales como cultivo en reposo,
cultivo en tubo de ensayo, cultivo con agitacion (p. ej. cultivo con agitacion rotatoria, cultivo en matraz con agitacion,
etc.), cultivo en rotacién con aireacion, o fermentacién. En una realizacién preferida, los microorganismos se cultivan
en matraces con agitacién. En una realizacién mds preferida, los microorganismos se cultivan en un fermentador (p. ej.
un proceso de fermentacién). Procesos de fermentacion de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a procesos
por lotes, por lotes alimentados y continuos o métodos de fermentacion. La frase “proceso por lotes” o “fermentacién
por lotes” se refiere a un sistema en el que la composicién de los medios, nutrientes, aditivos suplementarios y similares
se establece al comienzo de la fermentacién y no se somete a alteracién durante la misma, sin embargo se han realizado
intentos para controlar factores tales como el pH y la concentracién de oxigeno para prevenir una acidificacién de los
medios en exceso y/o la muerte de los microorganismos. La frase “proceso por lotes alimentados” o fermentacién
“por lotes alimentados” se refiere a una fermentacién por lotes, con la excepcién de que a medida que progresa la
fermentacion se afiaden mds sustratos o suplementos (p. e¢j. afladidos en incrementos o de forma continua). La frase
“proceso continuo” o “fermentacién continua” se refiere a un sistema en el que un medio de fermentacién definido
se afiade de forma continua a un fermentador y se separa simultineamente una cantidad igual de medio usado o
“acondicionado”, preferiblemente para la recuperacion del producto deseado (p. e¢j. metionina). Se han desarrollado y
son bien conocidas en la técnica variedades de procesos de este tipo.

El medio de cultivo a utilizar debe cumplir los requisitos de las cepas particulares de una manera adecuada. Des-
cripciones de medios de cultivo para diversos microorganismos estdn contenidas en el manual “Manual of Methods
for General Bacteriology” de la Sociedad Americana de Bacteriologia (Washington D.C., EE.UU., 1981).

Fuentes de carbono que son apropiadas para uso en el medio de cultivo son, por ejemplo, aziicares e hidratos
carbono tales como, p. ej., glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melazas, almidén y celulosa, aceites y grasas
tales como, p. ej., aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, dcidos grasos tales como, p.
ej., 4cido palmitico, dcido estedrico y 4cido linoleico, alcoholes tales como, p. €j., glicerol y etanol, y dcidos organicos
tales como, p. ej., dcido acético. Estas sustancias se pueden utilizar individualmente o en forma de una mezcla.

Como fuente de nitrégeno se pueden utilizar compuestos con contenido en nitrégeno, organicos tales como pepto-
nas, extracto de levadura, extracto de carne, extracto de malta, liquido de maceracién de maiz, harina de haba de soja
y urea, o compuestos inorganicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de
amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de nitrégeno se pueden utilizar individualmente o en forma de una mezcla.
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Como fuente de fésforo se puede utilizar dcido fosférico, dihidrégeno-fosfato de potasio o hidrégeno-fosfato de
dipotasio o las correspondientes sales con contenido en sodio.

Ademds de DMDS, trisulfuro de dimetilo, tetrasulfuro de dimetilo, cuyos extremos estdn rematados con grupos
metilo, como fuentes adicionales de azufre se pueden utilizar compuestos con contenido en azufre, orgénicos e inor-
ganicos tales como, por ejemplo, sulfuros, sulfitos, sulfatos y tiosulfatos.

El medio de cultivo puede comprender, ademas, sales de metales tales como, p. ej., sulfato de magnesio o sulfato
de hierro, que son necesarias para el crecimiento. Finalmente, ademds de las sustancias antes mencionadas se pueden
emplear sustancias para el crecimiento esenciales y no esenciales tales como aminoécidos y vitaminas. Ademads de ello,
al medio de cultivo se pueden afiadir precursores adecuados. Las sustancias de partida mencionadas pueden afiadirse
al cultivo en forma de un tnico lote, o pueden ser alimentadas de una manera adecuada durante el cultivo.

Compuestos de cardcter basico tales como hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, amoniaco 0 amoniaco acuoso,
o compuestos dcidos tales como dcido fosférico o 4cido sulfirico, se pueden emplear de una manera adecuada para
controlar el pH. Para controlar el desarrollo de espuma se pueden emplear agentes anti-espumantes tales como, p.
ej., ésteres poliglicdlicos de 4cidos grasos. Sustancias adecuadas que tengan una accién selectiva tales como, p. ej.,
antibidticos, se pueden afiadir al medio para mantener la estabilidad de los plasmidos. Con el fin de mantener las
condiciones aerobias, se introducen en el cultivo mezclas de oxigeno o de gas con contenido en oxigeno tales como,
p. ej., aire. La temperatura del cultivo es habitualmente de 20°C a 45°C y, preferiblemente, de 25°C a 40°C. El cultivo
se continda hasta que se haya formado un maximo del producto deseado. Este objetivo se alcanza habitualmente en el
espacio de 10 horas a 160 horas.

La frase “cultivo bajo condiciones tales que se produce un compuesto deseado” incluye mantener y/o hacer crecer
microorganismos en condiciones (p. ej. temperatura, presion, pH, duracidn, efc.) apropiadas o suficientes para obte-
ner la produccién del compuesto deseado o para obtener rendimientos deseados del compuesto particular que se esté
produciendo. Por ejemplo, el cultivo se continda durante un tiempo suficiente para producir la cantidad deseada de
un compuesto (p. ej. metionina). Preferiblemente, el cultivo se continua durante un tiempo suficiente para alcanzar
esencialmente una produccién adecuada del compuesto (p. ej. un tiempo suficiente para alcanzar una concentracién
adecuada de metionina). En una realizacion, el cultivo se continda durante aproximadamente 12 a 24 horas. En otra
realizacion, el cultivo se continda durante aproximadamente 24 a 36 horas, 36 a 48 horas, 48 a 72 horas, 72 a 96 horas,
96 a 120 horas, 120 a 144 horas, o mds de 144 horas. En otra realizacion, el cultivo se continda durante un tiempo sufi-
ciente para alcanzar rendimientos de produccién deseables de metionina, por ejemplo los microorganismos se cultivan
de manera que se produzca al menos aproximadamente de 7 a 10 g/L, o al menos 10 a 15 g/L, o al menos aproxima-
damente 15 a 20 g/L, o al menos aproximadamente 20 a 25 g/L, o al menos aproximadamente 25 a 30 g/L, o al menos
aproximadamente 30 a 35 g/L, o al menos aproximadamente 35 a 40 g/L, o al menos aproximadamente 40 a 50 g/L. de
metionina. Todavia en otras realizaciones, los microorganismos se cultivan en condiciones tales que un rendimiento
preferido de metionina, por ejemplo un rendimiento dentro de un intervalo recogido anteriormente, se produce en
aproximadamente 24 horas, en aproximadamente 36 horas, en aproximadamente 48 horas, en aproximadamente 72
horas o en aproximadamente 96 horas.

La metodologia de la presente invencidn puede incluir, ademads, una etapa de recuperar el compuesto deseado
(metionina). El término “recuperar” un compuesto deseado, incluye concentrar, extraer, recolectar, aislar o purificar
el compuesto a partir de medios de cultivo. La recuperacién del compuesto se puede efectuar de acuerdo con cual-
quier metodologia de aislamiento o purificacién convencional conocida en la técnica que incluye, pero no se limita
a tratamiento con una resina convencional (p. ¢j. resina de intercambio de aniones o cationes, resina de adsorcién no
idnica, etc.), tratamiento con un adsorbente convencional (p. ej. carbdén vegetal activado, dcido silicico, silice, celulosa,
alimina, efc.), alteracién del pH, extraccidn con disolvente (p. ej. con un disolvente convencional tal como un alcohol,
acetato de etilo, hexano y similares), didlisis, filtracion, concentracion, cristalizacion, recristalizacion, ajuste del pH,
liofilizacion, secado, evaporacién y similares. Por ejemplo, la metionina se puede recuperar del medio de cultivo re-
separando primeramente los microorganismos del cultivo.

Preferiblemente, metionina de la presente invencién se “extrae”, “aisla” o “purifica” de modo que la preparacién
resultante estd esencialmente exenta de otros componentes del medio (p. ¢j. exenta de componentes del medio y/o
subproductos de la fermentacién). El lenguaje “esencialmente exenta de otros componentes del medio” incluye pre-
paraciones del compuesto deseado en las que el compuesto se separa de componentes del medio o subproductos de la
fermentacién del cultivo del cual se produce. En una realizacion, la preparacién tiene mas de aproximadamente 80%
(en peso seco) del compuesto deseado (p. e¢j. menos de aproximadamente 20% de otros componentes del medio o
subproductos de la fermentacién), mas preferiblemente mas de aproximadamente 90% del compuesto deseado (p. ej.
menos de aproximadamente 10% de otros componentes del medio o subproductos de la fermentacién), todavia mds
preferiblemente mas de aproximadamente 95% del compuesto deseado (p. ej. menos de aproximadamente 5% de otros
componentes del medio o subproductos de la fermentacién) y, lo més preferiblemente, més de aproximadamente 98-
99% del compuesto deseado (p. ej. menos de aproximadamente 1-2% de otros componentes del medio o subproductos
de la fermentacion).

La descripcion comprende, ademads, procesos de biotransformacion que ofrecen diversos microorganismos re-
combinantes descritos en esta memoria. La expresion “proceso de biotransformacién”, al que también se alude en
esta memoria como “procesos de bioconversion”, incluye procesos bioldgicos que resultan en la produccidn (p. ej.
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transformacién o conversioén) de sustratos y/o compuestos intermedios apropiados para formar un producto deseado
(metionina).

Microorganismo o microorganismos y/o enzimas utilizados en reacciones de biotransformacion se encuentran en
una forma que les permite realizar su funcidn pretendida (p. ej. producir con compuesto deseado). Microorganismos
de este tipo pueden ser células enteras, o pueden ser solamente aquellas partes de una célula (por ejemplo genes y/o
enzimas) necesarias para obtener el resultado final deseado. Estos microorganismos se pueden suspender (p. ¢j. en una
disolucién apropiada tal como disoluciones o medios tamponados), aclarar (p. ej. liberar por aclarado de medios del
cultivo del microorganismo), secar con acetona, inmovilizar (p. ej. con gel de poliacrilamida o k-carragenano u otros
soportes sintéticos, por ejemplo perlas, matrices y similares), fijar, reticular o permeabilizar (p. ej. tener membranas y/o
paredes permeabilizadas, de modo que los compuestos, por ejemplo sustratos, compuestos intermedios o productos,
puedan pasar mas facilmente a través de dicha membrana o pared).

En una realizacion alternativa, el compuesto deseado no se purifica a partir del microorganismo, por ejemplo
cuando el microorganismo no es biolégicamente peligroso (p. ej. es seguro). Por ejemplo, el cultivo completo (o el
sobrenadante del cultivo) se puede utilizar como una fuente del producto (p. ej. producto bruto). En una realizacion,
el cultivo (o sobrenadante del cultivo) se utiliza sin modificacién. En otra realizacidn, el cultivo (o sobrenadante del
cultivo) se concentra. Todavia en otra realizacidn, el cultivo (o sobrenadante del cultivo) se seca o liofiliza. El producto
obtenido por la presente invencién puede incluir, ademds de metionina, otros componentes del caldo de fermentacion,
p. ¢j. fosfatos, carbonatos, hidratos de carbono remanentes, biomasa, componentes del medio complejo, efc.

II. Moléculas de dcidos nucleicos recombinantes, vectores y polipéptidos

La presente descripcion ofrece, ademds, moléculas de dcidos nucleicos recombinantes (p. ej. moléculas de ADN
recombinante) que incluyen genes descritos en esta memoria (p. ej. genes aislados), preferiblemente genes de Coryne-
bacterium, mds preferiblemente genes de Corynebacterium glutamicum, incluso més preferiblemente genes biosintéti-
cos de metionina de Corynebacterium glutamicum. La expresion “molécula de 4cido nucleico recombinante” incluye
una molécula de 4cido nucleico (p. ej. una molécula de ADN) que ha sido alterada, modificada o tratada mediante
ingenieria, de manera que difiere en la secuencia de nucle6tidos de la molécula de acido nucleico nativa o natural
de la cual se derivé la molécula de 4cido nucleico recombinante (p. ej. mediante adicion, delecion o sustitucién de
uno o mds nucle6tidos). Preferiblemente, una molécula de 4dcido nucleico recombinante (p. ej. una molécula de ADN
recombinante) incluye un gen aislado de la presente invencion, enlazado operativamente a secuencias reguladoras. La
frase “enlazada operativamente a secuencia o secuencias reguladoras” significa que la secuencia de nucledtidos del
gen de interés estd enlazada a la secuencia o secuencias reguladoras de una manera que permita la expresion (p. ej.
expresion reforzada, incrementada, constitutiva, basal, atenuada, disminuida o reprimida) del gen, preferiblemente la
expresion de un producto génico codificado por el gen (p. ej. cuando la molécula de acido nucleico recombinante esta
incluida en un vector recombinante, segin se define en esta memoria, y se introduce en un microorganismo).

La expresion “dcido nucleico heter6logo” se utiliza en esta memoria para aludir a secuencias de dcidos nucleicos
que no estdn tipicamente presentes en un organismo diana. También pueden comprender secuencias de acidos nuclei-
cos presentes en un organismo diana, pero no se encuentran normalmente en una regién genética de un organismo
diana de interés. De manera similar, la expresion “gen heterélogo” se refiere a un gen que no estd presente en un mate-
rial aislado de tipo salvaje del organismo hospedador. Acidos nucleicos heter6logos y genes heter6logos comprenden
generalmente moléculas de dcido nucleico recombinante. El dcido nucleico heterélogo o el gen heter6logo puede no
comprender modificaciones (p. ej. por adicion, delecién o sustitucién de uno o mds nucledétidos).

También se describen homdlogos de los diversos genes y proteinas descritos en esta memoria. Un “homélogo”, en
referencia a un gen, se refiere a una secuencia de nucledtidos que es esencialmente idéntica a lo largo de al menos parte
del gen o de su cadena complementaria o a una parte de la misma, con la condicién de que la secuencia de nucleétidos
codifique una proteina que tiene esencialmente la misma actividad/funcion que la proteina codificada por el gen del
que es un homdlogo. Homélogos de los genes descritos en esta memoria se pueden identificar mediante porcentaje
de identidad entre la secuencia de aminodcidos o nucledtidos para los supuestos homol6gos y las secuencias para
los genes o proteinas codificados por ellos (p. ej. secuencias de nucledtidos para genes ask, hom, metX, metY, metB,
metH, metE, metF, metC 'y metK de Corynebacterium glutamicum o sus cadenas complementarias). El porcentaje de
identidad se puede determinar, por ejemplo, mediante inspeccion visual o utilizando diversos programas de ordena-
dor conocidos en la técnica o seglin se describen en esta memoria. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de dos
secuencias de nucledtidos se puede determinar comparando la informacion de las secuencias utilizando el programa
de ordenador GAP descrito por Devereux et al. (1984) Nucl. Acids. Res., 12:387 y disponible de la University of
Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). El porcentaje de identidad también se puede determinar alineando
dos secuencias de nucleétidos utilizando el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST.RTM), segtin se
describe por Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett., 174:247. Por ejemplo, para los alineamientos de secuencias
de nucledtidos utilizando el programa BLAST™, las configuraciones por defecto son como siguen: recompensa para
el apareamiento es 2, penalizacién para el desapareamiento es -2, penalizaciones para el hueco abierto y el hueco de
extension son 5 y 2, respectivamente, gap.times.dropoff es 50, esperado es 10, si el tamafio de la palabra es 11 y el
filtro esta DESCONECTADO.

Tal como se utiliza en esta memoria, los términos “homologia” y “homdélogo” no estan limitados a designar pro-
tefnas que tengan un teérico ancestro genético comun, sino que incluyen proteinas que pueden no estar genéticamente
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relacionadas las cuales, no obstante, han evolucionado para realizar funciones similares y/o tener estructuras similares.
La homologia funcional con las diversas proteinas descritas en esta memoria comprende también proteinas que tienen
una actividad de la correspondiente proteina de la que es homéloga. Para que las proteinas tengan una homologia
funcional no se requiere que tengan una identidad significativa en sus secuencias de aminoécidos, sino mds bien que
las proteinas que tengan una homologia funcional se definan de manera que tengan actividades similares o idénticas,
p. ej. actividades enzimdticas. De manera similar, proteinas con una homologia estructural se definen como que tienen
una estructura terciaria (o cuaternaria) andloga y no requieren necesariamente una homologia de aminoédcidos o una
homologia de acidos nucleicos para los genes que las codifican. En determinadas circunstancias, homélogos estructu-
rales pueden incluir proteinas que conservan la homologia estructural solamente en el sitio activo o sitio de unién de
la proteina.

Adicionalmente a la homologia estructural y funcional, la presente descripcién comprende, ademads, proteinas
que tienen al menos una identidad parcial de aminodcidos con las diversas proteinas y enzimas descritas en esta
memoria. Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminodcidos, las secuencias se alinean
para fines de comparacién 6ptima (p. ej. se pueden introducir huecos en la secuencia de aminodcidos de una proteina
para un alineamiento 6ptimo con la secuencia de aminodcidos de otra proteina). Luego se comparan los residuos
de aminodcidos en las correspondientes posiciones de los amino4cidos. Cuando una posicién en una secuencia esta
ocupada por el mismo residuo aminodcido que la posicién correspondiente en la otra, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones
idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad = n° de posiciones idénticas/n® total de posiciones,
multiplicado por 100).

En algunos aspectos, las secuencias de dcidos nucleicos y de aminodcidos de moléculas descritas en esta memoria
comprenden una secuencia de nucledtidos o una secuencia de aminodcidos que se hibrida a o que tiene al menos una
identidad de aproximadamente el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas con una secuencia
de 4cidos nucleicos o de aminoécidos descrita en esta memoria.

La presente descripcion también comprende técnicas bien conocidas en la técnica, utiles para el tratamiento me-
diante ingenieria genética de las proteinas descritas en esta memoria para producir enzimas con caracteristicas me-
joradas o modificadas. Por ejemplo, se encuentra dentro de las ensefianzas disponibles en la técnica modificar una
proteina de manera que la proteina tenga una afinidad de unién al sustrato incrementada o disminuida. También puede
ser ventajoso, y se encuentra dentro de las ensefianzas de la técnica, disefiar una proteina que tenga tasas enzimdticas
incrementadas o disminuidas. En particular, para enzimas multifuncionales, puede ser itil sintonizar con una precisién
diferencial las diversas actividades de una proteina para que se comporte dptimamente bajo circunstancias especifica-
das. Ademads, la capacidad de modular la sensibilidad de una enzima a la inhibicién de la retroalimentacion (p. ej. por
parte de metionina) se puede conseguir a través del cambio selectivo de aminodcidos implicados en la unién o coor-
dinacién de metionina o de otros cofactores que pueden estar implicados en la retroalimentacién negativa o positiva.
Ademads, la ingenieria genética comprende eventos asociados con la regulacién de la expresion a los niveles tanto de
transcripcién como de traduccién. Por ejemplo, cuando se utiliza un operén completo o parcial para la clonacién y la
expresion, se pueden modificar secuencias reguladoras, p. ej. secuencias del promotor o reforzador del gen, de manera
que proporcione niveles deseados de transcripcion.

Un “homélogo” de cualquiera de los genes descritos en esta memoria también se puede identificar mediante una
actividad de la proteina codificada por el homdlogo. Por ejemplo, un homélogo de este tipo puede complementar una
mutacién en el gen del que es homdlogo.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “secuencia reguladora” incluye secuencias de dcidos nucleicos
que afectan (p. e¢j. modulan o regulan) la expresioén de otras secuencias de dcidos nucleicos (es decir, genes). En un
aspecto, una secuencia reguladora estd incluida en una molécula de 4cido nucleico recombinante en una posicion y/u
orientacion similar o idéntica con relacién a un gen particular de interés seguin se observa para la secuencia reguladora y
el gen de interés, seglin se manifiesta en la naturaleza, p. ej. en una posicion y/u orientacién nativa. Por ejemplo, un gen
de interés puede incluirse en una molécula de dcido nucleico recombinante operativamente enlazada a una secuencia
reguladora que acompafia o es adyacente al gen de interés en el organismo natural (p. ej. estd enlazada operativamente
a secuencias reguladoras “nativas”, p. ej. al promotor “nativo”). Alternativamente, un gen de interés puede incluirse en
una molécula de 4cido nucleico recombinante enlazada operativamente a una secuencia reguladora que acompaifia o es
adyacente a otro gen (p. ej. diferente) en el organismo natural. Alternativamente, un gen de interés puede incluirse en
una molécula de 4cido nucleico recombinante operativamente enlazada a una secuencia reguladora de otro organismo.
Por ejemplo, secuencias reguladoras de otros microbios (p. ej. otras secuencias reguladoras bacterianas, secuencias
reguladoras de bacteriéfagos y similares) pueden estar operativamente enlazadas a un gen de interés particular.

En un aspecto, una secuencia reguladora es una secuencia no nativa o que no aparece de forma natural (p. ej.
una secuencia que ha sido modificada, mutada, sustituida, derivatizada, suprimida, incluidas secuencias que se sin-
tetizan quimicamente). Secuencias reguladoras preferidas incluyen promotores, reforzadores, sefiales de terminacion,
sefales anti-terminacidn y otros elementos de control de la expresion (p. ej. secuencias a las que se unen represores
o inductores y/o sitios de unién para las proteinas reguladoras de la transcripcién y/o traduccion, por ejemplo en el
ARNm transcrito). Secuencias reguladoras de este tipo se describen, por ejemplo, en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y
Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, y en Patek, M. et al, (2003) Journal of Biotechnology 104: 311-
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323. Secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de nucleétidos
en un microorganismo (p. ej. promotores constitutivos y promotores constitutivos fuertes), aquellas que dirigen una
expresion inducible de una secuencia de nucledtidos en un microorganismo (p. ej. promotores inducibles, por ejemplo
promotores inducibles de xilosa) y aquellas que atendan o reprimen la expresion de una secuencia de nucledtidos en
un microorganismo (p. ej. sefiales de atenuacién o secuencias de represor). También se describe regular la expresion de
un gen de interés separando o eliminando secuencias reguladoras. Por ejemplo, secuencias implicadas en la regulacién
negativa de la transcripcion se pueden separar de modo que se refuerce la expresion de un gen de interés.

En un aspecto, una molécula de dcido nucleico recombinante de la descripcion incluye una secuencia de dcidos
nucleicos o gen que codifica al menos un producto génico bacteriano (p. ej. una enzima biosintética de metioni-
na) enlazado operativamente a un promotor o secuencia de promotor. Promotores preferidos incluyen promotores de
Corynebacterium y/o promotores de bacteri6fagos (p. ej. bacteridéfagos que infestan Corynebacterium). En una rea-
lizacién, un promotor es un promotor de Corynebacterium, preferiblemente un promotor fuerte de Corynebacterium
(p. ej. un promotor asociado con un gen de control interno bioquimico en Corynebacterium). En otra realizacién, un
promotor es un promotor de bacteri6fago. Promotores preferidos adicionales, por ejemplo para uso en microorganis-
mos Gram-positivos, incluyen, pero no se limitan a promotores de superéxido dismutasa, groEL, factor de elongacién
Tu, amy y SPO1. Promotores preferidos adicionales, por ejemplo para uso en microorganismos Gram-negativos, in-
cluyen, pero no se limitan a cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac, laclQ, T7, TS, T3, gal, trc, ara, SP6, 1-PR o
A-PL.

En otro aspecto, una molécula de 4cido nucleico recombinante de la descripcién incluye una secuencia de termi-
nador o secuencias de terminador (p. ej. secuencias de terminador de la transcripcién). La expresion “secuencias de
terminador” incluye secuencias reguladoras que sirven para terminar la transcripciéon de ARNm. Secuencias de ter-
minador (o terminadores de la transcripcion en tdindem) pueden servir adicionalmente para estabilizar ARNm (p. ej.
afiadiendo estructura al ARNm) por ejemplo frente a nucleasas.

Todavia en otro aspecto, una molécula de acido nucleico recombinante de la descripcién incluye secuencias que
permiten la deteccion del vector que contiene dichas secuencias (es decir, marcadores detectables y/o seleccionables),
por ejemplo genes que codifican secuencias de resistencia a antibidticos o que superan mutaciones auxotréficas, por
ejemplo trpC, marcadores de farmacos, marcadores fluorescentes y/o marcadores colorimétricos (p. ej. lacZ/3-galac-
tosidasa). Todavia en otro aspecto, una molécula de dcido nucleico recombinante de la descripcidn incluye un sitio de
unién a ribosoma (RBS - siglas en inglés) artificial o una secuencia que es transcrita en un RBS artificial. La expre-
sién “sitio de unidn al ribosoma RBS artificial)” incluye un sitio dentro de una molécula de ARNm (p. ej. codificada
dentro de ADN) a la que se une un ribosoma (p. ej. para iniciar la traduccién), que difiere de un RBS nativo (p. ej. un
RBS encontrado en un gen que se produce en la naturaleza) en al menos un nucleétido. RBSs artificiales preferidos
incluyen aproximadamente 5-6, 7-8, 9-10, 11-12, 13-14, 15-16, 17-18, 19-20, 21-22, 23-24, 25-26, 27-28, 29-30 o
mads nucleétidos, de los cuales aproximadamente 1-2, 3-4, 5-6, 7-8, 9-10, 11-12, 13-15 o mds difieren del RBS nativo
(p. ej. RBS nativo de un gen de interés).

