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DESCRIPCION
Bacterias recombinantes que poseen la capacidad de metabolizar sacarosa
Campo de la invencion

La invencion se refiere a los campos de la microbiologia y la biologia molecular. Mas especificamente, bacterias
recombinantes que poseen la capacidad de usar sacarosa como una fuente de carbono y métodos de utilizacion de
dichas bacterias recombinantes para producir productos como glicerol y productos derivados del glicerol.

Antecedentes de la invencion

Muchos microorganismos comerciales Utiles usan glucosa como su fuente principal de carbohidratos. Sin embargo,
una desventaja del uso de glucosa por microorganismos desarrollados para la produccion de productos
comercialmente deseables es el alto coste de glucosa. El uso de sacarosa y materias primas mixtas que contienen
sacarosa y otros azUcares como fuente de carbohidratos para sistemas microbianos de produccidon seria mas
deseable comercialmente porque estos materiales normalmente estan inmediatamente disponibles a un bajo coste.

Un microorganismo de produccion puede funcionar mas eficientemente cuando puede usar cualquier sacarosa
presente en una materia prima mixta. Por lo tanto, cuando un microorganismo de produccion no tiene la capacidad
de usar eficientemente sacarosa como una fuente principal de carbono no puede operar tan eficientemente. Por
ejemplo, las células bacterianas tipicamente presentan un uso preferencial de azucar, siendo la glucosa la mas
preferida. En medios artificiales que contienen mezclas de azucares, la glucosa tipicamente se metaboliza en su
totalidad por delante de otros azucares. Ademas, muchas bacterias carecen de la capacidad de usar sacarosa. Por
ejemplo, menos de un 50% de las cepas de Escherichia coli (E. Coli) poseen la capacidad de usar sacarosa. Por
consiguiente, cuando un microorganismo de produccién no puede usar sacarosa como una fuente de carbohidratos,
es deseable modificar genéticamente el microorganismo de modo que pueda usar sacarosa.

Se han descrito bacterias recombinantes que han sido modificadas genéticamente para usar sacarosa mediante
incorporacion de genes que utilizan sacarosa. Por ejemplo, Livshits et al. (Patente de EE.UU. N° 6.960.455) describe
la produccion de aminoacidos usando cepas de Escherichia coli que contienen genes que codifican una via
metabdlica para el uso de glucosa. Adicionalmente, Olson et al. (Appl. Microbiol. Biotechnol. 74:1031-1040, 2007)
describe cepas de Escherichia coli que llevan genes responsables de la degradacion de la sacarosa, lo que produce
L-tirosina o L-fenilalanina usando sacarosa como fuente de carbono.

Ademas, WO 2010/051849 describe la producciéon de 1,2-propanodiol usando cepas de Escherichia coli que
contienen genes para el uso de sacarosa.

Sin embargo, existe una necesidad de cepas bacterianas que sean modificadas genéticamente para usar sacarosa
usando nuevos genes de uso de sacarosa y que tengan una mejorada capacidad de usar sacarosa. Adicionalmente,
existe una necesidad de cepas bacterianas que sean capaces de producir glicerol y productos derivados del glicerol
usando sacarosa como fuente de carbono.

Compendio de la invencion

En una realizacion, la invencidon proporciona una bacteria recombinante que comprende en su genoma o en al
menos una construccion recombinante:

(a) una secuencia de nucleotidos heterdloga que codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de
sacarosa, teniendo el polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento
Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoacidos segun se establece en SEQ ID NO: 24; y

(b) una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa,
teniendo el polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento Clustal V,
cuando se compara con una secuencia de aminoacidos segun se establece en SEQ ID NO: 26;

en donde (a) y (b) estan cada una unida operativamente al mismo o diferente promotor en el que ademas dicha
bacteria recombinante es capaz de metabolizar sacarosa.

En una realizacion, la bacteria recombinante produce 1,3-propanodiol, glicerol, y/o acido 3-hidroxipropionico.

En otra realizacion, la invenciéon proporciona un proceso de produccion de glicerol, 1,3-propanodiol y/o acido 3-
hidroxipropiénico a partir de sacarosa que comprende:

a) cultivar la bacteria recombinante que produce 1,3-propanodiol, glicerol, y/o acido 3-hidroxipropionico, descrita
en esta memoria, en presencia de sacarosa; y

b)  opcionalmente, recuperar el glicerol, 1,3-propanodiol, y/o acido 3-hidroxipropiénico producidos.
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Breve descripcion de secuencias

Las siguientes secuencias se ajustan a 37 C.F.R. 1.821 1.825 (“Requisitos para Solicitudes de Patentes que
Contienen Descripcion de Secuencias de Nucledtidos y/o Aminoacidos- las Reglas de Secuencia”) y de acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) Norma ST.25 (2009) y los requerimientos de listados de
secuencias de la EPO y PTC (Reglas 5.2 y 49.5(a bis), y la Seccién 208 y el Anexo C de las Instrucciones
Administrativas). Los simbolos y formato usados para los datos de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos
cumplen las reglas representadas en 37 C.F.R. § 1.822.

Tabla A
Compendio de nimeros SEQ ID de genes y proteinas
Gen Secuencia codificadora SEQ ID NO: | Proteina codificada SEQ ID NO:

GPD1 de Saccharomyces cerevisiae 1 2

GPD2 de Saccharomyces cerevisiae 3 4

GPP1 de accharomyces cerevisiae 5 6

GPP2 de Saccharomyces cerevisiae 7 8

dhaB1 de Klebsiella pneumoniae 9 10
dhaB2 de Klebsiella pneumoniae 11 12
dhaB3 de Klebsiella pneumoniae 13 14
aldB de Escherichia coli 15 16
aldA de Escherichia coli 17 18
aldH de Escherichia coli 19 20
galP de Escherichia coli 21 22
lac Y de Pseudomonas fluorescens Pf5 23 24
scrB de Pseudomonas fluorescens Pf5 25 26
cscB de Escherichia coli EC3132 27 28
cscA de Escherichia coli EC3132 29 30
scrK de Agrobacterium tumefaciens 31 32
scrK de Streptococcus mutans 33 34
scrK de Escherichia coli 35 36
scrK de Klebsiella pneumoniae 37 38
cscK de Escherichia coli 39 40
cscK de Enterococcus faecalis 41 42
HXK1 de Saccharomyces cerevisiae 43 44
HXK2 de Saccharomyces cerevisiae 45 46
dhaT de Klebsiella pneumoniae 47 48
dhaX de Klebsiella pneumoniae 49 50

SEQ ID NO: 51 es la secuencia de nucleétidos del plasmido pSYCO101.
SEQ ID NO: 52 es la secuencia de nucleétidos del plasmido pSYCO103.
SEQ ID NO: 53 es la secuencia de nucleodtidos del plasmido pSYCO106.
SEQ ID NO: 54 es la secuencia de nucledtidos del plasmido pSYCO109.
SEQ ID NO: 55 es la secuencia de nucleétidos del plasmido pSYCO400/AGRO.

SEQ ID NOs: 56-61 son las secuencias de nucleétidos de los iniciadores usados en los Ejemplos de la presente
memoria.

Descripcion detallada

La descripcion de cada referencia representada en esta memoria se incorpora aqui por referencia en su totalidad.

3
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Como se usa aqui y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares “uno/a” y “el/la” incluyen referencia al
plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a “una célula” incluye
una o mas células y equivalentes de la misma conocidas por los expertos en la materia, y asi sucesivamente.

En el contexto de esta descripcién, se usan un niumero de términos y abreviaturas. Se proporcionan las siguientes
definiciones.

“Marco abierto de lectura” se abrevia como “ORF”
“Reaccion en cadena de la polimerasa” se abrevia como “PCR”.
“Coleccion de cultivos tipo de EE.UU:” se abrevia como “ATCC”.

El término “bacteria recombinante productora de glicerol” se refiere a una bacteria que ha sido modificada
genéticamente para ser capaz de producir glicerol y/o productos derivados del glicerol.

El término “polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa” se refiere a un polipéptido que es capaz de
mediar en el transporte de sacarosa dentro de las células microbianas.

El término “polipéptido que tiene actividad fructoquinasa” se refiere a un polipéptido que tiene la capacidad de
catalizar la conversion de D-fructosa + ATP en fructosa-fosfato + ADP. Distintivo de la fructoquinasa es EC 2.7.1.4.
Las enzimas que tienen alguna capacidad de fosforilar la fructosa, sin importar si esta actividad es su actividad
predominante, pueden designarse como fructoquinasas. Abreviaturas usadas para los genes que codifican
fructoquinasas y proteinas que tienen actividad fructoquinasa incluyen, por ejemplo, “Frk”, “scrK”, “cscK” “FK’, y
“KHK’. La fructoquinasa esta codificada por el gen scrK en Agrobacterium tumefaciens y Streptococcus mutans; y
por el gen cscK en ciertas cepas de Escherichia coli.

El término “polipéptido que tiene actividad sacarosa hidrolasa” se refiere a un polipéptido que tiene la capacidad de
catalizar la hidrdlisis de sacarosa para producir glucosa y fructosa. Tales polipéptidos se designan a menudo como
“invertasas” o “B-fructofuranosidasas”.

Los términos “derivados de glicerol” y “productos derivados del glicerol” se usan de manera intercambiable en esta
memoria y se refieren a un compuesto que es sintetizado a partir del glicerol o en una via que incluye glicerol.
Ejemplos de tales productos incluyen acido 3-hidroxipropionico, metilglioxal, 1,2-propanodiol, y 1,3-propanodiol.

El término “producto microbiano” se refiere a un producto que es producido por microbios, esto es, el resultado de un
microorganismo que metaboliza una sustancia. El producto puede ser producido de forma natural por el
microorganismo, o el microorganismo puede ser modificado genéticamente para producir el producto.

El término “sistema fosfoenolpiruvato-azicar fosfotransferasa”, sistema “PTS”, y “PTS” se usan de manera
intercambiable en esta memoria y se refieren al sistema de captura de aztcar dependiente de fosfoenolpiruvato.

Los términos “proteina fosfotransportadora HPr” y “PtsH” se refieren a la proteina fosfotransportadora codificada por
ptsH en E. Coli. Los términos “fosfoenolpiruvato-proteina fosfotransferasa” y “Ptsl” se refieren a la fosfotransferasa,
EC 2.7.3.9, codificada por pts/ en E. Coli. Los términos “componente glucosa-especifico IIA”, y “Crr” se refieren a
enzimas designadas como EC 2.7.1.69, codificadas por crr en E.coli. PtsH, Ptsl, y Crr comprenden el sistema PTS.

El término "PTS menos” se refiere a microorganismos que no contienen un sistema PTS en su estado nativo o un
microorganismo en el cual el sistema PTS ha sido inactivado a través de la inactivacion de un gen PTS.

Los términos “glicerol-3-fosfato deshidrogenasa” y “G3PDH” se refieren a un polipéptido responsable de una
actividad enzimatica que cataliza la conversion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en glicerol 3-fosfato (G3P). In
vivo el G3PDH puede ser dependiente de NAD o NADP. Cuando se hace referencia especificamente a un cofactor
especifico glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, se usaran los términos “glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente
de NAD” y “glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP”. Como es generalmente el caso, las glicerol-3-
fosfato deshidrogenasas dependientes de NAD y dependientes de NADP son capaces de utilizar de manera
intercambiable NAD y NADP (por ejemplo por la enzima codificada por gpsA), los términos glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NAD y dependiente de NADP se utilizaran de manera intercambiable. La enzima
dependiente de NAD (EC 1.1.1.8) es codificada, por ejemplo, por varios genes incluyendo GPD1, también
denominado en esta memoria como DAR1 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:1; secuencia de
proteina codificada representada en SEQ ID NO:2), o GPD2 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:3;
secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID NO:4), o GPD3. La enzima dependiente de NADP (EC
1.1.1.94) esta codificada, por ejemplo, por gpsA.

» o«

Los términos “glicerol 3-fosfatasa”, “sn-glicerol 3-fosfatasa”, “D,L-glicerol fosfatasa”, y “G3P fosfatasa” se refieren a
un polipéptido que tiene una actividad enzimatica que es capaz de catalizar la conversion de glicerol 3-fosfato y agua
en glicerol y fosfato inorganico. La G3P fosfatasa esta codificada, por ejemplo, por GPP1 (secuencia codificadora
representada en SEQ ID NO:5; secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID NO:6), o GPP2
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(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:7; secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID
NO:8).

El término “glicerol deshidratasa” o “enzima deshidratasa” se refiere a un polipéptido que tiene actividad enzimatica
que es capaz de catalizar la conversién de una molécula de glicerol al producto, 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA).

Para los fines de la presente invencion las enzimas deshidratasas incluyen una glicerol deshidratasa (EC 4.2.1.30) y
una diol deshidratasa (EC 4.2.1.28) que tienen sustratos preferidos de glicerol y 1,2-propanodiol, respectivamente.
Se han identificado los genes para las enzimas deshidratasas en Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii,
Clostridium pasteurianum, Salmonella typhimurium, Klebsiella oxytoca, y Lactobacillus reuteri, entre otros. En cada

“ "

caso, la deshidratasa esta compuesta por tres subunidades: la grande o subunidad “a”, la mediana o subunidad “B” y
la pequefia o subunidad “y”. Los genes estan también descritos en, por ejemplo, Daniel et al. (FEMS Microbiol Rev.
22, 553 (1999)) y Toraya y Mori (J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999)). Los genes que codifican la subunidad grande o
“a” (alfa) de la glicerol deshidratasa incluyen dhaB1, (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:9;
secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID NO:10), gldA y dhaB; genes que codifican la subunidad
mediana o “B” (beta) incluyen dhaB2 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:11; secuencia de proteina
codificada representada en SEQ ID NO:12), gldB y dhaC; genes que codifican la subunidad “y” (gamma) incluyen
dhaB3 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:13; secuencia de proteina codificada representada en
SEQ ID NO:14), gldC y dhaE. Otros genes que codifican la subunidad grande o “a” de la diol deshidratasa incluyen
pduC y pddA; otros genes que codifican la subunidad mediana o “B” incluyen pduD y pddB; y otros genes que

“ n

codifican la subunidad pequefa o “y” incluyen pduE 'y pddC.

Las glicerol y diol deshidratasas estan sujetas a un mecanismo basado en la inactivacion suicida por glicerol y
algunos otros sustratos (Daniel et al. FEMS Microbiol Rev. 22, 553 (1999)). El término “factor de reactivacion de
deshidratasa” se refiere a aquellas proteinas responsables de reactivar la actividad deshidratasa. Los términos
“actividad de reactivacion de deshidratasa”, “reactivacion de la actividad deshidratasa” y “degeneracion de la
actividad deshidratasa” se usan de manera intercambiable y se refieren al fendmeno de convertir una deshidratasa
incapaz de catalisis de una reaccién a una capaz de catalisis de una reaccién o al fendmeno de inhibiciéon de la
inactivacion de una deshidratasa o al fendémeno de extension de la vida media util de la enzima deshidratasa in vivo.
Se han identificado dos proteinas que estan implicadas como el factor de reactivacion de deshidratasa (mirese, p.
ej.; Patente de EE.UU. N° 6.013.494 y referencias en ella; Daniel et al., supra; Toraya and Mori, J. Biol. Chem. 274,
3372 (1999); y Tobimatsu et al., J. Bacteriol. 181, 4110 (1999)). Genes que codifican una de las proteinas incluyen,
por ejemplo, orfZ, dhaB4, gdrA, pduG y ddrA. Genes que codifican la segunda de las dos proteinas incluyen, por
ejemplo, orfX, orf2b, gdrB, pduH 'y ddrB.

Los términos “1,3-propanodiol oxidoreductasa”, “1,3-propanodiol deshidrogenasa” y “DhaT” se usan de manera
intercambiable en esta memoria y se refieren a el(los) polipéptido(s) que tienen una actividad enzimatica que es
capaz de catalizar la interconversion de 3-HPA y 1,3-propanodiol siempre y cuando el(los) gene(s) que codifican tal
actividad se encuentra que esta fisicamente o transcripcionalmente ligado(s) a una enzima deshidratasa en su
configuracion natural (esto es, tipo silvestre); por ejemplo, el gen se encuentra dentro del regulon dha era el caso de
dhaT de Klebsiella pneumoniae. Genes que codifican una 1,3-propanodiol oxidoreductasa incluyen, pero no se
limitan a, dhaT, de Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, y Clostridium pasteurianum. Cada uno de estos
genes codifica un polipéptido que pertenece a la familia del tipo Ill de las alcohol deshidrogenasas, las cuales
exhiben un motivo conservado de unién a hierro, y tiene una preferencia por NAD*/NADH ligado a la interconversién
de 3-HPA y 1,3-propanodiol (Jhonson and Lin, J. Bacteriol. 169, 2050 (1987); Daniel et al., J. Bacteriol. 177, 2151
(1995); y Leurs et al., FEMS Microbiol. Lett. 154, 337 (1997)). Enzimas con propiedades fisicas similares se han
aislado de Lactobacillus brevis 'y Lactobacillus buchneri (Veiga da Dunha y Foster, Appl. Environ. Microbiol. 58, 2005
(1992)).

El término “regulon dha” se refiere a un conjunto de polinucleétidos asociados o marcos abiertos de lectura que
codifican polipéptidos que tienen varias actividades bioldgicas, incluyendo pero no limitado a una actividad
deshidratasa, una actividad de reactivacion, y una 1,3-propanodiol oxidoreductasa. Tipicamente un regulon dha
comprende los marcos de lectura dar, orfY, dhaT, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3, y orfZ como se describe en la
Patente de EE.UU. N° 7.471.558.

Los términos “aldehido deshidrogenasa” y “Ald” se refieren a un polipéptido que cataliza la conversién de un
aldehido en un acido carboxilico. Las aldehido deshidrogenasas pueden usar un cofactor redox como NAD, NADP,
FAD, o PQQ. Distintivo de aldehido deshidrogenasas es EC 1.2.1.3. (dependiente de NAD); EC 1.2.1.4.
(dependiente de NADP); EC 1.2.99.3. (dependiente de PQQ); o EC 1.2.99.7. (dependiente de FAD). Un ejemplo de
una aldehido deshidrogenasa dependiente de NADP es AldB (SEQ ID NO:16) codificada por el gen aldB de E. Coli
(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:15). Ejemplos de aldehido deshidrogenasas dependientes de
NAD incluyen AIdA (SEQ ID NO: 18), codificado por el gen aldA de E. Coli (secuencia codificadora representada en
SEQ ID NO:17); y AldH (SEQ ID NO: 20), codificado por el gen aldH de E. Coli (secuencia codificadora representada
en SEQ ID NO:19).
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Los términos “glucoquinasa” y “GIk” se usan de manera intercambiable en esta memoria y se refieren a una proteina
que cataliza la conversion de D-glucosa + ATP en glucosa 6-fosfato + ADP. Distintivo de glucoquinasa es EC
2.7.1.2. Glucoquinasa esta codificada por glken E. Coli.

Los términos “fosfoenolpiruvato carboxilasa” y “Ppc” se usan de manera intercambiable en esta memoria y se
refieren a una proteina que cataliza la conversién de fosfoenolpiruvato + H,O + CO; en fosfato + acido oxalacético.
Distintivo de fosfoenolpiruvato carboxilasa es EC 4.1.1.31. La fosfoenolpiruvato carboxilasa esta codificada por ppc
en E. Coli.

Los términos “gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa” y “GapA” se usan de forma intercambiable en esta memoria
y se refieren a una proteina que tiene una actividad enzimatica capaz de catalizar la conversion de gliceraldehido-3-
fosfato + fosfato + NAD® en 3-fosfo-D-glicerol-fosfato + NADH + H. Distintivo de la gliceraldehido-3-fosfato
dehidrogenasa es EC 1.2.1.12. La gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa esta codificada por gapA en E. Coli.

Los términos “proteina control de respiracion aerdbica” y “ArcA” se usan de modo intercambiable en esta memoria y
se refieren a una proteina reguladora global. La proteina control de respiracion aerébica esta codificada por ArcA en
E. Coli.