La presente descripcion ofrece, ademads, vectores (p. ej. vectores recombinantes) que incluyen moléculas de 4cidos
nucleicos (p. ej. genes o moléculas de dcidos nucleicos recombinantes que comprenden dichos genes) segtin se des-
cribe en esta memoria. La expresién “vector recombinante” incluye un vector (p. ej. plasmido, fago, fagémido, virus,
c6smido u otro vector de 4cido nucleico purificado) que ha sido alterado, modificado o tratado mediante ingenieria de
manera que contiene un nimero de secuencias de dcidos nucleicos mayor, menor o diferente que las incluidas en la
molécula de 4cido nucleico nativa o natural de la que se derivé el vector recombinante. Preferiblemente, el vector re-
combinante incluye un gen codificador de una enzima biosintética o una molécula de acido nucleico recombinante que
incluye dicho gen, operativamente enlazada a secuencias reguladoras, por ejemplo secuencias de promotor, secuencias
de terminador y/o sitios de unién al ribosoma (RBS) artificial, segtin se define en esta memoria. En otro aspecto, un
vector recombinante de la descripcidn incluye secuencias que refuerzan la replicacion en bacterias (p. ¢j. secuencias
reforzadoras de la replicacién). En un aspecto, las secuencias reforzadoras de la replicacion funcionan en E. coli o C.
glutamicum. En otro aspecto, secuencias reforzadoras de la replicacion se derivan de pBR322.

Todavia en otro aspecto, un vector recombinante de la descripcién incluye secuencias de resistencia a antibioti-
cos. La expresion “secuencias de resistencia a antibidticos” incluye secuencias que fomentan o confieren resistencia
a antibidticos en el organismo hospedador (p. ej. Corynebacterium). En un aspecto, las secuencias de resistencia a
antibidticos se seleccionan del grupo que consiste en secuencias cat (de resistencia a cloranfenicol), secuencias fet (de
resistencia a tetraciclina), secuencias erm (de resistencia a eritromicina), secuencias neo (de resistencia a neomicina),
secuencias kan (de resistencia a canamicina) y secuencias spec (de resistencia a espectinomicina). Vectores recombi-
nantes de la descripcién pueden incluir, ademads, secuencias de recombinacién homélogas (p. ej. secuencias disefiadas
para permitir la recombinacién del gen de interés en el cromosoma del organismo hospedador). Ademads, por parte
un experto en la técnica se apreciard que el disefio de un vector se puede adaptar dependiendo de factores tales como
la eleccién del microorganismo a ser tratado mediante ingenieria genética, el nivel de expresion del producto génico
deseado y similar.

Se apreciard, ademads, por parte de un experto en la técnica que el disefio de un vector se puede adaptar en funcién

de factores tales como la eleccién del microorganismo a ser tratado mediante ingenieria genética, el nivel de expresion
del producto génico deseado y similares.
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“Campbell in” (recombinacién tipo Campbell por integracién) tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a
un transformante de una célula hospedadora original en el que se ha integrado una molécula de ADN de doble hebra,
circular, completa (por ejemplo un pldsmido) en un cromosoma mediante un tnico evento de recombinacién homdéloga
(un evento de cruzamiento integrado) y que resulta eficazmente en la insercidon de una version linearizada de dicha
molécula de ADN circular en una primera secuencia de ADN del cromosoma que es homéloga a una primera secuencia
de ADN de dicha molécula de ADN circular. “Campbelled in” (integrado segiin Campbell) se refiere a la secuencia
de ADN linearizada que ha sido integrada en el cromosoma de un transformante “Campbell in”. Un “Campbell in”
contiene una duplicacién de la primera secuencia de ADN homdloga, cada una de cuyas copias incluye y rodea a una
copia del punto de entrecruzamiento de la recombinacién homéloga. El nombre procede del profesor Alan Campbell,
quién propuso por primera vez este tipo de recombinacion.

“Campbell out” (recombinacién tipo Campbell por delecidén), tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una
célula que desciende de un transformante “Campbell in”, en el que ha ocurrido un segundo evento de recombinacién
homéloga (un evento de cruzamiento por delecién) entre una segunda secuencia de ADN que estd contenida en el
ADN insertado linearizado del ADN “Campbelled in” y una segunda secuencia de ADN de origen cromosémico que
es homologa a la segunda secuencia de ADN de dicho inserto linearizado, resultando el segundo evento de recombina-
cién en la delecion (desprendimiento) de una porcidn de la secuencia de ADN integrada pero, de manera importante,
resultando también en una porcion (ésta puede ser tan pequefla como una sola base) del ADN “Campbelled in” in-
tegrado que permanece en el cromosoma, de manera que, comparada con la célula hospedadora original, la célula
“Campbell out” contiene uno o mas cambios intencionados en el cromosoma (por ejemplo una sustitucién de una sola
base, sustituciones de multiples bases, insercién de un gen heterélogo o secuencia de ADN, insercidn de una copia
o copias adicionales de un gen homdlogo o un gen homélogo modificado, o insercién de una secuencia de ADN que
comprende mas de uno de estos ejemplos antes mencionados, arriba listados).

Una célula o cepa “Campbell out” se obtiene habitualmente, pero no necesariamente, mediante una contra-selec-
cion frente a un gen que estd contenido en una porcién (la porcién de la que se desea desprenderse) de la secuencia de
ADN “Campbell in”, por ejemplo el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que
crece en presencia de sacarosa a aproximadamente el 5% al 10%. Ya sea con o sin una contra-seleccion, una célula
“Campbell out” deseada se puede obtener o identificar mediante el rastreo de la célula deseada, utilizando cualquier
fenotipo rastreable tal como, pero no limitado a la morfologia de la colonia, al color de la colonia, a la presencia o
ausencia de resistencia a antibiéticos, la presencia o ausencia de una secuencia de ADN dada mediante reaccién en
cadena de la polimerasa, la presencia o ausencia de una auxotrofia, la presencia o ausencia de una enzima, hibridacién
de 4cido nucleico de la colonia, rastreo de anticuerpos, efc. Las expresiones “Campbell in” y “Campbell out” también
se pueden utilizar como verbos en diversos tiempos para referirse al método o proceso descrito anteriormente.

Ha de entenderse que los eventos de recombinaciéon homdloga que conducen a una “Campbell in” o “Campbell
out” pueden producirse a lo largo de un intervalo de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homdloga vy,
dado que las secuencias homélogas seran idénticas entre si, para al menos parte de este intervalo, no es habitualmente
posible especificar con exactitud donde se produjo el evento de entrecruzamiento. En otras palabras, no es posible
especificar con precisién qué secuencia procedia originalmente del ADN insertado y cual era originalmente del ADN
cromosOémico. Ademds de ello, la primera secuencia de ADN homoéloga y la segunda secuencia de ADN homdloga
estan habitualmente separadas por una regién de una no homologia parcial, y es esta regiéon de no homologia la que
queda depositada en un cromosoma de la célula “Campbell out”.

Por motivos précticos, en C. glutamicum, primera y segunda secuencias de ADN homdlogas tipicas tienen una
longitud de al menos aproximadamente 200 pares de bases y pueden ser de una longitud de hasta varios miles de
pares de bases, pero puede hacerse que el proceso trabaje con secuencias mds cortas o mds largas. Por ejemplo, una
longitud para la primera y segunda secuencias homologas puede oscilar entre aproximadamente 500 y 2000 bases, y
la obtencién de una “Campbell out” a partir de una “Campbell in” viene facilitada al disponer la primera y segunda
secuencias homoélogas de modo que sean aproximadamente de la misma longitud, preferiblemente, con una diferencia
menor que 200 pares de bases y, lo mds preferiblemente, constituyendo la mas corta de las dos al menos el 70% de la
longitud de la més larga en pares de bases.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no deberian considerarse como limi-
tantes.

Ejemplos
Ejemplo 1
Generacion de la cepa M2014

La cepa ATCC 13032 de C. glutamicum fue transformada con ADN A (al que se alude también como pH273) (SEQ
ID N°:1) y fue “Campbelled in” para proporcionar una cepa “Campbell in”. La Figura 2 muestra una vista esquemaética
del plasmido pH273. La cepa “Campbell in” fue entonces “Campbelled out” para proporcionar una cepa “Campbell
out”, M440, que contiene un gen que codifica una enzima homoserina dehidrogenasa resistente a la retroalimentacién
(hom™). La proteina homoserina deshidrogenasa resultante inclufa un cambio en los aminodcidos, en que S393 fue
cambiado a F393 (al que se alude como Hsdh S393F).
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Subsiguientemente, la cepa M440 fue transformada con ADN B (al que también se alude como pH373) (SEQ ID
N°:2) para proporcionar una cepa “Campbell in”. La Figura 3 representa una vista esquemadtica del pldsmido pH373. La
cepa “Campbell in” fue entonces “Campbelled out” para proporcionar una cepa “Campbell out”, M603, que contiene
un gen que codifica una enzima aspartato quinasa resistente a la retroalimentacion (Ask™) (codificada por lysC). En la
proteina aspartato quinasa resultante, T311 fue cambiado a I311 (al que se alude como LysC T3111).

Se encontré que la cepa M603 producia lisina aproximadamente 17,4 mM, mientras que la cepa ATCC13032 no
producia cantidad medible alguna de lisina. Adicionalmente, la cepa M603 producia homoserina aproximadamente 0,5
mM en comparacién con la cantidad no medible producida por la cepa ATCC 13032 segun se resume en la Tabla 2.

TABLA 2
Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las
cepas ATCC13032 y M603
Cepa Homoserina | O-acetil Metionina Lisina (mM)
(mM) homoserina (mM)
(mM)

ATCC13032 0,0 0,4 0,0 0,0

M603 0,5 0,7 0,0 17,4

La cepa M603 fue transformada con ADN C (al que también se alude como pH304, del que en la Figura 4 se repre-
senta una vista esquemadtica) (SEQ ID N°:3) para proporcionar una cepa “Campbell in”, que luego fue “Campbelled
out” para proporcionar una cepa “Campbell out”, M690. La cepa M690 contenia un promotor PgroES aguas arriba del
gen MetH (al que se alude como P,y; metH) (la secuencia de acidos nucleicos de P,y; se recoge en SEQ ID N°:12). La
cepa M690 producia lisina aproximadamente 77,2 mM y homoserina aproximadamente 41,6 mM, seglin se muestra a
continuacién en la Tabla 3.

TABLA 3
Cantidades de homoserina, O-acetil homoserina, metionina y lisina producidas por las

cepas M603 y M690

Cepa Homoserina | O-acetil Metionina Lisina (mM)
(mM) homoserina (mM)

(mM)
M603 0,5 0,7 0,0 17,4
M690 41,6 0,0 0,0 77,2

La cepa M690 se someti6 subsiguientemente a mutagénesis como sigue: un cultivo de una noche de M603, hecho
crecer en medio BHI (BECTON DICKINSON), se lavé en tampdn citrato 50 mM pH 5,5, se traté durante 20 min a
30°C con N-metil-N-nitrosoguanidina (10 mg/ml en citrato 50 mM pH 5,5). Después del tratamiento, las células se
lavaron de nuevo en tampoén citrato SO mM pH 5,5 y se extendieron en placas en un medio que contenia los siguientes
ingredientes: (todas las cantidades mencionadas se calculan para 500 ml de medio) 10 g de (NH,),SOy; 0,5 g de
KH,PO,; 0,5 g de K,HPO,; 0,125 g de MgSO,-7H,0; 21 g de MOPS; 50 mg de CaCl,; 15 mg de écido protocatecuico;
0,5 mg de biotina; 1 mg de tiamina; y 5 g/l de D,L-metionina (SIGMA CHEMICALS, N° DE CATALOGO E5139),
ajustada a pH 7,0 con KOH. Ademds, el medio contenia 0,5 ml de una disolucién de metales traza compuesta por:
10 g/l de FeSO,-7H,0; 1 g/l de MnSO,-H,O0, 0,1 g/l de ZnSO,-7H,0, 0,02 g/l de CuSO,; y 0,002 g/1 de NiCl,-6H,0,
todos ellos disueltos en HCI 0,1 M. El medio final se esteriliz6 mediante filtracién y al medio se afiadieron 40 ml
de disolucién estéril de glucosa al 50% (40 ml) y agar estéril hasta una concentracién final de 1,5%. El medio que
contenia el aguar final se vertié en placas de agar y se marcé como medio de etiniona minimo. Las cepas sometidas a
mutagénesis se esparcieron sobre las placas (etinionina minimo) y se incubaron durante 3-7 dias a 30°C. Se aislaron
los clones que crecieron en el medio y se volvieron a inocular por estrias en el mismo medio de etionina minimo. Se
seleccionaron varios clones para el andlisis de la produccién de metionina.
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La produccién de metionina se analizé como sigue: las cepas se hicieron crecer en medio de agar CM durante dos
dias a 30°C, que contenia: 10 g/l de D-glucosa; 2,5 g/l de NaCl; 2 g/l de urea; 10 g/l de Bacto Peptone (DIFCO); 5
g/l de extracto de levadura (DIFCO); 5 g/l de extracto de carne (DIFCO); 22 g/l de agar (DIFCO); y que se someti6 a
autoclave durante 20 min a aproximadamente 121°C.

Después de crecer las cepas, las células se separaron mediante raspado y se resuspendieron en NaCl 0,15 M. Para
el cultivo principal, se afiadi6 una suspension de células raspadas a una DO de partida de 600 nm a aproximadamente
1,5 a 10 ml de medio II (véase mas abajo), junto con 0,5 g de CaCO; sélido y sometido en autoclave (RIEDEL DE
HAEN) y las células se incubaron en un matraz con agitacion de 100 ml sin hendiduras internas durante 72 h en una
plataforma de agitacion horizontal a aproximadamente 200 rpm y a 30°C. El medio II contenia: 40 g/l de sacarosa;
60 g/l de azicares totales procedentes de melazas (calculados para el contenido en azicares); 10 g/l de (NH,),SOy;
0,4 g/l de MgS0O,-7H,0; 0,6 g/de KH,PO,; 0,3 mg/l de tiamina. HCI; 1 mg/l de biotina; 2 mg/l de FeSO,.; y 2 mg/l
de MnSO,. El medio se ajusté a pH 7,8 con NH,OH y se sometié en autoclave a aproximadamente 121°C durante
aproximadamente 20 min. Después de someter en autoclave y de enfriar, se afiadi6 vitamina B, (cianocobalamina)
(SIGMA CHEMICALS) procedente de una disolucién de partida estéril del filtro (200 ug/ml) hasta una concentracién
final de 100 pg/l.

Las muestras se tomaron del medio y se ensayaron en cuanto al contenido en aminodcidos. Los aminodcidos
producidos, incluida metionina, se determinaron utilizando el método de aminodcidos de Agilent en un sistema Agilent
1100 Series LC System HPLC. (AGILENT). Una derivatizacion de la muestra en la pre-columna con orto-ftalaldehido
permitié la cuantificacién de los aminoacidos producidos después de la separacién en una columna Hypersil AA
(AGILENT).

Se aislaron los clones que mostraban un titulo de metionina que era al menos el doble que en M690. Un clon de este
tipo, utilizado en experimentos ulteriores, se denomind M1179 y se deposité el 18 de mayo de 2005 en la coleccién
de cepas de DSMZ como cepa nimero DSM 17322. La produccién de aminodcidos por parte de esta cepa se compard
con la de la cepa M690, segtin se resume a continuacién en la Tabla 4.

TABLA 4

Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M690y M1197

Cepa Homoserina | O-acetil Metionina Lisina (mM)
(mM) homoserina (mM)
(mM)
M690 41,6 0,0 0,0 77,2
M1197 26,4 1,9 0,7 79,2

La cepa M 1179 se transformé con ADN F (al que también se alude como pH399, del que en la Figura 5 se repre-
senta una vista esquematica) (SEQ ID N°:4) para proporcionar una cepa “Campbell in”, la cual fue subsiguientemente
“Campbelled out” para proporcionar la cepa M1494. Esta cepa contiene una mutacién en el gen para la homoserina
quinasa, que resulta en un cambio de aminodcidos en la enzima homoserina quinasa resultante de T190 a A190 (a
la que se alude como HskT190A). La produccién de aminodcidos por parte de la cepa M 1494 se compard con la
produccion por parte de la cepa M1197, segtin se resume a continuacion en la Tabla 5.

TABLA 5

Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas LUI1197 y M1494

Cepa Homoserina | O-acetil Metionina Lisina (mM)
(mM) homoserina (mM)
(mM)
M1179 26,4 1,9 0,7 79,2
M1494 18,3 0,2 2,5 50,1
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La cepa M 1494 se transformé6 con ADN D (al que también se alude como pH484, del que en la Figura 6 se repre-
senta una vista esquemadtica) (SEQ ID N°:5) para proporcionar una cepa “Campbell in”, la cual fue subsiguientemente
“Campbelled out” para proporcionar la cepa M1990. La cepa M 1990 sobre-expresa un alelo metY utilizando tanto un
promotor groES como un promotor EFTU (factor de elongacion Tu) al que se alude como P,9; P55, metY) (la secuencia
de P,o; Piogy se muestra en SEQ ID N°:6). La produccién de aminoacidos por parte de la cepa M 1494 se comparé con
la produccion por parte de la cepa M 1990, segtin se resume a continuacién en la Tabla 6.

TABLA 6

Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M1494 y M 1990

Cepa Homoserina | O-acetil Metionina Lisina (mM)
(mM) homoserina (mM)
(mM)
M1494 18,3 0,2 2,5 50,1
M1990 18,2 0,3 5,6 48,9

La cepa M 1990 se transformé con ADN E (al que también se alude como pH491, del que en la Figura 7 se repre-
senta una vista esquemadtica) (SEQ ID N°:7) para proporcionar una cepa “Campbell in”, la cual fue subsiguientemente
“Campbelled out” para proporcionar una cepa M2014 “Campbell out”. La cepa M 2014 sobre-expresa un alelo metA
utilizando tanto un promotor de superéxido dismutasa (al que se alude como Ps;,9 metA). La produccién de aminod-
cidos por parte de la cepa M2014 se comparé con la produccién por parte de la cepa M2014, segiin se resume a
continuacién en la Tabla 7.

TABLA 7

Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M1990 y M 1494

Cepa Homoserina | O-acetil Metionina Lisina (mM)
(mM) homoserina (mM)
(mM)
M1990 18,2 0,3 5,6 48,9
M2014 12,3 1,2 57 49,2

Ejemplo 2
Auxotrofos de metionina de C. glutamicum incorporan disulfuro de dimetilo en metionina

Con el fin de determinar si C. glutamicum tiene la capacidad de incorporar DMDS en metionina, se construyé
una delecién de metF en la cepa M2014 (descrita en el Ejemplo 1). M2014 se transformé con el plasmido pOM86
(Figura 9) (SEQ ID N°:8) para proporcionar una cepa “Campbell in”. La cepa “Campbell in” fue luego “Campbelled
out” para proporcionar una cepa “Campbell out” denominada OM63. Con el fin de determinar si este auxdtrofo de
metionina, OM63, podia utilizar DMDS para sintetizar metionina, cultivos en tubos de ensayo de OM63 y de M2014
parental se sometieron a ensayo en cuanto al crecimiento midiendo la DO a 600 nm. Los cultivos se hicieron crecer
en medio exento de metionina (en cuanto a la receta, véase mds abajo), medio exento de metionina suplementado
con metionina o medio exento de metionina suplementado con diversas cantidades diferentes de DMDS (Aldrich,
n°® de Catdlogo 32.041-2). Este experimento se disefi¢ para determinar si DMDS puede atravesar la membrana de la
bacteria, reducirse en metano-tiol una vez que se encuentra dentro del citoplasma y utilizarse subsiguientemente por
parte de MetY o Met B u otra enzima, por ejemplo MetC, como un sustrato en unién con O-acetil-homoserina para
formar L-metionina directamente. Este experimento también se disefié para determinar la toxicidad de DMDS, si es
que existiera, sobre el crecimiento de las células.

Tal como se muestra en la Tabla 8, los auxétrofos metF de C. glutamicum pueden utilizar DMDS como sustrato
para el crecimiento y, por lo tanto, para la produccién de metionina. Ademas, las densidades 6pticas eran similares para
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todas las cepas en los tubos de ensayo que contenian 5 ml de medio exento de metionina suplementado con DMDS
al 0,02%, 0,04% 6 0,06%. Los tubos de ensayo que contenfan 5 ml de medio exento de metionina suplementado con
DMDS al 0,08% o al 0,1% mostraban un pequefio crecimiento o ninguno, presumiblemente debido a la toxicidad de
DMDS a estas concentraciones. Finalmente, segiin lo esperado, medio exento de metionina sin DMDS sustentaba el
crecimiento de M2014, pero no de OM63.

TABLA 8

Densidades dpticas a 600 nm de cultivos en tubos de ensayo' de C. glutamicum desarrollados en medio exento
de metionina con o sin metionina suplementada o disulfuro de dimetilo (DMDS) durante 36 horas a 30°C

Cepa Genotipo |Exento | EM | EM+ | EM+ | EM+ | EM+ | EM+
de + DMDS | DMDS | DMDS | DMDS | DMDS
Met? Met® | al al al al al
(EM) 0,02% | 0,04% | 0,06% | 0,08% | 0,1%

M2014 Parental 5,6 5,8 5,5 5,3 6,6 0,0 0,0

OM®63 AmetF 0,0 52 54 5,9 52 0,2 0,0

'Los cultivos en tubos de ensayo estaban bien envueltos con parafilm alrededor del
tapén metélico

’Medio exento de metionina suplementado 3suplementado exento de Met con 40
mg/ml de metionina.

Los resultados de este experimento demuestran que DMDS puede recogerse y escindirse de forma reductiva en
metano-tiol por parte de C. glutamicum y entrar en la via de la metionina para sustentar el crecimiento de un auxétrofo
de metionina. Alternativamente, DMDS es un sustrato directo para O-acetil-homoserina sulfhidrilasa u O-O-succinil-
homoserina sulfhidrilasa u otra enzima. En otras palabras, es posible que una sola enzima pueda catalizar la escisién
reductiva y la incorporacién de DMDS en metionina.

Medio exento de metionina - 1 litro

100 ml de medio de ensayo de metionina Difco™ (105 g/1)
100 ml de sales 10x de Spizizen*

6 ml de glucosa (al 50%)

4 ml de disolucién “4B”**

100 mg de treonina

40 mg de cisteina

785 ml de dH,0
5 ml de CaCl, al 2%.

** Disolucion 4B
tiamina (B;) - 0,25 mg/ml
cianocolbalamina (By,) - 50 ug/ml
biotina - 28 ug/ml en KPO, 50 mM pH = 7,0

piridoxina HCI - 1,25 mg/ml.
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Sales 10x de Spizizen*
20 g/1 de sulfato de amonio
174 g/1 de fosfato potasico dibésico (trihidrato)
60 g/1 de fosfato potdsico monobdsico (anhidro)
10 g/1 de citrato de sodio

2 g/l de sulfato de magnesio (heptahidrato).
Después de someter en autoclave, afiadir 3,5 ml de FeCl;-6 H,O al 0,4% y 1 ml de disolucion de micronutrientes'

' Disolucion de micronutrientes
0,15 g de Na,MoO,-2 H,O
2,5 g de H;BO;

0,7 g de CuSO,-5 H,0O
1,6 g de MnCl,-4 H,0O
0,3 g de ZnSO,-7 H,0.

Una version sé6lida de este medio se puede preparar incluyendo aproximadamente 15 a 20 g/L de agar. Esto se
consigue mediante procesos convencionales tal como afiadiendo 20 g de agar a aproximadamente 750 ml de agua,
sometiéndolo en autoclave y, mientras sigue estando fundido, afiadiendo los ingredientes arriba listados en forma de
disoluciones de partida estériles.

Ejemplo 3
Desarrollo de un sistema de suministro de DMDS a C. glutamicum para la incorporacion en metionina

Como se ha comentado anteriormente, DMDS es toxico si se afiade directamente a cultivos liquidos en cantidades
mayores que aproximadamente 0,06%. Con el fin de superar este problema, se buscé un sistema de suministro que
permitiera la liberacién lenta de DMDS en disolucién a lo largo del tiempo. Amberlite™ XAD4, una resina de po-
liestireno macroporosa en forma de perlas, a la que se alude en lo que sigue como “XAD4”, se eligié como sistema
de suministro debido a que es inerte, capaz de absorber pequefios compuestos orgdnicos hidréfobos, es capaz de ser
humedecida por el agua y tiene una superficie especifica elevada y un tamafio de poros pequefio.

Se llevé a cabo un experimento en tubos de ensayo con el fin de determinar la cantidad maxima de DMDS que
puede ser adsorbida por XAD4 y que todavia permita el crecimiento. Para este fin, se llevaron a cabo experimentos en
tubo de ensayo utilizando 5 ml de medio sobre OM63 y M2014. Cada uno de los tubos de ensayo contenia 100 u1 de
una suspensién al 50% (v/v) de XAD4 y medio exento de metionina, medio exento de metionina suplementado con
metionina o medio exento de metionina suplementado con diversas cantidades de DMDS.

Se prepararon ensayos en tubo de ensayo afiadiendo 5 ml de medio exento de metionina a tubos de ensayo estériles
de 20 mm x 20 mm x 150 mm, cubiertos con tapones de metal no ajustados. A cada uno de los tubos de ensayo
se afladieron 100 ul de una suspension estéril de XAD4 en agua (al 50% v/v). Los tubos de ensayo se inocularon
con células que se hicieron crecer durante una noche en tubos de ensayo que contenfan medio BHI (Bacto™ Brain
Heart Infusion (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD) y luego se hicieron rotar y se aclararon dos veces
con medio exento de metionina. Las células se resuspendieron en el 50% del volumen de partida en medio exento de
metionina. La suspension de células (5 ul) se utilizé como inéculo para cada uno de los tubos de ensayo. Después de la
inoculacién de las células, se afiadi6 DMDS a cada uno de los tubos de ensayo a la concentracién indicada (v/v). Los
tubos de ensayo se incubaron a 30°C a 200 rpm en un agitador con plataforma durante 24-48 horas. El crecimiento de
las células se midié mediante densidad éptica a 600 nm empleando un espectrofotémetro Genesys™ 2.

Tal como se muestra en la Tabla 9, las densidades Opticas eran bastante

similares para todas las cepas en los tubos de ensayo que contenian medio exento de metionina suplementado
con DMDS al 0,1%, 0,2%, 0,3% 6 0,4%. Los tubos de ensayo suplementados con DMDS al 0,5% mostraron un
efecto negativo sobre el crecimiento en OM63, pero esta concentracién de DMDS parecia ser tolerada por M2014. En
conclusion, la adsorcién de DMDS sobre perlas de XAD4 permite afiadir mas DMDS a cultivos en tubos de ensayo
liquidos de C. glutamicum. Se libera suficiente DMDS a partir de las perlas para permitir el crecimiento completo de
un auxétrofo de metionina.
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TABLA 9

Densidades dpticas a 600 nm de OM63 y M2014 desarrollados en medio exento de metionina' con o sin las
cantidades indicadas de DMDS en presencia de XAD4* durante 42 horas a 30°C

Cepa DMDS |DMDS | DMDS | DMDS | DMDS | DMDS | Met
al 0% al al al al al 40 mgl/l
0,1% 0,2% | 0,3% | 0,4% | 0,5%
OM63 0,0 6,3 6,5 4.9 3,6 1,6 4.4
M2014 6,4 6,6 6,9 7,3 7,3 55 7,1

' Medio exento de metionina ° Cada uno de los tubos de ensayo contiene 5 ml de
medio mas 100 ul de una suspension al 50% de Amberlite XAD4. Porosidad = 0,5
mi/ml.

Se afiadi6 DMDS después de inocular a los tubos de ensayo.

Inéculo-las células se hicieron crecer durante una noche en tubos de ensayo que
contenian BHI y luego se hicieron rotar y aclararon 2 veces con medio exento de Met.
Las células se resuspendieron en el 50% del volumen de partida. La suspensién de

células (5 pl) se utilizé6 como indculo para cada tubo de ensayo.

Ademads, XAD4 solo no tiene efecto adverso aparente alguno sobre el crecimiento de las células. Segtin lo esperado,
los tubos de ensayo que contenian medio exento de metionina sin DMDS sustentaron el crecimiento de M2014, pero
no de OM63. Tubos de ensayo que contenian medio exento de metionina suplementado con 40 mg/l de metionina,
pero sin DMDS, dieron como resultado una densidad 6ptica final similar para M2014, pero una densidad 6ptica algo
menor que la esperada para OMG63. Esto puede ser debido a que XAD4 adsorbe algo de la metionina suplementada,
limitando asi el crecimiento de células OM63.

Ejemplo 4
DMDS en estado gaseoso puede sustentar la sintesis de metionina y el crecimiento de OM101 (AmetB, AmetF)

Se ha demostrado previamente que un andlogo de DMDS, diselenuro de dimetilo (DMDSe) es téxico para los mi-
croorganismos en un estado gaseoso pero que podia utilizarse para seleccionar mutantes que carecen de O-acetilhomo-
serina sulthidrilasa (Brzywczy, J., y Paszewski, A. (1994) Yeast 9: 1335-1342 y Treichler, H. J., et al. (1978) en el
Simposium de FEMS n° 5, pags. 177-199, R. Hutter et al., comp., Academic Press, Nueva York). El DMDSe se intro-
dujo en forma de una gota en la cara inferior de la cubierta de una placa de Petri para dar una concentracién final de
aproximadamente 5 uM, si el suministro completo de DMDSe se difundia y disolvia en el agar. Sin embargo, no se
menciond el compuesto DMDS y no era obvio si la difusion a través de un estado gaseoso podia aportar concentra-
ciones suficientes de DMDS para el crecimiento (en oposicion a la inhibicién de andlogos). Para fines comparativos,
en los experimentos de crecimiento en liquidos de los Ejemplos 1-3 anteriores, la concentraciéon de DMDS era aproxi-
madamente 10 mM (por ejemplo en el caso de 0,1%) o aproximadamente 2000 veces superior a la de DMDSe en las
referencias arriba citadas. Sin embargo, el suministro de DMDS en el estado gaseoso podria evadir la toxicidad que se
observé con DMDS liquido.

Para testar esta posibilidad, céspedes que contenian aproximadamente 10® células de OM101 (AmetB, AmetF) se
aclararon hasta quedar relativamente exentos de metionina y se extendieron en placas de agar exentas de metionina
que contenian aproximadamente 25 ml de medio agar. DMDS se suministré salpicando 50 ul en el centro de la placa
o cortando un pocillo en el agar en el centro de la placa y colocando 50 ul de DMDS en el pocillo. Si el DMDS
se difundia a través de la placa, la concentracién final serfa de aproximadamente 25 mM. Placas control recibieron
el césped de células, pero nada de DMDS. Las placas se colocaron juntas en una caja de plastico de polipropileno
cerrada herméticamente que era ligeramente mayor que la pila de placas, y se incubaron a 30°C durante 48-60 horas.
Las placas salpicadas con DMDS directamente sobre el césped tenian una zona de exterminio de aproximadamente
30 mm desde la cual se salpicé el DMDS liquido, pero el resto de la placa estaba cubierto uniformemente con un
césped de crecimiento. Placas que contenian DMDS liquido colocadas en un pocillo no tenian zona de exterminio,
sino un césped de crecimiento que cubria uniformemente a toda la placa, incluida la periferia de la placa y justo
hasta el pocillo del centro. Normalmente, cuando un nutriente requerido se coloca en el centro de un césped que es
auxotréfico para el nutriente, se observa un gradiente de crecimiento, produciéndose el crecimiento mas rapido en
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la zona mds préxima al nutriente. Finalmente, placas control sin DMDS afiadido, pero colocadas en la misma caja
de plastico cerrada herméticamente con placas que recibieron DMDS, dieron céspedes completos de crecimiento de
OM101. Estas observaciones sugirieron que el crecimiento de los auxétrofos de C. glutamicum podia ser sustentado
por la difusién de DMDS en el estado gaseoso.

Con el fin de demostrar la transferencia gaseosa, se llevé a cabo un experimento en el que cavidades circulares (25 x
25 x 5 mm) se cortaron desde el centro del agar de placas exentas de metionina, previamente rociadas con un césped de
OM101. En estas cavidades se colocaron tubos cénicos con tapones roscados de polipropileno rojo estériles ((20 x 20
x 5 mm) de Sarstedt® (N° 62.554.002)), que servian como copas para 50 ul de DMDS liquido. Este método aseguraba
que el DMDS liquido no entrara en contacto directo con las células y que sélo pudiera alcanzar a las células por
difusioén a través de un estado gaseoso, ya que DMDS no se difunde rdpidamente a través del polipropileno. Las placas
se incubaron a 30°C encerradas en una caja de pléstico estanca al aire. Las placas de control para este experimento
eran placas exentas de metionina rociadas con un césped de OM101 y se incubaron a 30°C en ausencia de DMDS en
una caja de plastico cerrada separada. Al cabo de dos dias se observé que un césped bacteriano completo cubria las
placas que tenfan la tapa estéril que contenia DMDS liquido y que las placas control, que carecian de DMDS, en un
recipiente separado, no mostraron crecimiento alguno. Estos experimentos, tomados juntos, indican que el contacto
directo de DMDS liquido es necesario para la toxicidad de OM101 y que, en contraposicién, DMDS en estado gaseoso
no es tdxico, sino que puede seguir utilizdndose por parte de OM101 para el crecimiento y, por lo tanto, la sintesis de
metionina. Asi, en un tanque de fermentacién, DMDS podia ser suministrado a las células en un estado gaseoso con el
fin de evitar la toxicidad de DMDS a las células en el estado liquido. Esto se pudo conseguir evaporando o calentando
a ebullicion DMDS y bombeando el vapor de DMDS en el recipiente de fermentacién, o burbujeando aire u oxigeno
a través de DMDS liquido en su recorrido al recipiente de fermentacion.

Ejemplo 5
Construccion de una cepa AmetE, AmetH

Se construy6 una cepa de C. glutamicum que esta desprovista tanto de metE como de metH. M2014 se transfor-
mo con el plasmido pH469 (Figura 10) (SEQ ID N°:9) para proporcionar una cepa “Campbell in”. Después, la cepa
“Campbell in” fue “Campbelled out” para proporcionar una cepa “Campbell out”, OM228C-2, que contiene la dele-
cién met E. Después, OM228C-2 se transformd con el pldsmido pH300 (Figura 11) (SEQ ID N°:10) para proporcionar
una cepa “Campbell in”. La cepa “Campbell in” fue luego “Campbelled out” para proporcionar una cepa “Campbell
out”, OM246C, que contiene tanto AmetE como AmetH. Como era de esperar, dos aislados de la cepa de doble de-
lecién, OM246C-1 y OM246C-2, son auxétrofos de metionina y no producen metionina en los cultivos en tubos de
ensayo en medio de melazas.

Ejemplo 6

MetY es el responsable de la mayor parte de la actividad enzimdtica que cataliza la reaccion entre metano-tiol con
O-acetil-homoserina para la produccion de metionina

Dado que informes de la bibliografia sugieren que MetB (Flavin, M. y S. Slaughter 1967. Biochim. Biophys.
Acta, 132:400-405; Kanzaki, H. et al. 1987. Eur. J. Biochem. 163: 105-112; Kiene, R. P. et al. 1999. Appl. Environ.
Microbiol. 65: 4549-4558) o MetZ (Yamagata, S. 1971. J. Biochem. (Tokyo) 70: 1035) podria estar implicado en
la incorporacién de metano-tiol, se llevd a cabo un experimento con un derivado de OM63 que contenia un alelo
AmetB para identificar la enzima implicada en la incorporacioén de metano-tiol en C. glutamicum. Como se demostrd
anteriormente, C. glutamicum puede incorporar disulfuro de dimetilo (DMDS), a través de metano-tiol, directamente
en metionina. En el Ejemplo 3, se determiné que DMDS es tolerado por las células si se afiade directamente a cultivos
liquidos en cantidades menores que aproximadamente 0,06%, pero si se afiade en presencia de un sistema de suministro
tal como el adsorbente Amberlite™ XAD4, las cantidades de DMDS afiadido a cultivos liquidos pueden incrementarse
5 veces antes de que se observe una toxicidad.

El auxétrofo de metionina OM63 (AmetF) se utilizé para experimentos de “prueba de concepto” que demuestran
que C. glutamicum puede utilizar DMDS para sustentar el crecimiento de un auxétrofo de metionina AmetF. Con el
fin de definir adicionalmente cual o cuales enzimas estdn implicadas en la incorporacién de metano-tiol en metionina
en C. glutamicum, cepas que contenian una delecién en metB se sometieron a ensayo en cuanto a su capacidad para
crecer en presencia de DMDS.

OMI101C (AmetF, AmetB), derivado de OM63 transformado con H216, que contiene el mismo alelo de delecion
metB que pSH315 (Hwang BJ, et al. J. Bacteriol. 2002, Mar; 184 (5): 1277-86) para suprimir metB, OM246¢c (AmetH,
AmetE) descrito en el Ejemplo 4, OM63 (AmetF) y M2014 se hicieron crecer en tubos de ensayo que contenian
100 w1 de una suspension al 50% de Amberlite XAD4 y medio exento de metionina o medio exento de metionina
suplementado con diversas cantidades de DMDS. Tal como se muestra en la Tabla, 10, las densidades dpticas eran
similares para todas las cepas en los tubos de ensayo que contenian medio exento de metionina suplementado con
DMDS al 0,1 6 0,2%. Todas las cepas eran capaces de crecer en medio exento de metionina suplementado con DMDS
al 0,4%, con la excepcion de OM101C, que mostré una inhibicién del crecimiento en DMDS al 0,3%. Unicamente la
cepa OM246C era capaz de crecer en presencia de DMDS al 0,5%. Tomados juntos, estos resultados demuestran que
MetB, MetH/MetE y MetF no son necesarios para la incorporaciéon de metano-tiol en metionina. Por lo tanto, MetY
es suficiente para la actividad enzimética que permite la incorporacién de DMDS en metionina.
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Ejemplo 7
Identificacion de MetY como la enzima con actividad de O-acetilhomoserina metanol-tiol sulfhidrilasa

Aqui los autores de la invencion demuestran directamente que MetY, pero no MetB, es la enzima necesaria y
suficiente para la actividad de O-acetilhomoserina metano-tiol sulfhidrilasa. Se llevé a cabo un experimento en tubos
de ensayo con derivados de M2014 que contenian diferentes combinaciones de deleciones de metY, metB y metF.
Las cepas se hicieron crecer en medio exento de metionina con perlas de Amberlite™ XAD4 y con o sin DMDS
a 200 mg/l o metionina a 100 mg/l. El inéculo era aproximadamente de 5 x 10° células por tubo. Las células se
hicieron crecer a 30°C en un agitador de plataforma durante 60 horas y las densidades de células se midieron a

Tal como se muestra en la Tabla 11, DMDS puede sustentar el crecimiento de los auxétrofos de metionina OM63
(AmetF)y OM101 (AmetE, AmetB), pero DMDS no puede sustentar el crecimiento de cualquier auxétrofo de metiona
que contenga una delecién metY tal como OM158 u OM174. OM158 se construy6 transformando OM63 con el plas-
mido pH215 (SEQ ID N°: 11) para proporcionar una cepa “Campbell in”. La secuencia de dcidos nucleicos mostrada
en SEQ ID N°:11 es la regién en pH215 del gen metY suprimido, que se extiende desde el codén de inicio de metY,
residuos 1-3, al codén de detencién de metA, residuos 912-914. Las dos bases que rodean a la delecién se encuentran
en los residuos 609-610. Después, la cepa “Campbell in” fue “Campbell out” para proporcionar una cepa “Campbell
out”, OM158, que contiene AmetF, AmetY. OM174 se construy6 transformando OM101 con el plasmido pH215 para
proporcionar una cepa “Campbell in”. La cepa “Campbell in” fue luego “Campbell out” para proporcionar una cepa
“Campbell out”, OM174, que contiene AmetF, AmetB, AmetY. La Figura 8 muestra la estructura del cromosoma de
C. glutamicum en la region de metY antes (8A) y después (8B) de la delecion de una porcién de metY utilizando el
plasmido pH215.

Estos datos demuestran que MetY es la tinica enzima responsable de la actividad de O-acetil homoserina metano-
tiol sulthidrilasa y que ni MetB ni MetC contienen un nivel suficiente de esta actividad enzimatica para el crecimiento
bajo estas condiciones.

(Tabla pasa a pagina siguiente)

26



ES 2355942 T3

cl 0o 0o

G'L 0’0 0’0 AJOWT ‘gGlowy 'Hflowy LOLNO v.LLNO

8'l 8'l 0o

8'l v'e 0’0 glowy 'Jlowy €ONO LOLNO

LT 0o 0o

z'e 0’0 0’0 AWy 'Hlowy €ONO 8GLNO

6'l €'l 0o

Q'L Al 0’0 JpPUWYy v1L0CN €ONO

z'e S'y €'

€'C o't €'C v1L0CN

lw/Bw ool %z‘0 le %0 1e Sjuensjal

BN SAnda SAnda odnouss lejualied edad

ravx

apiequiy A %Z°0 Je SQING UIS O U0D D,0f & SeIoY 09 djuelnp eujuoijoul sp ojuaxa olpall us ofesus ap soqgn} us sopejjoliesep sedad ap 0090q :LL ejqel

25

30
35

55

60
65

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2355942 T3

Ejemplo 8
Eficacia de la produccion de metionina en cepas auxotrdficas de C. glutamicum

Una vez que se establecié que un auxétrofo de C. glutamicum, AmetF o AmetE o AmetH podia utilizar DMDS
para la sintesis de metionina, era interesante determinar la eficacia de la produccion de metionina. Se llevé a cabo un
experimento en matraz agitador en el que OM246C se comparé con M2014. Cada matraz agitador contenia 20 ml de
medio de melazas y 800 ul de una suspension al 50% de Amberlite™ XAD4, con o sin DMDS al 0,4%. Tal como se
muestra en la Tabla 12, OM246C sin DMDS acumulaba poca metionina. En contraposicion OM246C suplementado
con DMDS acumulaba aproximadamente 0,3 g/l de metionina. Asi, la produccién de metionina se produce de la
conversion de O-acetil-homoserina directamente en metionina, eludiendo la homocisteina. Lo mds importante, el
incremento neto en el titulo de metionina en OM246C, hecha crecer en presencia de DMDS, establece firmemente
que metionina puede ser producida por mutantes de C. glutamicum defectuosos en la dltima etapa de la sintesis
de la metionina cuando estd presente DMDS. La cepa control M2014 acumulaba perfiles similares de aminoacidos,
ya creciera en presencia de DMDS o no. De manera interesante, DMDS estimulaba ligeramente la produccién de
metionina en M2014 desde aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 0,7 g/1. Esto se explica por un efecto aditivo
de la incorporacién de DMDS en combinacién con la produccién de metionina a partir de las vias biosintéticas de
metionina convencionales.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Ejemplo 9
Desarrollo adicional de un sistema de suministro de DMDS a C. glutamicum para la incorporacion en metionina

Con el fin de explorar adicionalmente potenciales sistemas de suministro de DMDS (ademds de Amberlite™
XAD#4), se investigaron tanto aceite mineral blanco pesado (Sigma n° de cat. 400-5) como un aceite vegetal, aceite
de colza. Dado que los aceites son hidréfobos, deberian ser capaces de disolver el DMDS y permitir, en potencia, la
liberacién lenta de DMDS en el medio acuoso. Aceite (0,5 ml) que contenia cantidades diversas de DMDS disuelto
se afiadi6 a los tubos de ensayo que contenian 5 ml de medio exento de metionina con o sin 100 mg/l de metionina.
Densidades 6pticas de los cultivos celulares que contenfan concentraciones finales de 0, 0,2, 0,4, 0,8 y 1,2% de DMDS
se midieron después de la incubacién a 30°C durante 24 horas en un agitador de plataforma. Tal como se muestra en
la Tabla 13, el crecimiento de OM246C se producia en tubos de ensayo que contenian DMDS hasta al 0,4% mien-
tras que el crecimiento de M2014 se producia en tubos de ensayos que contenian DMDS hasta al 0,8% disuelto en
aceite mineral. Sin embargo, las densidades 6pticas eran menos de la mitad en comparacién con las de cultivos en
tubos de ensayo que contenian medio exento de metionina sin aceite mineral. La cantidad mdxima de DMDS en el
aceite mineral comparada con Amberlite™ XAD4 que permitia el crecimiento de las células era ligeramente superior
para M2014 (0,8% frente a 0,4%), pero similar para OM63 (0,4% frente a 0,4%). Se observaron resultados similares
cuando el aceite de colza se sometié a ensayo como un sistema de suministro; sin embargo, el aceite de colza solo no
tiene un efecto tan negativo sobre el crecimiento de células como el aceite mineral (Tabla 14). El crecimiento reducido
en presencia de estos aceites puede ser debido, en parte, a la carencia de una aireacién suficiente en los cultivos en
tubos de ensayo, una ruptura de la membrana de la célula o una combinacién de ambos. No obstante, resulta obvio
que los aceites se pueden utilizar como un sistema de suministro para DMDS en fermentaciones. Aceites derivados
de fuentes animales, minerales, quimicas o vegetales, o una combinacién de las mismas, podrian utilizarse para el
suministro de DMDS a las células. Otros sistemas de suministro posibles incluyen aceites sintéticos, disolventes orga-
nicos, clorocarburos, fluorocarburos o cloro-fluoro-carburos. Un enfoque adicional seria una alimentaciéon de DMDS
controlada lenta que proporcione una concentracion en estado estacionario a las células que sea inferior al nivel toxico.
La seleccion de cepas de C. glutamicum resistentes a DMDS también aliviaria los aspectos de toxicidad por DMDS.
Finalmente, utilizando una especie hospedadora que sea inherentemente mas resistente a la toxicidad frente a DMDS
también aliviarfa este problema.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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Ejemplo 10
Mejora de las cepas

El gen metB de E. coli ha sido mutado o ha evolucionado para utilizar metano-tiol (documento WO 2004/076659
A?2). Procesos de seleccion similares se pueden aplicar utilizando auxétrofos de metionina, por ejemplo que carecen de
MetE y MetH o MetF, pero utilizando DMDS antes que metano-tiol en el medio selectivo. Asi, se pueden seleccionar
microorganismos en cuanto a los que tengan una mayor capacidad de incorporar DMDS en metionina, comenzando
con un auxétrofo de metionina que, por ejemplo, pueda producir O-acetil homoserina u O-succinil homoserina, pero
que no pueda utilizar homocisteina, y seleccionando para el crecimiento, o un crecimiento mas rapido, en un medio
minimo que carece de metionina pero que contiene DMDS, y con o sin mutagénesis por parte de productos quimicos,
radiacién o alelos mutadores. Este tipo de seleccidn se puede dirigir a un gen particular, por ejemplo un gen metB,
un gen metY, un gen metC, o un gen metl (Auger et al., 2002 Microbiology 148: 507-518), instalando el gen en un
plasmido e introduciendo el pldsmido en una cepa que carece (por delecién o mutacién) de la capacidad endégena
de incorporar DMDS vy llevando a cabo la seleccién como se ha descrito antes. Descendientes de microorganismos
seleccionados de este tipo o genes aislados de microorganismos seleccionados de este tipo también son ttiles para
construir o derivar cepas de produccién de metionina.

Ejemplo 11

E. coli puede metabolizar DMDS en metionina si se suministra con O-acetil homoserina sulfhidrilasa u O-succinil
homoserina sulfhidrilasa

Auxoétrofos de metionina de E. coli CGSC 3592 (metF64) y RY714B, un derivado met E:Tnl0, AmetH de MM294,
también conocido como ATCC 33625 y CGSC 6315 (endAl, thi-1, supE44, hsdR17) se transformaron con pH357
(SEQ ID N°:13; un plasmido que expresa metY y metX de C. glutamicum), pH309 (SEQ ID N°:14, un pldsmido que
expresa metY de C. glutamicum) o pCLIK, que es un vector vacio relacionado con pH357 y pH309 que se replica en
E. coliy C. glutamicum. (SEQ ID N°:15). La seleccion fue en cuanto a la resistencia al sulfato de canamicina a 25
mg/l en medio rico (agar de caldo Luria). Los seis transformantes se extendieron en placas en medio de agar exento
de metionina, se corté un pocillo en el centro del agar, se afiadieron al pocillo 50 microlitos de DMDS vy las placas
se incubaron segin se describe en el Ejemplo 4 a 30°C. Las dos cepas transformadas pH309 o pH357 crecieron en
las placas, pero no crecid cepa alguna transformada con el vector pCLIK vacio, demostrando que metY era necesario
y suficiente para que E. coli utilizara DMDS para sintetizar metionina. Estos resultados sustentan el argumento de
que metY tiene actividad tanto O-acetil homoserina sulfhidrilasa como O-succinil homoserina sulthidrilasa, ya que
RY714B/pH309, por ejemplo, se basa en la enzima MetA de E. coli que se sabe produce principalmente O-succinil
homoserina.

Asi, E. coli, si se trata mediante ingenieria segin se describe en esta memoria, tiene la capacidad de importar
DMDS, reducirlo e incorporarlo en metionina. Dado que E. coli y C. glutamicum, que no son organismos estrecha-
mente relacionados, tienen ambos esta capacidad, los autores de la invencién anticipan que una amplia diversidad de
organismos tienen esta capacidad y que una amplia diversidad de organismos puede ser tratada mediante ingenieria
para producir metionina utilizando DMDS como uno de los compuestos alimentados.

Ejemplo 12

Seleccion la enzima O-acetil homoserina sulfhidrilasa u O-succinil homoserina sulfhidrilasa resistente a la retroali-
mentacion

Para producir metionina por via biosintética, es deseable utilizar enzimas O-acetilhomoserina sulfhidrilasa y/u
O-succinilhomoserina sulthidrilasa resistentes a la retroalimentacién. En muchos organismos, estas enzimas son inhi-
bidas en cuanto a la retroalimentacién por parte de metionina. Por ejemplo, MetY (O-acetilhomoserina sulfhidrilasa)
en Corynebacterium glutamicum es inhibida en cuanto a la retroalimentacién por parte de metionina, que es contrapro-
ductiva para la sintesis de metionina. Se han descrito versiones mutadas de MetY que son supuestamente resistentes
a la inhibicién por parte de metionina (documento WO 2004/108894 A2), pero estas versiones pudieran no ser las
mejores versiones para mejorar la biosintesis de metionina. Asi, sigue existiendo la necesidad de versiones de MetY
resistentes a la retroalimentacion, adecuadas. Dado que MetY ha demostrado en esta memoria ser una enzima que
puede conferir crecimiento en DMDS, se desarroll6 un nuevo esquema para seleccionar alelos metY ttiles como sigue:
una cepa de C. glutamicum que carece de MetF o MetE y MetH y, que opcionalmente, también carece de MetY, MeB
y/o MetC, pero que se trata mediante ingenieria para la sintesis de O-acetil homoserina relativalemente elevada, se
transforma con un pldsmido que expresa MetY tal como pH357 o pH309. La cepa resultante puede crecer en medio
exento de metionina que contiene DMDS en virtud del MetY producido por el plasmido pH357 o pH309. Anélogos
de metionina tales como a-metil metionina, selenometionina, norleucina, triffuorometionina y hidroxamato de me-
tionina, etionina, S-metil-cisteina y similares son rastreados en cuanto los que inhiben el crecimiento de la cepa. Un
andlogo que inhibe el crecimiento de la cepa lo hard en algunos casos mediante una inhibicién de retroalimentacién
falsa de MetY. En otras palabras, el andlogo se unird al sitio de unién de metionina en MetY e inhibira la actividad de
la enzima. La seleccidn (con o sin mutagénesis) de mutantes resistentes a dicho andlogo dard como resultado variantes
de MetY que sean resistentes a la unién del andlogo y a metionina. ADN del plasmido se aisla de candidatos mutan-
tes de este tipo y se vuelve a transformar en la cepa hospedadora activa y no mutada, y se determina si el fenotipo
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resistente andlogo es codificado por el plasmido introducido. Plasmidos que superan esta criba contendrdn una o mas
mutaciones, algunas de las cuales conferirdn la resistencia deseada a la retroalimentacién a metionina.