Los términos “metilglioxal sintasa” y “MgsA” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a una
proteina que tiene una actividad enzimatica capaz de catalizar la conversiéon de dihidroxiacetona fosfato en
metilglioxal + fosfato. Distintivo de la metilglioxal sintasa es EC 4.2.3.3. La metilglioxal sintasa esta codificada por
mgsA en E. Coli.

Los términos “fosfogluconato deshidratasa” y “Edd” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a
una proteina que tiene una actividad enzimatica capaz de catalizar la conversion de 6-fosfo-gluconato en 2-ceto-3-
deoxi-6-fosfo-gluconato + H,O. Distintivo de la fosfogluconato deshidratasa es EC 4.2.1.12. La fosfogluconato
deshidratasa esta codificada por edd en E. Coli.

El término “YciK” se refiere a una supuesta enzima codifica por yciK que esta traduccionalmente acoplada a btfuR, el
gen que codifica Cob(l)alamina adenosiltransferasa en E. Coli.

El término “cob(l)alamina adenosiltransferasa” se refiere a una enzima capaz de transferir una fraccion
deoxiadenosilo a partir del ATP a un corrinoide reducido. Distintivo de la cob(l)alamina adenosiltransferasa es EC
2.5.1.17. La cob(l)alamina adenosiltransferasa esta codificada por el gen “btuR’ en E. Coli, “cobA” en Salmonella
typhimurium, y “cobO” en Pseudomonas denitrificans.

Los términos de “galactosa-protdn sym-transportador” y “GalP” se usan de forma intercambiable en esta memoria y
se refieren a una proteina que tiene una actividad enzimatica capaz de transportar un azlcar y un protén desde el
periplasma hacia el citoplasma. La D-glucosa es el sustrato preferido del GalP. El galactosa-proton sym-
transportador esta codificado por galP en Escherichia Coli (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 21,
secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID NO: 22).

El término “actividad catalitica no especifica” se refiere al(los) polipéptido(s) que tienen una actividad enzimatica
capaz de catalizar la interconversion de 3-HPA y 1,3-propanodiol y excluye especificamente a 1,3-propanodiol
oxidoreductasa(s). Normalmente estas enzimas son alcohol deshidrogenasas. Tales enzimas pueden utilizar
cofactores distintos de NAD*/NADH, incluyendo pero no limitados a flavinas como FAD o FMN. Se encontré un gen
para una alcohol deshidrogenasa no especifica (yghD), por ejemplo, que estaba codificado endégenamente y
funcionalmente expresado en cepas de E. Coli K-12.

Los términos “promotor Gl largo 1.6”, “promotor Gl corto/largo 1.2”, y “promotor Gl largo 1.5” se refieren a
polinucleétidos o fragmentos que contienen un promotor del gen de la glucosa isomerasa de Streptomyces lividans
como se describe en la Patente de EE.UU. N° 7.132.527. Estos fragmentos promotores incluyen una mutaciéon que
disminuye sus actividades comparado con el promotor de la glucosa isomerasa de Streptomyces lividans de tipo
silvestre.

Los términos “funcion” y “funcidon enzimatica” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a una
la actividad catalitica de una enzima de alterar la velocidad a la que ocurre una reaccién quimica especifica sin ser
ella misma consumida por la reaccién. Se entiende que tal actividad puede aplicarse a una reaccién en el equilibrio
donde la producciéon de cualquier producto o sustrato puede llevarse a cabo bajo condiciones adecuadas.

Los términos de “polipéptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable en esta memoria.

Los términos “sustrato de carbono” y “fuente de carbono” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se
refieren a una fuente de carbono capaz de ser metabolizada por la bacteria recombinante descrita en esta memoria
y, particularmente, fuentes de carbono que comprenden sacarosa. La fuente de carbono puede ademas comprender
otros monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos; o polisacaridos.
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Los términos “célula huésped” y “bacteria huésped” se usan de forma intercambiable en esta memoria y se refieren a
una bacteria capaz de recibir genes exdgenos o heterélogos y capaz de expresar estos genes para producir un
producto genético activo.

El término “microorganismo de produccion” como se usa en esta memoria se refiere a un microorganismo, que
incluye, pero no se limita a, aquellos que son recombinantes, usados para crear un producto especifico como 1,3-
propanodiol, glicerol, acido 3-hidroxipropionico, acidos grasos poliinsaturados, y similares.

Como se usa en esta memoria, “acido nucleico” significa un polinucleétido e incluye un polimero de bases de
desoxiribonucleétidos o ribonucleétidos de cadena sencilla o doble. Los acidos nucleicos también pueden incluir
fragmentos y nucledtidos modificados. Asi, los términos “polinucledétido”, “secuencia de acido nucleico”, “secuencia
de nucledtidos” o “fragmento de acido nucleico” se usan de manera intercambiable en esta memoria y se refieren a
polimeros de RNA o DNA que es de cadena sencilla o doble, opcionalmente que contiene bases de nucleétidos no
naturales o alteradas. Los nucledtidos (usualmente encontrados en su forma 5-monofosfato) son denominados
mediante su sola designacion de la letra de la siguiente manera: “A” para adenilato o deoxiadenilato (para RNA o
DNA, respectivamente), “C” para citidilato o deoxicitidilato, “G” para guanilato o deoxiguanilato, “U” para uridilato, “T”
para deoxitimidilato, “R” para purinas (A o G), “Y” para pirimidinas (C oT), ‘K" paraGo T, “H"paraAo Co T, “I” para
inosina, y “N” para cualquier nucleétido.

Un polinucleétido puede ser un polimero de RNA o DNA que es de cadena encilla o doble, que opcionalmente
contiene bases de nucleétidos sintéticas, no naturales o alteradas. Un polinucleétido en forma de polimero de DNA
puede estar compuesto de una o mas segmentos de cDNA, DNA gendmico, DNA sintético o mezclas de los mismos.

“Gen” se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, y que puede referirse a la
region codificadora solo o puede incluir secuencias reguladoras que preceden (secuencias 5’ no codificadoras) y a
continuacién (secuencias 3’ no codificadoras) de la secuencia codificadora. “Gen nativo” se refieren a un gen tal
como se encuentran en la naturaleza con sus propias secuencias reguladoras. “Gen quimérico” se refiere a cualquier
gen que no es un gen nativo, que comprende secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas
en la naturaleza. En consecuencia, un gen quimérico comprende secuencias reguladoras y secuencias codificadoras
que se derivan de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificadores derivadas de la misma
fuente, pero organizadas de forma diferente a como se encuentra en la naturaleza. “Gen enddgeno” se refiere a un
gen nativo en su localizacion natural en el genoma de un organismo. Un gen “exdgeno” se refiere a un gen que se
introduce dentro del organismo huésped mediante transferencia génica. Los genes exdgenos pueden comprender
genes insertados dentro de un organismo no-nativo, genes introducidos dentro de una nueva localizacién dentro del
huésped nativo, o genes quiméricos.

El término “secuencia de nucleétidos nativa” se refiere a una secuencia de nucleétidos que se encuentra
normalmente en el microorganismo huésped.

El término “secuencia de nucledtidos no nativa” se refiere a una secuencia de nucleétidos que no se encuentra
normalmente en el microorganismo huésped.

El término “polipéptido nativo” se refiere a un polipéptido que se encuentra normalmente en el microorganismo
huésped.

El término “polipéptido no nativo” se refiere a un polipéptido que no se encuentra normalmente en el microorganismo
huésped.

Los términos “encriptacion” y “codificacion” se usan de modo intercambiable en esta memoria y se refieren al
proceso mediante el cual un gen, a través de mecanismos de transcripcion y traduccién, genera una secuencia de
aminoacidos.

El término “secuencia codificadora” se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos especifica.

Las “secuencias reguladoras adecuadas” se refieren a secuencias de nucledtidos localizadas corriente arriba
(secuencias 5’ no-codificadoras), dentro de, o corriente abajo (secuencias 3’ no-codificadoras) de una secuencia
codificadora, y que influencia la transcripcion, procesamiento o estabilidad del RNA, o la traduccién de la secuencia
codificadora asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, potenciadores, silenciadores,
secuencia lider no traducida 5’ (p. €j. entre el sitio de comienzo de la transcripcién y el codén de iniciacion de la
traduccion), intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, sitios de procesamiento de RNA, sitios de
union efectores y estructuras de horquilla.

El término “casete de expresion” se refiere a un fragmento de DNA que comprende la secuencia codificadora de un
gen seleccionado y las secuencias reguladoras que preceden (secuencias no-codificadoras 5°) y que siguen
(secuencias no-codificadoras 3’) a la secuencia codificadora que se requieren para la expresion del producto del gen
seleccionado. Asi, un casete de expresion estd compuesto tipicamente de: 1) una secuencia promotora; 2) una
secuencia codificadora (esto es, ORF) y, 3) una regién 3’ no traducida (p. €j. un terminador) que, en eucariotas,
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normalmente contiene un sitio de poliadenilacion. El (los) casete(s) de expresion normalmente esta incluido dentro
de un vector, para facilitar el clonaje y la transformacion. Diferentes organismos, incluyendo bacterias, levaduras, y
hongos, se pueden transformar con diferentes casetes de expresion siempre y cuando se usen las secuencias
reguladoras correctas para cada huésped.

“Transformacion” se refiere a la transferencia de una molécula de acido nucleico en un organismo, dando como
resultado una herencia genéticamente estable. La molécula de acido nucleico puede ser un plasmido que se replica
autébnomamente, por ejemplo, o que puede integrarse en el genoma del organismo huésped. Los organismos
huésped transformados con los fragmentos del acido nucleico se refieren como organismos “recombinantes” o
“transformados” o “transformantes”. “Transformacion estable” se refiere a la transferencia de una fragmento de acido
nucleico en el genoma de un organismo huésped, que incluye tanto genomas nucleares como organulares, dando
como resultado una herencia genéticamente estable. Por el contrario, “transformacion transitoria” se refiere a la
transferencia de un fragmento de acido nucleico dentro del nucleo, u organulo que contiene DNA, de un huésped
que da como resultado la expresion génica sin integracion o herencia estable.

“Degeneracion de coddn” se refiere a la naturaleza en el codigo genético que permite variacion de la secuencia de
nucledtido sin afectar a la secuencia de aminoacidos de un polipéptido codificado. El artesano experto es muy
consciente del “sesgo de codon” exhibido por una célula huésped especifica en el uso de codones de nucledtidos
para especificar un aminoacido dado. Por lo tanto, cuando se sintetiza un gen para mejorar la expresion en una
célula huésped, es deseable para modificar genéticamente el gen tal que su frecuencia de uso de codén se acerque
a la frecuencia del uso de codén preferido de la célula huésped.

Los términos “sub fragmento que es funcionalmente equivalente” y “sub fragmento funcionalmente equivalente” se
usan de manera intercambiable en esta memoria. Estos términos se refieren a una porcién o sub secuencia de un
fragmento de acido nucleico aislado en el que se retiene la capacidad de alterar la expresidon génica o producir un
cierto tipo de fenotipo sin importar si el fragmento o sub fragmento codifica una enzima activa. Los genes quiméricos
se pueden designar para su uso en la supresién mediante la ligacion de un fragmento de acido nucleico o sub
fragmento del mismo, sin importar si codifica una enzima activa, en la orientacién en el sentido o en el antisentido en
relacion a la secuencia promotora.

El término “dominio conservado” o “motivo” quiere decir un conjunto de aminoacidos conservados en posiciones
especificas a lo largo de la secuencia alineada de proteinas evolutivamente relacionadas. Mientras los aminoacidos
pueden variar en otras posiciones entre proteinas homologas, los aminoacidos que estan altamente conservados en
posiciones especificas indican aminoacidos que son esenciales en la estructura, la estabilidad, o la actividad de una
proteina.

El término “substancialmente similar’ y “corresponde substancialmente” se usan de manera intercambiable en esta
memoria. Se refieren a fragmentos de acido nucleico donde cambios en uno o mas bases de nucledtidos no afectan
a la capacidad del fragmento de acido nucleico para mediar en la expresion génica o de producir un cierto fenotipo.
Estos términos se refieren a modificaciones de los fragmentos de acidos nucleicos de la presente invencion como
supresion o insercion de uno o mas nucleétidos que no alteran substancialmente las propiedades funcionales del
fragmento de acido nucleico resultante en relacion al fragmento no modificado inicial. Por lo tanto, se entiende, como
los expertos en la técnica apreciaran, que la invencion engloba mas que las secuencias especificas ilustrativas.
Ademas, el artesano experto identifica que secuencias de acidos nucleicos substancialmente similares se definen
también mediante su capacidad de hibridar (bajo condiciones moderadamente estrictas, p. ej. SSC (citrato sédico
estandar) 0,5X, SDS (dodecilsulfato sodico) 0,1%, 60° C) con las secuencias ilustradas en esta memoria, o con
cualquier porcién de la secuencia de nucleétidos descrita en esta memoria y que son funcionalmente equivalentes a
cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos descritas en esta memoria. Las condiciones de astringencia se
pueden ajustar a la pantalla para fragmentos moderadamente similares, como secuencias homélogas de organismos
alejados, con fragmentos altamente similares, como genes que duplican enzimas funcionales a partir de organismos
estrechamente relacionados. Los lavados después de la hibridacién determinan las condiciones de astringencia.

El término “hibrida selectivamente” incluye la referencia a la hibridacion, bajo condiciones de hibridacion
astringentes, de una secuencia de acido nucleico con una secuencia diana de acido nucleico especifica a un mayor
grado detectable (p. €j. al menos dos veces mas de fondo) que su hibridaciéon a secuencias de acidos nucleico no-
diana y a la exclusién substancial de acidos nucleicos no-diana. Secuencias que hibridan selectivamente son
secuencias de dos nucledtidos en donde el complemento de una de las secuencias de nucleétidos tiene tipicamente
alrededor de 80% de identidad de secuencia, o 90% de identidad de secuencia, hasta e incluyendo 100% de
identidad de secuencia (esto es, totalmente complementaria) a la otra secuencia de nucleétidos.

El término “condiciones astringentes” o “condiciones de hibridacion astringentes” incluye la referencia a condiciones
bajo las que una sonda hibridara selectivamente con su secuencia diana. Las sondas son secuencias de acido
nucleico de cadena sencilla que son complementarias a las secuencias de acido nucleico a detectar. Las sondas son
“hibridables” con la secuencia de acido nucleico a detectar. Generalmente, una sonda tiene menos de
aproximadamente 1.000 nucleétidos de longitud, opcionalmente menor de 500 nucledétidos de longitud.
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Estan bien definidos los métodos de hibridacion. Tipicamente, la sonda y la muestra se mezclan bajo condiciones
que permitiran la hibridacion del acido nucleico. Esto implica poner en contacto la sonda y la muestra en la presencia
de una sal inorganica u organica bajo la concentracion y condiciones de temperatura apropiadas. Se puede anadir
opcionalmente un agente caotropico. La hibridacién de acidos nucleicos se adapta a una variedad de formatos de
ensayo. Uno de los mas apropiados es el formato de ensayo sandwich. Un componente primario de un ensayo tipo
sandwich es un soporte sélido. El soporte sélido se ha adsorbido a él o se ha acoplado covalentemente a él una
sonda de acido nucleico inmovilizada que esta sin marcar y complementaria a una porcion de la secuencia.

Las condiciones astringentes son dependientes de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias.
Mediante el control de la astringencia de la hibridacién y/o condiciones de lavado, se pueden identificar secuencias
diana que son 100% complementarias a la sonda (sondeo homdlogo). Alternativamente, las condiciones de
astringencia se pueden ajustar para permitir alguna discordancia en secuencias de manera que se detectan
menores grados de similitud (sondeo heterdlogo).

Tipicamente, las condiciones astringentes seran aquellas en las que la concentracion de sal es menor que
aproximadamente ion Na 1,5 M, tipicamente alrededor de 0,01 hasta 1,0 M de concentracién de i6n Na (u otras
sales) a un de pH 7,0 hasta 8,3 y la temperatura es al menos alrededor de 30° C para sondas cortas )p. €j., de 10 a
50 nucledtidos) y al menos 60° C para sondas largas (p. ej., mayor de 50 nucledtidos). Se pueden alcanzar
condiciones astringentes con la adicién de agentes desestabilizantes como formamida. Condiciones ilustrativas de
baja astringencia incluyen hibridaciéon con una solucion tampon formamida desde el 30 hasta 35%, NaCl 1 M, SDS
1% (dodecilsulfato sédico) a 37° C, y un lavado con SSC desde 1X hasta 2X (SSC 20X = NaCl 3,0 M/citrato trisédico
0,3 M) de 50 hasta 55° C. Condiciones ilustrativas de moderada astringencia incluyen hibridacién en formamida
desde el 40% hasta el 45%, NaCl 1 M, SDS 1% a 37° C, y un lavado con SSC desde 0,5X hasta 1X desde 55° hasta
60° C. Condiciones ilustrativas de alta astringencia incluyen hibridacion en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS 1% a
37° C, y un lavado con SSC desde 0,1X desde 60° hasta 65° C.

La especificidad es tipicamente la funcién de los lavados después de la hibridacién, siendo los factores criticos la
fuerza iénica y la temperatura de la solucion de lavado final. Para hibridos DNA-DNA, el punto de fusion térmico (Tm)
se puede aproximar a partir de la ecuacion de Meinkoth et al., Anal. Biochem. 138: 267-284 (1984): Tm=81,5°C +
16,6 (logM) + 0,41 (% GC) — 0,61 (% form) — 500/L; donde M es la molaridad de los cationes monovalentes, % GC
es el porcentaje de nucledtidos de guanosina y citosina en el DNA, % form es el porcentaje de formamida en la
solucion de hibridacion, y L es la longitud del hibrido en pares de bases. La Tr, es la temperatura (bajo fuerza iénica
y pH definidos) al cual hibrida un 50% de una secuencia diana complementaria con una sonda perfectamente
apareada. La Tr, se reduce en alrededor de 1° C para cada 1% de desemparejamiento; asi, se pueden ajustar Tp,
hibridacion y/o condiciones de lavado para hibridar con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se
buscan secuencias con una identidad > 90%, la T, puede descender 10° C. Generalmente, se seleccionan
condiciones de astringencia que sean alrededor de 5° C menor que la T, para una secuencia determinada y su
complementaria a una fuerza idnica y pH definidos. Sin embargo, condiciones de astringencia severas pueden
utilizar una hibridacion y/o lavados a 1, 2, 3, o 4° C menos que la Tm; condiciones de astringencia moderadas
pueden utilizar una hibridacion y/o lavados a 6, 7, 8, 9, o 10° C menos que la Tm; condiciones de astringencia baja
pueden utilizar una hibridacién y/o lavados a 11, 12, 13, 14, 15 0 20° C menos que la Tm. Utilizando la ecuacion, las
composiciones de hibridacion y lavado, y Tm deseada, los expertos entenderan que las variaciones en la
astringencia de hibridacion y/o condiciones de lavado se describen inherentemente. Si el grado de
desemparejamiento deseado da lugar a una Ty, de menos de 45° C (solucién acuosa) o 32° C (solucion de
formamida) es preferible incrementar la concentracion de SSC para que se pueda usar una mayor temperatura. Se
encuentra una extensa guia de la hibridacién de acidos nucleicos en Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry
and Molecular Biology—Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part |, Chapter 2 “Overview of principles of
hybridization and the strategy of nucleica cid probe assays”, Elsevier, New York (1993); y Current Protocols in
Molecular Biology, Chapter 2, Ausubel et al., Eds., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (1995). Se
pueden aplicar condiciones de hibridacion y de lavado durante al menos 10, 30, 60, 90, 120, 0 240 minutos.

“Identidad de secuencia” o “identidad” en el contexto de secuencias de acido nucleico o polipéptido se refiere a
bases de acido nucleico o restos de aminoacidos en dos secuencias que son las mismas cuando se alinean para
una correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion especificada.