El esquema descrito anteriormente para crear e identificar variantes de O- acetilhomoserina sulthidrilasa resistentes
alaretroalimentacion es también apropiado para aislar variantes de la enzima O-succinilhomoserina sulthidrilasa resis-
tentes a la retroalimentacion. El método es similar, pero el organismo de partida produce O-succinilhomoserina como
un producto intermedio en lugar de O-acetilhomoserina, y el pldsmido codifica una enzima O-succinilhomoserina sulf-
hidrilasa en lugar de O-acetilhomoserina sulthidrilasa. En otras palabras, el plasmido contiene un gen me?Z en lugar
de un gen metY.

La seleccién antes descrita para MetY o MetZ resistentes a la retroalimentacién también se puede llevar a cabo en
organismos distintos de C. glutamicum. Por ejemplo, tal como se muestra en el Ejemplo 11 anterior, RY714B/pH309
de E. coli o CGSC 3592/pH357 de E. coli, etc. también pueden crecer en medio exento de metionina con DMDS,
de modo que tales cepas también se pueden utilizar para seleccionar variantes deseables de MetY al crecer en medio
exento de metionina que contiene DMDS, y seleccionar en cuanto a la resistencia a andlogos de metionina. Dado que
MetA de E. coli es también sensible a la inhibicién por parte de metionina y a algunos andlogos tal como @-metil-
metionina (Usuda Y, Kurahashi O., Appl. Environ. Microbiol., 2005 Junio; 71 (6):3228-34), la seleccion de los alelos
metY deseables se puede reforzar utilizando un mutante metA de E. coli y suministrando MetA o MetX resistentes a
la retroalimentacion, por ejemplo con pH357 o utilizando un alelo mefA que ya ha sido seleccionado en cuanto a la
resistencia al andlogo. En general, este método deberia funcionar en una amplia diversidad de bacterias, levaduras,
hongos, Archaea y plantas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir metionina, que comprende cultivar un microorganismo productor de metionina en
presencia de un compuesto de sulfuro rematado con metilo, de manera que se produce metionina, en el que

a)

b)

c)

el compuesto de sulfuro rematado con metilo se selecciona del grupo que consiste en disulfuro de dimetilo
(DMDS), trisulfuro de dimetilo, tetrasulfuro de dimetilo,

el microorganismo productor de metionina se selecciona del grupo que consiste en bacterias Gram-negati-
vas, bacterias Gram-positivas, levaduras y Archaea,

el microorganismo productor de metionina tiene al menos una enzima biosintética de metionina desregula-
da, seleccionada del grupo que consiste en

cl)  una O-acetil-homoserina sulfhidrilasa u O-succinil-homoserina sulfhidrilasa desregulada

c2)  una homoseriana acetiltransferasa u homoserina succiniltransferasa desregulada y una homoserina
deshidrogenasa desregulada

c¢3)  una O-acetil-homoserina sulthidrilasa desregulada y una homoserina acetiltransferasa desregulada o
una O-succinil-homoserina sulfihidrilasa desregulada y una homoserina succiniltransferasa desregu-
lada.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el microorganismo pertenece a género Corynebacterum.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que el microorganismo es Corynebacterum glutamicum.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que el microorganismo pertenece al género Escherichia.

5. El método de la reivindicacién 1, que comprende, ademds, la etapa de aislar la metionina.

6. Uso de un microorganismo recombinante para la produccion de metionina en presencia de disulfuro de dimetilo
(DMDS), teniendo dicho microorganismo al menos una enzima biosintética de metionina desregulada elegida del

grupo:
a)
b)

)

una O-acetil-homoserina sulthidrilasa u O-succinil-homoserina sulthidrilasa desregulada

una homoserina acetiltransferasa u homoserina succiniltransferasa desregulada y una homoserina deshidro-
genasa desregulada

una O-acetil-homoserina sulfhidrilasa desregulada y una homoserina acetiltransferasa desregulada o una
O-succinil-homoserina sulfhidrilasa desregulada y una homoserina succiniltransferasa desregulada.

7. El uso de la reivindicacién 6, en el que el microorganismo pertenece al género Corynebacterium.

8. El uso de la reivindicacién 7, en el que el microorganismo pertenece a Corynebacterium glutamicum.

9. El uso de la reivindicacién 6, en el que el microorganismo pertenece al género Escherichia.

10. Un método para producir metionina de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, que comprende cultivar un mi-
croorganismo productor de metionina en presencia de un sistema de suministro de disulfuro de dimetilo (DMDS) de
liberacion lenta, de manera que se produce metionina.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta es
Amberlite™ XAD4.

12. El método de las reivindicaciones 10 y 11, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta
libera DMDS en el cultivo a una concentracién de 0,1% o mayor.

13. El método de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta
libera DMDS en el cultivo a una concentracién de 0,3% o mayor.

14. El método de la reivindicacién 10, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta comprende
un liquido que es inmiscible con agua, pero que disuelve DMDS.
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15. El método de la reivindicacién 14, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta compren-
de un liquido seleccionado del grupo que consiste en: aceites animales, aceites minerales, aceites quimicos, aceites
vegetales, aceites sintéticos, un disolvente organico, clorocarburos, fluorocarburos, cloro-fluoro-carburos o una com-
binacién de los mismos.

16. El método de la reivindicacién 10, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta es una
alimentacion de DMDS lenta controlada.

17. El método de la reivindicacion 10, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta es el flujo
o la difusién de DMDS a través de una membrana que es permeable a DMDS.

18. El método de la reivindicacién 10, en el que el sistema de suministro de DMDS de liberacién lenta comprende
alimentar DMDS en un estado gaseoso.

19. El método de la reivindicacién 18, en el que el DMDS en un estado gaseoso se genera evaporando o calentando
a ebullicion DMDS liquido.

20. El método de la reivindicacién 18, en el que el DMDS en un estado gaseoso se genera burbujeando aire u
oxigeno a través de DMDS liquido.
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FIG. 2
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FIG. 6
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<400> 1

tcgagaggcc
cctcagcatce
cccttttagg
atgaacttgce
tctcaaagce
tcgagcgcga
aggtagttct
ttgcagctca
tcgaggctgce
gcgatcagat
ccatggattc
acgccgaagc
ttttggcatc
tcagcaacat
tgttggccat
tgcacccgac
caatctttgt
gcgcgceccaac
acggtggccg
agaccaccac
aattggctag
gcgatgatga
gcaccgttga
tcgaaaggga
gtcacggtac
ctgtcggtat
tttggcgaag
cgtgctggcc
aacattccgce
gcagctaatg
gcctttgaag
tggacaaatc
gtgcaggaca
gtgcgccgag

tgacgtcggg
tgceccaage
attcggaaca
gcaccgcatt
acgtgaaggc
ggatgttgac
cgcagctctg
ctctgcetgag
tgttgcaggce
ccagtctgtg
caccggecgcet
tgatccaact
catcgcecttte
cagcgctgcc
ctgtgagaag
tctattacct
tgaagcagaa
cgcgtctgct
tgctccaggt
tcgttaccac
cctgttetcet
tgcacgtctg
actgctgaag
ctaattttac
ctggatcttce
acgacactgt
gccaaggcga
tgaaggcagc
agtctcgtgg
gtttggecgga
gccacccaga
tgtctatcga
atattcgtgce
tccttcccac
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cccggtacca
tttaaccccg
gtcggcactg
ggtggcccac
gttgcacctg
atcgtcgttg
aaggccggca
cttgctgatg
gcaattccag
atgggcatcg
gactatgcag
gcagacgtcg
cacacccgtg
gacattgagg
ttcaccaaca
gtgtcccacc
gcagctggtc
gtgcttggcg
gagtccacct
ctcgacatgg
gagcaaggaa
atcgtggtca
gctaagcctg
tgacatggca
tgcaaacctc
cgaagtggaa
agtccctcett
tgacgctgaa
tcttggctcc
ttteccegetg
taatgctgceg
cggcaagagc
gactgcgctg
tgaagtcact

cgcgtcatat
gcaagggtcc
aggtgatgcg
tggaggttcg
agctgctcac
aggttatcgg
agtctgttgt
cagcggaagc
tggttggccc
ttaacggcac
attctttggce
aaggccatga
ttaccgcgga
cagcacagca
aggaaggaaa
cactggcgtc
gcctgatgtt
acgtcgttgg
acgctaacct
atgtggaaga
tcttectgeg
cccactctge
ttgttaaggc
attgaactga
ggacctggcet
attattccat
gatggctccc
gttcctggat
tctgctgeag
actcaagagc
gcttctgtge
cagccacagt
gttcctaatt
cacatcgatg

gactagttgg
cggctcagca
tctgatgacc
tggcattgct
tgaggacgct
cggcattgag
taccgccaat
cgcaaacgtt
actgcgtcgce
caccaacttc
tgaggcaact
cgccgecatce
tgatgtgtac
ggcaggccac
gtcggctatt
ggtaaacaag
ctacggaaac
tgccgcacga
gccgateget
tegegtgggg
tacaatccga
gctggaatct
aatcaacagt
acgtcggtcg
ttgacacttt
ctggcttgga
acctggtggt
tgcgagtggt
cggeggttge
agattgttca
tgggtggage
atgctgctgt
tccacgceatce
cgcgatttaa

agaatcatga
agtcggaattg
gagtacggtg
gtttctgata
tttgcactca
tacccacgtg
aaggctcttg
gacctgtact
tccectggetg
atcttggacg
cgtttgggtt
aaggctgcaa
tgcgaaggta
accatcaagt
tctgctcegeg
tcctttaatg
ggtgcaggtg
aacaaggtgc
gatttcggtg
gttttggctg
caggaagagc
gatcttteccce
gtgatccgcce
taaggttacc
aggtttggca
agtggaagtt
taaagctatt
gtgccacaac
tggtgttgct
gttgtcctct
agtggtgtecg
accacttgag
caccgaagcet
cgtgtcccege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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1320
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1440
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1560
1620
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1920
1980
2040
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gttgcagtga
gaccgtctge
cgcecctgcgcea
ctgtccactg
gtgcttgagc
caaggaaggc
acacgtgaac
tgttttcacc
ggcgtttgtc
tttcggtggg
cgagttcttc
aaagtgcttt
tgttggccat
cgcgtgtttg
cgggctgcta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggc
agacaggatg
ccgettgggt
atgccgecegt
tgtceggtgce
cgggcgttcc
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgcctt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcgcet
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgccgecttac
gctcacgctg
acgaaccccce
acccggtaaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttcttgcce
agaatcctct
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatgc
tcataccgag
tttgactttc
attcttcgee
ggcctttatce
tgccttcatce
atttataatc

tgategttgce
accagcctta
accgtggcta
agccaattcc
ttgaggttgc
ccccttcgaa
cttacaggtg
gaggctttct
gttgaccaca
gtcaaagccc

ggetteggeg
ggcegcggagg
gagttcgatc
gaagatgagg
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgccagct
tttcttgecg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggetg
cctgaatgaa
ttgcgcagcect
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggdc
gcgecatgceccecc
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccgc
ctatcgcecctt
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttct
atgcgtaagg
gcgctcggtc
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagceccece
acacgactta
aggcggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgtt
tttgatgttc
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagcggce
gttagacgta
tttgccgtte
aatcagcggt
agcgceccgttt
ttgacggaag
ttggtagcca
ttctacgtag
gatgaactgce
ctctacaccg
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gttgcagcag
tcgtgcagaa
cgcggcatac
agacaaggtt
gggaccagtc
tcaagaaggg
cccggegegt
tggatgaatc
aatgggcagce
atttcgcgga
tggttaatgce
tcggggttgt
agggtgatgt
gaggggcggg
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgccct
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcc
atgcggceggce
cgcatcgagce
gaagagcatc
gacggcgagyg
aatggccgct
gacatagcgt
ttcctcecgtge
cttgacgagt
acctgccatc
tcgttttecg
tcgecceccacge
agaaaatacc
gttcggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cccecctggaa
tcecgecttte
agttcggtgt
gaccgctgcg
tcgececactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccqg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggccg
aattgtccectt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatgggc
atgccgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgc
tcttcagttc
tgaggatctc
tgtacatttt
ttgatgttca

cgtcctgatt
gtgttgccta
ctttecggtg
ttggaagatg
aaggttgaag
ggccttatta
tgagtggttt
cggcgtggat
tgtgtagagc
ggcggttaat
ccatgacgtg
gcattgcgtc
attctttggce
atcctctaga
aagccagtcc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggcetcegce
atctcgtcgt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tcttctgagce
acgagatttc
ggacgceggce
tagcggegeg
gcatcaggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctggce
caagtcagag
gctccctcegt
tccctteggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaaqtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
gccgcggecg
gttcaaggat
tcggegcaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tcgtcatttt
cgttegegeg
ttttcagtgt
ccgtgcegttt
ttttgccata
cagtgtttgce
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc

tgctgtggga
ttacctctga
ccggeccaac
ctcgtgagtc
ttaaccaacc
gtgcagcaat
gagttccagce
ggcgcagacg
gagggagttt
gagcggggag
tgcccactgg
atcgtcgaca
gacagcgegg
cccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgca
ggcggtttta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tctttrtgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgctect
tgatccggcet
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct
cgccgeLcec
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ccggccggcec
ctcttccget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctcectect
aagcgtggcg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatcggcat
gctgtctttg
cgttgattgt
gtttcctttc
aagatccatt
attagaaaca
tgateccgcgg
ttcaatttca
gtaatcatcg
tttatcgctt
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtcgcct
tccgtcaccg
tgatgctgat

gggtactcgt
gtgggtaaac
cgccatggtg
tggcattaag
ttaggcccaa
tattcgctga
tggatgcggt
aaggctgatg
gcttcttcgg
agggcttcgt
gttccgatgg
tcgccgagcea
tcgtcgggga
aaatcgctag
tgctgaccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctccgg
ggctgcectctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgc
gccgagaaag
acctgcccat
gccggtcecttg
ctgttcgcca
gatgcctgcet
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcagc
gyt tcgaaat
ccgccttcta
tccagcgegg
cggtgtgaaa
tcctcgctca
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgcec
ccgacaggac
gttccgaccce
ctttctcata
ggctgtgtgce
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagaqgttg
gtttgcaagc
tcracggggt
ttatcaaaaa
tttctettge
acaacagatg
ttgtctgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaagqg
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
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gtgcagttgt
ggatttttcc
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgcegtcagce
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgcccttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgtttett
tttttaatca
caggtatatg

cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttcg
atctccggcet
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttctttc
tactgttgct
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctct
caattcagaa
tgatgggtta
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ttgccgtaat
aatgtggctg
aatttgtcge
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagcetgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgcaa
ggtctgctte
agacctaaaa
gtcttgcectg
gactctcgtt
.aggatttgeca
gtatttttta
aatatcataa
daaaaggatcg

gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgcce
actttttgat
ttccagcect
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacggge
tagtttctgt
tatctcattt
gcggccegcetce

<210>2

<211> 7070

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 2

tcgagaggcece
cctcagcatc
cccttttagg
atgaacttgc
tctcaaagcc
tcgagcgcga
aggtagttct
ttgcagctca
tcgaggctge
gcgatcagat
ccatggattc
acgccgaagc
ttttggcatc
tcagcaacat
tgttggccat
tgcacccgac
caatctttgt
gcgcecgecaac
acggtggcceg
agaccaccac
aattggctag
gcgatgatga
gcaccgttga
tcgaaaggga
gtcacggtac
ctgtcggtat
tttggcgaag
cgtgctggcce
aacattccgce
gcagctaatg
gcctttgaag
tggacaaatc
gtgcaggaca
gtgcgccgag
gttgcagtga
gaccgtctgc

tgacgtcggg
tgccccaagce
attcggaaca
gcaccgcatt
acgtgaaggc
ggatgttgac
cgcagctctg
ctctgctgag
tgttgcaggc
ccagtctgtg
caccggcegcet
tgatccaact
catcgctttc
cagcgctgcce
ctgtgagaag
tctattacct
tgaagcagaa
cgcgtctget
tgctccaggt
tcgttaccac
cctgttctct
tgcacgtctg
actgctgaag
ctaattttac
ctggatcttc
acgacactgt
gccaaggcga
tgaaggcagc
agtctcgtgg
gtttggcgga
gccacccaga
tgtctatcga
atattecgtgce
tccttcccac
tgatcgttgce
accagcctta

ccecggtacca
tttaacccceg
gtcggcactg
ggtggcccac
gttgcacctg
atcgtcgttg
aaggccggca
cttgctgatg
gcaattccag
atgggcatcg
gactatgcag
gcagacgtcg
cacacccgtg
gacattgagg
ttcaccaaca
gtgtcccacce
gcagctggtc
gtgcttggceg
gagtccacct
ctcgacatgg
gagcaaggaa
atcgtggtca
gctaagcctg
tgacatggca
tgcaaacctc
cgaagtggaa
agtccctctt
tgacgctgaa
tcttggctcc
tttccegetg
taatgctgceg
cggcaagagc
gactgcgctg
tgaagtcact
gttgcagcag
tcgtgcagaa

cgcgtcatat
gcaagggtcc
aggtgatgcg
tggaggttcg
agctgctcac
aggttatcgg
agtctgttgt
cagcggaagce
tggttggccce
ttaacggcac
attctttggc
aaggccatga
ttaccgcgga
cagcacagca
aggaaggaaa
cactggcgtc
gcctgatgtt
acgtcgttgg
acgctaacct
atgtggaaga
tcttcctgeg
cccactctgc
ttgttaaggc
attgaactga
ggacctggct
attattccat
gatggctccc
gttcctggat
tctgctgeag
actcaagagce
gcttctgtge
cagccacagt
gttcctaatt
cacatcgatg
cgtcctgatt
gtgttgccta

gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcggcca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggcctttt
tttttcattt
gccgtatgtt
tcctgccage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccyg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa
gatttaaatc

gactagttgg
cggctcagca
tctgatgacc
tggcattgct
tgaggacgct
cggcattgag
taccgccaat
cgcaaacgtt
actgecgtcge
caccaacttc
tgaggcaact
cgcecgecatcce
tgatgtgtac
ggcaggccac
gtcggctatt
ggtaaacaag
ctacggaaac
tgccgecacga
gccgatecget
tcgcgtgggg
tacaatccga
gctggaatct
aatcaacagt
acgtcggtcg
ttgacacttt
ctggcttgga
acctggtggt
tgcgagtggt
cggcggttge
agattgttca
tgggtggagc
atgctgctgt
tccacgcate
cgegatttaa
tgctgtggga
ttacctctga

tagaataaac
tggtctttta
gcgtttttee
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgctgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctcct
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctetttt
aaaaaatcta
taaagttgcc
tagtgaacgg

agaatcatga
gtcggaattg
gagtacggtg
gtttctgata
tttgcactca
tacccacgtg
aaggctcttg
gacctgtact
tccctggetg
atcttggacg
cgtttgggtt
aaggctqgcaa
tgcgaaggta
accatcaagt
tctgctcgceg
tcctttaatg
ggtgcaggtg
aacaaggtgc
gatttcggtg
gttttggctg
caggaagagc
gatctttccce
gtgatccgece
taaggttacc
aggtttggca
agtggaagtt
taaagctatt
gtgccacaac
tggtgttgct
gttgtecctct
agtggtgtcg
accacttgag
caccgaagcet
cgtgtcccgce
gggtactcgt
gtgggtaaac

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6360
7020
7070

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cgcctgcgcea
ctgtccactg
gtgcttgagc
caaggaaggc
acacgtgaac
tgttttcacc
ggcegtttgte
tttcggtggg
cgagttcttc
aaagtgcttt
tgttggccat
cgegtgtttg
cgggctgcta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggc
agacaggatg
ccgecttgggt
atgccgeegt
tgtccggtgce
cgggcgttecce
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgcecett
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcgct
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgctg
acgaaccccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacaqgt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttcttgce
agaatcctct
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatgc
tcataccgag
tttgactttc
attcttcgcc
ggcctttatce
tgccttcatce
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttcc

accgtggcta
agccaattce
ttgaggttgc
ccccttecgaa
cttacaggtg
gaggctttct
gttgaccaca
gtcaaagccce
ggcttcggcg
ggcgceggagg
gagttcgatc
gaagatgagg
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgccaget
tttcttgcceg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggctg
cctgaatgaa
ttgcgecagcet
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgcatgccce
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccgce
ctatcgcecett
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttcet
atgcgtaagg
gcgctcggtce
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcecaaa
ccaggcegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagccc
acacgactta
aggcggtgct
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgtt
tttgatgttc
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagecgge
gttagacgta
tttgccgtte
aatcagcggt
agcgeegttt
ttgacggaag
ttggtagcca
ttctacgtag
gatgaactge
ctctacacceg
cagtgtttgt
gtcagatgta
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cgcggcecatac
agacaaggtt
gggaccagtc
tcaagaaggg
ccecggegegt
tggatgaatc
aatgggcagc
atttcgcgga
tggttaatgc
tcggggttgt
agggtgatgt
gaggggcggyg
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgccect
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcc
atgcggcgge
cgcatcgagc
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccgcet
gacatagcgt
ttcctegtge
cttgacgagt
acctgccatc
tcgttttceg
tcgceccacqge
agaaaatacc
gttcggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cccectggaa
tccgectttce
agttcggtgt
gaccgctgcg
tcgccactgg
acagagtect
tgcgctectge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggccg
aattgtcctt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatgggc
atgccgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtge
tcttecagttce
tgaggatctc
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgccgtaat
aatgtggctg

ctttceggtg
ttggaagatg
aaggttgaag
ggccttatta
tgagtggttt
cggcgtggat
tgtgtagagc
ggcggttaat
ccatgacgtg
gcattgcgtc
attctttggce
atcctctaga
aagccagtcc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgcecggt
aggcagcgceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctcgce
atctcgtcegt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tcttctgage
acgagatttc
ggacgccggce
tagcggcegceg
gcatcaggcg
ggcgagceggt
acgcaggaaa
cgttgctggc
caagtcagag
gctcecctcgt
tcccttcggg
aggtcgtteg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggrg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
gcegeggecyg
gttcaaggat
tcggcgceaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tcgtcatttt
cgttcgcegeg
ttttcagtgt
ccgtgcgttt
ttttgccata
cagtgtttgc
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aacctgacca

ccggcceccaac
ctcgtgagtce
ttaaccaacc
gtgcagcaat
gagttccagce
ggcgeagacg
gagggagttt
gagcggggag
tgcccactgg
atcgtcgaca
gacagcgcgg
cccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgca
ggcggtttta
tgggaagccce
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgtc
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgcteet
tgatccggct
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct
cgcecgcetcecce
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ccggcaggec
ctcttccget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgcectctcect
aagcgtggceg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gectaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatcggcat
gctgtctttg
cgttgattgt
gtttccttte
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgegg
ttcaatttca
gtaatcatcg
tttatcgett
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtcgecect
tccgtcacceg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt

cgccatggtg
tggcattaag
ttaggcccaa
tattcgctga
tggatgcggt
aaggctgatg
gcttcttcqgg
agggcttcgt
gttccgatgg
tcgeccgagea
ttgtecgggga
aaatcgctag
tgctgacccc
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctccegg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctge
accgagaaag
acctgcccat
gcecggtcttg
ctgttcgcecca
gatgcctgcet
ggccggctgg
gaagagcttg
gattcgcagce
ggttcgaaat
ccgccttcta
tccagecgegg
cggtgtgaaa
tccteqcetcea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcecgec
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
tttcttttge
acaacagatg
ttgtctgcgt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
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ggatagaatce
agctgtcaat
catttttagg
tgcegtcage
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgcccttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgttictt
tttttaatca
caggtatatg

atttgcatcg
agaagtttceg
atctccggcet
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttcttte
tactgttgct
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctet
caattcagaa
tgatgggtta

<210>3

<211> 8766

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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aatttgtcge
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagctgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
gcaaacgcett
tgttttgcaa
ggtctgectte
agacctaaaa
gtcttgectg
gactctegtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa
aaaaggatcyg

tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtce
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgecgece
actttttgat
ttccagccect
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggc
tagtttctgt
tatctcattt
gcggccgetc

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

gacgcggcca
gtaaatcgat
gcegtgatag
caggeccetttt
tttttecattt
gccgtatgtt
tectgecage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa
gatttaaatc

gcgtttttee
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgctgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctcecct
gatggcaagt
agtatacact
cgegatttac
ttcectetttt
aaaaaatcta
taaagttgcc
tagtgaacgg

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7070
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<400> 3

tcgagaggcee
tatcgtcecgac
gcgatgegtt
ctgtgectgga
cgagaatcat
tcaattagtg
actttttcga
atcccgggtt
cagccactga
gtggctttta
aggatagcett
ccgagactag
ggctgceccatg
gtgccaaata
ccacaaccgg
cttcaccagce
tgttgatcgg
aggatttcct
tgaggcagat
ttggttgcaa
cctacaaggg
gcatgcggeg
atgcaccgta
gtggtggcga
ttcacggegt
tcaccgtaga
cgctgceagcece
tgagcgagca
acgcaggtct
tggcgeagge
gtggcaccac
aggaaacctece
tggagaaaga
gcatttccat
tgectgtetgg
cacacatgct
ccttggeage
cagaggttat

tgacgtcggg
atcgatgctc
ctttccagaa
tgccgaaget
cggccaacca
cgggatcgag
ccggecaggtt
tgcgcatgcece
catcaaagtt
cgtcgtcaag
caggggacat
tggecgetttg
tgaattttta
ggttgtttga
cacacacaaa
ccacaacaac
cgacggcgec
tgatctggag
tcaccgegee
cctgecgaac
cactgcagtg
tttegtggtt
tgcagatttg
tgectttttg
tcaagatgcce
gaccaccggce
actgggtatc
cctgegttac
tcctgtcetg
gctggetgga
acctgagcac
cacactgacc
ggactccgte
gatcggtgag
cgattgggaa
ggatctetgt
acttcttgcet
tcgcacaggce
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ccecggtacca
ttctgeqgtta
tgctttceatg
ggatttattg
tttggcattg
ccactgecgee
aagggttttg
acgttcgtat
gtccacgatg
caattttagc
gcectggtgtt
ggtaccggge
gcaccctcaa
cacacagttg
atttectecrca
gcacattcct
atgggcaccc
gggtgtaatg
tactttgagg
ttggcggatt
gctagggaag
ggttccetgg
cgtgggcact
attgagactg
atggctgeaac
accatgctca
gacatgattg
ctgtccaagce
ggtaaaaacg
ttegtctecg
atccgtgegg
aagatccctg
gcgtcgetgt
cgcaccaact
aagtgtgtgg
gtggattacg
accagctcca
cttgagcact

cgegtceatat
attaacaatt
acagggatgce
tcgeetttga
aatgttctag
cgcaggtcat
gaggcattgg
tcataaccaa
tgctttgcga
cactcttece
gagcettgeg
ccececectega
cagttgagtg
ttcaccegeg
tggagggatt
ccgaattttt
agctccaagg
agattctcaa
cgggagctga
atgacatcge
tggctgatga
gacctggaac
acaaggaacc
ctcaggactt
ttgatacatt
tgggttctga
gtctgaactg
acgccgatat
gtgcagaata
aatatggcct
tcegegatge
caggccecctgt
acacctcgqgt
ccaacggttc
atattgccaa
tgggacgaga
ctttgccaat

tgggtggacyg

gactagttcg
gggatctcte
tgtcttgatc
aggtgaagtt
gttcggaggce
cgtctceccgaa
ccgegaaccce
tcgcgatgcec
tgtgggtgtg
acggctttcce
gagtggagtce
ggtcgagegg
ctggcactct
acgacggctg
catcatgtcg
ggatgcgttg
ctttgacctg
cgacaccegce
cttggttgag
tgatcgttge
gatggggcceyg
gaagctteca
agecgcettgge
gcttcaggtce
cttgceccatt
gatcggtgece
cgccaccggce
tcectgtgtceg
cccacttgag
gtccatggtg
ggtggttggt
tgagcaggcc
gccattgtcece
caaggcattc
gcagcaaace
cggcaccgcc
catgattgac
aagcatcgtt

gacctaggga
aactaatgca
aggcaggcgt
gacgcteact
ggaggttttc
gagcttccac
atcgctggte
ttgagcccac
agtccaagag
ggtgccegttg
agtcatgcga
cttaaagttt
cgggggtaga
tgctggaaac
acttcagtta
gcaaaccatg
gacgtggaaa
cctgatgtgt
accaatactt
cgtgagcettg
ggccgaaacg
tegetgggece
atcatcgacg
aaggctgcgg
atttgccacyg
gcgttgacag
ccagatgaga
gtgatgccta
gctgaggatt
ggtggttgtt
gttccagagc
tcecegegagg
caggaaaccg
cgtgaggcaa
cgcgatggtg
gatatggcga
tccaccgage
aactcegtca

60
120
i8¢
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1880
2040
2100
2160
2220
2280
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actttgaaga
agcacggtgc
agcacaaggt
atatcaaaga
ccaggcgaga
aaatccacac
aggttcttaa
cgcacagctce
tggatatggt
tgtttgaggqg
tgcctttgtt
atgatctgga
tcaacggcat
tgctgcaatce
aggaagcaga
ccgtcaagqgg
acggttacgeae
cggaagaaca
tgatgaagga
tgggtggcgce
gtgaggtgta
cagaaaagcyg
agaaggcgga
ctaatgcggce
cggcaccacc
gcaaccttga
acgagggtcc
ggctggatcg
tcccagcggt
ccgaacqcat
atttcattcg
agctggtcac
aataccgcga
agtactggca
attttgatcc
cctttggtta
agccaggcecg
cagacgcgtt
ggatttaaat
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgcea
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tcgtggetgg
ggaagggact
gctcctgceceg
ccggctacct
atggaagccyg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcc
attgctgaagqg
gctccecgatt
ctctggggtt
ccaccgccge
tgatcctceca
ccggcccggt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccga

cggcgatgge
ggccgtggtt
gcgcattgct
catcgttgtg
tggcattgaa
caccctgggt
ctctgtgttce
caagattttg
ctatgatcgc
cgtttctget
tgagcgtttg
agcaggcatg
gaagaccgtg
ggcagaaacc
agctaccgga
tgacgtgcac
cgtggtgaac
caaagcagac
aaaccttgag
tgcgctgacg
ctacgcccgt
tggtgaagga
acgtaaggct
tcecegtgatt
gttctgggga
tgagcgcgcec
aagctatgag
cctgaagtcet
cgcggaaggce
gcgctttage
cccacgcgag
catgggtaat
gtacttggaa
ctceccgagtg
agaagacaag
cggttcttgce
tatcggcgtg
tgtgctctac
cgctagcggg
gaccceggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
ctceggeege
gctctgatgce
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcccattega
gtcttgtcga
tcgccagget
cctgettgece
ggctgggtgt
agcttggegg
cgcagcgcat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
gtgaaatacc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgeccecece
caggactata
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cctgagtccc
gcgctgacca
aaacgactga
gactgcctga
accatcgaag
ctgtccaata
ctcaatgagt
ccgatgaacce
cgcaccgagg
gccgatgcca
gcacagcgca
aaggagaagt
ggtgagctgt
atgaaaactg
tctgcgcagg
gatatcggca
ttgggcatca
gtcatcggca
gagatgaaca
cgtacctacg
gatgctttcg
cttgatccca
cgtaatgagc
gttccggagce
acccgeattg
ttgttcatgg
gatttggtgg
gagggcattt
gatgacgtgg
ttcecacgcece
caagctgtca
cctattgctg
gttcacggca
cgcagcgaac
accaagttct
cctgatctgg
gagttgtccg
cacccagaqqg
ctgctaaagg
gaatgtcagc
agcttgcagt
accggaattg
gatggctttc
aggatgagga
ttggagtggag
cgccgtgttc
cggtgccctg
cgttcettge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcqg
tcaggatgat
caaggcgcgc
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatgggct
cgccttctat
gaccaagcga
aggttgggct
ctcatgctgg
gcacagatgc
ctcgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag

gctaccagceg
ttgatgagga
ttgacgatat
ccttcccgat
ccatccgega
tttececttcegg
gcattgaggc
gcattgatga
attacgatcc
aggatgctcg
tcatcgacgg
ctcctattge
ttggttccgg
cggtggccta

cagagggcaa
agaacttggt
agcagccact
tgtcgggact
acgccggegce
tggaaaacga
agggcctgcg
actcaccaga
gttcccegecaa
gttctgatgt
tcaagggtct
ggcagtgggg
aaactgaagg
tggaccacgt
tgatcttgga
agcagcegegg
aggaccggcca
atttcgccaa
tcggcgtgcea
tcaagctgaa
tcgacctgga
aagaccgcge
agygyaactcca
caaagtactt
aagcggaaca
tactgggcte
gggcttacat
ccagctgggg

tgccgcecaa
tcgtttcgea
aggctattcg
cggctgtcag
aatgaactgc
gcagctgtgc
c¢cggggcagg
gatgcaatgc
aaacatcgca
ctggacgaag
atgcccecgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcettcce
cgccttettg
cgcccaacct
tcggaatcegt
agttcttcge
gtaaggagaa
tcggtegttce
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecce

catcatgaaa
aggccaggca
caccggcagc
ctctactgqgc
gctgaagaag
cctgaaccct
tggtctggac
tcgeccagege
gctgcaggaa
cgctgaacag
cgataagaat
gatcatcaac
acagatgcag
tttggaaccg
gggcaaaatc
ggacatcatt
gtccgccatg
tcttgtgaag
atccaattac
tctcaacgag
cctgatggat
agctattgag
gattgcegceg
ctccacegat
gceccttggeg
tctgaaatce
ccgaccacgc
ggccttggtg
atccccggat
caggttcttg
agtggacgtc
cgagttgttc
gctcaccgaa
cgacggtgga
ttacegegge
aaagctggtg
gctgcaccceca
taacgtctaa
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgatagct
cgccctcectgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctcctgtce
ggcggetgcea
tcgagcgage
agcatcaggg
gcgaggatct
gccgcetttte
tagecgttggce
tcgtgecttta
acgagttctt
gccatcacga
tttcecgggac
ccacgctagce
aataccgcat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgcgtt
gacgctcaag
ctggaagctc

ctggtaaagc
cgtaccgctg
tacggcctgg
caggaagaaa
ctctacccag
gctgcacgcece
tctgcgattg
gaagtggcgt
ttcatgcage
ctggccgcta
ggccttgagqg
gaggaccttc
ctgccatteg
ttcatggaag
gtcgtggcca
ttgtccaaca
ttggaagcag
tccaccgtgg
ccagtcattt
gtgtacaccg
gaggtgatgg
caggcgaaga
gagcgtaaag
actccaaccg
gagttcttgg
acccgcggcea
ctgcgcectact
tatggctact
ccacacgcag
tgcatcgcgg
atgccattcc
gcagccaatg
gcattggccg
tctgtcgetg
ccecegcettet
gaattgctcg
gagcagtcca
tctagacccg
cagtccgcag
ggaaaacgca
agactgggcg
taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgcggcta
cactgaagcg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactcgg
gctcgcgecea
cgtcgtgacc
tggattcatc
tacccgtgat
cggtatcgcec
ctgagcggga
gatttcgatt
gceggetgga
ggcgcgeegg
caggcgctct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
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tctcctgttc
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
cggcatttte
tctttgacaa
gattgtttgt
cctttcgett
tccattttta
gaaacataac
ccgcgggagt
atttcatctg
tcatcgttta
tcgctttgea
gctttgttaa
aatactaagt
tcgcctgage
tcaccgtcaa
gctgatacgt
tcagtgtaga
tgtgtttggt
cggccagegt
atcgatgtgt
tgatagtttg
ccttttgcag
tcattttttt
tatgtttcct
gccagcagtg
atcgttcatg
tttgaagatg
cgccaaagta
aacccgcecgeg
tctattttcc
agaactaaaa
tgggcataaa
aaataatagt
taaatc

cgaccctgcece
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
ttttgcgttt
cagatgtttt
ctgcgtagaa
gaggtacagc
acacaaggcc
caagcatgta
cagtgaacag
ttactgtgtt
gctcaatcat
gaagtttttg
ataaagattc
atttgtggcc
tgtagttgcc

agattgattt-

taacttgtgc
ataaacggat
cttttaggat
ttttccagcect
catccgcatt
cgacagtgcc
aagagatatt
gctgttcagg
tatatggctt
cggtagtaaa
tctecttttt
gcaagttagt
tacactttgc
atttactttt
tcttttgttt
aatctatctg
gttgcctttt
gaacggcagg
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gcttaccgga
acgctgtagg
acccccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatce
gattacgcgce
cgctcagtgg
cttcacctag
ttatttgtta
cttgcctttg
tcctetgttt
gaagtgtgag
agttttgttc
aatatcgtta
gtaccatttg
agatgcaatc
accgagagcg
actttcttga
ttcgecttgg
tttatcttct
ttcatcgatg
ataatcctct
agttgtcagt
ttttccgtca
agaatcattt
gtcaatagaa
tttaggatct
gtcagcgttt
tttaattgtg
gatttgcagc
ttggttcgtt
ggttaatact
tatgtactgt
tacgcacaat

ctttacaca
cgacctcatt
gatagaaaat
tttcttttca
taatcacaat
tatatgtgat

tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa

'actgttaatt

atgttcagca
gtcatatagc
taagtaaagg
agcggcttgt
gacgtaatgc
ccgttcattt
agcggtttca
ccgtttgcta
cggaagaatg
tagccatctt
acgtagtgag
aactgctgta
acaccgttga
gtttgtttge
gatgtaaatg
gcatcgaatt
gtttcgccga
ccggctaatg
tgtaatggcc
gacgaatcaa
atatcatggc
tctttcgcaa
gttgcttgtt
gttagcggtc
aaaaaaagac
ttttaggtct
ctattagact
cataaaagga
ttctctgtat
tcagaaaata
gggttaaaaa

cctttctecce
cggtgtaggt
gctgcgecett
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
aggccggecg
gtccttgttc
ggaagctcgg
ttgtaatcac
ttacategtt
atgggccagt
cgtcaatcgt
taaagacgtt
tcactttttt
actcagccegt
atgtgctttt
cagttccagt
gatctctcag
cattttgata
tgttcaaaga
cgtaatgttt
tggctgaacc
tgtcgetgte
ctttttgata
caaagacgat
agctgtccca
attcagaaac
gtgtaatatg
acgcttgagt
ttgcaaactt
tgcttcttcec
ctaaaatatg
tgcctgecttt
ctcgtttgga
tttgcagact
tttttatagt
tcataatatc

ggatcggcgg

ttcgggaagc
cgttcgctce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcet
gccagttacc
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtce
cggccgccat
aaggatgctg
cgcaaacgtt
gacattgttt
aggatcaaga
taaagaattea
catttttgat
cgcgcgttca
cagtgtgtaa
gcgtttttta
gccatagtat
gtttgcttca
cgtatggttg
cgttttteceg
gctgtctgat
accggagaaa
tgaccattct
tttaaagacg
gaacatgtaa
gtggtagccg
aacgtccagg
ttgatatttt
ggaaatgcceg
tgcgecctcct
tttgatgttc
agcecctcctg
taaggggtga
atcagtaaca
ttgcaactgg
acgggcctaa
ttctgttgceca
tcatttcact
ccgctcgatt

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
€960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
75980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8766

<210>4

<211> 7070

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 4

tcgagaggcc
cctcagcatc
cccttttagg
atgaacttgce
tctcaaagcc
tcgagcgcga
aggtagttct
ttgcagctca
tcgaggctge
gcgatcagat
ccatggattc

tgacgtecggg
tgccccaagce
attcggaaca
gcaccgcatt
acgtgaaggc
ggatgttgac
cgcagctctg
ctctgctgag
tgttgcaggc
ccagtctgtg
caccggcegcet

cccggtacca
tttaaccccg
gtcggcactg
ggtggcccac
gttgcacctg
atcgtcgttg
aaggccggcea
cttgectgatg
gcaattccag
atgggcatcg
gactatgcag

cgcgtcatat
gcaagggtcc
aggtgatgcg
tggaggttcg
agctgctcac
aggttatcgg
agtctgttgt
cagcggaagc
tggttggceccce
ttaacggcac
attctttgge

gactagttgg
cggctcagca
tctgatgacc
tggcattgct
tgaggacgct
cggcattgag
taccgccaat
cgcaaacgtt
actgcgtcgce
caccaacttc
tgaggcaact

agaatcatga
gtcggaattg
gagtacggtg
gtttctgata
tttgcactca
tacccacgtg
aaggctcttg
gacctgtact
tcecectggcetg
atcttggacg
cgtttgggtt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

acgccgaagc
ttttggcatc
tcagcaacat
tgttggccecat
tgcacccgac
caatctttgt
gcgegccaac
acggtggccg
agaccaccac
aattggctag
gcgatgatga
gcaccgttga
tcgaaaggga
gtcacggtac
ctgtcggtat
tttggcgaaqg
cgtgectggcee
aacattccge
gcagctaatg
gcctttgaag
tggacaaatc
gtgcaggaca
gtgcgeegag
gttgcagtga
gaccgtctge
cgcctgcgcea
ctgtccactg
gtgcttgage
caaggaaggc
acacgtgaac
tgttttcacc
ggecgtttgte
tttecggtggg
cgagttctte
aaagtgcttt
tgttggccat
cgcgtgtttg
cgggctgcta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatgge
agacaggatg
ccgettgggt
atgccgecegt
tgtccggtge
cgggcgttcee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggce
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcgcect
taatacggtt
agcaaaagge
ccecctgacga
tataaagata
tgcegettac

tgatccaact
catcgettte
cagcgctgcee
ctgtgagaag
tctattacct
tgaagcagaa
cgegtctget
tgctccaggt
tcgttaccac
cctgttctcet
tgcacgtctg
actgctgaag
ctaattttac
ctggatcttc
acgacactgt
gccaaggcga
tgaaggcagce
agtctcgtgg
gtttggcgga
gccacccaga
tgtctatcga
atattcgtge
tectteccac
tgatcgttge
accagcctta
accgtggcta
agccaattcc
ttgaggttgce
ccecttegaa
cttacaggtg
gaggctttet
gttgaccaca
gtcaaagccc
ggcttecggeg
ggcgcggagyg
gagttcgatc
gaagatgagg
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgccaget
tttettgeceg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggcetg
cctgaatgaa
ttgcgcagcet
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgcatgecc
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccgce
ctatcgccett
gcgacgccea
ggcttcggaa
ctggagttct
atgegtaagg
gcgetecggtce
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgttt
cggatacctg
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gcagacgtcg
cacaccegtg
gacattgagg
ttcaccaaca
gtgtcccace
gcagctggtce
gtgcttggcg
gagtccacct
ctcgacatgg
gagcaaggaa
atcgtggtca
gctaagcctg
tgacatggca
tgcaaacctc
cgaagtggaa
agtccctcett
tgacgctgaa
tcttggetcece
tttcecegetg
taatgctgceg
cggcaagagc
gactgcgctg
tgaagtcact
gttgcagcag
tcgtgcagaa
cgcggcatac
agacaaggtt
gggaccagtc
tcaagaaggg
ccecggegegt
tggatgaatc
aatgggcagce
atttcgcgga
tggttaatgce
tcggggttgt
agggtgatgt
gaggggcggg
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgccct
ccaaggatct
cgcatgattg
ttecggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcc
atgcggeggce
cgecatcgagce
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccgcet
gacatagcgt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgccatc
tegtttteceg
tcgeecacge
agaaaatacc
gttcggctge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
ccecctggaa
tccgeetttce

aaggccatga
ttaccgcgga
cagcacagca
aggaaggaaa
cactggegtc
gcctgatgtt
acgtcgttgg
acgctaacct
atgtggaaga
tcttectgeg
cccactctge
ttgttaagge
attgaactga
ggacctggct
attatteccat
gatggctcce
gttcctggat
gctgcetgcag
actcaagagc
gcttctgtge
cagccacagt
gttcctaatt
cacatcgatg
cgtectgatt
gtgttgecta
ctttccgatg
ttggaagatg
aaggttgaag
ggccttatta
tgagtggttt
cggecgtggat
tgtgtagagce
ggcggttaat
ccatgacgtg
gcattgcgtc
attctttggce
atcctctaga
aagccagtece
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgceceggt
aggcagcegceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctcge
atctcgtegt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tcttctgage
acgagatttc
ggacgccggce
tagcggcegeg
gcatcaggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gctcecctegt
tecectteggg

10

cgcecgceatcece
tgatgtgtac
ggcaggccac
gtcggctatt
ggtaaacaag
ctacggaaac
tgcecgcacga
gccgatcget
tcgegtgggg
tacaatccga
gctggaatct
aatcaacagt
acgtcggtcg
ttgacacttt
ctggcttgga
acctggtggt
tgcgagtggt
cggcggttge
agattgttca
tgggtggage
atgctgctgt
tccacgeatc
cgcgatttaa
tgctgtggga
ttacctctga
ccggceccaac
ctcgtgagte
ttaaccaacc
gtgcagcaat
gagttccagce
ggcgcagacg
gagggagttre
gagcggggag
tgcccactgg
atcgtcgaca
gacagcgcgg
ccegggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgca
ggcggtttta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgte
gctategtgg
agcgggaagg
ccttgctcct
tgatcegget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatggce
catcgactgt
tgatattgct
cgcecgcetecce
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcce
ccggecggcece
ctcttecget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggcg

aaggctgcaa
tgcgaaggta
accatcaagt
tectgetegeg
tcctttaatg
ggtgcaggtg
aacaaggtgc
gatttcggtg
gttttggctg
caggaagagc
gatctttcec
gtgatccgee
taaggttacc
aggtttggceca
agtggaagtt
taaagctatt
gtgccacaac
tggtgttgct
gttgtcctct
agtggtgtcg
accacttgag
caccgaagct
cgtgtccecege
gggtactcgt
gtgggtaaac
cgccatggtg
tggcattaag
ttaggcccaa
tattcgctga
tggatgcggt
aaggctgatg
gcttcttegg
agggcttcgt
gttccgatgg
tcgccgagea
ttgtcgggga
aaatcgctag
tgctgacccc
aagagaaage
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctccgg
ggctgctctg
aagaccgace
ctggccacga
gactggctgc
gccgagaaag
acctgcccat
gccggtcttg
ctgttcgceca
gatgcctgcet
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
ccgecttcta
tcrcagcgegg
cggtgtgaaa
tcctegetcea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcce
aggctcecgcee
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctcata

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
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gctcacgctg
acgaaccccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gttttrattt
ttrtcttgee
agaatcctct
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatgc
tcataccgag
tttgactttce
attcttcgcc
ggcctttatc
tgccttcatc
atttataatce
gtgcagttgt
ggatttttcce
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgccgtcagc
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgcccttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgtetctt
tttttaatca
caggtatatg

taggtatctc
cgttcagccc
acacgactta
aggcggtgct
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgtt
tttgatgttc
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagcggce
gttagacgta
tttgcegtte
aatcagcggt
agcgccgttt
ttgacggaag
ttggtagcca
ttctacgtag
gatgaactgc
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttcg
atctccggcet
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttctttc
tactgttgct
ctgtgttagce
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctct
caattcagaa
tgatgggtta
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agttcggtgt
gaccgctgeg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgctcetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggccg
aattgtcctt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatgggc
atgccgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgc
tcttcagttce
tgaggatctc
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgccgtaat
aatgtggctg
aatttgtcge
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagctgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgcaa
ggtctgcttc
agacctaaaa
gtcttgcctg
gactctcgtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa
aaaaggatcg

aggtcgttcg
ccttatcegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
gccgeggecg
gttcaaggat
tcggcgcaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tcgtcatttt
cgttcgegeg
ttttcagtgt
ccgtgegttt
ttttgccata
cagtgtttgce
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgcec
actttttgat
ttccagceect
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggc
tagtttctgt
tatctcattt
gcggceccgcetce

ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatcggcat
gctgtctttg
cgttgattgt
gtttectttce
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgcgg
ttcaatttca
gtaatcatcg
ttratcgett
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtcgcect
tccgtcaccg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcggcca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggcctttt
tttttcattt
gccgtatgtt
tcctgeccage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa
gatttaaatc

ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
tttcttttge
acaacagatg
ttgtetgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gcgtttttce
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgctgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctcct
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctetett
aaaaaatcta
taaagttgcc
tagtgaacgg

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
63900
6960
7020

7070

<210>5

<211> 6625

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 5

55

60

65

tcgagaggcc
tgtattcaat
aaaccagcca
ccgecegegat
acttcttcac
tgttgtcagt
ccactatgceg
gcagaaaaag
cagctgggta
tgagagatga
cctagctgta
atatgcggcet
ggcactctcg

tgacgtcggg
cagtcgggea
cacagagttg
aaccccaaag
gcctactgga
ctgttttatg
tagaaacagc
gaaagttcgg
tgcgacaaat
tttataccat
cgcaatcgat
taaagtttgg

agggtagagt

ccecggtaceqg
tagaaagaaa
attgtttcgce
acaaggagac
aggtcagtag
gtcacgatct
gggcagaaac
ccagatgggt
caccgagagt
cctgcaccat
ttcaaatcag
ctgccatgtg
gccaaatagg

ttgctecgetg
acgcaatgat
cacgggagaa
caacgcgggce
cgttgctgta
ttactgtttte
agcgggcaga
gtttctgtat
tgttaattct
ttagagtggg
ttggaaaaag
aatttttagce
ttgtttgaca
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atctttcgge
ataggaacca
agcgattgct
ggtcggtgac
caccaaatca
ctcttcgggt
aactgtgtgc
gccgatgatc
taacaatgga
gctagtcata
tcaagaaaat
accctcaaca
cacagttgtt

ttaacaactt
actgccgcca
ccccaaccca
attttagggg
tcgtcattga
cgtttcaaag
agaaatgcat
ggatctttga
aaagtaacat
cccccataac
tacccgagac
gttgagtgct
cacccgcgac