Asi, el “porcentaje de identidad de secuencia” se refiere al valor determinado mediante comparacion de dos
secuencias 6ptimamente alineadas sobre una ventana de comparacién, en donde la porcidon de secuencia de
polinucledtido o polipéptido en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o supresiones (esto es,
huecos) en comparaciéon con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o supresiones) para un
alineamiento dptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las
cuales aparece la base de acido nucleico o el resto de aminoacido idénticos en ambas secuencias para dar el
numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando los resultados por 100 para dar el porcentaje de identidad
de secuencia. Ejemplos utiles de porcentajes de identidad de secuencia incluyen, pero no se limitan a, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95%, o cualquier porcentaje entero desde 50% hasta 100%. Estas
identidades se pueden determinar usando cualquiera de los programas descritos en esta memoria.
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Alineamientos de secuencia y porcentaje de identidad o calculos similares pueden determinarse usando una
variedad de métodos de comparacion disefiados para detectar secuencias homologas incluyendo, pero no limitados
a, el programa MegAlign™ de LASERGENE computacion bioinformatica privada (DNASTAR Inc., Madison, WI).
Dentro del contexto de esta aplicacion se entiende que donde se usa el software de analisis de secuencia para el
analisis, que los resultados del andlisis se basaran en los “valores por defecto” del programa de referencia, a menos
que se especifique lo contrario. Como se usa aqui los “valores por defecto” significaran cualquier conjunto de valores
o parametros que originalmente se cargan con el software cuando se inicializa la primera vez.

El “método de alineamiento Clustal V” corresponde al método de alineamiento designado como Clustal V (descrito
por Higgins and Sharp, CABIOS. 5: 151-153 (1989); Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci. 8: 189-191 (1992)) y
establecido en el programa MegAlign™ de LASERGENE computacion bioinformatica privada (DNASTAR Inc.,
Madison, WI). Para alineamientos muiltiples, los valores por defecto corresponden a PENALIZACION POR HUECO
(GAP PENALTY)= 10 y PENALIZACION POR LONGITUD DE HUECO (GAP LENGTH PENALTY) = 10. Parametros
por defecto para alineamientos de pares de bases y calculo de porcentaje de identidad de secuencias de proteinas
usando el método Clustal V son KTUPLE= 1, GAP PENALTY= 3, WINDOW (VENTANA)= 5 y DIAGONALS SALVED
(DIAGONALES GUARDADAS) = 5. Para acidos nucleicos estos parametros son KTUPLE= 2, GAP PENALTY= 5,
WINDOW (VENTANA)= 4 y DIAGONALS SALVED (DIAGONALES GUARDADAS)= 4. Tras el alineamiento de las
secuencias usando el programa Clustal V, es posible obtener un “porcentaje de identidad” mediante la visualizacion
de la tabla de las “distancias de secuencia” en el mismo programa.

El “método de alineamiento Clustal W” corresponde al método de alineamiento designado Clustal W (descrito por
Higgins and Sharp, supra; Higgins, D.G. et al., supra) y establecido en el programa MegAlign™ v6.1 de
LASERGENE computacion bioinformatica privada (DNASTAR Inc., Madison, WI). Parametros por defecto para
alineamiento multiple corresponden a GAP PENALTY= 10, GAP LENGTH PENALTY= 0,2, Delay Divergen Segs
(%)= 30, DNA Transition Weight= 0,5, Protein Weight Matrix= Gonnet Series, DNA Weight Matrix= IUB. Tras el
alineamiento de secuencias usando el programa de Clustal W es posible obtener un “porcentaje de identidad”
mediante la visualizacién de la tabla de las “distancias de secuencia” en el mismo programa.

El “método de alineamiento BLASTN” es un algoritmo proporcionado por el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) para comparar secuencias de nucleétidos usando parametros por defecto.

Se entiende bien por un experto en la técnica que son Utiles muchos niveles de identidad de secuencia para
identificar polipéptidos, de otras especies, en donde tales polipéptidos tienen la misma o similar funcién o actividad.
Ejemplos utiles de porcentajes de identidad incluyen, pero no se limitan a, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, o 95%, o cualquier porcentaje entero desde 50% hasta 100%. Ciertamente, puede ser Util cualquier
identidad de aminoacidos entera desde 50% hasta 100% en la descripcion de la presente invenciéon, como 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. También, de interés es cualquier complementariedad de longitud
completa o parcial de este fragmento de nucleétidos aislado.

Asi, la descripcion abarcaba mas que las secuencias de nucleétidos especificas ejemplo descritas en esta memoria.
Por ejemplo, se contemplan las alteraciones en la secuencia génica que refleja la degeneracion del cédigo genético.
También, es bien conocido en la técnica que es bien comun que las alteraciones en un gen que dan como resultado
la produccién de un aminoacido quimicamente equivalente en un sitio dado, no afectan a las propiedades
funcionales de la proteina codificada. Se definen las sustituciones para la exposicién aqui como intercambios en uno
de los cinco grupos siguientes:

1. Restos alifaticos pequefios, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);
2. Restos polares, negativamente cargados y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Glen;

3. Restos polares, positivamente cargados : His, Arg, Lys;

4. Restos alifaticos grandes no polares: Met, Leu, lle, Val (Cys);

5. Restos aromaticos grandes: Phe, Tyr, Trp.

Asi, un coddn para el aminoacido alanina, un aminoacido hidrofébico, se puede sustituir por un codén que codifica
otros restos menos hidrofobicos (como glicina) o un resto mas hidrofébico (como valina, leucina, o isoleucina). De
modo similar, los cambios que dan como resultado la sustitucién de un resto negativamente cargado por otro (como
acido aspartico o acido glutamico) o un resto positivamente cargados por otro (como lisina o arginina) también se
puede esperar que produzca un producto funcionalmente equivalente. En muchos casos, los cambios de nucleétidos
que dan como resultado una alteracién de las porciones terminales N-terminal y C-terminal de la molécula de
proteina tampoco se espera que altere la actividad de la proteina.

Cada una de las modificaciones propuestas esta bien dentro de la experiencia rutinaria de la técnica, como es la
determinacion de la actividad biolégica de los productos codificados. Ademas, el experto en la técnica reconoce que
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las secuencias sustancialmente similares también se definen por su capacidad de hibridar bajo condiciones
astringentes, como se define anteriormente.

Fragmentos de acidos nucleicos preferidos sustancialmente similares son aquellos fragmentos de acidos nucleicos
cuyas secuencias de nucleétidos son al menos un 70% idénticas a la secuencia de nucledtidos de los fragmentos de
acidos nucleicos que se citan en esta memoria. Fragmentos de acidos nucleicos mas preferidos son al menos un
90% idénticos a la secuencia de nucledtidos de los fragmentos de acidos nucleicos que se citan en esta memoria.
Los mas preferidos son fragmentos de acidos nucleicos que son al menos un 95% idénticos a la secuencia de
nucledtidos de los fragmentos de acidos nucleicos que se citan en esta memoria.

Una “porcién sustancial” de una secuencia de aminoacido o de un nucleétido es aquella porcidén que comprende
suficiente secuencia de aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucleétidos de un gen para supuestamente
identificar ese polipéptido o gen, ya sea mediante evaluacion manual de las secuencias por un experto en la técnica,
o mediante una comparacion de secuencia automatizada por ordenador ye identificacion usando algoritmos como
BLAST, (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul, S. F., et al., J. Mol. Biol., 215: 403-410 (1993)). En general,
una secuencia de 10 o mas aminoacidos contiguos o treinta 0 mas nucleétidos son necesarios para supuestamente
identificar un polipéptido o secuencia de acido nucleico como homadloga a una proteina o gen conocidos. Ademas,
con respecto a secuencias de nucledtidos, sondas de oligonucleotidos especificas del gen que comprenden 20-30
nucledtidos contiguos se pueden usar en métodos de identificacion de genes dependientes de secuencia (p. €j.
Hibridacion de Southern) e aislamiento (p. ej. hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas de bacteriéfagos).
Ademas, se pueden usar oligonucledtidos cortos de 12-15 pares de bases como cebadores de amplificacion en PCR
con el fin de obtener un fragmento de acido nucleico concreto que comprende los cebadores. En consecuencia, una
“porcion sustancial” de una secuencia de nucleétidos comprende suficiente secuencia para identificar y/o aislar
especificamente un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia. La presente memoria descriptiva
ensefia las secuencias de aminoacidos y nucledtidos completas que codifican proteinas concretas. El experto en la
materia, teniendo el beneficio de las secuencias como se informa en la presente memoria, puede ahora usar todas o
porciones sustanciales de las secuencias descritas para los propdsitos conocidos por los expertos en este arte.

El término “complementario” describe la relaciéon entre dos secuencias de bases de nucledtidos que son capaces de
apareamiento de bases tipo Watson-Crick cuando se alinean en una orientacion antiparalela. Por ejemplo, con
respecto al DNA, la adenosina es capaz de aparearse con la timina, y la citosina es capaz de aparearse con la
guanina. Por consiguiente, la presente invencion puede hacer uso de moléculas de acido nucleico aisladas que son
complementarias a las secuencias completas como se informa en el Listado de Secuencias que acompafa y la
especificacion al igual que aquellas secuencias de acidos nucleicos sustancialmente similares.

El término “aislado” se refiere a un polipéptido o secuencia de nucleétidos que se retira de al menos un componente
con el cual esta naturalmente asociado.

“Promotor” se refiere a una secuencia de DNA capaz de controlar la expresion de una secuencia codificadora o RNA
funcional. La secuencia promotora consiste en elementos proximales y mas distales corriente arriba, los ultimos
elementos se refieren a menudo a potenciadores. Por consiguiente, un “potenciador” es una secuencia de DNA que
puede estimular la actividad promotora, y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterélogo
insertado para aumentar el nivel o la especificidad de tejido de un promotor. Los promotores se pueden derivar en su
totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de diferentes elementos derivados de distintos promotores que se
encuentran en la naturaleza, o incluso que comprenden segmentos sintéticos de DNA. Se entendera por los
expertos en la técnica que distintos promotores pueden dirigir la expresion de un gen en distintos tipos de tejidos o
células, o a distintas etapas de desarrollo, o en respuesta a distintas condiciones ambientales. Se reconoce, ademas
que en la mayoria de los casos los limites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido completamente,
fragmentos con alguna variacion podrian tener una actividad promotora idéntica. Los promotores que causan que un
gen se exprese en la mayoria de tipos celulares se denominan comunmente “promotores constitutivos”.

” o«

“Secuencias 3’ no codificadoras”, “terminador de la transcripciéon” y “secuencias de terminacion” se usan de manera
intercambiable en esta memoria y se refieren a secuencias de DNA localizadas corriente debajo de una secuencia
codificadora, incluyendo secuencias de reconocimiento de poliadenilacion y otras secuencias que codifican sefiales
reguladoras capaces de afectar al procesamiento de RNA o la expresion génica. La sefial de poliadenilacion
usualmente se caracteriza por afectar a la adicion de extensiones de acido poliadenilico en el extremo 3’ del RNA
precursor.

El término “ligado operativamente” se refiere a la asociacion de secuencias de acidos nucleicos a un fragmento
Unico de acido nucleico de manera que la funcion de uno se ve afectada por el otro. Por ejemplo, un promotor esta
operativamente ligado a una secuencia codificadora cuando es capaz de afectar a la expresion de esa secuencia
codificadora (esto es, la secuencia codificadora esta bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias
codificadoras pueden ligarse operativamente a secuencias reguladoras en una orientacion sentido o antisentido. En
otro ejemplo, las regiones complementarias de RNA pueden estar ligadas operativamente, ya sea directa o
indirectamente, 5 al mRNA diana, o 3' al mRNA diana, o dentro del mRNA diana, o una primera region
complementaria es 5’ y su complemento es 3’ para el mRNA diana.
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Las técnicas estandar de DNA recombinante y clonacion molecular usadas en esta memoria se conocen bien en la
técnica y se describen mas completamente en Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989). Los métodos de transformacion
se conocen bien por aquellos expertos en la técnica y se describen mas adelante en esta memoria.

“PCR” o “reaccion en cadena de la polimerasa” es una técnica para la sintesis de grandes cantidades de segmentos
especificos DNA y consiste en una serie de ciclos repetitivos (Perkin EImer Cetus Instruments, Norwalk, CT).
Tipicamente, el DNA de doble cadena se desnaturaliza con calor, los dos cebadores complementarios al extremo 3’
del segmento diana se alinean a baja temperatura y se elongan a temperatura intermedia. Un conjunto de estos
pasos consecutivos se conoce como un “ciclo”.

Un “plasmido” o un “vector” es un elemento extra cromosémico que a menudo lleva genes que no son parte del
metabolismo central de la célula, y usualmente en forma de fragmentos circulares de doble cadena. Tales elementos
pueden ser secuencias que se replican autbnomamente, secuencias que se integran en el genoma, fagos, o
secuencias de nucleétidos, lineales o circulares, de DNA o RNA de cadena sencilla o doble, derivados de cualquier
fuente, en la que un nimero de secuencias de nucleétidos se han unido o recombinado en una Unica construccion
que es capaz de introducir un(os) casete(s) de expresion dentro de una célula.

El término “alterado genéticamente” se refiere al proceso de intercambio de material hereditario mediante ingenieria
genético, transformacion y/o mutacion.

El término “recombinante” se refiere a una combinacion artificial de dos segmentos de secuencia separados de otro
modo, p. ej. mediante sintesis quimica o por la manipulaciéon de segmentos aislados de acidos nucleicos mediante
técnicas de ingenieria genética. “Recombinante” también incluye la referencia a una célula o vector, que ha sido
modificado mediante la introduccion de un acido nucleico heterélogo o una célula derivada de una célula asi
modificada, pero no abarca la alteracion de la célula o vector por eventos naturales que ocurren (p. ej. mutacion
espontanea, transformacion natural, transducciéon natural, transposicion natural) como los que ocurren sin la
intervencion humana deliberada.

Los términos “producto de construccidon recombinante”, “producto de construccion de expresién”, “producto de
construccion quimérico”, “producto de construccién”, y “producto de construccion de DNA recombinante”, se usan de
forma intercambiable en esta memoria. Un producto de construccidon recombinante comprende una combinacion
artificial de fragmentos de acido nucleico, p. €j. secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran juntas
en la naturaleza. Por ejemplo, un producto de construccion recombinante puede comprender secuencias
reguladoras y secuencias codificadoras que se derivan de distintas fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias
codificadoras derivadas de la misma fuente, pero reorganizadas de una manera diferente que la encontrada en la
naturaleza. Tal construccion se puede utilizar por si misma o se puede usar en conjunto con un vector. Si se usa un
vector, entonces la eleccién de un vector depende del método que se utilizara para transformar las células huésped
como es bien sabido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un vector plasmidico. El experto en
la materia es muy consciente de los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector para transformar
con éxito, seleccionar y propagar las células huésped que comprenden cualquiera de los fragmentos de acidos
nucleicos aislados descritos en esta memoria. El experto en la materia también reconocera que los eventos
independientes de transformacién pueden dar como resultado diferentes niveles y patrones de expresion (Jones et
al., EMBO J. 4: 2411-2418 (1985); De Almeida et al., Mol. Gen. Genetics 218: 78-86 (1989)), y de esta forma que los
eventos multiples pueden necesitar ser examinados con el fin de obtener lineas que muestran el nivel de expresion y
patrén deseados. Tal seleccién puede realizarse mediante analisis de Southern de DNA, analisis de Northern de la
expresion de mRNA, analisis por inmunoelectrotransferencia de la expresion de proteina, o analisis fenotipico, entre
otros.

El término “expresion®, como se usa aqui, se refiere a la produccion de un producto final funcional (p. €j. un mRNA o
una proteina [ya sea precursora o madura]).

El término “introducido” significa aportar un acido nucleico (p. ej. producto de construccion de expresién) o proteina
dentro de una célula. Introducido incluye la referencia a la incorporacion de un acido nucleico dentro de una célula
eucariota o procariota donde el acido nucleico puede ser incorporado dentro del genoma de la célula, e incluye
referencia al suministro transitorio de un acido nucleico o proteina a la célula. Introducido incluye referencia a
métodos de transformacion estables o transitorios, asi como cruce sexual. Por tanto, “introducido” en el contexto de
insertar un fragmento de acido nucleico (p. ej. un producto de construccién recombinante/ producto de construccion
de expresion) dentro de una célula, significa “transfeccion” o “transformacion” o “transduccion” e incluye referencia a
la incorporacion de un fragmento de acido nucleico dentro de una célula eucariota o procariota donde el fragmento
de acido nucleico se puede incorporar dentro del genoma de la célula (p. ej. cromosoma, plasmido, plasto o DNA
mitocondrial), convertido en un replicén autbnomo, o expresado transitoriamente (p. ej. mMRNA transfectado).

El término “homodlogo” se refiere a proteinas o polipéptidos de origen evolutivo comin con funcién catalitica similar.
La invencion puede incluir bacterias que producen proteinas homologas mediante tecnologia recombinante.
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Descritas en la presente memoria estan las bacterias recombinantes que han sido disefiadas para usar sacarosa
usando nuevos genes de utilizacion de sacarosa de Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens). Especificamente,
las bacterias recombinantes descritas en esta memoria comprenden en su genoma o en al menos un producto de
construccién recombinante: una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que posee actividad
transportadora de sacarosa, el polipéptido que tiene al menos una identidad de secuencia del 95%, segun un
método de alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoacidos segun se establece en
SEQ ID NO: 24; y una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que posee actividad hidrolasa de
sacarosa, el polipéptido que tiene al menos una identidad de secuencia del 95%, segun un método de alineamiento
Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoacidos segun se establece en SEQ ID NO: 26. Las
secuencias de nucledtidos estan cada una ligadas operativamente al mismo o a diferente promotor. En algunas
realizaciones, las bacterias recombinantes son capaces de metabolizar sacarosa para producir glicerol y/o productos
derivados del glicerol.

Bacterias huésped adecuadas para usar en la construcciéon de las bacterias recombinantes descritas en esta
memoria incluyen, pero no estan limitadas a, organismos del género: Escherichia, Streptococcus, Agrobacterium,
Bacillus, Corynebacterium, Lacto-bacillus, Clostridium, Gluconobacter, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella,
Aerobacter, Methylobacter, Salmonella, Streptomyces, y Pseudomonas.

En una realizacion, la bacteria huésped se selecciona del género: Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, y Aerobacter.
En otra realizacion, la bacteria huésped es Escherichia coli.

En algunas realizaciones, la bacteria huésped es PTS menos. En estas realizaciones, la bacteria huésped es PTS
menos en su estado nativo, o puede dar PTS menos a través de la inactivacion de un gen PTS como se describe
debajo.

En produccion de microorganismos, es deseable algunas veces desligar el transporte de azucares y el uso de
fosfoenolpiruvato (PEP) para la fosforilacion de los azucares transportados.

El término “regulacion a la baja” se refiere a la reduccién en, o abolicion de, la actividad de la(s) proteina(s) activa(s),
en comparacion con la actividad de la(s) proteina(s) salvaje(s). Las PTS pueden ser inactivadas (dando como
resultado un organismo “PTS menos”) mediante regulacién a la baja de la expresion de uno o mas de los genes
enddgenos que codifican proteinas requeridas en este tipo de transporte. La regulacion a la baja ocurre tipicamente
cuando uno o mas de estos genes tiene una “ruptura”, refiriéndose a una insercién, supresion, o mutacion dirigida
dentro de una porcion de ese gen, que da como resultado, ya sea un gen completo knockout como el gen de tal
manera que se elimina el gen del genoma y no se traduce ninguna proteina, o una proteina que se ha traducido de
tal manera que tiene una insercioén, supresion, sustitucion de aminoacido u otra mutacion dirigida. La localizacién de
la interrupcion en la proteina puede ser, por ejemplo, dentro de la porcion N-terminal de la proteina o dentro de la
porcion C-terminal de la proteina. La proteina interrumpida tendra actividad disminuida con respecto a la proteina
que no ha sido interrumpida, y puede ser no-funcional. La regulacién a la baja que da como resultado una baja o
ausente expresion de la proteina, también podria resultar mediante manipulacién de las secuencias reguladoras,
factores de transcripcion y traduccion y/o vias de transduccion de sefiales o mediante el uso de sentido, antisentido
o tecnologia del RNAI, etc.

Los polipéptidos transportadores de sacarosa son polipéptidos que son capaces de mediar en el transporte de
sacarosa dentro de las células microbianas. Los péptidos transportadores de sacarosa son conocidos en la técnica,
por ejemplo el polipéptido CscB de la cepa salvaje EC3132 de E. Coli (establecido en SEQ ID NO:28), codificado por
el gen cscB (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO:27), como se describe por Jahreis et al. (J.
Bacteriol. 184: 5307-5316, 2002). El gen lac Y de Pseudomonas fluorescens Pf5 ATCC® BAA-477 (secuencia
codificadora representada en SEQ ID NO: 23) codifica un polipéptido (establecido en SEQ ID NO: 24) que es un
41% idéntico a la conocida proteina transportadora de sacarosa CscB, de la cepa EC3132 de Escherichia coli. Sin
embargo, no hay actividad conocida demostrada para este polipéptido.

En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de
sacarosa tiene al menos un 95% de identidad de secuencia, segun el método de alineamiento BLASTN, cuando se
compara con una secuencia de nucleétidos como la representada en SEQ ID NO: 23.

En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad transportadora de sacarosa
tiene una secuencia de nucleétidos representada en SEQ ID NO: 23.

En ofra realizacion, el polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa tiene al menos un 95% de
identidad de secuencia, segun el método de alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de
aminoacidos como la representada en SEQ ID NO: 24.

En otra realizacién, el polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa tiene una secuencia de
aminoacidos representada en SEQ ID NO: 24.
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Los polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa tienen la capacidad de catalizar la hidrélisis de sacarosa
a los productos fructosa y glucosa. Son conocidos los polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa, e
incluyen, CscA de la cepa salvaje EC3132 de E. Coli (establecido en SEQ ID NO: 30), codificado por el gen cscA
(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 29), como se describe en Jahreis et al. (J. Bacteriol. 184:
5307-5316, 2002). El gen scrB de Pseudomonas fluorescens Pf5 ATCC® BAA-477 (secuencia codificadora
representada en SEQ ID NO: 25) codifica un polipéptido (establecido en SEQ ID NO: 26) que es un 47% idéntico a
la conocida hidrolasa de sacarosa CscA, de la cepa EC3132 de Escherichia coli. Sin embargo, no hay actividad
conocida demostrada para este polipéptido.

En una realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa
tiene al menos una identidad de secuencia del 95%, segun un método de alineamiento BLASTN, cuando se
compara con una secuencia de nucleotidos segun se establece en SEQ ID NO: 25.

En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa
tiene una secuencia de nucleétidos representada en SEQ ID NO: 25.

En una realizacion, el polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa tiene al menos una identidad de
secuencia del 95%, segun un método de alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de
aminoacidos segun se establece en SEQ ID NO: 26.

En otra realizacion, el polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa tiene una secuencia de aminoacidos
representada en SEQ ID NO: 26.

Las bacterias recombinantes descritas en esta memoria pueden comprender ademas en sus genomas o en al
menos un producto de construccién recombinante, una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
tiene actividad fructoquinasa para permitir a las bacterias utilizar la fructosa producida por la hidrélisis de sacarosa.
Los polipéptidos que tienen actividad fructoquinasa incluyen fructoquinasas (designadas EC 2.7.1.4) y varias hexosa
quinasas que tienen actividad de fosforilar fructosa (EC 2.7.1.3. y EC 2.7.1.1). La actividad fosforiladora de fructosa
puede ser exhibida por hexoquinasas y cetohexoquinasas. Los genes representativos que codifican polipéptidos de
una variedad de microorganismos, que se pueden usar para construir las bacterias recombinantes descritas en esta
memoria estdn enumerados en la Tabla 1. Un experto en la técnica conocera esas proteinas que son
sustancialmente similares a la proteina que es capaz de fosforilar fructosa (como codificadas por los genes
enumerados en la Tabla 1) que también se pueden usar.

Tabla 1

Secuencias que Codifican Enzimas con Actividad Fructoquinasa

Fuente Nombre del gen Numero EC SEQ ID NO: de SEQ ID NO: de
Nucleétido Proteina
Agrobacterium tumefaciens scrK (fructoquinasa) 2714 31 32
Streptococcus mutans scrK (fructoquinasa) 2714 33 34
Escherichia coli scrK (fructoquinasa) 2714 35 36
Klebsiella pneumoniae scrK (fructoquinasa) 2714 37 38
Escherichia coli cscK (fructoquinasa) 2714 39 40
Enterococcus faecalis cscK (fructoquinasa) 2714 41 42
Saccharomyces cerevisiae HXK1 (hexoquinasa) 2711 43 44
Saccharomyces cerevisiae HXK2 (hexoquinasa) 2711 45 46

En una realizacion, el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa tiene al menos una identidad de secuencia del
95%, segun un método de alineamiento Clustal V, con una secuencia de aminoacidos segun se establece en SEQ
ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, o
SEQ ID NO: 46..

En otra realizacién, el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa tiene una secuencia de aminoacidos
representada en SEQ ID NO: 40.

Las secuencias codificadoras de los genes que codifican polipéptidos que tienen actividad transportadora de
sacarosa y polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa se pueden usar para aislar secuencias de
nucledtidos que codifican polipéptidos homdlogos de la misma o de otras especies microbianas. Por ejemplo, se
pueden identificar homologos de los genes usando software de analisis de secuencia, como BLASTN, para buscar
bases de datos de secuencias de acidos nucleicos publicamente disponibles. Ademas, el aislamiento de genes
homologos usando protocolos dependientes de secuencia se conoce bien en la técnica. Ejemplos de protocolos
dependientes de secuencia incluyen, pero no se limitan a, métodos de hibridacion de acidos nucleicos, y métodos de
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amplificacion de DNA y RNA como se ejemplifica mediante varios usos de tecnologias de amplificacion de acidos
nucleicos (p. ej. reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), Mullis et al., Patente de EE.UU. N° 4.683.202; reaccion
en cadena de la ligasa (LCR), Tabor, S. Et al.,, Proc. Acad. Sci. USA 82, 1074, 1985); o amplificacion por
desplazamiento de cadena (SDA), Walker, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89: 392, (1992)). Por ejemplo, la
secuencia de nucledtidos que codifica los polipéptidos descritos arriba se pueden emplear como una sonda de
hibridacion para la identificacion de homologos.

Uno con experiencia ordinaria en la técnica aprecia que aquellos genes que codifican estos polipéptidos aislados de
otras fuentes se pueden usar en las bacterias recombinantes descritas en esta memoria. Ademas, se pueden hacer
variaciones en las secuencias de nucledtidos que codifican los polipéptidos sin afectar a la secuencia de
aminoacidos del polipéptido codificado debido a la degeneracion de codon, y esas sustituciones de aminoacidos,
supresiones o adiciones que producen una proteina sustancialmente similar se pueden incluir en la proteina
codificada.

Las secuencias de nucleotidos que codifican los polipéptidos que tienen actividad transportadora de sacarosa y los
polipéptidos que tienen actividad hidrolasa de sacarosa se pueden aislar usando PCR (véase, p. €j. Patente de
EE.UU. N° 4.683.202) y cebadores disefiados para unirse a la secuencia deseada, por ejemplo como se describe en
el Ejemplo 1 de la presente memoria. Se conocen bien otros métodos de aislamiento de genes por uno experto en la
técnica tal como usando cebadores degenerados o hibridacion con sonda heterdloga. Las secuencias de nucleétidos
se pueden sintetizar quimicamente o adquirirse comercialmente de vendedores como DNA2.0 Inc. (Menlo Park, CA).

La expresion de los polipéptidos puede efectuarse usando unos de los muchos métodos conocidos por un experto
en la técnica. Poe ejemplo, las secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos descritos mas arriba se
pueden introducir dentro de la bacteria en al menos un plasmido multicopia, 0 mediante la integracién de una o mas
copias de las secuencias codificadoras dentro del genoma huésped. Las secuencias de nucledtidos que codifican los
polipéptidos se pueden introducir dentro de la bacteria huésped separadamente (p. ej. en plasmidos separados) o en
cualquier combinacion (p. €j., en un unico plasmido, como se describe en los Ejemplos de la presente memoria.

Las regiones codificadoras introducidas que son ya sea en un(os) plasmido(s) o en el genoma, se pueden expresar
a partir de al menos un promotor altamente activo. Una region codificadora integrada puede ser introducida ya sea
como parte de un gen quimérico que tiene su propio promotor, o ser integrada adyacente a un promotor altamente
activo que es enddgeno al genoma o en un operén altamente expresado. Promotores adecuados incluyen, pero no
se limitan a, CYC1, HIS3, GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO, y lac, ara,
tet, trp, IP., IPg, T7, tac, y trc (Utiles para la expresion en Escherichia coli) asi como los promotores amy, apr, npry
varios promotores de fagos Utiles para la expresion en Bacillus. El promotor puede también ser el promotor de la
glucosa isomerasa de Streptomyces lividans o un variante del mismo, descrito por Payne et al. (Patente de EE.UU.
N° 7.132.527).

En una realizacion, las bacterias recombinantes descritas en esta memoria son capaces de producir glicerol. Se
conocen procesos bioldgicos para la preparacion de glicerol usando carbohidratos o azlcares en levaduras y en
algunas bacterias, otros hongos, y algas. Ambas, bacterias y levaduras, producen glicerol mediante la conversién de
glucosa u otros carbohidratos a través de la via de la fructosa-1,6-bifosfato en la glicolisis. En el método de
produccion de glicerol descrito en esta memoria, las bacterias huésped se pueden usar para que naturalmente
produzcan glicerol. Ademas, las bacterias se pueden modificar genéticamente para la produccion de glicerol y
derivados de glicerol. La capacidad de produccion de glicerol a partir de una variedad de sustratos se puede
proporcionar a través de la expresion de las actividades enzimaticas glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y/o
glicerol-3-fosfatasa como se describe en la Patente de EE.UU. N° 7.005.291. Genes que codifican estas proteinas
que se pueden usar para expresar las actividades enzimaticas en una bacteria huésped estan descritos en la
Patente de EE.UU. N° 7.005.291. Ejemplos adecuados de genes que codifican polipéptidos que tienen actividad
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa incluyen, pero no se limitan a, GPD1 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia
codificadora representada en SEQ ID NO: 1, secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID NO: 2) y
GPD2 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 3, secuencia de proteina
codificada representada en SEQ ID NO: 4). Ejemplos adecuados de genes que codifican polipéptidos que tienen
actividad glicerol-3-fosfatasa incluyen, pero no se limitan a, GPP1 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia
codificadora representada en SEQ ID NO: 5, secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID NO: 6) y
GPP2 de Saccharomyces cerevisiae (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 7, secuencia de proteina
representada en SEQ ID NO: 8).

El aumento de la produccion de glicerol se puede lograr a través de la reduccion de la expresion de genes
enddgenos diana. La regulacion a la baja de los genes enddgenos que codifican las actividades de glicerol quinasa y
de glicerol deshidrogenasa mejora aliin mas la produccién de glicerol como se describe en la Patente de EE.UU. N°
7.005.291. El aumento de la canalizacién de carbono a glicerol puede llevarse a cabo mediante la reduccién de la
expresion del gen enddégeno que codifica la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, como se describe en la Patente
EE.UU. N° 7.371.558. La regulacion a la baja puede llevarse a cabo usando cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo, los métodos descritos mas arriba para la regulacién a la baja de genes del sistema PTS.
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El glicerol proporciona un sustrato para la produccion microbiana de productos utiles. Ejemplos de tales productos,
esto es, derivados de glicerol incluyen, pero no se limitan a, acido 3-hidroxipropiénico, metilglioxal, 1,2-propanodiol, y
1,3-propanodiol.

En otra realizaciéon, las bacterias recombinantes descritas en esta memoria son capaces de producir 1,3-
propanodiol. El derivado de glicerol 1,3-propanodiol el un monémero que tiene potencial utilidad en la produccion de
fibras de poliéster y la fabricacién de poliuretanos y compuestos ciclicos. El 1,3-propanodiol se puede producir por
un unico microorganismo mediante la bioconversion de un sustrato de carbono distinto de glicerol o dihidroxiacetona,
como se describe en la Patente de EE.UU. N° 5.686.276. En esta bioconversion, el glicerol se produce a partir del
sustrato de carbono, como se describi6 anteriormente. El glicerol es convertido al intermedio 3-
hidroxipropionaldehido por la enzima deshidratasa, que puede ser codificada por la bacteria huésped o puede ser
introducida dentro del huésped por recombinacién. La deshidratasa puede ser glicerol deshidratasa (E.C. 4.2.1.30),
diol deshidratasa (E.C. 4.2.1.28) o cualquier otra enzima capaz de catalizar esta conversion. Un ejemplo adecuado
de genes que codifican las subunidades “o” (alfa), “B” (beta), y “y” (gamma) de la glicerol deshidratasa incluyen, pero
no se limitan a, dhaB1 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 9), dhaB2 (secuencia codificadora
representada en SEQ ID NO: 11), dhaB3 (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 13),
respectivamente, de Klebsiella pneumoniae. La conversion ulterior de 3-hidroxipropionaldehido en 1,3-propanodiol
puede ser catalizada por la 1,3-propanodiol deshidogenasa (E.C. 1.1.1.202) u otras alcohol deshidrogenasas. Un
ejemplo adecuado de un gen que codifica una 1,3-propanodiol deshidrogenasa es dha T de Klebsiella pneumoniae
(secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 47, secuencia de proteina codificada representada en SEQ ID
NO: 48).

Las bacterias pueden ser disefiadas de manera recombinante para proporcionar una produccién mas eficiente de
glicerol y del derivado de glicerol 1,3-propanodiol. Por ejemplo, la Patente de EE.UU. N° 7.005.291 describe
microorganismos transformados y un método para la produccion de glicerol y 1,3-propanodiol con ventajas derivadas
de expresar actividades endégenas de uno o ambas, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y glicerol-3-fosfato fosfatasa,
mientras que la interrupcion de una o ambas de las actividades enddgenas al tiempo que se interrumpe una o
ambas de las actividades enddgenas de glicerol quinasa y glicerol deshidrogenasa.

La Patente de EE.UU. N° 6.013.494 describe un proceso para la produccién de 1,3-propanodiol, usando un unico
microorganismo que comprende glicerol-3-fosfato deshidrogenasas, glicerol-3-fosfato fosfatasa, deshidratasa, y 1,3-
propanodiol oxidoreductasa (p.ej. dhaT). La Patente de EE.UU. N° 6.136.576 describe un método para la produccion
de 1,3-propanodiol, que comprende un microorganismo recombinante que comprende ademas deshidratasa y
proteina X (mas tarde identificado como un péptido factor de reactivacion de la deshidratasa).

La Patente de EE.UU. N° 6.514.733 describe una mejora del proceso donde se produce un aumento significativo en
el titulo (gramos de producto por litro) en virtud de una actividad catalitica no especifica (distinguida de 1,3-
propanodiol oxidoreductasa codificada por dha T) para convertir 3-hidroxipropionaldehido en 1.3-propanodiol.
Ademas, la Patente de EE.UU. N° 7.132.527 describe vectores y plasmidos Uutiles para la produccion de 1,3-
propanodiol.

Se puede lograr un aumento en la producciéon de 1,3-propanodiol mediante modificaciones adicionales a una
bacteria huésped, incluyendo regulaciéon a la baja de la expresién de algunos genes diana y regulacién al alza,
expresion de otros genes diana, como se describe en la Patente de EE.UU. N° 7.371.558. Para la utilizacion de
glucosa como fuente de carbono en un huésped PTS menos se puede aumentar la expresion de la actividad
glucoquinasa.

Genes adicionales cuya expresion aumentada o sobre regulada incrementa la produccion de 1,3-propanodiol
incluyen genes que codifican:

o fosfoenolpiruvato carboxilasa tipicamente caracterizada como EC 4.1.1.31
e cob(l)alamina adenosiltransferasa, tipicamente caracterizada como EC 2.5.1.17

e actividad catalitica no especifica que es suficiente para catalizar la interconversion de 3-HPA y 1,3-propanodiol, y
excluye especificamente 1,3-propanodiol oxidoreductasa(s), tipicamente estas enzimas son alcohol
deshidrogenasas

Genes cuya expresion reducida o sub regulada incrementa la produccion de 1,3-propanodiol incluyen genes que
codifican:

e proteina de control de la respiracion aerébica
o metilglioxal sintasa
e acetato quinasa

o fosfotransacetilasa
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¢ aldehido deshidrogenasa A
¢ aldehido deshidrogenasa B
¢ triosafosfato isomerasa

o fosfogluconato deshidratasa

En otra realizacion, las bacterias recombinantes descritas en esta memoria son capaces de producir acido 3-
hidroxipropiénico. El acido 3-hidroxipropiénico tiene utilidad en la sintesis de la especialidad y se puede convertir en
intermedios comercialmente importantes por la técnica conocida en la industria quimica, p. €j., acido acrilico por
deshidratacion, acido malénico por oxidacion, ésteres por reacciones de esterificacion con alcoholes, y 1,3-
propanodiol por reduccion. El acido 3-hidroxipropiénico se puede producir biolégicamente a partir de una fuente
fermentable de carbono por un Unico microorganismo, como se describe en tramitacion con la presente y de
propiedad comun de EE.UU., solicitud de patente N° 12/815461. En una ruta biosintética representativa, un sustrato
de carbono es convertido en 3-hidroxipropionaldehido, como se describe mas arriba para la produccién de 1,3-
propanodio. El 3-hidroxipropionaldehido es convertido en acido 3-hidroxipropiénico por una aldehido
deshidrogenasa. Ejemplos adecuados de aldehido deshidrogenasas incluyen, pero no se limitan a, AldB (SEQ ID
NO: 16), codificada por el gen de E. Coli aldB (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 15); AldA (SEQ
ID NO: 18), codificada por el gen de E. Coli aldA (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 17); y AldH
(SEQ ID NO: 20), codificada por el gen de E. Coli aldH (secuencia codificadora representada en SEQ ID NO: 19).

Muchas de las modificaciones descritas mas arriba para mejorar la produccion de 1,3-propanodiol por una bacteria
recombinante se pueden hacer también para mejorar la produccion de acido 3-hidroxipropiénico. Por ejemplo, la
eliminacion de la glicerol quinasa previene que el glicerol, formado a partir de G3P por la accion de la G3P fosfatasa,
sea reconvertido en G3P a expensas de ATP. También, la eliminacién de la glicerol deshidrogenasa (por ejemplo,
gldA) previene que el glicerol, formado a partir de DHAP por la accion de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NAD, de ser convertido en hidroxiacetona. Las mutaciones se pueden dirigir hacia un gen estructural
con el fin de perjudicar o mejorar la actividad de una actividad enzimatica o se puede dirigir hacia un gen regulador,
incluyendo regiones promotoras y sitios de union a ribosomas, con el fin de modular el nivel de expresion de una
actividad enzimatica.

La regulacioén al alza o regulacion a la baja se puede lograr mediante una variedad de métodos que son conocidos
por aquellos expertos en la técnica. Se entiende bien que la regulacion al alza o regulacion a la baja de un gen se
refiere a una alteracién en el nivel de actividad presente en la célula que se deriva de la proteina codificada por ese
gen en relacion al nivel de control de la actividad, por ejemplo, por la actividad de la proteina codificada por el gen
salvaje (o no alterado) correspondiente.

Genes especificos involucrados en una via enzimatica pueden ser sobre regulados para incrementar la actividad de
su(s) funcion(es) codificada(s). Por ejemplo, se pueden introducir copias adicionales de genes seleccionados dentro
de la célula huésped o plasmidos multicopia como pBR322. Tales genes se pueden integrar dentro del cromosoma
con secuencias reguladoras apropiadas que dan como resultado una actividad incrementada de sus funciones
codificadas. Los genes diana se pueden modificar con el fin de estar bajo el control de promotores no nativos o
promotores nativos alterados. Se pueden alterar los promotores endégenos in vivo mediante mutacion, supresion y/o
sustitucion.

Alternativamente, puede ser util reducir o eliminar la expresion de ciertos genes en relacion a un nivel de actividad
dado. Se conocen los métodos de sub regular (interrupcién) genes por aquellos expertos en la materia.

Puede ocurrir regulacion a la baja mediante supresion, insercion, o alteracion de las regiones codificadoras y/o
reguladoras (promotor). Se pueden obtener sub regulaciones especificas mediante mutacion aleatoria seguido de
chequeo o seleccion, o, donde se conoce la secuencia del gen, mediante intervencion directa por métodos de
biologia molecular conocidos por aquellos expertos en la técnica. Un método util en particular, pero no exclusivo,
para efectuar regulacion a la baja es alterar la fuerza del promotor.