60

120
i80
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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gacggctgtg
tgcgaatgtc
gtaactggca
acagtgaaag
gacatacaat
ccattcacgce
aatccaccgc
atctaggccc
tcgcecttcect
ccaacgccat
acggtggcac
tcgtggaaaa
cattcttcgg
ctgaagttgce
cgctegtgeg
acaccggcaa
ctgtcgaaaa
acggattgaa
ttctacqgcga
tcgacaccct
tcctcaacaa
ggtacgcaac
tcaagggcqg
ttgcaaacat
agtccgacga
ttggcatcga
agcactagtt
ttgggatcct
gtagaaagcc
ctggacaagg
gcgatagceta
gccctctggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctcctgtea
gcggetgeat
cgagcgagcea
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttgget
cgtgctttac
cgagttcttce
ccatcacgag
ttccgggacg
cacgctagcg
ataccgcatc
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttctccct
ggtgtaggtce
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgcectggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggccggecge

ctggaaaccc
cacagggtag
cattttgtaa
caaaaccaat
gccaaagtac
aggccagtca
tttcgtgtte
tgtttactcc
cgaaggtggc
tttgaacctg
cgagactcta
ccccgacgac
cgagactttc
gcaccgcaac
ccecgectcgag
cggctccgga
ggatggaaag
gtacgcagac
caccggctcce
ttccctgege
ccacgagaag
caaggaaaag
caaggatgag
cggcgatgtt
agctggcctg
gaccattgat
cggacctagg
ctagacccgg
agtccgcaga
gaaaacgcaa
gactgggcgg
aaggttggqga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgeggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgcgcecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
gcgcgccggce
aggcgctcectt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgcget
tcgggaagcg
gttcgetcca
tccggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatectttga
attttggtca
ggcegceccatce

ES 2355942 T3

acaaccggca
ctggtagttt
tgcgctagat
tcgtggectge
gacaattcca
gtagacgcac
gactccqgctg
cgcctcacca
gtccacgctg
gcaggagcgg
ttccttatca
cctgagtcct
gccaacccac
agegttccac
ctcggcgcag
ctgggcggceg
ccagtattcc
cttggtgcac
accctctceg
ctggagcgcc
gtggaaaagg
cttggcctga
gcttgggcecat
cgctcceccteq
gcacgcgcegg
gatatcatcg
gatatcgtcg
gatttaaatc
aacqggtgctg
gcgcaaagag
ttttatggac
agccctgcaa
caagatctga
acgcaggttce
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
ctceccegattce
tctggggttc
caccgccgce
gatcctccag
cggcceggtg
ccgecttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctectgttec
tggcgctttce
agctgggcetg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
ggcattttct

cacacaaaat
gaaaatcaac
ctgtgtgcecte
gaaagtcgta
atgctgacca
agaccagcgce
agcacgccaa
acccaaccgt
tagcgttctc
gcgaccacat
ctcttaaccg
ggcaggcagc
aggcagacgt
tgatcatcga
acgttgtcgt
tgcttatcga
cctacttcegt
cagccttegg
cattcaacgce
acaacgaaaa
ttaacttcge
agtacaccqgg
ttatcgacgce
ttgttcaccce
gcgttaccca
ctgacctcga
acatcgatgc
gctagcggge
accccggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tcecggecget
ctctgatgcce
cgacctgtcece
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggcetc
ctgcttgcecg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcecatc
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgcggggatce
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgcecccecct
aggactataa
gaccctgccg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tttgegtttt

12

ttttctcatg
gccgttgecc
agtcttccag
gccaccacga
gtggggcttt
acgaaacctt
gcagcgttte
tgaggctttg
ctccggacag
cgtcacctce
cctgggtatc
cgttcagcca
cctggatatt
caacaccatc
cgcttcecetce
cggcggaaag
cactccagat
cctcaaggtt
atgggctgca
cgececatcaag
aggcctgaag
ctcecgttcetce
cctgaagcta
agcaaccacc
gtccaccgtc
aggcggcettt
tcttctgegt
tgctaaagga
aatgtcagct
gcttgcagtg
ccggaattge
atggctttct
ggatgaggat
tgggtggaga
gccgtgttcce
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtgc
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttctatc
accaagcgac
ggttgggett
tcatgctgga
cacagatgcg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccccecgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
tatttgttaa

gcecgttacce
ttaggattca
gctgcttatce
agtccaggag
gaaacccgct
ccgatctacce
gcacttgagg
gaaaaccgca
gccgcaacca
ccacgcctct
gatgtttcct
aacaccaaag
cctgcggtgg
gctaccgcag
accaagttct
ttcgattgga
gctgcttacce
cgcgttggcece
gtccagggca
gttgcagaat
gattcccctt
accttcgaga
cactccaacc
acccattcac
cgcctgtecg
gctgcaatct
taattaacaa
agcggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagctggggc
tgeccgccaag
cgtttcgcecat
ggctattcgg
ggctgtcagce
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcct
gccttcttga
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttcttcgce
taaggagaaa
cggtcgttcg
cagaatcagg
accgcaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcececece
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcce
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgttaattg

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
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tccttgttca
gaagctcggc
tgtaatcacg
tacatcgtta
tgggccagtt
gtcaatcgtc
aaagacgttc
cactttttte
ctcagccgtg
tgtgcttttg
agttccagtg
atctctcagce
attttgatac
gttcaaagag
gtaatgttta
ggctgaacct
gtcgctgtct
tttttgatag
aaagacgatg
gctgtcccaa
ttcagaaact
tgtaatatgg
cgcttgagtt
tgcaaacttt
gcttcttcca
taaaatatgt
gcctgcecttta
tcgtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt
cataatatct

gatcggcggce

aggatgctgt
gcaaacgttg
acattgtttc
ggatcaagat
aaagaattag
atttttgatc
gcgcgttcaa
agtotgtaat
cgttttttat
ccatagtatg
tttgcttcaa
gtatggttgt
gtttttccgt
ctgtctgatg
ccggagaaat
gaccattctt
ttaaagacgc
aacatgtaaa
tggtagccgt
acgtccaggc
tgatattttt
gaaatgccgt
gcgcctcectg
ttgatgttca
gccctectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggcctaaa
tctgttgcat
catttcacta
cgctcgattt

<210> 6

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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ctttgacaac
attgtttgtc
ctttcgcttg
ccatttttaa
aaacataacc
cgcgggagtc
tttcatctgt
catcgtttag
cgctttgcag
ctttgttaaa
atactaagta
cgcctgaget
caccgtcaaa
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggtc
ggccagcegtt
tcgatgtgtc
gatagtttgc
cttttgcaga
catttttttg
atgtttcctt
ccagcagtgc
tcgttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
acccgcgcga
ctattttcct
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg
aeatc

agatgttttc
tgcgtagaat
aggtacagcg
cacaaggcca
aagcatgtaa
agtgaacagg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga
taaagattcet
tttgtggect
gtagttgccet
gattgattta
aacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
tttccagctg
atccgcattt
gacagtgccg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggcttt
ggtagtaaag
ctcctttttt
caagttagtt
acactttgcce
tttactttte
cttttgtttg
atctatctgt
ttgccttttt
aacggcaggt

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Promotor sintético

<400> 6

cggcttaaag
tctcgagggt
ctgtgctgga
atgtccacag
tggcacattt
gaaagcaaaa
aca

tttggctgcce
agagtgccaa
aacccacaac

ggtagctggt
tgtaatgcgce
ccaattcgtg

<210>7

<211> 6350

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

atgtgaattt
ataggttgtt
cggcacacac
agtttgaaaa
tagatctgtg
gctgcgaaag

ttagcaccct
tgacacacag
aaaatttttc
tcaacgccegt
tgctcagtct
tcgtagccac

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

13

ttgcctttga
cctctgtteg
aagtgtgagt
gttttgttca
atatcgttag
taccatttge
gatgcaatca
ccgagagcgce
ctttcttgac
tcgecttggt
ttatcttcta
tcatcgatga
taatcctcta
gttgtcagtg
tttccgtcag
gaatcatttg
tcaatagaag
ttaggatctc
tcagcgtttt
ttaattgtgg
atttgcagca
tggttcgttt
gttaatactg
atgtactgtg
acgcacaata
ctttacacat
gacctcatte
atagaaaatc
ttettttcat
aatcacaatt
atatgtgatg

caacagttga
ttgttcaccc
tcatggccgt
tgcccttagg
tccaggctgce
cacgaagtcc

tgttcagcag
tcatatagct
aagtaaaggt
gcggcecttgta
acgtaatgce
cgttecatttt
gcggtttcat
cgtttgctaa
ggaagaatga
agccatcttc
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat
tttgtttgcce
atgtaaatgt
catcgaattt
tttcgecgac
cggctaatgce
gtaatggcca
acgaatcaaa
tatcatggcg
ctttcgcaaa
ttgcttgttt
ttagcggtct
aaaaaagacc
tttaggtctt
tattagactc
ataaaaggat
tctctgtatt
cagaaaatat
ggttaaaaag

gtgctggcac
gcgacgacgg
taccctgcga
attcagtaac
ttatcacagt
aggaggacat

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6625

60

120
180
240
300
360
363
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<400> 7

tcgagetegy

ccggactgygy
gaaagccagt
cagaccttgg
gctccacect
tgcgcctgga
agaaggtgga
aaaagcttgg
atgaggcttg
atgttcgctc
gcctggcacg
ttgatgatat
ctagggatat
aggtcggctg
caccaagtac
cggaaaccta
aatccaagcg
cgcctatcac
catcgaacac
tceccecggcaaa
ttgcaacggt
cttccecgec
cggcatcacc
gtgggccgcea
cgccagcgec
ccactggeac
cgcccgacgce
caccaaagcce
cgecegtggaa
ctcctacgtc
cctcaacaag
tattttgtac
aatggcaaaa
ggatcgcatc
ctacatcgag
gatgctcttc
cgggctgcta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggc
agacaggatg
ccgerttgggt
atgccgcecegt
tgtccggtgce
cgggcegttce
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgecectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcgcet
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgccgcttac
gctcacgctg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt

cgecagacgtt
cggegtgett
attccectac
tgcaccagcc
ctcegeatte
gcgccacaac
aaaggttaac
cctgaagtac
ggcatttatc
cctegttgtt
cgcgggegtt
catcgctgac
cgtcgagagce
aaaaatttcg
ttttgcgaag
cgaaaggatt
atcggtgatg
cgctggegtg
gccctcactg
gccatcaaca
tccaccggac
acgtccattc
acggtcgccg
atgtacccag
tggcaaatcg
gaaggcaact
atcgcccacc
caaaagaacg
tcctacttgg
ttgctcaccg
gcactcqgaat
ccctaccacc
atcgtatccce
gtgaggaact
ttctacatct
tgcegttaatt
aaggaagcgg
cagctactqgg
cagtgggctt
attgccagcet
tttcttgeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttceggetg
cctgaatgaa
ttgecgeagcet
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgcatgcecee
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccgce
ctatcgcecctt
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttct
atgcgtaagg
gcgctcggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagcece
acacgactta
aggcggtget
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gtegtegett
atecgacggeg
ttegtcacte
ttcggcctca
aacgcatggg
gaaaacgcca
ttcgcaggcee
accggctccg
gacgccctga
cacccagcaa
acccagtcca
ctcgaaggcg
tgccaattat
ttgcaatatc
cgccatctga
ttttacccat
tctccaccga
aataccgcegt
gagattccaa
ctgatattta
ctggctccat
gtgatcaggt
cagtacttgg
aaactgttgg
gcattcaatc
actacgaatc
tcacctaccg
aaaacccact
actaccaagce
acgccctcaa
ccatcaaagt
agcaagaaca
ctgtcggcca
tcttcagcecet
aacatatgac
aacaattggg
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgcecct
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcce
atgcggceggce
cgcatcgagce
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccgcet
gacatagcgt
ttcctcgtge
cttgacgagt
acctgccatc
tegttttccg
tcgecccacge
agaaaatacc
gttcggectge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccctggaa
tcecgectttce
agttcggtgt
gaccgctgcg
tcgecactgg
acagagttct

ccetecacecaa
gaaagttega
cagatgctge
aggttcgegt
ctgcagtcca
tcaaggttgc
tgaaggattc
ttectcacctt
agctacactc
ccaccaccca
ccgtcecgect
gctttgctge
tccgggettg
aacaaaaagg
cggattttea
gcccaccctce
agccggagca
agataaagaa
cgcagccgat
ctgcgtgatc
gcatccagat
aaacgccgaa
tggttccatg
cgcagctgcet
cgcccaaatt
cggctgcaac
tggcgaacta
cggtccctac
agacaagcta
ccgceccacgac
tccagtcctt
cctctccaga
cgatgctttc
catctcccca
tagttcggac
atcctctaga
aagccagtcc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgceceggt
aggcagcegceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacqgct
gagcacgtac
aggggctcgce
atctcgtegt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tcttctgage
acgagatttc
ggacgccggce
tagcggcegeg
gcatcaggcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgttgectggce
caagtcagagqg
gctccctegt
tccectteggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggtg
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gttctacacc
ttggactgte
ttaccacgga
tggccttcta
gggcatcgac
agaattcctc
cccttggtac
cgagatcaag
caaccttgca
ttcacagtcc
gtccgttgge
aatctagcac
tgacccgeta
cctatcattg
aaagatgtat
gcgeccttcag
atcattacaa
ggacgcagca
tggtgggctg
tgtaccaacg
ggaaatttct
aaacaattcc
ggtggtgcee
gttcttgeag
aaggcgattg
ccagccaccyg
gaaatcgacg
cgcaagcccg
gtacagcgtt
attggtcgcg
gtcgcaggeg
aacctgggaa
ctcaccgaaa
gacgaagaca
ctagggatat
cccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgca
ggcggtttrta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tcttttigtc
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgctect
tgatccgget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct
cgccgctccce
gggactctgg
gattccaccqg
tggatgatcc
ccggeeggec
ctctteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gttttteccat
gtggcgaaac
gcgctctcect
aagcgtggeg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac

ggcaacgget
gaaaaggatg
ttgaagtacg
cgcgacaccyg
accctttcce
aacaaccacg
gcaaccaagqg
ggcggcaagg
aacatcggcg
gacgaagctg
atcgagacca
tagttcggac
cccgataaat
ggaggtgtcg
atgctcggty
gtcaacttga
acgctgaaat
atgtcgttct
acttgctcgg
tcatcggtgg
ggggtaatcg
tcgacgcact
gcaccctaga
tttctgcacg
aaaacgacca
gactcggegce
aacgcttcgg
accagcgcett
tcgacgecgg
accgcggagg
tagataccga
atctactgge
gccgccaaat
acccttcgac
cgtcgacatc
aaatcgctag
tgctgacccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctccgg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgce
gccgagaaag
acctgcccat
gccggtcettg
ctgttcgcca
gatgcctgct
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
ccgecttceta
tccagecgegg
cggtgtgaaa
tcctegetca
tcaaaggcgqg
gcaaaaggcc
aggctcecgec
ccgacaggac
gttccgaccce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta

60
120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
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gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttcttgcc
agaatcctct
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatgc
tcataccgag
tttgactttc
attcttcgee
ggcctttatc
tgccttcate
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttce
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgccgtcage
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggte
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgcccttta
ttttcgacct
gttrgataga
tctgtttctt
tttctaatca
caggtatatg

atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgtt
tttgatgttc
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagcgge
gttagacgta
tttgeccgtte
aatcagcggt
agcgccgttt
ttgacggaag
ttggtagcca
ttctacgtag
gatgaactge
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttcg
atctccgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttcttte
tactgttgct
ctgtgttagce
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctct
caattcagaa
tgatgggtta
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tgcgetctge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggccg
aattgtcctt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatgggc
atgcecgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgc
tcttcagttc
tgaggatctc
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgccgtaat
aatgtggctg
aatttgtcgce
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagctgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
ccaaacgctt
tgttttgcaa
ggtctgcttc
agacctaaaa
gtcttgcctg
gactctcgtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa
aaaaggatcg

tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
gccgeggeceg
gttcaaggat
tcggcgcaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tcgtcatttt
cgttcgegeg
ttttcagtgt
ccgtgcgttt
ttttgccata
cagtgtttgce
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgcce
actttttgat
ttccagecect
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggc
tagtttctgt
tatctcattt
gcggccgcetce

taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatcggcecat
gctgtctttg
cgttgattgt
gtttccttte
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgegg
ttcaatttca
gtaatcatcg
tttatcgcectt
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtcgect
tccgtcaccg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcggcecca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggcctttt
ctttttcattt
gccgtatgtt
tcctgeecage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa
gatttaaatc

aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
tttcttttge
acaacagatg
ttgtctgcgt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gcgtttrtce
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgectgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctcct
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctetttt
aaaaaatcta
taaagttgcc

tagtgaacgg

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6350

<210> 8

<211> 6440

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 8

tcgagaggcc
tcactagtgce
acatgtccct
gtccttcace
ctgaagagcg
ccgtgactta
tagcgaaaca
atcccagagg
aatttttagc
ttgtttgaca
cacacaaaat
tgaaaaaaat
caggagttga
aaccattgac
aaataggaga
tggtaccatg
tttatgaaca

tgacgtcggg
ggccgcecectge
aacgaacatc
cggccgagta
tctttaccge
tggtgctgge
accgttgacc
aaatatcctc
accctcaaca
cacagttqgtt
ttttctagag
acttcggaaa
gagtggacta
agatcaaagt
taaaagcaac
gaatcatcct
aggatacatt

cccgacgtcg
aggtcgacca
ccagcctcat
cctttttctg
gcagcagagg
ggatcaaccc
actctggtgce
tggggtcget
gttgagtgct
cacccgecgac
gagggattca
catttaaaaa
aaaccaaata
aaagaaatac
ttacgatata
cccaaacaag
cctcagaagg

catgctcccg
tatgggagag
ctcaatgqggc
tcgagtttat
tctteccatga
gtgagagaac
acctgaccct
gtgtcgacct
ggcactctcg
gacggctgtg
tcatgaatac
ataacctrtat
gtgatcttga
ttatacaaaa
ttgaattaac
aatttattta
aattaaattc
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gccgccatgg
ccactagtag
aattagcgac
gccacccegce
cctcggtgea
ctcacgtatt
ggttcrgcgg
taaagtttgg
ggggtagagt
ctggaaaccc
atacgaacaa
tggtacttac
ctttttagtc
aattagacct
aattattatt
tggagaatgg
agatttaacc

ccgecgggata
gagcacaaac
gttttgaagc
gacgatgcag
tcgtttgtct
gctcgacgat
ccgcacageg
ctgccatgtg
gccaaatagg
acaaccggca
attaataaag
atgtttggat
gtcgtatctg
atttcaaaaa
cagcaagaaa
ttacaagagce
ataatgcttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
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accaagcaaa
ctgatattcc
ataattatca
tggacacggg
cattagaaca
aatggactaa
tataaaadaaa
atatttggga
atagggggat
gggcggtacc
ggtatcgcct
tacactctgg
gtggaagact
aagccaatca
gaactctctg
ggcaatgaag
atggcagagc
acccgtgcaa
cacggccaag
tagttcggac
atcctctaga
aagccagtcc
caagggaadad
agctagactg
ctggtaagge:
gatggcacag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgcceggt
aggcagegcg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgecatacgct
gagcacqgtac
aggggctcge
atctcgtcgt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tcttctgagce
acgagatttc
ggacgccgge
tagcggegeg
Ggcatcaugcg
ggcgagcggt
acgcaggaaa
cgcttgctagce
caagtcagag
gctccctegt
tccetteggg
aggtcgttcg
ccttatccgg
cagcagccac
tgaagtggrg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aaqgaagatcc
aagggatt:t
gccgceggeceg
gttcaaggat
tcggecgcaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tcgtcattte
cgttcgegeg

acgaaaaaat
attttctgat
ggatgatgea
taaaatcata
tagggagaga
tgaaaatgta

tgaaaaaat
aatattcatt
cgatatccgt
agctcatcga
ccttceccga
cgaagctgcg
acctgcgact
ttcctggceat
gtgctcaatt
aagcgaacaa
gactcattgce
cccaagaagt
acgcggtgceg
ctagggatat
ccecgggattr
gcagaaacgg
vylddyCgcd
ggcggtttta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgtce
gctatcgtgg
agcgggaagqg
ccttectect
tgatccggcet
tcggatiggaa
gccagccgaa
gacccatggc
catcgactgt
tgatattgct
cgecegceteea
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ccggeccggcece
ctctteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gcgctctcct
aagcgtggceg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatcggcat
gctgtctteg
cgttgattgt
gtttcecttte
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgegg
ttcaatttca
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aaaagaatat
gtgagaagag
accaactcta
ccaaaagata
attttgttag
aatttaacta
ggtggaaaca
ctaattggta
ttaggctgqq
tcttattaag
agggcatttc
tggaggggca
tcgtgatcge
catgaccatt
gccgagccaa
agacyagatc
cgaaggtgceq
gttgtacaac
ttaagggatc
cgtcyacatc
aaatcgctagqg
tgctgacccce
ddaygdyddagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttceicogg
ggctgctctg
aagaccgacce
ctggccacga
gactggctgc
gccgagaaag
acctgcccat
gccggtcttg
ctgttcgcca
gatgcctgcet
ggccggetgg
caagagcttg
gattcgcagce
ggttcgaaat
ccgccttcta
tccagecgcegy
cggtgtgaaa
tcctecgetca
tcaaaggcgy
gcaaaaggcc
aggctccgcece
ccgacaggac

ttccgacce
ctttctcata
ggctgtgtgce
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcecaaaa
tttecttttge
acaacagatg
ttgtctgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg

acggaaatta
ccattatgga
tattaacttt
ttgcgggaaa
cagttcgtag
taaactattt
cttttttcaa
atcagatttt
cggatccgcce
tccactcctg
cgggcgaaaa
gagtactcca
cttgtcgctg
acgagcctgc
ctagaagaat
cgcaaggtgg
gaagatctgc
cttggecatgg
cttaggaagg
gatgctcttc
cgggctgcta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggc
agacaggatg
ccgeitggge
atgccgecegt
tgtccggtgce
cgggcgttcce
tattgggcga
tatccatcat
Tcgaccacca
tcgatcagga
cgctcaagyce
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcgycgaatg
gcatcgcctt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcgct
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgctg
acgaaccccc
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacaqt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttcttgee
agaatcctct
cagcgaagtg
ggccagttet
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatgc
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tgacttagag
ttcgtcagag
atgccgtatg
tgcagtggct
ttatcttgga
aaataacaga
tttttttget
agaaaacaat
ctcccgcacg
agttccggga
ctctagaaga
tcacgcagat
cagaccccat
ggtctgtgceg
cacttgttcg
gcattgaata
acttcatgac
cgecctgettg
ctcccaacgce
tgcgttaatt
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggcett
attgccagct
tttcttgccg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggctg
cctgaatgaa
ttgcgcaget
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcycatgece
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatcgcett
gcgacgcceca
ggcttcggaa
ctggagttct
atccgtaagg
gcgoteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggcgtet
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagcce
acacgactta
aggcggtgcect
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgtt
tttgatgttc
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagcggce
gttagacgta
tttgccgttc
aatcagcggt

gaattactac
gaattaatag
attttaacta
gaatcttctc
gagaatattg
ttaaaaaaat
ttattattta
aaacccttgce
ctttgcggga
attcgacctc
agacaccaaa
gttctttgat
tcatggtgcg
tcgacaggtc
agctgcaaac
ttccaccaat
gcttaacttc
gggagcagag
gtcatatgac
aacaattggg
aacacctaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggecgeect
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctcc
atgcggccge
cgcatcgaga
gaagagcatc
gacggcegagg
aatggccgcet
gacatagcgt
ttcctegtge
cttgacgagt
acctgccatc
tcgttttccg
tcgcccacgce
agaaaatacc
gttcggctge
tcaggggata
aaaaaggccyg
aatcgacgct
ccccectggaa
tccgecttte
agttcggtg:e
gaccgctgcg
tcgccactgg
acagagttct
tgcgctctge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaacgcceg
aattgtcctt
agcagqaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatgggce
atgccqtcaa
attttaaaga
ttcatcactt

108C
114C
120C
126C
1320
138¢C
144C
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
36€0
3720
3780
3840
3900
3960
402C
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
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ttttcagtgt
ccgtgegttt
ttttgccata
cagtgtttgc
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgcc
actttttgat
ttccagccct
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggc
tagtttctgt
tatctcattt
gcggcecgetce

gtaatcatcg
tttatcgctt
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtcgect
tccgtcaccg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgte
gacgcggcca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggcctttt
tttttcattt
gccgtatgtt
tcctgeccage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa
gatttaaatc

<210>9
<211> 5106
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2355942 T3

tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gcgtttttce
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgctgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctcct
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttcctctttt
aaaaaatcta
taaagttgcc
tagtgaacgg

tcataccgag
tttgactttc
attcttcgece
ggcctttatc
tgccttcatc
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttcc
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgccgtcage
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgececttta
tittcgacct
gtttgataga
tctgtttctt
tttttaatca
caggtatatg

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

17

agcgecegttt
ttgacggaag
ttggtagcca
ttctacgtag
gatgaactgc
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttcg
atcteccgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttcttte
tactgttgct
ctgtgttagce
caataaaaaa
cacatcttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctect
caattcagaa
tgatgggtta

gctaactcag
aatgatgtgc
tcttcagtte
tgaggatctc
tgtacattctt
ttgatgttca
ttgccgtaat
aatgtggctg
aatttgtcgc
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagctgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgcaa
ggtctgecttc
agacctaaaa
gtcttgcectg
gactctcgtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa
aaaaggatcg

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6440
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<400> 9

tcgaggtcga
tgtcaccagt
gattcggcgce
cgcegtggtg
caccgaactc
gtttttacaa
tgatgcaaat
tgacactcgt
gatgtttcaa
ctttttgtaa
gttcctcatc
caaaccctag
ttgggctcct
caagttgacg
gaactggggt
ggatttaaat
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgca
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tcgtggetgg
ggaagggact
gctcctgeceg
ccggctacct
atggaagccg

cggtatcgat
aattggacga
gctcattttc
gctactcatc
tgtgattgct
cacctcacgc
aggagtgggc
gcccttaatc
ggttcgcgaa
tcgaggtecgt
atccggggct
actgctcggt
gttgtctgceg
gaaaagggga
tttgcaaaat
cgctagcggg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
ctcecggecege
gctctgatgce
ccgacctgtc
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcccattcga
gtcttgtcga