Ademas, la regulacién a la baja de una expresién génica se puede usar para ya sea prevenir la expresion de la
proteina de interés o para dar como resultado la expresion de una proteina que es no funcional. Esto se puede
lograr por ejemplo, por 1) suprimiendo las regiones codificadoras y/o regiones reguladoras (promotoras), 2)
insertando secuencias de acidos nucleicos exdgenas dentro de las regiones codificadoras y/o regiones reguladoras
(promotoras), y 3) alterando las regiones codificadoras y/o regiones reguladoras (promotoras) (por ejemplo,
haciendo cambios de pares de bases). Se pueden obtener interrupciones especificas mediante mutacién aleatoria
seguido de chequeo o seleccion, o, en casos donde se conocen las secuencias génicas, se pueden obtener
interrupciones especificas mediante intervencion directa usando métodos de biologia molecular conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Un método util en particular es la supresion de cantidades significativas de regiones
codificadoras y/o regiones reguladoras (promotoras).

Se conocen métodos de alterar la expresion de proteina recombinante por aquellos expertos en la técnica, y se
tratan en parte en Baneyx, Curr. Opin. Biotechnol. (1999) 10: 411; Ross, et al., J. Bacteriol. (1998) 180: 5375;
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deHasefh, et al., J. Bacteriol. (1998) 180: 3019; Smolke and Keasling, Biotechnol. Bioeng. (2002) 80: 762; Swartz,
Curr. Opin. Biotech. (2009) 12: 195; y Ma, et al., J. Bacteriol. (2002) 184: 5733.

Se pueden construir bacterias recombinantes que contienen cambios en la expresion de genes para metabolizar
sacarosa en la producciéon de productos microbianos incluyendo glicerol y derivados de glicerol, como se describe
mas arriba, usando técnicas bien conocidas en la técnica, algunas de las cuales estan ejemplificadas en los
Ejemplos en esta memoria.

Se puede lograr la construccidon de bacterias recombinantes descritas en esta memoria usando una variedad de
vectores y casetes de transformacion y expresion adecuados para el clonaje, transformacion y expresion de
regiones codificadoras que confieren la capacidad de utilizar sacarosa en la produccion de glicerol y sus derivados
en un microorganismo adecuado. Vectores adecuados son aquellos que son compatibles con el que emplea la
bacteria. Los vectores adecuados se pueden derivar, por ejemplo, de una bacteria, un virus (como el bacteréfago T7
o un fago derivado de M-13), un césmido, una levadura o una planta. Se conocen los protocolos de obtencién y
utilizacion de tales vectores por aquellos expertos en la técnica (Sambrook et al., supra).

Son numerosas y familiares las regiones de control de iniciacion, o promotores, que son utiles para conducir la
expresion de las regiones codificadoras para la presente invencion en la bacteria huésped deseada para aquellos
expertos en la técnica. Virtualmente, cualquier promotor capaz de conducir la expresion es adecuado para su uso en
esta memoria. Por ejemplo, se puede usar cualquiera de los promotores enumerados mas arriba.

Las regiones de control de la terminacion se pueden derivar de varios genes nativos a los huéspedes preferidos.
Opcionalmente, puede ser innecesario un sitio de terminacion; sin embargo, es lo mas preferido si esta incluido.

Para una expresion efectiva de los polipéptidos presentes, las secuencias de nucleétidos que codifican los
polipéptidos estan ligados operativamente a través de codones de iniciacion a regiones control de la expresion
seleccionadas de tal manera que la expresion da como resultado la formaciéon del RNA mensajero apropiado.

Particularmente utiles son los vectores pSYCO101, pSYCO103, pSYCO106, y pSYCO109, descritos en la Patente
de EE.UU. N° 7.371.558, y pSYCO400/AGRO, descrito en la Patente de EE.UU. N° 7.524.660. Los elementos
esenciales de estos vectores se derivan del regulon dha aislado de Klebsiella pneumoniae y de Saccharomyces
cerevisiae. Cada vector contiene los marcos abiertos de lectura dhaB1, dhaB2, dhaB3, dhaX (secuencia codificadora
representada en SEQ ID NO: 49; secuencia del polipéptido codificado establecido en SEQ ID NO: 50), orfX, DAR1,y
GPP2 organizados en tres operones diferentes. Las secuencias de nucledtidos de pSYCO101, pSYCO103,
pSYCO106, pSYCO109, y pSYCO400/AGRO estan representadas en SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
53, SEQ ID NO: 54, y SEQ ID NO: 55, respectivamente. Las diferencias entre los vectores estan ilustradas en el
siguiente cuadro [el prefijo “p-“ indica un promotor; los marcos abiertos de lectura contenidos entre cada “()”
representan la composicién de un operén:

pSYCO101 (SEQ ID NO: 51):
p-tcr (Dar1_GPP2) en orientacion opuesta comparado con los otros dos operones de via,
p-1.6 largo Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y
p-1.6 largo Gl (orfY_orfX_orfW)

pSYCO103 (SEQ ID NO: 52):
p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientacion comparado con los otros dos operones de via,
p-1.5 largo Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y
p-1.5 largo Gl (orfY_orfX_orfW)

pSYCO106 (SEQ ID NO: 53):
p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientacion comparado con los otros dos operones de via,
p-1.6 largo Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y
p-1.6 largo Gl (orfY_orfX_orfW)

pSYCO109 (SEQ ID NO: 54):
p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientacion comparado con los otros dos operones de via,
p-1.6 largo Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y
p-1.6 largo Gl (orfY_orfX)
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pSYCO400/AGRO (SEQ ID NO: 55):
p-tcr (Dar1_GPP2) en la misma orientacion comparado con los otros dos operones de via,
p-1.6 largo Gl (dhaB1_dhaB2_dhaB3_dhaX), y
p-1.6 largo Gl (orfY_orfX)
p-1.20 corto/largo Gl (srcK) orientacién opuesta comparado con los otros operones de via.

Una vez que se construyen los casetes de expresion adecuados, se usan para transformar bacterias huésped
apropiadas. Se puede llevar a cabo la introduccién del casete que contiene las regiones codificadoras dentro de la
bacteria huésped por procedimientos conocidos como mediante transformacion (p.ej. usando células
permeabilizadas con calcio, o electroporacién) o mediante transfeccion usando un fago virus recombinante
(Sambrook et al., supra). Los casetes de expresion se pueden mantener en un plasmido estable en una célula
huésped. Ademas, los casetes de expresion se pueden integrar dentro del genoma de la bacteria huésped a través
de recombinacion homologa o aleatoria usando vectores y métodos bien conocidos por aquellos expertos en la
técnica. Se pueden usar también sistemas de recombinacion especifica de sitio para la integracion genémica de
casetes de expresion.

Ademas de las células ejemplificadas, se pueden usar las células que tienen mutaciones Unicas o multiples
designadas especificamente para aumentar la produccion de productos microbianos incluyendo glicerol y/o sus
derivados. Las células que normalmente desvian una materia prima de carbono en vias no productivas, o que
exhiben represion de catabolitos significativa se pueden mutar para evitar estas deficiencias fenotipicas.

Métodos de creacion de mutantes son comunes y bien conocidos en la técnica. Se presenta un resumen de algunos
métodos en la Patente de EE.UU. N° 7.371.558. Estan bien documentados en la técnica los métodos especificos de
creacion de mutantes usando radiacion o agentes quimicos. Véase, por ejemplo, Thomas D. Brock en Biotecnology:
A Textbook of Industrial Microbiology, Second Edition (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA., o
Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol. 36, 227 (1992).

Tras haber ocurrido la mutagénesis, los mutantes que tienen el fenotipo deseado se pueden seleccionar mediante
una variedad de métodos. El cheque aleatorio es el mas comun donde las células mutagenizadas se seleccionan por
la capacidad de producir el producto o intermedio deseado. Alternativamente, el aislamiento selectivo de mutantes
se puede llevar a cabo mediante crecimiento de una poblaciéon mutagenizada en medio selectivo donde solamente
pueden desarrollarse las colonias resistentes. Los métodos de seleccidon de mutantes estan altamente desarrollados
y bien conocidos en la técnica de la microbiologia industrial. Véase, por ejemplo, Brock, Supra; DeMancilha et al.,
Food Chem. 14, 313 (1984).

Los medios de fermentacion en la presente invencién comprenden sacarosa como sustrato de carbono. También
pueden estar presentes otros sustratos de carbono como glucosa y fructosa.

Ademas del sustrato de carbono, un medio adecuado de fermentacién contiene, por ejemplo, minerales adecuados,
sales, cofactores, tampones y otros componentes, conocidos por aquellos expertos en la técnica, adecuados para el
crecimiento de los cultivos y la promocion de la via enzimatica necesaria para la produccion de glicerol y sus
derivados, por ejemplo 1,3-propanodiol. Se prestara especial atencion a las sales de Co(ll) y/o vitamina B, 0
precursores de las mismas en la produccién de 1,3-propanodiol.

La adenosil-cobalamina (coenzima B12) es un factor importante para la actividad deshidratasa. La sintesis de la
coenzima B12 se encuentra en procariotas, algunas de los cuales son capaces de sintetizar el compuesto de novo,
por ejemplo, Escherichia blattae, especies de Klebsiella, especies de Citrobacter, y especies de Clostridium,
mientras otras pueden realizar reacciones parciales. E. Coli, por ejemplo, no puede fabricar la estructura de anillo de
corrina, pero es capaz de catalizar la conversién de cobinamida al corrinoide y puede introducir el grupo 5'-
deoxiadenosilo. Asi, se sabe en la técnica que se necesita proporcionar un precursor de la coenzima B12, como la
vitamina B2, en las fermentaciones de E. coli. Se puede afadir continuamente vitamina B4, a las fermentaciones de
E. coli a una velocidad constante o en etapas como para coincidir con la generacién de masa celular, o se puede
afiadir en adiciones Unicas o multiples de bolos.

Aunque la vitamina B1; se anade a la E. coli transformada descrita mas arriba en esta memoria, se contempla que
otras bacterias, capaces de biosintetizar de novo vitamina B4, también seran células productoras adecuadas y la
adicién de vitamina B2 a estas bacterias sera innecesaria.

Tipicamente las células bacterianas se crecen de 25 a 40° C en el medio apropiado conteniendo sacarosa. Ejemplos
de medios adecuados de crecimiento para su uso en esta memoria son medios comunes comercialmente
preparados como caldo Luria Bertani (LB), caldo Sabouraud Dextrosa (SD) o caldo medio de levadura (YM). Se
pueden también usar otros medios de crecimiento definidos o sintéticos, y el medio apropiado particular de
crecimiento sera conocido por alguien experto en la técnica de microbiologia o ciencia de la fermentacion. El uso de
agentes conocidos para modular la represion de catabolitos directamente o indirectamente, p. €j., adenosina 2’:3-
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monofosfato ciclica, se puede incorporar en los medios de reaccioén. De manera similar, el uso de agentes conocidos
para modular las actividades enzimaticas (p. €j., metil violdgeno) que conduce al aumento de la produccion de 1,3-
propanodiol se puede usar en conjuncion con o como una alternativa a la manipulacion genética con cepas
productoras de 1,3-propanodiol.

Los intervalos de pH adecuados para la fermentacion estan entre pH 5,0 y pH 9,0, donde el pH 6,0 hasta pH 8,0 es
tipico como condicién inicial.

Las reacciones se pueden llevar a cabo bajo condiciones aerodbicas, anoxicas, o anaerébicas dependiendo de los
requerimientos de la bacteria recombinante. Se pueden llevar a cabo fermentaciones de lotes alimentados con
alimentacién de carbono, por ejemplo, sustrato de carbono, limitado o en exceso.

La fermentacion en lotes es un método cominmente usado. La fermentacion clasica en lote es un sistema cerrado
donde la composicién del medio se establece al principio de la fermentacién y no esta sujeta a alteraciones
artificiales durante la fermentacion. Asi, al principio de la fermentacion, se inocula el medio con la bacteria deseada y
se permite que ocurra la fermentacién no afiadiendo nada al sistema. Tipicamente, sin embargo, la fermentacion “en
lote” es lote con respecto a la adiciéon de la fuente de carbono, se hacen intentos a menudo en controlar factores
como el pH y la concentracion de oxigeno. En sistemas en lotes, las composiciones de metabolitos y biomasa del
sistema cambian constantemente hasta el tiempo que se para la fermentacién. Dentro de los cultivos en lote, las
células se moderan a través de una fase estatica de latencia hasta una fase logaritmica de alto crecimiento y
finalmente hasta una fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento se disminuye o se detiene. Las células en
fase logaritmica son generalmente responsables de la mayor producciéon del producto final o intermedio.

Una variacion del sistema en lote estandar es el sistema Fed-Batch. Los procesos de fermentacion Fed_batch son
también adecuados para su uso en esta memoria y comprenden un sistema en lote tipico con la excepcién de que el
sustrato se afiade en incrementos segun progrese la fermentacion. Los sistemas Fed-Batch son utiles cuando la
represion por catabolito es apta para inhibir el metabolismo de las células y donde es deseable tener cantidades
limitadas de sustrato en el medio. Es dificil la medida de la concentracién actual de sustrato en sistemas Fed-Batch y
por consiguiente se estima en base a los cambios de factores medibles como el pH, oxigeno disuelto y la presion
parcial de los gases de deshecho como el CO,. Las fermentaciones en lote son comunes y bien conocidas en la
técnica y se pueden encontrar ejemplos en Brock, supra.

La fermentacion continua es un sistema abierto donde se afiade un medio de fermentacién definido continuamente a
un bioreactor y se elimina simultaneamente una cantidad igual de medio para el procesamiento. La fermentacion
continua mantiene generalmente los cultivos a una densidad constante alta donde las células estan ante todo en
fase logaritmica de crecimiento.

La fermentaciéon continua permite la modulacién de un factor o cualquier numero de factores que afectan al
crecimiento celular o a la concentracion del producto final. Por ejemplo, un método mantendra un nutriente limitante
como la fuente de carbono o el nivel de nitrégeno a una velocidad fija y permitirda moderar todos los otros
parametros. En otros sistemas, se pueden alterar continuamente un numero de factores que afectan al crecimiento
mientras la concentracién celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas continuos
se esfuerzan por mantener las condiciones de crecimiento en estado estacionario, y asi la pérdida de células
durante la extraccion de medio se debe equilibrar con la velocidad de crecimiento celular en la fermentacién. Se
conocen bien en la técnica de la microbiologia industrial los métodos de modulacién de nutrientes y factores de
crecimiento para procesos de fermentacion continuos asi como también técnicas para maximizar la velocidad de
formacion del producto y se detallan una variedad de métodos por Brock, supra.

Se contempla que la presente invencion se puede practicar usando procesos en lotes, en fed-batch o continuos y
que cualquier modo conocido de fermentacién seria adecuado. Ademas, se contempla que las células pueden ser
inmovilizadas en un sustrato como catalizadores de células enteras y sometidas a condiciones de fermentacion para
la produccién de glicerol y derivador de glicerol, como el 1,3-propanodiol.

En una realizacién, se proporciona un proceso para hacer glicerol, 1,3-propanodiol, y/o acido 3-hidroxipropionico a
partir de sacarosa. El proceso comprende las etapas de cultivar la bacteria, como se describe mas arriba, en
presencia de sacarosa, y recuperar opcionalmente el glicerol, 1,3-propanodiol, y/o acido 3-hidroxipropidnico
producidos. El producto se puede recuperar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los sélidos se
pueden retirar del medio de fermentacion mediante centrifugacion, filtracion, decantacion, o en vivo. Luego, se
puede aislar el producto del medio de fermentacién, que ha sido tratado para retirar los sélidos como se describe
arriba, usando métodos como la destilacion, extraccion liquido-liquido, o separaciéon basada en membrana.

Ejemplos

La presente invencion se define ademas en los siguientes Ejemplos. Se ha de entender que estos Ejemplos, aunque
indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan a modo solamente de ilustracion. De la discusion anterior y
estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las caracteristicas esenciales en esta invencion, y sin
apartarse del espiritu y alcance de la misma, puede hacer diversos cambios y modificaciones para adaptarlas a
diversos usos y condiciones.
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Métodos Generales

Son bien conocidas en la técnica las técnicas estandar de DNA recombinante y de clonaje molecular descritas en los
Ejemplos y se describen por Sambrock, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual;
Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, (1989) (Maniatis) y por T. J. Silhavy, M. L. Bennan, y L.W.
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1984) y por
Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, pub. By Greene Publishing Assoc. and Wiley-
Interscience (1987).

El significado de las abreviaturas es como sigue: “sec” significa segundo(s), “min” significa minuto(s), “h” significa
hora(s), “nm” significa nandémetros, “uL” significa microlitro(s), “mL” significa mililitro(s), “L” significa litro(s), “mM”
significa milimolar, “M” significa molar, “g” significa gramo(s), “ng” significa microgramo(s), “bp” significa par(es) de
base(s), “kbp” significa kilopar(es) de base(s), “rpm” significa revoluciones por minuto, “ATCC” significa American
Type Culture Collection, Manassas, VA.

Medios y condiciones de cultivo

Son bien conocidos en la técnica los materiales métodos adecuados para el mantenimiento y crecimiento de los
cultivos celulares. Las técnicas adecuadas para su uso en los siguientes Ejemplos se pueden encontrar como la
representada en Manual of Methods for General Bacteriology (Phillipp Gerhardt, R.G.E. Murray, Ralph N. Costillow,
Eugene W. Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg and G. Briggs Philips, eds.), American Society for Microbiology,
Washington, DC. (1994)) o por Thomas D. Brock en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Second
Edition, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA (1989). Todos los reactivos, enzimas de restriccion y materiales
descritos para el cultivo y el mantenimiento de las células bacterianas se pueden obtener de Aldrich Chemicals
(Milwaukee, WI), BD Diagnostics Sytems (Sparks, MD), Life Technologies (Rockville, MD), New England Biolabs
(Beverly, MA), o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), a menos que se especifique lo contrario.

El medio LB (Luria Bertani) contiene los siguientes por litro de medio: Bacto-triptona (10 g), extracto Bacto-levadura
(5 g), y NaCl (10 g). Se afnadieron los suplementos como se describe en los Ejemplos siguientes. Todas las
adiciones fueron pre-esterilizadas antes de que fueran afadidas al medio.

Técnicas de Biologia Molecular:

Las digestiones con enzimas de restriccion, ligaciones, transformaciones, y métodos para electroforesis en geles de
agarosa se realizaron como se describe en Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Las técnicas de las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) fueron encontrados en White, B., PCR Protocols: Current Methods and Applicatons, Volume 15 (1993),
Humana Press Inc., New York, NY.

Ejemplo 1
E. coli Recombinante que Contiene Supuestos Genes del Metabolismo de Sacarosa

El propdsito de este Ejemplo fue el de construir una cepa de E. coli recombinante que contenia supuestos genes del
metabolismo de sacarosa de Pseudomonas fluorescens Pf5 (ATCC® BAA-477), y que tenia la capacidad de
producir 1,3-propanodiol (PDO) a partir de sacarosa.

Los genes de P. fluorescens Pf5 lacY (SEQ ID NO: 23) y scrB (SEQ ID NO: 25), que son genes adyacentes, y la
region promotora corriente arriba deIT%en de Pf5 lacY se obtuvieron mediante amplificacién por PCR usando una
polimerasa de alta fidelidad, Phusion ™ Flash (Finnzymes Oy, Espoo, Finland) usando las siguientes condiciones:
98° C/10 sec; 30 ciclos de 98° C/1 sec, 63° C/30 sec, y 72° C/30 sec; y luego 72° C/5 min usando DNA gendmico de
P. Fluorescens Pf5 como molde y los cebadores establecidos en SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57.

Se afiadio un nucledtido de adenosina (“A”) a los extremos 3’ del producto de PCR de 3.063 bp con Taq polimerasa
durante 10 min a 72° C. El producto de PCR se cloné en pBAD-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo el
protocolo del comerciante. Tras la transformacion de la cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen) con seleccion de
resistencia a ampicilina, se aislé el plasmido de DNA. La presencia del DNA insertado se verificé mediante analisis
de secuencia de DNA. Un plasmido, llamado “pBAD-TOPO Pf5 cscB&A 3-5”, se transformd en una cepa de E. coli
TTab pSYCO400/AGRO para generar la cepa PD0O2241. Un plasmido de control sin inserto de DNA, llamado
“pBAD-TOPO ctl 3-8”, se transformé también en la cepa de de E. coli TTab pSYCO400/AGRO para generar la cepa
PD0O2242.

La cepa de E. coli TTab pSYCO400/AGRO, una cepa PTS menos, se construyé como sigue. La cepa TTab se
generd por supresion del gen aldB de la cepa TT aldA, descrita en la Patente de EE.UU. N° 7.371.558 (Ejemplo 17).
Brevemente, se hizo una supresion de aldB mediante reemplazamiento en primer lugar de la regidn codificadora de
1,5 kbp de aldB en la cepa de E. coli MG1655 con el casete FRT-CmR-FRT del plasmido pKD3 (Datsenko and
Wanner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-6645, 2000). Se amplificé un casete de reemplazamiento con la pareja
de cebadores SEQ ID NO: 58 y SEQ ID NO: 59 usando pKD3 como molde. El cebador SEQ ID NO: 58 contiene 80
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bp de homologia al extremo 5 terminal de aldB y 20 bp de homologia con pKD3. El cebador SEQ ID NO: 59
contiene 80 bp de homologia al extremo 3’ terminal de aldB y 20 bp de homologia con pKD3. Los productos de PCR
se purificaron por gel y se electroporaron en células competentes MG1655/pKD46 (Patente de EE.UU. N°
7.371.558). Las cepas recombinantes se seleccionaron en placas de LB con 12,5 mg/L de cloranfenicol. La
supresion del gen aldB se confirmé mediante PCR, usando la pareja de cebadores SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO:
61. La cepa salvaje dio un producto de PCR de 1,5 kbp mientras la bacteria recombinante dio un producto de PCR
caracteristico de 1,1 kbp. Se preparé un lisado de P1 y se us6 para mover la mutacion a la cepa TT aldA para formar
la cepa TT aldAAaldB::Cm. Se chequed un clon resistente a cloranfenicol mediante PCR genémica con la pareja de
cebadores SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61 para asegurase de que la mutacion estaba presente. El marcador de
resistencia a cloranfenicol se elimind usando la recombinasa FLP (Datsenko and Wanner, supra) para crear TTab.
La cepa TTab se transformoé entonces con pSYCO400/AGRO (representada en SEQ ID NO: 55), descrita en la
Patente de EE.UU. N°. 7.524.660 (Ejemplo 4), para generar la cepa TTab pSYCO400/AGRO.

Como se describe en las referencias citadas, la cepa TTab es un derivado de la cepa de E. coli FM5 (ATCC® N°.
53911) que contiene las siguientes modificaciones:

supresion de los genes gipK, gldA, ptsHI, crr, edd, arcA, mgsA, qor, ackA, pta, aldA 'y aldB
regulacion al alza de los genes galP, glk, byuR, ppc, y yghD;y
regulacion a la baja del gen gapA.

El plasmido pSYCO400/AGRO contiene genes que codifican una via de produccion de glicerol (DAR1 y GPP2) y
genes que codifican una glicerol deshidratasa y un factor de reactivacion asociado (dhaB123, dhaX, orfX, orfY), asi
como también un gen que codifica la fructoquinasa (scrK).

Ejemplo 2
Produccién de 1,3-Propanodiol a partir de Sacarosa

El propdsito de este Ejemplo fue el de demostrar que una cepa de E. coli que comprende los supuestos genes del
metabolismo de sacarosa de Pseudomonas fluorescens Pf5 (ATCC® BAA-477) era capaz de metabolizar sacarosa y
producir 1,3-propanodiol (PDO) y glicerol.

Las cepas de E. coli PDO2241 y PD0O2242, descritas en el Ejemplo 1, se crecieron toda la noche en L-Broth, Miller's
Modification (Teknova, Half Moon Bay, CA) suplementado con 100 mg/l de espectinomicina y 100 mg/L de ampicilina
a 33°C. Estas cultivos se usaron para inocular matraces de agitacion a una densidad optica de 0,01 unidades
medida a 550 nm en medio minimo MOPS (Teknova, Half Moon Bay, CA) suplementado con 11 g/L de glucosa. Se
afadié vitamina B12 al medio a una concentracion de 0,1 mg/L. Los cultivos se incubaron a 34° C con agitacion (225
rpm) durante 24 horas, después de tal tiempo se determinaron las concentraciones de sacarosa, glicerol y 1,3-
propanodiol (PDO) en el caldo mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

La separacion cromatografica se llevo a cabo usando una columna Aminex HPX-87P (Bio-Rad, Hercules, CA) con
una fase movil isocratica de agua destilada-desionizada a un flujo de 0,5 mL/min y una temperatura de columna de
85° C. Los compuestos eluidos se cuantificaron mediante deteccién por indice de refracciéon con una curva estandar
preparada con compuestos puros adquiridos comercialmente disueltos a concentraciones conocidas en medio
minimo MOPS. Los tiempos de retencion fueron sacarosa a 12,2 min, 1,3-propanodiol a 17,9 min, glicerol a 23,6
min.

La cepa de E. coli PDO2241 con los supuestos genes del metabolismo de sacarosa de P. fluorescens Pf5
metaboliz6 toda la sacarosa in el medio (0 g/L residual) y produjo 2,55 g/L de PDO y 2,83 g/L de glicerol. La cepa
control PDO2242 fue incapaz de metabolizar sacarosa (10,7 g/L residual) y produjo PDO sélo insignificante (0,06
g/L) y glicerol (0,01 g/L) bajo estas condiciones.

Ejemplo 3
E. coli Recombinante que Contiene los Supuestos Genes del Metabolismo de Sacarosa

El proposito de este Ejemplo fue el de construir una cepa recombinante de E. coli que contuviera los genes del
metabolismo de sacarosa clonados de P. fluorescens Pf5.

El plasmido pBAD-TOPO Pf5 cscB&A 3-5, descrito en el Ejemplo 1 se transformé en la cepa de E. coli FM5 (ATCC®
53911) para generar la cepa PDO2355. También se transformé un plasmido control sin inserto de DNA, pBAD-
TOPO ctl 3-8 en la cepa FM5 de E. coli para generar la cepa PDO2350.

Las cepas de E. coli PDO2355 y PDO2350 se crecieron durante toda la noche en medio LB (Luria Bertani) que
contenia 100 pg/mL de ampicilina a 37° C. El siguiente dia, se diluyeron estos cultivos a 1:50 en medio LB que
contenia ampicilina a 100 ug/mL y se crecieron a 37° C durante 4 horas. Estos cultivos en fase logaritmica se
diluyeron 1:100 en pocillos de placas Bioscreen-C (instrumento y placas adquiridas de Growth Curves USA,
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cultivos se crecieron a 37° C por triplicado con agitacion continua. Se monitorizé la densidad optica. A 20 horas tras
la inoculacién, la densidad éptica de la PD02355 era de 0,584+/-0,004, mientras la densidad 6ptica de la PDO2350
era de 0,065 +/- 0,004. Estos resultados demuestran que la cepa control es incapaz de crecer con sacarosa como
Unica fuente de carbono, mientras que la cepa que expresa P. fluorescens Pf5 lacY 'y scrB era capaz de crecer con
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sacarosa como Unica fuente de carbono.
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Gly

Glu

75

Gln

Ala

Phe

Gly

Glu

155

Glu

Glu

Pro

Lys

Val
235

24

Ser

Leu

Asn

Tyr

60

Glu

Asn

Asn

Asn

His

140

val

Leu

val

Lys

Ala

220

Ala

Gly

Lys

Trp

45

Pro

Ile

val

Pro

Ile

125

Val

Gly

Gly

Ala

Asp

205

Leu

Gly

His

Ala

30

Gly

Glu

Asn

Lys

Asp

110

Pro

Asp

Ala

Ile

Gln

190

Phe

Phe

Ile

Leu

15

Ala

Thr

Val

Gly

Tyr

95

Leu

His

Ser

Lys

Gln

175

Glu

Arg

His

Ser

Asn

Glu

Thr

Phe

Glu

80

Leu

Ile

Gln

His

Gly

160

Cys

His

Gly

Arg

Ile
240



Cys Gly Ala

Gly Leu

Gly

Glu
275

Leu Gly

Glu Glu
290

Thr

Thr Cys Ala

305

Ser-Gly Lys

Ser Ala Gln

Thr Cys Gly

355

Ile Val-
370

Tyr

Glu Leu
385

<210> 3

<211> 1323
<212> DNA
<213>

Asp

<400> 3
atgettgetg

tatactegte
ttacaaacac
tgtéatgagg
cgtgegccdg
gtdéttgcég
‘gtttttgatg

aacgttaaat

Leu Lys

245

Trp Gly

260

Ile Ile

Tyr

Tyr

Gly Gly

Asn Val

Asn Asn

Arg Phe

Gln Glu

Arg Asn

ES 2552317713

Val ‘Ala

Ala Ser

Leu
250

Gly

Ala Ala

265

280

295

310

Ala-
325

i

Asp

Gly
340

Leu
Ser Val
‘Asn

Asn

Leu His

‘Trp -Glu-
Ile Thr
Glu Asp

Tyr Pro

Gly Gln

Ser Ala

val Lys

Cys-Glu

Cys Llys

Met Phe

Gly Vval

val Ala

315

Lys-
330

Gluf

Glu val

" 345

360

375

Glu Asp

390

tcagaagatt
gtgcatataa
aéctgcactc
accatcctat
tdaaggttac
aaaacacagé
aaaagatcagg

atctacccaa

Saccharomyces cerevisiae

aacaagatac
aattttgect
aaagatgact
cagaagatcg
agtgattggt'
attédatﬁcc
cgacgaaaé£>

tattgacctg -

Phe Pro

Met Lys

Leu Phe

Asn Leu

acattcctta
tcaagatcta
gctcatacﬁa-
gactctgecg
tctggtaact
Cat_‘aﬁcttcg
dtdédggéta.

ccccataatce

25

Cys Gly Phe

Ile Gln Arg

270

Phe Pro Glu

285

Ala
300

Asp Leu

Arg Leu Met

Leu Leu.Asn

His Glu Trp

350

Ala val
365

Glu

Ero

Asp Met
380 -

agcgaacgea
cttteoctaag
atatcaaaca
tgtcaattgt
éggggaccac
agccagaggt
tcataaatac

tagtggccga

-Gly-

Val
255

Glu
Val Gly
Ser:Arg
fhr

Ile

Thr
320

Ala

Gln .
335

Leu Glu

Tyr Gln

Ile Glu

tceggtgtta
aagatcatta
gcacaaacac
acatttgaaa

catcgccaaa

gagaatgtgg

aagacaccag:

tcctgatctt

60
120
180
240
300
360

420

480



ttacactcca
aacatagtca
aaagggttcg
ttaggaatcce
cattggtceg
gaﬁgtagatc
atcgatgatg
tgtggttteg
ggtttaggtg
tactatcaag
gtcaaggttg
ttgcttaacg
caaacatgtg
aacaacgtce

tag

<210> 4
<211> 440
<212> PRT
<213>

<400> 4

Met Leu Ala Val Arg Arg Leu

1

His Pro

Thr

Ser

Thr
50

Met

His Pro

65

Arg Ala

Thr Ile

Val

Phe

35

Ala

Ile

Pro

Ala

tcaagggtge

aacaattgcea
agttgggcete
aétgtggcgc
aaaccaccgt
ataagatttt
ttgetggtat
tagaaggtat
aaattatcaa
aatccgetgy
ccacatacat
gtcaétccgd
agttgaccca

gcatggaaga

5

Leu
20

Tyr
Leu Arg
Thr

His

Arg Arg

Thr

Arg

Asn

Ser

ES 2552317713

tgacatectt
aggccacgtg
caagggtgtg
actatctggt
ggcttaccaa
gaaattgetg
atccattgce
gggatggggt
gttcggtaga
tgttgecagat
ggccaagace
ccaagggata
agaattceca

cctacceggag

Saccharomyces cerevisiae

Thr
Arg

Arg

Leu
40

Ser

Ile
55

Lys

Asp Ser

70

Phe Lys

85

Lys Val

Val

Ile

Thr Val

Ala Glu

gttttcaaca
gccecteatg
caattgctat
gcaaacttgg
ctaccaaagg
ttccacagac
ggtgccttga
aacaatgceccet
atgtttttece
ctgatcacca
ggtaagtcag
atcacatgca
ttattegagg

atgattgaag

Arg Tyr

10

Ala
25

Tyr

Leu Gln

Gln His

Ala Vval

75

Ile Gly

90

Asn Thr

26

Thr

Lys

Thr

Lys

Ser

Ser

Glu

tccctcatca
taagggccat
cctectatgt
caccggaagt
attatcaagg
cttactteca
agaacgtegt
CQgcagccat
cagaatccaa
cctgeteagy
ccttggaage
gaéaagttca
cagtctacca

agctagacat

Phe Leu

Ile Leu

Lys

Pro

atttttacca
ctegtgteta
tactgatgag
ggccaaggag
tgatggcaag
cgtcaatgte
ggcacttgca
téaaaggctg
agtcgagacc
cggtagaaac
agaaaaggaa
cgagtggeta
gatagtctac

cgatgacgaa

Arg Thr

15

Ser Arg

30

Gln Leu

45

His
60

Ile Vval

Asn

Gly

Leu His

His

His

His

Trp

Ser

Ser Llys

Glu Asp

Leu lys

80

Gly Thr

95

His Ile

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1323



Phe
Glu
Leu
145
Leu
Gln
His
Gly

Cys
225

His

Gly

Ile
Glu
305
Gly

Lys

Glu Pro
115

Asn Leu
130

Pro Asn

His Ser

»

Phe Leu

Val Arg
195

Val Gln
210

Gly Ala
Trp Ser

Asp Gly

Pro Tyr
275

Ala Gly

290

Gly Met

Leu Gly

Val Glu

100

Glu
Thr
Ile
Ile
Pro
180
Ala
Leu
Leu
Glu
Lys
260
Phe
Ala
Gly

Glu

Thr
340

val

Asp

Asp

Lys

165

Asn

Ile

Leu

Ser

Thr

245

Asp

His

Leu

Trp

Ile
325

Tyr

Arg
Ile
Leu
150
Gly
Ile
Ser
Ser
Gly
230
Thr
Vval
val
Lys
Gly
310

Ile

Tyr

Met
Iie
135
Pro
Ala
Val
Cys
Ser
215
Ala
val
Asp
Asn
Asn

295

Asn

Lys

Gln

ES 2552317713

Trp

120

Asn

His

Asp

Lys

Leu

2900

Tyr

Asn

Ala-

His

val

280

vVal

Asn

Phe

Glu

105

val

Thr
Asn
Ile
Gln
185
Lys
val
Leu
Tyxr
Lys
265
Ile
Vval
Ala
Gly

Ser
345

Phe

Arg

Leu

Leu

170

Leu

Gly

Thr

Ala

.Gln

250
Ile
Asp
Ala
Ser
Arg
330

Ala

Asp
His
val
‘155
val
Gln
Phe
Asp
Pro
235
Leu
Leu
Asp

Leu

Ala
315

Met

Gly

27

Glu

Gln

Lys

‘125

Asn

140 °

Ala
Phe
Gly
Glu
Glu
220
Glu
Pro
Lys
val
Ala
300
Ala

Phe

Val

Asp
Asn
His
Leu
205
Leu
vVal
Lys
Leu
Ala
285
Cys
Ile
Phe

Ala

110
Ile

Val

Pro

Ile

Val

190

Gly

Gly

Ala

Asp

Leu'

270

Gly

Gly

Gln

Pro

Gly
Lys
Asp
Pro
175
Ala
Ser
Ile
Lys
Tyr
255
Phe

Ile

Phe

Glu

335

Asp
350

Leu

Asp

Tyr

Leu

160

His

Pro

Lys

Gin

Glu

240

Gln

His

Ser

val

Leu

320

Ser

Ile



10

Thr Thr

Thr
370

Lys

Gln
‘385

Gln Thr

Gln

Glu Glu

<210> 5

<211> 816
<212> DNA
<213>

<400> 5

Cys
355
Gly
Ser Ala
Cys

Ile Val

Leu
435

Ser

Lys

Gln

Glu

Tyxr
420

Asp

Gly

Ser

Gly

Leu
405

Asn

Ile

Ile
390

Thr

ES 2552317713

Gly Arg Asn.

360

Ala Leu Glu

375

Ile Thr

Gln Glu

Asn Val Arg

Asp Asp Glu

440

Saccharomyces cerevisiae

atgaaacgtt tcaatgtttt aaaatatatc

gcaatgectt

gacggtacca

gacaagcctt
gatgccattg
gétgaaatcc
tgtaatgctt

gacatggcca

‘gccaatgatg tcaagcaagg

ttgggtttcc
gcaccagctg

actttcgatt

tectatdagag

tacttatacg

<210> 6

<211> 271
<212> PRT
<213>

<400> 6

tgaccacaaa
tcatcatctc
acttcgatge
ccaagttcgc.
cagaaaagta
tgaacgcectt

agaaatggtt

caattaatga
gtattgctgce
tggacttctt

tcggtgaata

ctaaggatga

acctttatet
tcaaccagcc
cgaacacgtt
tccagacttt

cggtgaacac

gccaaaggaa

cgacattttg
taagecctcac

acaagaccca

tggtaaggct

gaaggaaaag
caacgctgaa

cttgttgaaa

Saccharomyces cerevisiae

val Lys Val

Ala Glu Lyé

Glu
395

Cys Arg

Phe Pro Leu

410

Met Glu

425

Asp

agaacaacaa
ttgaaaatca
attgctgcett
attcacatct
,écﬁgatgaag
tccatcgaag
aaatgggctg
aagatcaaga
ccagaaccat
tccaaatéta
gctggetgta
ggttgtgaca
accgatgaag

tggtaa

28

Ala Thr

365

Glu Leu
380

Val His
Phe

Leu Pro

Tyr Met

Leu Asn

Glu

Glu Ala Val

Glu

Ala

Gly

Leu
400

Trp

Tyr
415

Met Ile

430

aagcaaatat
acgccéctct
tctégagaga
ctcacggttg
éatacéttaa
ttccaggtge
tcgccacétc
gaccagaata

écttaéaggé

aggttgttgt

aaatcgﬁtgg
tcattgtcaa

tcgaattgat

acaaaccatc
attcgatgtt
ttteggtaaa

gagaacttac

‘caagctagaa

tgtcaagttg
tggtacccgt
cttcatcace
tagaaacggt

ctttgaagac

tattgctacce

gaaccacgaa

ctttgatéac

60
120
180

240

300

‘360

420
480
540
600
660
720
780

816



ES 2552317713

Met Lys Arg Phe Asn Val Leu Lys Tyr Ile Arg Thr Thr Lys Ala Asn

Ile Gln Thr Ile Ala Met Pro Leu Thr Thr Lys Pro Leu Ser Leu Lys
20 ' 25 30

Ile Asn Ala Ala Leu Phe Asp Val Asp Gly Thr Ile Ile Ile Ser Gln
35 40 45

Pro Ala Ile Ala Ala Phe Trp Arg Asp Phe Gly Lys Asp Lys Pro Tyr
50 55 60

Phe Asp Ala Glu His Val Ile His Ile Ser His Gly Trp Arg Thr Tyr
65 70 75 80

Asp Ala Ile Ala Lys Phe Ala Pro Asp Phe Ala Asp Glu Glu Tyr Val
85 30 95

Asn Lys Leu Glu Gly'Glu Ile Pro Glu Lys Tyr Gly Glu His Ser Ile
100 105 110

Glu Val Pro Gly Ala Val Lys Leu Cys Asn Ala Leu Asn Ala Leu Pro
115 120 125

Lys Glu Lys Trp Ala Val Ala Thr Ser Gly Thr Arg Asp Met Ala Lys
130 135 : 140

Lys Trp Phe Asp Ile Leu Lys Ile Lys Arg Pro Glu Tyr Phe Ile Thr
145 150 - 155 ' 160