ES 2355942 T3

ggtttgatgt
ttggtggatc
tcgatggcgt
ccgattattt
ctgcgtgatg
caggtgggcg
acggtgtecct
tttgggttce
atcaccgggt
cccacttaac
ccagggagagq
ctgtcaagaa
tcgggtgggg
gatcgcattt
gcaacgcggt
ctgctaaagg
gaatgtcagce
agcttgcagt
accggaattg
gatggctttc
aggatgagga
ttgggtggag
cgcecgtgttce
cggtgecctg
cgttccttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat

tggttccgat
gcctggecacc
tgatggctgt
tgttcggtag
ttccgcagga
ctgttttggg
tcggtgttge
tagcggtaac
ggcagaaagc
gcttaaaatt
gattaaaagt
gttccgggga
aagtggcgta
tacccccgea
gacgtgtggt
aagcggaaca
tactgggcta
gggcttacat
ccagctgggyg
ttgccgccaa
tcgtttegcea
aggctattcg
cggctgtcag
aatgaactgc
gcagctgtgce
ccggggcagg
gatgcaatgc
aaacatcgca
ctggacgaag

18

gggcatcatc
aggaatgatc
ctttatgatc
ctccaacgeg
tttagtgggc
cgccgcectacce
catgggtgcg
ccaatgctag
tgceccecgggyg
tccattcaga
gaaccgattg
tttaaattca
aaggtgtgca
gattttgggg
tacaactagt
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgatagct
cgccectetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aggacgaggce
tcgacgttgt
atctcctgtce
ggcggctgea
tcgagcgagc
agcatcaggg

tctgtggtga
tccaagatcg
gccaacctat
atgagttttg
tctgcttctg
ttgggcgetg
gcaatcctgg
ctcttctgac
gtttcctege
aagctttggce
cgttttcaac
tggtgccgtt
acctcatagt
aacctgtttt
tctagacccg
cagtccgcag
ggaaaacgca
agactgggcg
taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgcggcta
cactgaagcg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactcgg
gctcgcgeca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcc
attgctgaag
gctcccgatt
ctctggggtt
ccaccgccgce
tgatcctcca
ccggececggt
tccgecttect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
tctcctgttce
gtggcgcttt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
cggcattttc
tctttgacaa
gattgtttgt
cctttcgett
tccattttta
gaaacataac
ccgcgggagt
atttcatctg
tcatcgttta
tcgctttgca
gctttgttaa
aatactaagt
tcgectgagce
tcaccgtcaa
gctgatacgt
tcagtgtaga
tgtgtttggt
cggccagegt
atcgatgtgt
tgatagtttg
ccttttgcag
tcattttttt
tatgtttcct
gccagcagtg
atcgttcatg
tttgaagatg
cgccaaagta
aacccgcegeg
tctattttec
agaactaaaa
tgggcataaa
aaataatagt
taaatc

tcgccaggct
cctgcttgce
ggctgggtgt
agcttggcegg
cgcagcgcat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
gtgaaatacc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcecgeccece
caggactata
cgaccctgcce
ctcatagctce
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
ttttgegrtt
cagatgtttt
ctgcgtagaa
gaggtacagc
acacaaggcc
caagcatgta
cagtgaacag
ttactgtgtt
gctcaatcat
gaagtttttg
ataaagattc
atttgtggec
tgtagttgce
agattgattt
taacttgtgc
ataaacggat
cttttaggat
ttttccaget
catccgcatt
cgacagtgcc
aagagatatt
gctgttcaqgg
tatatggett
cggtagtaaa
tctccttttt
gcaagttagt
tacactttgc
atttactttt
tcttttgttt
aatctatctg
gttgcctttt

gaacggcagg

ES 2355942 T3

caaggcgcgc
gaatatcatg
ggcggaccgce
cgaatgggct
cgccttctat
gaccaagcga
aggttgggct
ctcatgctgg
gcacagatgc
ctecgctgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcge
cgctcagtgg
cttcacctag
ttatttgtta
cttgecetttg
tcctetgttt
gaagtgtgag
agttttgttc
aatatcgtta
gtaccatttg
agatgcaatc
accgagagcg
actttcttga
ttcgecttgg
tttatcttct
ttcatcgatg
ataatcctct
agttgtcagt
ttttccgtca
agaatcattt
gtcaatagaa
tttaggatct
gtcagegttt
tttaattgtg
gatttgcagc
ttggttcgtt
ggttaatact
tatgtactgt
tacgcacaat
cctttacaca
cgacctcatt
gatagaaaat
tttcttttca
taatcacaat
tatatgtgat

atgcccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttcc
cgccttettg
cgcccaacct
tcggaatcgt
agttcttcge
gtaaggagaa
tcggtcegttce
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttccec
tacctgtcecg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgce
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
actgttaatt
atgttcagca
gtcatatagqgc
taagtaaagg
agcggcttgt
gacgtaatgc
ccgtrcattt
agcggtttca
ccgtttgcecta
cggaagaatg
tagccatctt
acgtagtgag
aactgctgta
aceccgttga
gtttgtttgce
gatgtaaatg
gcatcgaatt
gtttcgcecega
ccggctaatg
tgtaatggcc
gacgaatcaa
atatcatggc
tctttcgcaa
gttgcttgtt
gttagcggtc
aaaaaaagac
ttttaggtct
ctattagact
cataaaagga
ttctctgtat
tcagaaaata
gggttaaaaa

gcgaggatct
gccgetttte
tagcgttggce
tcgtgcttta
acgagttctt
gccatcacga
tttcegggac
ccacgctagc
aataccgcat
ggctgceggceg
gggataacgc
aggccgcegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttetecce
cggtgtaggt
gctgcgeett
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
aggccggeceg
gtccttgttce
ggaagctcgg
ttgtaatcac
ttacatcgtt
atgggccagt
cgtcaatcgt
taaagacgtt
tcactttttt
actcagccecgt
atgtgctttt
cagttccagt
gatctctcag
cattttgata
tgttcaaaga
cgtaatgttt
tggctgaacc
tgtcgcectgtce
ctttttgata
caaagacgat
agctgtccca
attcagaaac
gtgtaatatg
acgcttgagt
ttgcaaactt
tgcttcttcc
ctaaaatatg
tgcctgettt
ctcgtttgga
tttgcagact
tttttatagt
tcataatatc

ggatcggcgg

cgtecgtgacc
tggattcatc
tacccgtgat
cggtatcgece
ctgagcggga
gatttcgatt
gceggetgga
ggcgcegecgg
caggcgctct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggecgttt
tcagaggtgg
cctcgtgege
ttcgggaagce
cgttegetce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tageggtggt
agatcctttg
gattttggtc
cggccgccat
aaggatgctg
cgcaaacgtt
gacattgttt
aggatcaaga
taaagaatta
catttttgat
cgcgcgttca
cagtgtgtaa
gcgtttttta
gccatagtat
gtttgcttca
cgtatggttg
cgtttttceg
gctgtctgat
accggagaaa
tgaccattct
tttaaagacg
gaacatgtaa
gtggtagccg
aacgtccagg
ttgatatttt
ggaaatgccg
tgcgectcect
tttgatgttc
agccctcctg
taaggggtga
atcagtaaca
ttgcaactgg
acgggcctaa
ttctgttgceca
tcatttcact
ccgctcgatt

1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
45C0
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5106

<210> 10

<211> 5512

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

ES 2355942 T3

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 10

tcgagaggcc
tatcgtcgac
gcgatgegtt
ctgtgctgga
cgagaatcat
tcaattagtg
actttttcga
atcccgggtt
cagccactga
gtggctttta
aggatagctt
ccgagactag
gcgatgacgt
gcttccecacg
agcaagctgt
atcctattgc
aagttcacgg
tgcgcagcga
agaccaagtt
gccctgatct
tggagttgtc
accacccaga
agegggcetge
ccggatgaat
gcaggtagct
aagcgaaccg
aaactggatg
agagacagga
ggccgcettgg
tgatgccgcc
cctgtecceggt
gacgggcgtt
gctattgggc
agtatccatc
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggcg
tggcggcgaa
gcgcatcgece
atgaccgacc
tatgaaaggt
ggggatctca
aataccgcac
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cecceectgac
actataaaga

tgacgtcggg
atcgatgctce
ctttccagaa
tgccgaaget
cggccaacca
cgggatcgag
ccggcaggtt
tgcgcatgec
catcaaagtt
cgtcgtcaag
caggggacat
tggcgectttg
ggtgatcttg
ccagcagcgc
caaggacggc
tgatttcgcce
catcggcegtg
actcaagctg
cttcgacctg
ggaagaccgc
cgaggaactc
ggcaaagtac
taaaggaagc
gtcagctact
tgcagtgggce
gaattgccag
gctttcttge
tgaggatcgt
gltggagaggc
gtgttccggce
gccctgaatg
ccttgcgcag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgcgcatgce
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgacc
ttctatcgec
aagcgacgcc
tgggcttcgg
tgctggagtt
agatgcgtaa
ctgcgcectegg
ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt

cccggtacca
ttctgcgtta
tgctttcatg
ggatttattg
tttggcattg
ccactgecgcece
aagggttttg
acgttcgtat
gtccacgatg
caattttagc
gcctggtgtt
gtaccecttgg
gaatccccgg
ggcaggttct
caagtggacg
aacgagttgt
cagctcaccg
aacgacggtg
gattaccgcg
gcaaagctgg
cagctgcacc
tttaacgtct
ggaacacgta
ggyctatctg
ttacatggeg
ctggggcgcece
cgccaaggat
ttcgcatgat
tattcggcta
tgtcagcgca
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggcg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcga
aaaatggccg
aggacatagc
gcttectegt
ttcttgacga
caacctgcca
aatcgtttec
cttcgecccac
ggagaaaata
tcgttcgget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttceecctgg

cgcgtcatat
attaacaatt
acagggatgc
tcgeetttgg
aatgttctag
cgcaggtcat
gaggcattgg
tcataaccaa
tgctttgega
cactcttccc
gagccttgcg
tgtatggcta
atccacacgc
tgtgcatcoc
tcatgccatt
tcgcagccaa
aagcattggce
gatctgtcgce
gcgecccgett
tggaattgct
cagagcagtc
aatctagacc
gaaagccagt
gacaagggaa
atagctagac
ctctggtaag
ctgatggcgce
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgceccg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggctc
ggatctcgtce
cttttctgga
gttggctacc
gctttacggt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgccg
gctagcggeg
ccgcatcaqg
gcggcgageg
taacgcagga
cgcgttgctg
ctcaagtcag
aagctccctc

20

gactagttcg
gggatctctc
tgtcttgatc
aggtgaagtt
gttcggaggce
cgtctccgaa
ccgcgaaccce
tcgegatgcece
tgtgggtgtg
acggctttcce
gagtggagtc
cttccecageg
agccgaacgce
ggatttcatt
ccagctggtc
tgaataccgc
cgagtactgg
tgattttgat
ctcctttggt
cgagccaggce
cacagacgcg
cgggatttaa
ccgcagaaac
aacgcaagcg
tgggcggttt
gttgggaagce
aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctatecgt
gaagcgggaa
caccttgcetc
cttgatccgg
actcggatgg
gcgccagecg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgeccgcetce
gcgggactct
tcgattccac
gctggatgat
cgccggecgg
cgctcttceg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttece
aggtggcgaa
gtgcgcectctce

gacctaggga
aactaatgca
aggcaggcgt
gacgctcact
ggaggttttc
gagcttccac
atcgctggtc
ttgagcccac
agtccaagag
ggtgccgttg
agtcatgcga
gtcgcggaag
atgcgcttta
cgcccacgcg
accatgggta
gagtacttgqg
cactcccgag
ccagaagaca
tacggttctt
cgtatcggeg

ttgtgctct
atgatccgcet
ggtgctgacc
caaagagaaa
tatggacagc
cctgcaaagt
gatctgatca
caggttctcc
tcggctgctce
Zcaagaccga
ggctggccac
gggactgge:
ctgccgagaa
ctacctgccc
aagccggtct
aactgttcge
gcgatgcctg
gtggccgget
ctgaagagct
ccgattcgeca
ggggttcgaa
cgcegectte
cctccagcgce
cccggtgtga
cttcectcget
actcaaaggc
gagcaaaagqg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgct
aaggatcttc
gcgtttttat
tgttttettg
gtagaatcct

tacagcgaag
aaggccagtc
catgtaaata
gaacaggtac
tgtgttagat
aatcataccg
tttttgactt
agattcttceg
gtggccttta
gttgccttca
tgatttataa
ttgtgcagtt
acggattttt
taggatagaa
ccagctgtca
cgcattttta
agtgccgtca
gatattttta
ttcagggatt
tggcttttgg
agtaaaggtt
cttttttatg
gttagttacg
ctttgccett
acttttcgac
ttgtttgata
tatctgtttc
cctttttaac
ggcaggtata

accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggce
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
ttgttaactg
cctttgacgt
ctgtttgtca

tgtgagtaag
ttgttcagea
tcgttagacg
catttgcegt
gcaatcagcg
agagcgccegt
tcttgacgga
ccttggtagc
tcttctacgt
tcgatgaact
tcctctacac
gtcagtgttt
ccgtcagatg
tcatttgcat
atagaagttt
ggatctccgg
gcgtrttgta
attgtggacg
tgcagcatat
ttcgrttctt
aatactgttg
tactgtgtta
cacaataaaa
tacacatttt
ctcattctat
gaaaatcata
ttttcattct
cacaattcag

tgtgatgggt

<210> 11

<211>914

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2355942 T3

tgtccgecett
tcagttecggt
ccgaccgcetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaaggce
ttaattgtce
tcagcaggaa
tatagcttgt

taaaggttac
gcttgtatgg
taatgccgtce
tcattttaaa
gtttcatcac
ttgctaactc
agaatgatgt
catcttcagt
agtgaggatc
gctgtacatt
cgttgatgtt
gtttgccgta
taaatgtggc
cgaatttgtc
cgccgacttt
ctaatgcaaa
atggccagcet
aatcaaattc
catggcgtgt
tcgcaaacgc
cttgttttgce
gcggtctgct
aaagacctaa
aggtcttgcec
tagactctcg
aaaggatttg
ctgtattttt
aaaatatcat
taaaaaggat

tctceceteg
gtaggtcgtt
cgccttatcce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
€ggececgegge
ttgttcaagg
gctcggegea
aatcacgaca

ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
cgccatcgge
atgctgtctt
aacgttgatt
ttgtrtcett

cgctttctca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
attttctttt
tgacaacaga
gtttgretge
tcgecttgagg

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

atcgttagga
gccagttaaa
aatcgtcatt
gacgttegeg
ttttttcagt
agccgtgcegt
gcttttgcca
tccagtgttt
tctcagcgta
ttgatacgtt
caaagagctg
atgtttaccg
tgaacctgac
gctgtcttta
ttgatagaac
gacgatgtgg
gtcccaaacq
agaaacttga
aatatgggaa
ttgagttgcg
aaactttttg
tcttececagee
aatatgtaag
tgctttatca
tttggattgce
cagactacgg
tatagtttct
aatatctcat

cggcggccgce

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético
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tcaagatcca
gaattagaaa
tttgatccge
cgttcaattt
gtgtaatcat
ttcttatege
tagtatgctt
gcttcaaata
tggttgtcge
tttccgtcac
tcrtgatgctg
gagaaatcag
cattcttgtg
aagacgcggc
atgtaaatcg
tagccgtgat
tccaggectt
tatttttcat
atgccgtatg
cctcctgcca
atgttcatcg
ctcctgtttg
gggtgacgcc
gtaacaaacc
aactggtcta
gcctaaagaa
gttgcatggg
ttcactaaat
tcgatttaaa

tttttaacac
cataaccaag
gggagtcagt
catctgttac
cgtttagctc
tttgcagaag
tgttaaataa
ctaagtattt
ctgagctgta
cgtcaaagat
atacgttaac
tgtagaataa
tttggtcttt
cagcgtttet
atgtgtcatc
agtttgcgac
ttgcagaaga
ttttttgcecrg
tttecettata
gcagtgeggt
ttcatgtctc
aagatggcaa
aaagtataca
cgegegatet
ttttectecet
ctaaaaaatc
cataaagttg
aatagtgaac
tc

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5512
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<400> 11

atgccaaagt
gcaggccagt
gctttcgtgt
cctgtttact
ctcgaaggtg
attttgaacc
accgagactc
aaccccgacg
ggcgagactt
gcgcaccgea
cgcccgcetet
ggcctggcac
attgatgata
tcaccccecagt
actagacaga
cggttatttt

acgacaattc
cagtagacgc
tcgactccge
cccgcectcecac
ccgtccacgc
tggcaggagc
tattccttat
accctgagtc
tcgccaacce
acagcgttcc
ccctegttgt
gcgegggegt
tcatcgctga
gcttaaagcg
gctgtccata
catg

<210> 12

<211> 184

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2355942 T3

caatgctgac
acagaccagc
tgagcacgcc
caacccaacc
tgtagcgtte
gggcgaccac
cactcttaac
ctggcaggca
acaggcagac
actgatcatc
tcacccagca
tacccagtcc
cctcgaaggce
ctgggttttt
tacactggac

cagtggggct
gcacgaaacc

aagcagcgtt
gttgaggctt
tcctececggac
atcgtcacct
cgcctgggta
gccgttcagce
gtcctggata
gacaacacca
accaccaccc
accgtccgec
ggctttgctg
ctttttcaga
gaagttttag

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 12

ttgaaacccg
ttccgatcta
tcgcacttgea
tggaaaaccg
aggccgcaac
ccccacgect
tcgatgtttc
caaacaccaa
ttcctgeggt
tcgctaccge
attcacagtc
tgtccgttgg
caatctagct
ctcgtgagaa
tcttgtccac

ctccattcac
ccaatccacc
ggatctaggc
catcgcttcc
caccaacgcc
ctacggtggc
cttcgtggaa
agcattcttc
ggctgaagtt
agcgctcgtg
cgacgaagct
catcgagacc
ttaaatagac
tgcaaactag
ccagaacagg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
914

ggtcgagegg cttaaagttt ggctgccatg tgaattttta gcaccctcaa cagttgagtg 60
ctggcactct cgggggtaga gtgccaaata ggttgtttga cacacagttg ttcacccgeg 120
acgacggctg tgctggaaac ccacaaccgg cacacacaaa atttttctca tggagggatt 180

catc

<210> 13

<211> 8554

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

22
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<400> 13

tcgagaggcc
tgtattcaat
aaaccagcca
ccgccgcegat
acttcttcac
tgttgtcagt
ccactatgcg
agttcggcca
gacaaatcac
ataccatcct
aatcgatttc
agtttggctg
gtagagtgcc
gaaacccaca
cgacaattcc
agtagacgca
cgactccgcet
ccgcctcacc
cgtccacgct
ggcaggagcg
attccttatc
ccctgagtcece
cgccaaccca
cagcgttcca
gctcggcecgea
actgggecggce
gccagtattc
ccttggtgca
caccctctcecc
cctggagcgc
ggtggaaaag
gcttggectg
ggcttgggea
tcgctcecte
ggcacgcgceg
tgatatcatc
ggatatcgtc
cggctgaaaa
aagtactttt
aacctacgaa
caagcgatcg
tatcaccgcet
gaacacgccc
ggcaaagcca
aacggttcca
cccgccacgt
atcaccacgg

tgacgtcggg
cagtcgggca
cacagagttg
aaccccaaag
gcctactgga
ctgttttatg
tagaaacagc
gatgggtgtt
cgagagttgt
gcaccattta
aaatcaqgttg
ccatgtgaat
aaataggttg
accggcacac
aatgctgacc
cagaccagcg
gagcacgcca
aacccaaccg
gtagcgttct
ggcgaccaca
actcttaacc
tggcaggcag
caggcagacg
ctgatcatcg
gacgttgtcg
gtgcttatcg
ccctactteg
ccagccttcg
gcattcaacg
cacaacgaaa
gttaacttcg
aagtacaccg
tttatcgacg
gttgttcacc
ggcgttaccc
gctgacctcg
gagagctgcec
atttcgttge
gcgaagcgcc
aggatttttt
gtgatgtctc
ggggtgaata
tcactggaga
tcaacactga
ccggacctgg
ccattcgtga
tcgccgcagt

ES 2355942 T3

ccecggtaccg
tagaaagaaa
attgtttcge
acaaggagac
aggtcagtag
gtcacgatct
gggcagaaac
tctgtatgcc
taattcttaa
gagtggggct
gaaaaagtca
ttttagcacc
tttgacacac
acaaaatttt
agtggggett
cacgaaacct
agcagcgttt
ttgaggcttt
cctccggaca
tcgtcacctc
gcctgggtat
ccgttcagece
tcctggatat
acaacaccat
tcgecttcect
acggcggaaa
tcactccaga
gcctcaaggt
catgggctge
acgccatcaa
caggcctgaa
gctcegttcet
ccctgaagct
cagcaaccac
agtccaccgt
aaggcggcett
aattattceg
aatatcaaca
atctgacgga
acccatgccc
caccgaagcc
ccgcgtagat
ttccaacgcea
tatttactge
ctccatgcat
tcaggtaaac
acttggtggt

ttgctcgcetg
acgcaatgat
cacgggagaa
caacgecgggce
cgttgctgta
ttactgtttt
tgtgtgcaga
gatgatcgga
caatggaaaa
agtcataccc
agaaaattac
ctcaacagtt
agttgttcac
tctcatggag
tgaaacccgce
tccgatctac
cgcacttgag
ggaaaaccgc
ggccgcaacc
cccacgcctc
cgatgtttcc
aaacaccaaa
tcctgcggtg
cgctaccgca
caccaagtte
gttcgattgg
tgctgcttac
tcgcgttggce
agtccagggc
ggttgcagaa
ggattcccct
caccttcgag
acactccaac
cacccattca
ccgeccectgtcce
tgctgcaatc
ggcttgtgac
aaaaggccta
ttttcaaaag
accctcgecge
ggagcaatca
aaagaaggac
gccgattggt
gtgatctgta
ccagatggaa
gccgaaaaac
tccatgggtg
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atctttcggc
ataggaacca
agcgattgct
ggtcggtgac
caccaaatca
ctcttegggt
aatgcatgca
tctttgacag
gtaacattga
ccataaccct
ccgagacata
gagtgctggc
ccgecgacgac
ggattcatca
tccattcacg
caatccaccg
gatctaggcc
atcgcttccc
accaacgcca
tacggtggca
ttcgtggaaa
gcattcttcg
gctgaagttg
gcgcectegtge
tacaccggca
actgtcgaaa
cacggattga
cttctacgcg
atcgacaccc
ttcctcaaca
tggtacgcaa
atcaagggcg
cttgcaaaca
cagtccgacg
gttggcatcg
tagcactagt
ccgctaccceg
tcattgggag
atgtatatgc
cttcaggtca
ttacaaacge
gcagcaatgt
gggctgactt
ccaacgtcat
atttctgggg
aattcctcga
gtgcecegeac

ttaacaactt

actgccgcca:

ccccaaccca
attttagggg
tcgtcattga
cgtttcaaag
gaaaaaggaa
ctgggtatgc
gagatgattt
agctgtacgce
tgcggcettaa
actctcgaqgg
ggctgtgctg
tgccaaagta
caggccagtc
ctttcgtgtt
ctgtttactc
tcgaaggtgg
ttttgaacct
ccgagactct
accccgacga
gcgagacttt
cgcaccgcaa
gcccgctcga
acggctccgg
aggatggaaa
agtacgcaga
acaccggctce
tttccctgeg
accacgagaa
ccaaggaaaa
gcaaggatga
tcggcgatgt
aagctggcct
agaccattga
tcggacctag
ataaataggt
gtgtcgcacc
tcggtgcgga
acttgaaatc
tgaaatcgcc
cgttctecatce
gctcggtecee
cggtggttge
taatcgcttc
cgcactcgge
cctagagtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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gccgcaatgt
agcgectggce
tggcacgaag
cgacgcatcg
aaagcccaaa
gtggaatcct
tacgtcttge
aacaaggcac
ttgtaccccect
gcaaaaatcg
cgcatcgtga
atcgagttct
ctcttctgeg
ctgctaaagg
gaatgtcagc
agcttgcagt
accggaattg
gatggcttte
aggatgagga
ttgggtggag
cgccgtgttce
cggtgccecctg
cgttecttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcgce
gaatatcatg
ggcggaccgce
cgaatgggct
cgecttetat
gaccaagcga
aggttgggcet
ctcatgctgg
gcacagatgc
ctecgctgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccccgtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcgce
cgctcagtgg
cttcacctag
tttegtgeeg
gaccttcacg
cgcgetggag
ccgagctctce
cctagaaact
gccaggagga
tcctceecegg
cgcagccage
gcaaatggcg
ggaagcggca
aaatgccgeg
ccgaatcgge
gcacgaatac
acccccagtce
ttgacacacc

acccagaaac
aaatcggcat
gcaactacta
cccacctcac
agaacgaaaa
acttggacta
tcaccgacgc
tcgaatccat
accaccagca
tatcccctgt
ggaacttett
acatctaaca
ttaattaaca
aagcggaaca
tactgggcta
gggcttacat
ccagctgggg
ttgccgceccaa
tcgtttegea
aggctattcg
cggctgtcag
aatgaactgc
gcagctgtgc
ccggggeagg
gatgcaatgce
aaacatcgca
ctggacgaag
atgceccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttcc
cgccttettg
cgcccaacct
tcggaatcgt
agttcttcge
gtaaggagaa
tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecce
tacctgtecg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
cgtgattttc
acgaagtact
tccgacgcge
gatacgacgg
ctcgtggegg
cgcacagtag
cctgacccge
cgcgagegeg
ctggaagtgce
gcgagaatta
tttcgtgtge
agcagcgteg
ctgaaaaatg
caaacctggg
ggcctggaaa
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tgttggegea
tcaatcegece
cgaatccgge
ctacegtgge
cccactecggt
ccaagcagac
cctcaaccgce
caaagttcca
agaacacctc
cggccacgat
cagcctcatce
tatgactagt
attgggatcc
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgatagcet
cgccctetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcyg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctcctgtc
ggcggctgca
tcgagcgage
agcatcaggg
gcgaggatct
gcecgetttte
tagcgttggce
tcgtgettta
acgagttctt
gccatcacga
tttcecgggac
ccacgctagc
aataccgcat
ggctgcggeg
gggataacgc
aggccgcegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctececo
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
aggccggeceg
cgccaaaaac
aaaattggcc
tcgatgctge
acgcgccagce
atcttgagga
tggaggatgc
gaggacggcg
ccaacaaacg
gtceeceecgag
tcgegategt
cgtggccgcc
cgcgtcgaaa
ttgaacgecece
agaaagcgct
ttttccgetg

gctgctgttc
caaattaagyg
tgcaacceag
gaactagaaa
ccctaccgea
aagctagtac
cacgacattg
gtccttgtcg
tccagaaacc
gctttcectca
tcceccagacg
tcggacctag
tctagacccg
cagtccgcag
ggaaaacgca
agactgggcg
taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgeggcta
cactgaagcg
atctcacctt
tacgcttgat

acgtactcgg

gctcgcgcca
cgtcgtgacc
tggattcatc
tacccgtgat
cggtatcgcce
ctgagcggga
gatttcgatt
gccggetgga
ggcgegecegyg
caggcgctct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctecgtgege
ttcgggaagce
cgttecgetee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
cggecgegea
tttaacgaac
cgaatcatca
cgtcgattta
atcacgagac
gctggetgac
aatcagttgc
cgcaaaatat
ccacgccgag
cgaaattttg
ggcggtgece
caggacgtgt
aagcgcacag
cgtgageggt
caaaaatgac
atctgttcga