Ala Asn Asp val Lys Gln Gly Lys Pro His Pro Glu Pro Tyr‘Leu Lys
' 165 -170 , 175

Gly Arg Asn Gly Leu Gly Phe Pro Ile Asn Glu Gln Asp Pro Ser Llys
180 185 190

Ser Lys Val Val Val Phe Glu Asp Ala Pro Ala Gly Ile Ala Ala Gly
195 ’ 200 205

Lys'Ala Ala Gly Cys Lys Ile Val Gly Ile Ala Thr Thr PheiAsp Leu .
210 : 215 220

Asp Phe Leu Lys Glu Lys Gly Cys Asp Ile Ile Val.Lys Asn His Glu
225 230 ST 235 v 240

29



10

ES 2552317713

Ser Ile Arg Val Gly Glu Tyr Asn Ala Glu Thr

245

250

Ile Phe Asp Asp Tyr-Leu Tyr Ala lys Asp Asp
265

<210> 7

<211> 753
<212> DNA
<213>

<400> 7
atgggattga

ggtaccatta
aaaccttatt
gccattgecta
gaaéttccgg
aacgctttga

atggcacaaa

aatgatgtca

ggatatccga
ccagcaggta
: ttcgacttgg
atcagagttg
ttatatgcta
<210> 8
<211> 250
<212> PRT
<213>

<400> 8

Met Gly Leu Thr Thr Lys Pro Leu Ser Leu

1

Phe Asp Val Asp Gly Thr Ile Ile Ile Ser

‘Phe Trp Arg Asp Phe
35

. Val Ile Gln Val Ser His Gly Trp Arg Thr

50

260

ctactaaacc
tcatctctca
tcgatgctga
agttcgetce
tcaagtacgg
acgctctace
aatggttcga
aacagggtaa
tcaatgagca
ttgccgeegg
acttcctaaa
gcggctacéa

aggacgatct

5

20

‘GIy Lyé

Saccharomyces cerevisiae

tctatctttg
accagccatt
acécgttatc
agactttgce
tgaaaaatcc
aaaagagaaa
gcatctggga
gcctcatcca
agacccttec
aaaagccgcc
ggaaaaaggc
tgccgaaac;

gttgaaatgg

Saccharomyces cerevisiae

aaagttaacg
gctgcattct
caagtctcge
aatgaagagt
attgaagtcc
tgggctgtgg
atcaggagac
gaaccatatc
aaatctaagg
ggttgtaaga
tgtéacatda
gacgaagttg

taa

40

Lys
10
Gln
25
Asp Lys Pro Tyr
Phe

55

30

Asp Glu Val Glu Leu

255

Leu Leu Lys Trp

270

ccgetttgtt
ggagggattt
atggttggag
atgttaacaa

caggtgcagt

caacttccgg

caaagtactt

tgaagggcag
tagtagtatt
tcattggtat
ttgtcaaaaa

aattcatttt

cgacgtcgac
cggtaaggac
aacgtttgat
attagaagcet
taagctgtgd
tacccgtgat
cattaccgcet
gaatggctta
tgaagacgct
tgccactact

ccacgaatcc

tgacgactac’

Val Asn Ala Ala leu

15

Pro Ala Ile Ala Ala

30

EY

Phe Asp Ala Glu His

45

Asp Ala Ile Ala

60

‘Lys

60

120

180
240
306
360
420
480
540
600
660

720

753



10

Phe
65

Glu

Val

val

Leu
Gln
145
Gly
Phe

Lys

Lys

Gly

225

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Ala Pro Asp Phe Ala
70

Ile Pro Val Lys Tyr
85

Lys Leu Cys Asn Ala
: 100

Ala Thr Ser Gly Thr
115

Gly Ile Arg Arg Pro
130

Gly Lys Pro His Pro
150

Tyr Pro Ile Asn Glu
165

Glu Asp Ala Pro Ala
- 180

Ile Ile Gly Ile Ala
195

Gly Cys Asp Ile Ile

210

Tyr Asn Ala Glu Thr
230

Tyr. Ala Lys Asp Asp
245 :

9

1668

DNA

Klebsiella pneumoniae

CDS
(1)..(1668)

9

Asn
Gly
Leu
Arg
Lys
135

Glu

Gln

'Gly

Thr

Val

215

Asp

Leu

ES 2552317713

Glu
Glu
Asn
Asp
120
Tyr
Pro
Asp
Ile
Thr
200
Lys

Glu

Leu

Glu Tyr

Lys Ser

Ala Leu
105

Met Ala
Phe Ile
Tyr Leu
Pro Ser
170
Ala Ala
185
Phe Asp
Asn His

val Glu

lys Trp
250

Val
75

Ile
Pro
Gln
Thr

Lys

Asn

Glu

Lys

Lys

Ala

140

Gly

155

Lys

Gly

Leu

Glu

Phe
235

Ser

Lys

Asp

Ser
220

Ile

Lys

Val

Glu

Trp

125

Asn

Arg

Lys

Ala

Phe

205

Ile

Phe

Leu Glu

Pro Gly

Lys Trp

110

Phe Glu

Asp Val

Asn Gly

Val Val

175

Ala Gly

190

Leu Lys

Arg Val

Asp Asp

Ala

80

Ala

Ala

His

Lys

Leu

160

Val

Cys

Glu

‘Gly

Tyr
240

atg aada aga tca aaa cga ttt gca gta ctg gec cag cge cec gte aat

1

5

10

31

15

Met Lys Arg Ser Lys Arg Phe Ala Val Leu Ala Gln Arg Pro Val Asn

48



cag
Gln

gac
Asp

atc
Ile

cga
Arg
65 -
atg
Met

gtc
val

aaa
Lys

gcg
Ala

gtce
val

145.

gag
Glu

gcg
Ala

tgc
Cys

gag
Glu

teg
Ser
225

tgg
. ']'_'rp

atg
Met

gac

Asp

agce
Ser

gtec
val
50

ttt
Phe

cge
Arg

age
Ser

gcg
Ala

ggg9
Gly

cece
Pro
35

gaa

Glu.

atc
Ile

ctg
Leu

cgg

Arg-

gtc
Val

. 115

ctg
Leu
130

acc

Thr

gce
Ala

cge
Arg

ggc
Gly

ctg
Leu
210

gte

val

tca
Ser

cge

cag
Gln

aat
Asn

999
Gly

tac
Tyr

cgc
Arg
195

gag
Glu

tac
Tyr

aag

Lys’

tac
Tyr

ctg
Leu
20

ttt
Phe

ctg
‘Leu

gcc
Ala

gag
Glu

gag

Glu
‘100

gag
Glu

aag
Lys

ctc
Leu

atc
Ile

gcg
Ala
180

cce
Pro

ctg
Leu

gge
Gly

geg
Ala

ace
Thr

att
Ile

gac
Asp

gac
Asp

gat
Asp

gcg
Ala
85

gag
Glu

gtg
Val

atg
Met

aaa
Lys

cge

Arg

165

ccg
Pro

gdc
Gly

ggc
Gly

ace
Thr

tte
Phe
245

tece
Ser

ggc
Gly

ccg
Pro

gge

Gly

tac
Tyr
70

gtg
Val

atc
Ile

atg
Met

cgt
Arg

gat
Asp
150

ggc
Gly

ttt
Phe

gtg
Val

atg
Met

gaa
Glu
230

cte

Leu

ggc
Gly

gag
Glu

gtc
Val

aaa

55

gcg
Ala

gaa
Glu

att
Ile

gcg
Ala

tgg
Trp

tct
Ser
490

cge

Arg

atc
Ile

ata
Ile

gcc
Ala

cag
Gln

120

gce
Ala

cge
Arg

i35 .

aat
Asn

tte
Phe

aac
Asn

ttg
Leu

cgt
Arg
215

acg
Ala

gee
Ala

acc
Thr

ccg

Pro.

tca
Ser

gce
Ala

acg
Thr
200

ggc
Gly

gta
val

teg
Ser

gga

Gly

ES 2552317713

cct
Pro
25

tca

Ser

cgg

» %
aac
"Asn

gce
Ala

atc
Ile
105

atg
Met

cgg

gtg
val

gaa
Glu

ctg
Leu
185

cag
Gln

tta
Leu

ttt
Phe

gecce
Ala

tcc
Ser

gaa

Glu

gta
val

gac

‘ASp

gtt
val

cgt
Arg
90

act
Thr

aac
Asn

acc
Thr

cag
Gln

cag
Gln
170

gcg
Ala

tgc
Cys

ace

Thr

ace
Thr

tac
Tyr
250

gaa
Glu

gag
Glu

aaa
Lys

cag

Gln

gag
Glu
75

atg
Met

acc
Thr

gtg
Val

cee

Pro

att
Ile

155

gag
Glu

ctg

Leu

tcg
Ser

agce
Ser

gac
Asp
235
goe
Ala
gcg
Ala

32

999’
Gly

gtg
Val

ttt
Phe
60

cge
Arg

ctg
Leu

gcc
Ala

agtg
Val

tece
Ser
140

gcec
Ala

ace
Thr

ttg
Leu

gtg
Val

tac

Tyr
220

ggc.
Gly

tee
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

‘gac’

Asp
45

gac
Asp

aca
Thr

gtg
val

atc
Ile

gag
Glu
125

aac

Asn

gct
Ala

acg
Thr

gtc
vVal

gaa
Glu

205 .

gce
Ala

gat
Asp

cgc
Arg

atg
Met

atc
Ile
30

aac
Asn

atg
Met

gag
Glu

gat
Asp

acg
Thr
110

atg
Met

cag
Gln

gac
Asp

gtc
val

ggt
Gly

190

gag

Glu

gag
Glu

gat
Asp

gdg

‘Gly

ggc
Gly

gcc
Ala

ggt
Gly

atq
Ile

cag
Gln

att
Ile
95

ccg
Pro

atg
Met

tgc

Cys’

gce
Ala

ggt

Gly -
175

tecg
Ser

gce
Ala

acg
Thr

acg
Th:

ttg
‘Lys

Leu
255

tat
Tyr

atg
Met

ctg
Leu

gac
Asp

gca
Ala
80

cac

His

gcc
Ala

atg
Met

cac

His

gcc
Ala
160

ate

Ile

cag
Gln

acc
Thr

gtg
Val

ccg
Pro
240

aaa

teg
Ser

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



gag
Glu

aaa
Lys

ggc
Gly
305

aac
Asn

cag
Gln

cag
Gln

ccg
Pro

agc
Ser
ggc

Gly
290

atg”

Met

ctg
Leu

act
Thr

atg
Met

aac
Asn

~°370

ttt
Phe
385

ctg

Leu

gcg
Ala

gce
Ala

atg
Met

atg
Met
465

age
Ser

‘cgg
Arg

tte

gat
Asp

gac
Asp

ccg
Pro
450

aag
Lys

gge
Gly

gte

Val

aag
Lys
275

gcc

Ala

acc
Thr

ate
Ile

ttc
Phe

ctg
Leu
355

tac

Tyr

gat
Asp

ccg
Pro

gcg
Ala

260

tcg
Ser

ggg
Gly

ggc
Gly

gce
Ala

tce
Ser
340
cecg

Pro

gac
Asp

tac
Tyr

gtg
val

atc
Ile

420

gag
Glu
435

ccg
Pro

cgc
Arg

ttt
Phe

acc
Thr

gag
Glu

cgt
Arg

aac
Asn

gag
Glu.

ggc

Gly

500

gag gtg gtg

atg
Met

gtt
val

gct
Ala

tect
Ser
325

cac
His

ggc
Gly

aac
Asn

aac
Asn

acc
Thr
405

cag

Gln

gtg
vVal

aac
Asn

atc
Ile

gat
Asp
485

gat
Asp

agt

ctc

Leu

cag-

Gln

gtg
val
310

atg
Met

teg
Ser

acc-

Thr

atg
Met

atc
Ile
390
gag
Glu

gcg
Ala

gag
Glu

gtg
val

ace
Thr
470

ate

Ile

tac
Tyr

gcg

tac
Tyr

gga

Gly
295

ccg
Pro

ctc
Leu

gat
Asp

gac
Asp

tte
Phe
375

ctg
Leu

gcg
Ala

gtt
Val

gce
Ala

gtg
Vval
455

ggc
Gly

gce
Ala

ctg
Leu

ES 2552317713

ctc
Leu
280

ctg
Leu

tcg
Ser

gac
Asp

att
Ile

ttt
Phe
360

gce
Ala

cag
Gln

gaa .

Glu

tte
Phe

gce
Ala
440

gag
Glu

ctc
Leu

agc
Ser

cag

Gln

aac

265

gaa
Glu

caa
Glin

ggce
Gly

ctc
Leu

cge
Arg
345

att
Ile

ggc

Gly

cgt
Arg

ace
Thr

cgce
Arg
425

acc

Thr

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn

acc
Thr
505

gac

tcg
Ser

aac
Asn

att
Ile

gaa
Glu
330

cge
Arg

ttc
Phe

tcg
Ser

gac
Asp

att
Ile
4l0

gag
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

att
Ile

att
Ile
490

tcg

Ser

atc

cgce
Arg

ggce
Gly

cgg
315

gtg
val

acc
Thr

tce
Ser

aac
Asn

ctg
Leu
395

gcec
Ala

ctg
Leu

gcg
Ala

agt

Ser

gte
Val
475

cte

Leu

gcc
Ala

aat

33

tgc
Cys

gcg
Ala
300

gcg
Ala

gcg
Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

tte
Phe
380

atg
Met

att
Ile

g99
Gly

cac
His

gcg
Ala
460

ggc
Gly

aat
Asn

att
Ile

gac

atc
Ile
285

gtg
val

gtg
val

tee
Ser

cge
Arg

tac
Tyr
365

gat
Asp

gtt

val

cge

ctg
Leu

ggce
Gly
445

gtg

val

gcg
Ala

atg
Met

.ctc

Leu

tat

270
ttc
Phe

agc
Ser

ctg
Leu

gce
Ala

acc
Thr
350

agc
Ser

gcg
Ala

gac
Asp

cag
Gln

ccg

Pro
430

agc
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

gat
Asp
510

cag

att
Ile

tgt
Cys

gcg
Ala

aac
Asn
335

ctg
Leu

gcg
Ala

gaa
Glu

ggc
_Gly

aaa
Lys
415

cca

Pro

aac
Asn

gag
Glu

.age

Ser

cgc
Arg
495

cgg
Arg

999

act
Thr

atc
Ile

gaa
Glu
320

gac
Asp

atg
Met

gtg
Val

gat
Asp

ggc
Gly
400

gcg
Ala

atc
Ile

gag
Glu

atg
Met

cge
Arg
480

cag
Gln

cag
Gln

ceg

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584



Phe Glu Val Val Ser Ala Val

ggce acce

530

515

ggc tat cgc ate tct
Gly Thr Gly Tyr Arg Ile Ser

535

att ccg ggc gtg gtt cag ccc
Ile Pro

545

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10

Gly Val Val Gln Pro

555
PRT
Klebsiella pneumoniae

10

550

Met Lys Arg Ser Lys Arg Phe

1

Gln

Asp

Ile

Arg

65

Met

val

Lys

Ala

val

145

Glu

Asp

Ser

Val

50

Phe

Arg

Ser

Ala

Leu

130

Thr

Ala

Gly

Pro

35

Glu

Ile

Leu

Arg

val

115

Gln

Asn

Gly

Leu

20

Phe

Leu

Ala

Glu

Glu

100

Glu

Lys

Leu

Ile

5

Ile

Asp

Asp

Asp

Ala

85

Glu

val

Met

Lys

Arg
165

Gly

Pro

Gly

Tyr

70

val

Ile

Met

Arg

Asp

150

Gly

Glu

Val

Lys

55

Ala

Glu

Ile

Ala

Ala

135

Asn

Phe

Asn
520

gcc
Ala

gac
Asp

ES 2552317713

Ala

Irp

Ser

40

Arg

Ile

Ile

Ala

Gln

120

Arg

Pro

Ser

gaa
Glu

acc
Thr

Val

Pro

25

Ser

Arg

Asn

Ala

Ile

105

Met

Arg

Val

Glu

525

540

555

Leu

10

Glu

Val

Asp

val

Arg

90

Thr

Asn

Thr

Gln

Gln
170

Ala

Glu

Lys

Gln

Glu

15

Met

Thr

val

Pro

Ile

155

Glu

34

att gaa taa
Ile Glu

Gln

Gly

val

Phe

60

Arg

Leu

Ala

val

Ser

140

Ala

Thr

Leu

Asp

45

Asp

Thr

val

Ile

Glu

125

Asn

Ala

Thr

Pro

Ile

30

Asn

Met

Glu

Asp

Thr

110

Met

Gln

Asp

val

Val
15

Ala

Ile

Gln

Ile

95

Pro

Met

Cys

Ala

Gly
175

Asp Ile Asn Asp Tyr Gln Gly Pro

cgc tgg gcg gag atc aaa. aat
Arg Trp Ala Glu Ile Lys Asn

Asn

Met

Leu

Asp

Ala

80

His

Ala

Met

His

Ala

160

Ile

1632

1668



Ala

Cys:

Glu

Ser
225

Trp
Met
Glu
Lys
Gly
305
Asn
Gln
Gln
Pro
Phe

. 385
Léu

Ala

Arg

Gly

Leu

Tyr

Arg
195

Glu

210

val

Ser

Arg

Ser

Gly.

290

Met

Leu

Thr

Met

Asn

370

Asp

Arg

Tyr

1ys

Tyr

Lys

275

Ala
Thr
I ;e
Phe
Leu
355
Tyr
Asp
i?ro

Ala

Ala

180

Pro

Leu

Gly

Ala

Thr
260

Ser_

Gly
Gly
Ala
Ser
340
Pro
Asp
Tyr

val

Ile

Pro
Gly
Gly
Thr
Phe
245
Ser
Met
val
Ala
Ser
325
His
Gly
Asn
Asn
Thr
405

Gln

420

Phe
val
Met
Glu
230
Leu
Gly
Leu
Gln
val
310

Met

Ser

Thr
Met
Ile
390

Glu

Ala

Asn

Leu

Arg

215

Ala

Ala

Thr

Tyr

Gly

295

Pro

Leu

Asp

Asp

Phe

375

Leu

Ala

val

ES 2552317713

Ala

Thr
200
Gly
Val
Ser
Gly
Leu
280
Leu
Ser
Asp
Ile
Phe
360

Ala

Gln

Glu

Phe

Leu
185

Gln

Leu

Phe

Ala

Ser
265

Glu.

Gln

Gly
Leu
Azg
345
Ile
Gly

Arg

Thr

Arg

425

Ala

Cys

Thr

Thr

Tyr

250

Glu

Ser

Asn

Ile

Glu

330

Arg

Phe

Ser

Asp

Ile

410

Glu

Leu
Ser
Ser
Asp
.235
Ala
Ala
Arg
Gly
Arg
315
Val
Thr
Ser

Asn

Leu
395

ala

Leu

35

Leu

val

Tyr

220

Gly

Ser

Leu

Cys

Ala
300

Ala

Ala
Ala
Gly
Phe
380
Met

Ile

Gly

Vval

Glu

205

Ala

Asp

Arg

Met

Ile

285
val
val
Ser
Arg
Tyr
365

Asp

Val

\Arg

Leu

Gly

190

Glu

Glu

Asp

Gly

Gly

270

Phe

Ser

Leu

Ala

Thr

Ser

Ala

Thr

Thr

Leu

255

Tyr

Tle

Cys

Ala

Asn
335

Leu.