24

ttgcagtttc
cgattgaaaa
ccaccggact
tcgacgaacg
agccegacca
agcgtttcga
gtcgcgaccg
caggcgtaga
tgggaaatct
ccgaaagceceg
aagacaaccc
ggatatcgtc
ggatttaaat
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgceca
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggcet
tttgtcaaga
tcgtggectgg
ggaagggact
gcteetgeeg
ccggctacct
atggaagccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcee
attgctgaag
gctccecgatt
ctctggggtt
ccaccgecgce
tgatcctcca
ccggeceeggt
tccgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctcctgttc
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
aagtcccgcet
gttcgttata
gctatggatc
aaaacggtga
tgggccagtg
gagctgegtg
gcctactgeg
tgctcagatg
gagctggagg
gccatggteg
gcaggcatga
cagcgccecgcece
gcggcaagaa
aactcacagg
tctagcggat
cacccatccc

tgcacgcgce
cgaccaccac
cggcgecgcec
cttcggcecace
gcgcttcegece
cgceggcetcece
cggaggcctce
taccgatatt
actggcaatg
ccaaatggat
ttcgacctac
gacatcgatg
cgctageggyg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
ctcecggecge
gctectgatge
ccgacctgtce
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcccattcga
gtcttgtcga
tcgccagget
cctgcttgee
ggctgggtgt
agcttggegg
cgcagcgcat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
gtgaaatacc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tececgececcece
caggactata
cgaccctgcecc
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
tcgtgaaaat
atggtgtcat
tctctgatgt
tcggattttt
ccgecgagcga
ctecggecage
gtggcctgat
cgtgtcecgtge
cggctaggtc
tcacagagcet
caaacatcgt
accacctgca
gcgataagct
gcgteoggeta
tcacgagaca
gagctcgcge

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33800
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
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tgcgatcacg
aaaatttcca
cggagaaaca
tgttgctectg
ccaccaggcc
ctgggcacgce
ccagctcatc
gcgcctgctg
ttcacatagg
tgccecagceac
aggcacagaa
cgaagcggca
gccgagcgee
tccagggcgt
gttaaaagcg
ctacaccgtc
ccgccagacg
ccctgetcgt
aagacgtggc
agcacagcga
tcgcttgacc
aatcaatgaa

"ggtctgcggg

cgtaggcaga

‘tgattgctct

gctcgectcg
gccttcgcega
ccaagcttct
dgaatcgtccc
gaccgacttg

tggctggacg
gggcagcaag
cagccgaagt
acgcacgcge
ggcgggaaaa
ctggaaaaag
tggctcattg
gctgcaacga
ctgagccgtg
aatcgegtgg
aaacctaaaa
agaaaagcca
gctgaagcgt
gcecgecegtg
gctggtgage
gctcaggcgg
gattggccecge
cagacagaga
ggtaaaaagqg
gaaaaactag
attgcaggtt
gctatgtctg
cattgaactt
aaacggttcc
tgaagctctce
taagcgcaca
agccttgceccc
ttcaccctaa
ctgatcgccc
atcagcggcc
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agcgaagacc
acccgcgact
tataccgagt
agcacgcagc
tcgagcacgt
cgccagettg
atccggtgta
ccgaggaaat
gccactgcac
atcgcctage
aacgctatga
ctgcggaagce
ctggagagct
atgagacggc
gcctaaaaga
tcggaggagg
gacgtgtgcg
cgcagagcca
ccgcagaacg
ctaagtccag
ggtttatgac
aatttagcgt
ccacgaggac
ccecgtagggt
taggggggcet
aggactgctc
cgcggaaatt
attcgagaga
ttgcgacgtt
gctcgattta

gccgcgaatt
tcgeccagege
tggttcaaaa
cgtgcttgtc
aaaccccgag
gatcggcgtg
tgccgecagea
gacccgegtt
tctcegacga
tgatcttatg
ccaggagttt
aaaagcactt
gatcgacggce
ttttcgecac
caccaagggt
ccgtgagcect
cggctacgtc
gccgaggcega
ctggaaagac
tcaacgacaa
tgttgaggga
gtcacqgtcag
gccgaaagct
ctctctcttg
cacaccatag
ccaaagatct
tcctceccaccg
ttggattctt
ggcgtcggtg
aatc

cctcgctcac
ttggatcaaa
tcgcttgcece
ctggacattg
gtctacgecga
aatccactga
ggcatgagca
ttcggcecgcetg
tceccagecegt
gaggttgctc
tctagcggac
gccacgcttg
gtecgtgtcec
gctttgactg
catcgagcct
gatctgccgce
gctaaaggcc
aaagctctgg
ccaaacagtg
gctaggaaag
gagactggct
accgtgaata
tcccagtaaa
gcctectttce
gcagataacg
tcaaagccac
agttcgtgca
accgtggaaa
ccgetggttg

<210> 14

<211> 6583

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 14

gtaccacgcg
cagttgagtg
ttcaccecgeg
tggagggatt
cccgcectcecat
tctaccaatc
ttgaggatct
accgcatcecgce
caaccaccaa
gcctctacgg
tttccttegt
ccaaagcatt
cggtggctga
ccgcagcgcet
agttctacac
attggactgt
cttaccacgg
ttggccttct
agggcatcga
cagaattcct
ccccttggta
tcgagatcaa
ccaaccttgce
attcacagtc

tcatatgcgg
ctggcactct
acgacggctg
catcatgcca
tcacgcaggc
caccgctttce
aggccctgtt
ttccctcgaa
cgccattttg
tggcaccgag
ggaaaacccc
cttcggcecgag
agttgcgcac
cgtgcgecccg
cggcaacggc
cgaaaaggat
attgaagtac
acgcgacacc
caccctttece
caacaaccac
cgcaaccaag
gggcggcaag
aaacatcggc
cgacgaagct

cttaaagttt
cgggggtaga
tgctggaaac
aagtacgaca
cagtcagtag
gtgttcgact
tactcceccegcece
ggtggcgtcc
aacctggcag
actctattcc
gacgaccctg
actttcgcca
cgcaacagcg
ctcgagctcg
tccggactgg
ggaaagccag
gcagaccttg
ggctccacce
ctgcgectgg
gagaaggtgg
gaaaagcttg
gatgaggctt
gatgttcgct
ggcctggcac

ggctgccatg
gtgccaaata
ccacaaccgg
attccaatgc
acgcacagac
ccgctgagca
tcaccaaccc
acgctgtagc
gagcgggcga
ttatcactct
agtcctggca
acccacaggc
ttccactgat
gcgcagacgt
gcggcegtget
tattccccta
gtgcaccagc
tctcegeatt
agcgccacaa
aaaaggttaa
gcctgaagta
gggcatttat
ccctegttgt
gcgcgggegt

25

tgaattttta
ggttgtttqga
cacacacaaa
tgaccagtgg
cagcgcacga
cgccaagcag
aaccgttgag
gttctcectce
ccacatcgtc
taaccgcectg
ggcagccgtt
agacgtcctg
catcgacaac
tgtcgtcget
tatcgacggc
cttcgtcact
cttcggecte
caacgcatgg
cgaaaacgcc
cttcgcaggce
caccggctcce
cgacgccctg
tcacccagca
tacccagtcc

ctgggcagag
gacccggaca
ggtgccagta
atgtgccgag
ttttggagcg
gcgggaaatg
gcccgaatat
accaggcttt
accgctggcea
gcatgatcte
gggcacgtat
aagcaagcct
tctggactge
tgggatacca
acgagcgtge
cggactgtga
agccagtcgt
ccactatggg
agtacgcccg
ctaaaggaaa
cgtggccgac
gagcacttaa
tgtgccatct
taggtcggge
ttcccecaccyg
tgccgecgact
cacccctatg
ttcttcgcaa
cgcttggett

gcaccctcaa
cacacagttg
atttttctca
ggctttgaaa
aaccttccga
cgtttcgcac
gctttggaaa
ggacaggccg
acctccccac
ggtatcgatg
cagccaaaca
gatattcctg
accatcgcta
tcccteacca
ggaaagttcg
ccagatgcetg
aaggttcgceg
gctgcagtcce
atcaaggttg
ctgaaggatt
gttctcacct
aagctacact
accaccaccce
accgtccgece

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8554

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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tgtccgttgg
caatctagca
taacaattgg
gaacacgtag
ggctatctgg
tacatggcga
tggggcgceece
gccaaggatc
tcgcatgatt
attcggctat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgc
ggacatagcg
cttcctcgtg
tcttgacgag
aacctgccat
atcgttttcc
ttcgcccacg
gagaaaatac
cgttcggctg
atcacgggat
taaaeaaggcc
aaatcgacgc
tccccctgga
gtccgecettt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaaggcc
ttttecgececa
gtactaaaat
cgcgectcgat
gacggacgcg
ggcggatctt
agtagtggag
cccgcgagga
gcgcgccaac
agtgcgtccc
aattatcgcg
tgtgcegtgg
cgtcgcgegt
aaatgttgaa
ctgggagaaa
ggaaattttc
ggacgagcga
gcaagacccg
gaagttatac
cgcgcagcac
gaaaatcgag
aaaagcgcca
cattgatccg
aacgaccgag
ccgtggccac
cgtggatcgce

catcgagacc
ctagttcgga
gatcctctag
aaagccagtc
acaagggaaa
tagctagact
tctggtaagg
tgatggcgca
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgeccegg
gaggcagege
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacgce
cgagcacgta
caggggctcg
gatctcgtcg
ttttctggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttctgag
cacgagattt
gggacgccgg
ctagcggcgc
cgcatcaggc
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctccctceg
ctcecttegg
taggtcgttc
gccttatccg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagcg
caagaaqgatc
taagggattt
ggccgeggcee
aaaactttaa
tggcccgaat
gctgcegtceg
ccagcatcac
gaggagctgg
gatgcaatca
cggcgcgecaa
aaacgccacg
ccgagcgaaa
atcgtggcag
ccgcccagga
cgaaaaagcg
cgcccecgtga
gcgctcaaaa
cgctgatctg
agaccgccgce
cgacttcgec
cgagttggtt
gcagccgtge
cacgtaaacc
gcttggatcg
gtgtatgceg
gaaatgaccc
tgcactctcc
ctagctgatc
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attgatgata
cctagggata
acccgggatt
cgcagaaacg
acgcaagcgc
gggcggtttt
ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacgc
aacagacaat
ttetttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgctcc
ttgatccggce
ctcggatgga
cgccagccga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tecgecegetec
cgggactctg
cgatteccacc
ctggatgatc
gccggecggce
gctcttcecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctece
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
gcgcaaagtc
cgaacgttcg
catcagctat
atttaaaaac
gagactgggc
ctgacgagct
gttgcgcecta
aatattgctc
ccgaggagcet
ttttggccat
tgccegeagqg
cgtgtcagceg
cacaggcggce
gcggtaactc
atgactctag
ttcgacaccc
gaattcctcg
agcgcttgga
caaaatcgct
ttgtcectgga
ccgaggtcta
gcgtgaatcce
cagcaggcat
gcgttttegg
gacgatccca
ttatggaggt

tcatcgctga
tcgtcgacat
taaatcgcta
gtgctgaccc
aaagagaaag
atggacagca
ctgcaaagta
atctgatcaa
aggttctccg
cggctgetcet
caagaccgac
gctggccacyg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgccca
agccggtctt
actgttcgcce
cgatgectge
tggceggetg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgaaa
gccgecttcet
cteccagegeg
ccggtgtgaa
ttcctcgetc
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctccgce
cccgacagga
tgttccgacc
gctttctecat
gggctgtgtg
tcttgagtcc
gattagcaca
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ccgcttegtg
ttataatggt
ggatctctct
ggtgatcgga
cagtgccgcg
gcgtgctcgg
ctgcggtgge
agatgcgtgt
ggaggcggct
ggtcgtcaca
catgacaaac
ccgccaccac
aagaagcgat
acagggcgtc
cggattcacg
atcccgagcet
ctcacctggg
tcaaagaccc
tgcceggtge
cattgatgtg
cgcgattttg
actgagcggg
gagcagcccg
cgctgaccag
gccgtaccge
tgctcgcecatg

26

cctcgaaggce
cgatgctctt
gcgggctget
cggatgaatg
caggtagctt
agcgaaccgg
aactggatgg
gagacaggat
gccgettggg
gatgccgecg
ctgtcecggtg
acgggecgttce
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccacce
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgcect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctcat
ataccgcaca
actgactcgce
gtaatacggt
cagcaaaagg
ccecectgacg
ctataaagat
ctgccgcetta
agctcacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctett
cagcagatta
tctgacgctce
aggatcttca
aaaattttcg
gtcatgacct
gatgtcgcgce
tttttcegag
agcgacctag
ccagcgccag
ctgattccte
cgtgccgecag
aggtcgcaaa
gagctggaag
atcgtaaatg
ctgcaccgaa
aagctgcacg
ggctaacccc
agacattgac
cgcgctgega
cagagaaaat
ggacacggag
cagtatgttg
ccgagcecace
gagcgetggg
aaatgccagc
aatatgcgcc
gctttttcac
tggcatgecce
atctcaggca

ggctttgctg
ctgcgttaat
aaaggaagcg
tcagctactg
gcagtgggct
aattgccagce
ctttettgee
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccgget
ccctgaatga
cttgecgeage
aagtgccggg
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgcatgcece
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgect
agcgacgccce
gggcttcgga
gctggagttc
gatgcgtaag
tgcgctcggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagcce
gacacgactt
tacgcggtgce
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
tgccgegtga
tcacgacgaa
tggagtccga
ctctcgatac
aaactctcegt
gaggacgcac
ccecggectga
ccagccgcga
tggcgctgga
cggcagcgag
ccgegttteg
tcggcagcecag

aatacctgaa-

cagtccaaac
acaccggcect
tcacgtggcet
ttccagggca
aaacacagcc
ctctgacgca
aggccggegg
cacgcctgga
tcatctggcet
tgctggctgce
ataggctgag
agcacaatcg
cagaaaaacc

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
33€0
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
51G0
5160
5220
5280
5340
5400
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taaaaaacqgc
agccactgeg
agcgtctgga
ccgtgatgag
tgagcgecta
ggcggtcgga
gccgegacgt
agagacgcag
aaaggecgca
actagctaag
aggttggttt
gtctgaattt
aacttccacg
gttececegt
ctctcetaggg
gcacaaggac
tgcecegegg
cctaaattceg
cgccettgeg
cggecgeteg

<210> 15
<211> 5091
<212> ADN

tatgagcagg
gaagcaaaag
gagctgatcg
acggctttte
aaagacacca
ggaggccgtg
gtgcgcgget
agccagcecga
gaacgctgga
tccagtcaac
atgactgttg
agegtgtcac
aggacgccga
agggtctcte
gggctcacac
tgctcccaaa
aaatttcctce
agagattgga
acgttggegt
atttaaatct

<213> Secuencia Artificial

<220>
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agttttctag
cacttgccac
acggcgtccg
gccacgcettt
agggtcatcg
agcctgatct
acgtcgctaa
ggcgaaaagc
aagacccaaa
gacaagctag
agggagagac
gtcagaccgt
aagcttccca
tcttggecte
cataggcaga
gatcttcaaa
caccgagttc
ttcttaccgt
cggtgecget
cgagaggcct

cggacgggcea
gctigaagca
tgtcctctygg
gactgtggga
agcctacygag
gcegeeggac
aggccagcca
tctggccact
cagtgagtac
gaaagctaaa
tggectegtgg
gaatagagca
gtaaatgtgce
ctttctaggt
taacgttcce
gccactgeeg
gtgcacaccc
ggaaattctt
ggttgcgcett
gacgtcgggce

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Pldsmido sintético

<400> 15

tcgatttaaa
cggacctagg
ctagaccceqgg
agtccgcaga
gaaaacgcaa
gactgggcgg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattgce
gcacaacaga
ccggttcttt
gcgcggetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgecgecag
gtcgtgaccce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgeccg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
gcgcgcegge
aggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctcgtgcget
tcgggaagcg
gttcgctcca
tccggtaact

tctcgagagg
gatatcgtcg
gatttaaatc
aacggtgcetg
gcgcaaagag
ttttatggac
agccctgcaa
‘caagatctga
acgcaggttc
caatcggctg
ttagtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgccga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
ctecccgatte
tctggggttc
caccgcegcee
gatcctccag
cggcecggtg
ccgcttectce
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctcctgttec
tggcgcecttte
agctgggctg
atcgtcttga

cctgacgtcg
acatcgatgc
gctagcggge
accccggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tccggccget
ctctgatgcc
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcqgac
tcttgtcgat
cgccaggctc
ctgcttgceeg
gctgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgcggggatc
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggteaata
aggccagcaa
ccgecccccct
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg

ggcccggtac
tcttctgegt
tgctaaagga
aatgtcagct
gcttgcactg
ccggaattgce
atggctttct
ggatgaggat
tgggtggaga
gccgtgttec
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtgc
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgct
gaatgggctg
gccttctatce
accaagcgac
ggttgggctt
tcatgctgga
cacagatgcg
tcgectgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceceecgtte
gtaagacacg

27

cgtatcgaag
agcctgecga
actgctccag
taccagttaa
cgtgcctaca
tgtgacegcee
gtecgtcectg
atgggaagac
gecegagceac
ggaaatcgcet
ccgacaatca
cttaaggtct
catctcgtag
cgggctgatt
caccggctceg
cgactgectt
ctatgccaag
cgcaaaaatc
ggcttgaccg
ccg

cacgcgtcat
taattaacaa
agcggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagctggggce
tgccgccaag
cgtttcgceat
ggctattcgg
ggctgtcagc
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcct
gccttecttga
gcccaacctg
cggaatcgtt
gttcttcgee
taaggagaaa
cggtcgtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccece
acctgtccgce
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcce

cggcaagaaa
gcgccgetga
ggcgtgeccege
aageggetgg
cecgtegetcea
agacggattg
ctcgtcagac
gtggcggtaa
agcgagaaaa
tgaccattgc
atgaagctat
gcgggceattg
gcagaaaacg
gctcttgaag
cctcgtaage
cgcgaagcect
cttctttcac
gtccectgat
acttgatcag

atgactagtt
ttgggatcct
gtagaaagcc
ctggacaagg
gcgatagcta
gccctctaggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgce
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctcctgtceca
gcggectgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgcttttcect
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttctte
ccatcacgag
ttcecgggacg
cacgctagcg
ataccgcatc
gctgeggcega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttctecect
ggtgtaggtc
ctgcgcctta
actggcagca

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6583

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
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gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
ggccgcecgcaa
ttaacgaacg
gaatcatcag
gtcgatttaa
tcacgagact
ctggctgacg
atcagttgcg
gcaaaatatt
cacgccgagg
gaaattttgg
gcggtgecceg
aggacgtgtce
agcgcacagg
gtgagcggta
aaaaatgact
tctgttcgac
ccgcgaattce
cgccagcgct
ggttcaaaat
gtgcttgtcc
aaccccgagg
atcggcgtga
gccgcagceag
acccgcgttt
ctccgacgat
gatcttatgg
caggagtttt
aaagcacttg
atcgacggcg
tttcgccacg
accaagggtce
cgtgagcctg
ggctacgteg
ccgaggcgaa
tggaaagacc
caacgacaag
gttgagggag
tcacgtcaga
ccgaaagctt
tctctcttgg
acaccatagg
caaagatctt
cctccaccga
tggattctta

gcgteggtge

acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
agtccecgett
ttcgttataa
ctatggatct
aaacggtgat
gggccagtgce
agctgcgtgce
cctactgcgg
gctcagatgc
agctggaggce
ccatggtcgt
caggcatgac
agecgccgceca
cggcaagaag
actcacaggg
ctagcggatt
acccatcccg
ctegcteace
tggatcaaag
cgcttgccecg
tggacattga
tctacgcgat
atccactgag
gcatgagcag
tcggcgctga
cccagccgta
aggttgctcg
ctagcggacg
ccacgcttga
tccgtgtcect
ctttgactgt
atcgagccta
atctgececgec
ctaaaggcca
aagctctgge
caaacagtga
ctaggaaagc
agactggctc
ccgtgaatag
cccagtaaat
cctecctttct
cagataacgt
caaagccact
gttcgtgcac
ccgtggaaat
cgctggttge
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cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
cgtgaaaatt
tggtgtcatg
ctctgatgtc
cggatttttc
cgcgagcgac
tcggccagceg
tggcctgatt
gtgtcgtgece
ggctaggtcg
cacagagctg
aaacatcgta
ccacctgcac
cgataagctg
cgtcggctaa
cacgagacat
agctcgcget
tgggcagaga
acccggacac
gtgccagtat
tgtgccgage
tttggagcgce
cgggaaatgc
cccgaatatg
ccaggctttt
ccgetggeat
catgatctca
ggcacgtatc
agcaagcctg
ctggactgcet
ggcataccag
cgagcgtgcec
ggactgtgac
gccagtcgtce
cactatggga
gtacgcccga
taaaggaaat
gtggccgaca
agcacttaag
gtgccatctc
aggtcgggcet
tcceccaccgg
gccgcgactg
acccctatge
tcttcgcaaa
gcttggcecttg

tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatccg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
ttcgtgecge
accttcacga
gcgctggagt
cgagctctcg
ctagaaactc
ccaggaggac
cctccecgge
gcagccagcce
caaatggcgce
gaagcggcag
aatgcegegt
cgaatcggca
cacgaatacc
cccecagtcee
tgacacaccg
gcgatcacgt
aaatttccag
ggagaaacac
gttgctctga
caccaggccg
tgggcacgcc
cagctcatct
cgcctgctgg
tcacataggc
gcccagcaca
ggcacagaaa
gaagccgcaa
ccgagcgccg
ccagggcgtg
ttaaaagcgg
tacaccgtceg
cgccagacgg
cctgctegtce
agacgtggcg
gcacagcgag
cgcttgacca
atcaatgaag
gtctgcgggc
gtaggcagaa
gattgctctt
ctcgcctegt
ccttcgcgaa
caagcttctt
aatcgtcccce
accgacttga

28

gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
gtgattttcc
cgaagtacta
ccgacgcgct
atacgacgga
tcgtggcgga
gcacagtagt
ctgacccgeg
gcgagcgcgce
tggaagtgcg
cgagaattat
ttcgtgtgece
gcagcgtcge
tgaaaaatgt
aaacctggga
gcctggaaat
ggctggacga
ggcagcaaga
agccgaagtt
cgcacgcgceca
gcgggaaaat
tggaaaaagc
ggctcattga
ctgcaacgac
tgagccgtgg
atcgcgtgga
aacctaaaaa
gaaaagccac
ctgzagcgtce
ccgeeccegtga
ctggtgagcg
ctcaggcggt
attggccgceg
agacagagac
gtaaaaaggc
aaaaactagc
ttgcaggttg
ctatgtctga
attgaacttc
aacggttccc
gaagctctct
aagcgcacaa
gccttgecce
tcaccctaaa
tgatcgcect
tcagcggecg

gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggccggecege
gccaaaaact
aaattggccc
cgatgctgcc
cgcgccagca
tcttgaggag
ggaggatgca
aggacggcgce
caacaaacgc
tcceccecgage
cgcgatcgtg
gtggccgcecc
gcgtcgaaaa
tgaacgcccce
gaaagcgctc
tttccgcetga
gcgaagaccg
cccgcegactt
ataccgagtt
gcacgcagcce
cgagcacgta
gccagcttgg
tccggtgtat
cgaggaaatg
ccactgcact
tcgectagcet
acgctatgag
tgcggaagca
tggagagctg
tgagacggcet
cctaaaagac
cggaggaggc
acgtgtgcge
gcagagccag
cgcagaacgc
taagtccagt
gtttatgact
atttagecgtg
cacgaggacg
ccgtagggtc
aggggggctc
ggactgctcc
gcggaaattt
ttcgagagat
tgcgacgttg
c

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
42C0
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
480C
4860
4920
4980
5040
5091
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