350

Ser

Ala

Asp

Gln

Pro
430

Ala

Glu

Gly

Lys

415

Pro

Gln

Thr
val
Pro
240
Lys
Ser
Thr
Ile
_Glu
320
Asp
Met
val
Asp
Gly
400

Ala

Ile



10

Al
Me

Me
46

Se

Ph
Gl

Il
54

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
gtg
val
1

gag
Glu

ggc
Gly

atg
Met:
gag

Glu
65

a Asp

t Pro

Glu

435

450

t Lys

5

r Gly
g Val
e Glu

y Thr

Pro

Phe

Thr

Val

Glu

Arg

Asn

Glu

Gly

Val Glu Ala

Asn Val Vai

ES 2552317713

Ala

440

455

Ile Thr Gly

470

Asp Ile Ala

485

500

515

530

e Pro

5
11

585
DNA
Klebsiella pneumoniae

CDS
(1)..(585)

11
caa
Gln

gge
Gly

gtc
val

cce
Pro
50

g99

.Gly

Gly

Gly

Val

Tyr

val

cag aca acce
Gln Thr Thr

5

ggg gta get

Gly

ggc

Gly
35

cat

His

ctt

‘Leu

val

- 20

cct
Pro

ggc
Gly

cac
His

Ala

gce
Ala

gcg
Ala
gcc
Ala

Asp Tyr Leu
Ser Aia Val

Arg Ile Ser

Glu

Leu

Ser

Gln

Asn

Thr

Asp

Asp

Asn

Thr

Tyr

Leu

Ile

Ile

Ala

Ser

val

His

Ala

Gly Ser

445

460

475

490

505

520

535

Val Gln Pro

550

caa att
Gln Ile

tet gee
Ser Ala

tte gat
Phe Asp

atc ctc
Ile Leu
55

cgg gtg
Arg Val
70

cag
Gln

gat
Asp

aaa
Lys
40

aaa

Lys

gtg
Val

Ala

Asp

cece
Pro

gaa

Glu-

25
cac
His

gaq
Glu

cgce
Arg

Asp

Glu

Thr

tct
Ser
10

cge

Arg

cag
Gln
cfg
Leu

att
Ile

Ser

Ile

Arg

Ile

Leu

Ala

Asn

Trp

Gly.
Asn
Ile
Asp

Ala

Vval Glu
Ala Leu
Met Leu

Leu Asp

510

Tyr Gln

525

540

Glu

555

ttt
Phe

gee
Ala

cat
His

att
Ile

ctg
Leu
75

36

acce

Thr

gat
Asp

cac

‘His

gce
Ala
60

cge
Arg

ctg

Leu

gaa
Glu

act
Thr
45

999
Gly

acg
Thr

Glu Ile

aaa
Lys

Asn Glu

Glu Met

Ser Arg
© 480

Arg Gln
495

Arg Gln

Gly Pro

Lys Asn

acc cgc
Thr Arg
15

gtg gtg ate

30

ctg
LeU‘

Val val Ile

atc gat
Ile Asp

gtg. gaa gaa
Val Glu Glu

tcc gac gte
Ser Asp Val

48

96

144

192

240



tcc
Ser

ate
Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

aaa
Lys
145

ccg
Pro

cat
His

agg
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Vval
1

Glu
Gly
Met
Glu
65

Ser

ttt
Phe

ggt
Gly

cecg
Pro

gag
Glu
130

gag
‘Glu

aaa

‘Lys

gtg
‘Val

gag
Glu

12

atg gcc
Met Ala

ate cag
Ile Gln
100

ctc age
Leu Ser
115

ace tac
Thr Tyr

tca cct
Ser Pro

ttt atg
Phe Met

gtg cag
‘Val Gln
BERTY)

:tga

194
PRT
Klebsiella pneumoniae

12
Gln

Gly
val
Pro
50

Gly

Phg

tgg

85

tcg

Ser

aac
Asn

cgg
Arg

tcg

Ser.

gcc
Ala

165

gac
Asp

gat
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

cag
Gln

ccg
Pro
150

aaa
Lys

gcc

Ala

Gln Thr Thr Gln

5

Gly Val Ala Ser

20

Gly Pro Ala Phe

35

His Gly Ala Ile

Leu His

"Met Ala

‘ala

Trp
85

Arg
70

Asp

gcg
Ala

999
Gly

gag
Glu

att
Ile
135

gtg

Val

gce

Ala

gag
Glu

Ile

Ala

Asp

Leu
55

val

Ala

ES 2552317713

gce
Ala

acce
Thr

ctg
Leu

120

ggc

Gly

ccg
Pro

gcg
Ala

cee
Pro

Gln

Asp

Lys

40

‘Lys

Vval

Ala

aac
Asn

acg
Thr
105"

tte
Phe

aaa
Lys

gtg
val

cta
Leu

gte
Val
185

Pro

Glu

25

His

Glu

Arg

Asn

ctg
Leu
90

gte
Val

tece
Ser

aac
Asn

gtg
Val

ttt
Phe
170

acc
Thr

Ser
10

Arg

Gln

Leu

Ile

Leu
90

agc
Ser

ate
Ile

cag
Gln

gct
Ala

aac
Asn
155

cat
His

ctg
Leu

Phe

Ala

His

Ile

Leu

75

Ser

37

ggc
Gly

cat
His

gcg
Ala

gcg
Ala
140

gat
Asp

atc
Ile

cac
His

Thr

Asp

His

Ala

60

Arg

Gly

tcg
Ser

cag
Gln

ccg
Pro
125

cge

Arg

cag
Gln

aaa
Lys

atc
Ile

Leu

Glu

Thr

45

Gly

Thr

Ser

'ggqg .
Gly

cge
Arg
110
ctg

Leu

tat
Tyr

atg,
Met

gag
Glu

gac
Asp
190

Lys

Val

30

Leu

Val

Ser

Gly

atc
Ile
95

gaﬁ
Asp

ctg
Leu

gcg
Ala

gtg
val

ggc
Gly

ctg
Leu

acg
Thr'

cgc |

Arg

€gg

Arg

160

acc
Thr
175

tta
Leu

Thr
15

Val
Ile
Glu
Asp

Ile
95

aaa

Lys

gta
Val

Arg

Ile

Asp

Glu

val
80

-Gly

288

336

384

432

480

- 528

576

585



ES 2552317713

Ile Gly Ile Gln Ser Lys Gly Thr Thr Val Ile His Gln Arg Asp Leu
100 . 105 110

Leu Pro Leu Ser Asn Léu Glu Leu Phe Ser Gln ‘Ala Pro Leu lLeu Thr
115 ‘120 125

Leu Glu Thr Tyt Arg Gln Ile Gly Lys Asn Ala Ala Arg Tyr Ala Arg
130 135 : 140

Lys Glu Ser Pro Ser Pro Val Pro Val Val Asn Asp Gln Met Val Arg
145 150 155 160

Pro Lys Phe Met Ala Lys Ala Ala Leu Phe His Ile Lys Glu Thr Lys
165 170 : 175

His Val Val Gln Asp Ala Glu Pro Val Thr Leu His Ile Asp Leu Val
180 185 190

Arg Glu

<210> 13

<211> 426

<212> DNA

<213> Klebsiella pneumoniae

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(426)

<400> 13

atg agc gag aaa acc atg cgc gtg cag gat tat ccg tta gee ace. cge 48
Met Ser Glu Lys Thr Met Arg Val Gln Asp Tyr Pro Leu Ala Thr Arg :
1 -5 10 15

tgc ccg gag cat atc ctg aég cct acc ggc aaa cca ttg acec gat att 96
Cys Pro Glu His Ile Leu Thr Pro Thr Gly Lys Pro Leu Thr Asp Ile
‘ 20 25 . 30

acc ctc gag aag gtg cte tect gge gag gtg ggcvécg cag gat gtg cgg 144
Thr Leu Glu Lys Val Leu Ser Gly Glu Val Gly Pro .Gln Asp Val Arg
- 35 40 '~ 45

atc tcc cgc cag acc ctt gag tac cag gcg cag att gcc gag. cag atg 192
Ile Ser Arg Gln Thr Leu Glu Tyr Gln Ala Gln Ile Ala Glu Gln Met

50, 55 60
cag cgc cat geg gtg geg cge aat tte cge ege gog gog gag ctt atc 240
Gln Arg His Ala Val Ala Arg Asn Phe Arg.Arg Ala Ala Glu Leu Ile
‘65 - 70 75 . - 80

‘gcc*aﬁt-cct gac gag ¢gc att ctg get atce tat aac gocg ctg cge ceg 288
‘Ala Ile Pro Asp Glu Arg Ile Leu Ala Ile.Tyr Asn Ala Leu Arg Pro

38



10

15

geg
Ala

aca
Thr

cgg
Arg

Leu

Leu

Leu

Ala

70

Arg

Ala

Thr

Arg

85
ttc cgc tce teg cag
Phe Arg Ser Ser Gln

100
cdac acc tgg cat gcg
His Thr Trp His Ala
"115
gaa gtg tat'cag cag
Glu Val Tyr Gln Gln
130
<210> 14
<211> 141
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae
<400> 14
Met Ser Glu Lys Thr Met
1 5
Cys Pro Glu His Tle
20
Thr Leu Glu Lys Val
35 -
Ile Ser Arg Gln Thr
50
Gln Arg His Ala Val
65
Ala Ile Pro Asp Glu
85
Phe Arg Ser Ser Gln
100
His Thr Trp His Ala
115
Glu Val Tyr Gln Gln
130
<210> 15
<211> 1539
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1539)
<400> 15

gag
Glu

gtg
val

cat

His

135
Arg
Thr
Ser
Glu
55
Arg
Ile
Glu
Val

His
135

ES 2552317713

ctg
Leu

agt
Asn

90

ctg gcg
Leu Ala
105

gcc gcc
Ala Ala

120

aag,
Lys

Val

Pro

Gly

40

Tyr

Asn

Leu

Leu

Asn

120

Lys

ctg cgt

Leu Arg

Gln Asp
10

Thr Gly

25

Glu Vval

Gln Ala

Phe Arg

Ala Ile
90

Leu Ala
105

Ala Ala

Leu Arg

atc
Ile

ttt
Phe

_aaé
lys

Tyr
Lyé
Gly
Gln
Arg
75

Tyr
Ile

Phe

Lys

39

gcec
Ala

gtc
val

gga
Gly
140

Pro

Pro

Pro

‘Tle

60

Ala

Asn

Ala

Val

Gly
140

gac

Asp

cgg
Arg
125

agc
Ser

Leu
Leu
Gln
45

Ala
Ala

Ala

Asp

Arg

125

Ser

gag
Glu
110

gag
Glu

taa

Ala

Thr

30

Asp

Glu

Glu

Leu

Glu

110

Glu

95
ctg gag

Leu Glu

tcg gecg
Ser Ala

Thr Arg
15

Asp Ile
Val Arg
Gln Met
Leu Ile

80

Arg Pro

Leu Glu

Ser Ala

336

384

426



atg
Met

tte
Phe

tgg
Trp

acc
Thr

gat
Asp

acc
Thr

atg
Met

gge
Gly

gac
Asp

atc
Ile
145

tta
Leu

gcg
Ala

ctcj
Leu

att
Ile

gca

acc
Thr

cce
Pro

gta

Vval

ggg9
Gly
50

ctg
Leu

tcg
Ser

gaa
Glu

aaa
Lys

cat
His
130
agt

Ser

gge
Gly

agc
Ser

aaa
Lys

gte
val
210

ggt

aat
Asn

ctc
Leu

gce
Ala
35

cag
Gln

gcg
Ala

gtg
Val

caa
Gln

cce
Pro
115

ttc
Phe

gaa
Glu

gtg
val

tgg
Trp

aat
Asn

aag
Lys
20

cct

Pro

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

aac
Asn
100

att
Ile

cge

gtt
val

gtg
Val

aaa
Lys

. 180

ccC,

Pro
195

ggt
Gly

999

gca
Ala

gat
Asp

gta

cce
Pro

tta

gcc
Ala

ctg
Leu

gat
Asp

gat
Asp
85

ctc
Leu

‘€ege
Arg.

tat
Tyr

gat
Asp

ggg
Gly
165

atg
Met

cgt
Arg

tta
Leu

att

cct

Pro
aaa
Lys

gac

‘Asp

tge
Cys

gct
Ala
70

cgt
Arg

gag
Glu

gaa
Glu

tte
Phe

age
Ser
150

cag
Gln

gct
Ala

ctt
Leu

ctg

Leu

ggc

tca
Ser

gce
Ala

ggc
Gly

gaa
Glu
55

gcg

Ala

gcg
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

gcce
Ala
135

gaa
Glu

att
Ile

cee
Pro

acc
Thr

ccg

Pro

ES 2552317713

gca
Ala

cgc

gag
Glu
40

gtg
val

cac
His

gcg
Ala

tta
Leu

‘agt
Ser
120

tcg
Ser

acc
Thr

atc
Ile

gcg
Ala

ceqg
Pro
200

ceg
Pro

215.

gaa

tat

cag

Gln’

tat
Tyr
25

tat
Tyr

gcg
Ala

aaa

Lys

att
Ile

gcg
Ala
105

gct
Ala

tgt
Cys

gtg
val

ceg
Pro

ctg
Leu
185

ctt
Leu

.ggc

Gly

ctg

att
Ile
10

gac

Asp

_tad
Tyr

tct

Ser

gtg
val

ctg
Leu
90

aca
Thr

gcg
Ala

att
Ile

gee
Ala

tgg
Trp
170

gcg
Ala

tct

Ser

gtg
val

gcg

aag
Lys

aac
Asn

cag
Gln

tcg
Ser

aaa
Lys
75

ttt
Phe

gct
Ala

gat
Asp

cgg
Arg

tat
Tyr
155
aac
Asn

gcg
Ala

gta
Val

gtg
val

acc

40

cce
Pro

ttt
Phe

aat

Asn

ggc
Gly

gat
Asp

aag
Lys

gaa
Glu

gta
vVal

gcg
Ala
140

cat

His

tte
Phe

ggc
Gly

ctg
Leu

aac
Asn

220

tcg

ggc
Gly

att
Ile

ctg
Leu
45

aaa
Lys

aaa
Lys

att
Ile

acc
Thr

ccg
Pro
125

cag

Gln

tte
Phe

ceg
Pro

aac
Asn

ctg
Leu
205

gtg
Vval

aaa

gag
Glu

ggc
Gly
30

acg
Thr

cga

tgg
Trp

gce
Ala

tgg
Trp
110

ctg
Leu

gaa

Glu

cat
His

ctg
Leu

tgt
Cys
190

cta
Leu

gte
vVal

cge

tat
Tyr
15

ggce
Gly

ccg
Pro

gac
Asp

gcg
Ala

gat
Asp
95

gat
Asp

gcg
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu

ctg
Leu
175

gtg
val

atg
Met

aat
Asn

atc

ggt
Gly

gaa
Glu

gtg
Vval

atc
Ile

cac

His

80
cga

Arg

aac
Asn

att -

Ile

999
Gly

ceg
Pro
160

atg
Met

atg
Val

gaa
Glu

ggc
Gly

gcc

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



Ala
225

. aaa
Lys

tac
Tyr

tcg
Ser

tte
Phe

gaa
Glu
305

gaa
Glu

ggt
Gly

999
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu
385

aat
Asn

acc
Thr

caa
Gln

tat
Tyr

tat
Tyr
465

Gly

gtg
val

gca
Ala

cca
Pro

gat
Asp
290

gtt
Val

cge
Arg

aac
Asn

caa

Gln’

gct
Ala
370
aaa
Lys

atg
Met

acc
Thr

tat
Tyr

aaé

Lys:

450

cac
His

Gly

gcg
Ala

acg
Thr

aat
Asn
275

aaa
Lys

tgc
Cys

ttt
Phe

ccg
Pro

ctg
Leu
355

gac

Asp

gac
Asp

cgg

tte
Phe

gge
Gly
435

atg
Met -

gct
Ala

val

ttt
Phe

caa
Gln
260

atc
Ile

gcg
Ala

acc
Thr

atg

‘Met

ctc
Leu
340

gaa
Glu

gtg
val

ggc
Gly

gtg
Val

aaa
Lys
420
ctg

Leu

999
Gly

tac
Tyr

Ile

acc
Thr
245

aac

Asn

tte
Phe

ctg
Leu

tgt
Cys

gad

Glu
325

gac

Asp

acc
Thr

cte
Leu

tac
Tyr

tte
Phe
405

acg
Thr

ggc
Gly

cgc

Arg:

ccg
Pro

Gly
230

ggc
Gly

-att

Ile

£ttt

phe

gaa
Glu

ecg
Pro
310

cge
Arg
agc
Ser

atc.

Ile

aca
Thr

tac
Tyr
390

cag
Gln

atg
Met

gcg
Ala

ggc
Gly

gca
Ala
470

Glu

tca
Ser

att
Ile

gct
Ala

ggc
Gly
295

agt
Ser

gce
Ala

gtg
val

ctc
Leu

ggce
Gly
375

cte
Leu

gag
Glu

gaa
Glu

ggc
Gly

ata
Ile
455

cat
His

ES 2552317713

Tyr

acg

Thr

ccg
Pro

gat
Asp
280

ttt
Phe

cgt
Arg

atc
Ile

acg
Thr

aac
Asn

-360

999 .

Gly

gaa
Glu

gag
Glu

gad
Glu

gte
Val
440

cag
Gln

gcg

Ala

Leu

gaa
Glu

gtg
val

gtg
val

gca
Ala

gect
Ala

cgc
Arg

Ala

gtg
Val
250

acg
Thr

265 |

atg
Met

ctg
Leu

tta
Leu

cgt
Arg

- 330

caa .
Gln
345

tac
Tyr

cgg
Arg

ceg
Pro

att
TIle

gcg
Ala
425
tgg
Trp

gct
Ala-

gcg
Ala

atg
Met

att
Ile

cge

Arg

acg
Thr

ttt
Phe
410

ctg
Leu

agc
Ser

999

Gly

ttt

Phe

Thr
235

ggc
Gly

ctg
Leu

gat
Asp

ttt
Phe

gtg
Val

315

gtc
val

ggc

Gly

gat
Asp

aag
Lys

att

Ile.

395

ggc
Gly

gag

Glu

cgc
Arg

cgc
Arg

ggt
Gly
475

41

Ser

caa
Gln

gag

Glu

gaa
Glu

gcce
Ala
300

cag
Gln

gaa
Glu

-gcg

Ala

atc
Ile

ctg
Leu
380

ctg
Leu

ccg
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

gtg
val

460

ggc
Gly

Lys

caa
Gln

ttg
Leu

gaa
Glu
285

ttt
Phe

gaa
Glu

age
Ser

cag
Gln

ggt
Gly
365

ctg
Leu

ttt
Phe

gtg.

Val

gcg
Ala

ggt
Gly
445

tgg
Trp

tac
Tyr

Arg

att
Ile

ggc
Gly
270
gat
Asp

aac
Asn

tet
Ser

att
Ile

gtt
Val
350

aaa -

Lys

gaa
Glu

ggt
Gly

ctg
Leu

aac
Asn
430

aat
Asn

acc
Thr

aaa
Lys

Ile

atg
Met
255

ggt
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

ate
Ile

cgt
Arg
335

tct
Ser

Lys

ggt
Glu

Gly

cag
Gln

gcg
Ala
415

gat
Asp

étg
Leu

aac
Asn

caa
Gln

aaa

Ala
240

caa
Gln

aag
Lys

ttt

Phe

ggc
Gly

tac
Tyr
320
agc
Ser

cac
His

gag
Glu

gaa

aac

‘Asn

400

gtg
Val

acg
Thr

gcce

Ala

tgt
Cys
tca

Ser
480

768
816
864
912
960

1008

1056

1104

1152

1200
1248
1296
1344
1392

1440 -



ggt atc ggt
Gly Ile Gly

acc aag tgce
Thr Lys Cys

tga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1

Phe

Trp.

Thr
Asp
65
Thr
Met
Gly
Asp
Ile
145

" Leu

Ala

16
512

PRT
Escherichia coli

16

ES 2552317713

cgc gaa acc cac aag atg atg ctg gag c'at_{-_.ac cag caa
Arg Glu Thr His 1Lys Met Met Leu Glu His Tyr Gln Gln
' 490

485

495

ctg ctg gtg agc tac tcg gat aaa ccg ttg ggg ctg tte
Leu Leu Val Ser Tyr Ser Asp Lys Pro Leu Gly Leu Phe
505 '

500

Thr Asn Asn Pro

Pro

val

Gly

‘50 -

Let_l
Ser
Glu
Lys
His
130
Ser

Gly

Ser

Leu
Ala
35

Gln
Ala
val
Gln
Pro

115

Phe

Glu

vVal

Trp.

5
Lys Leu
20
Pro Ala
Leu Leu
Leu Asp
Glﬁ Asp
Asn Leu
100
Ile Arg
Arg Tyr
Val Asp
Val Gly

165

Lys Met

Pro

lys

Asp

Cys

Ala

70

arg

Glu

Glu

Phe
Ser
150

Gln

Ala

Ser
Ala

Gly

Gl

55

Ala

Ala

Leu

Thr

Ala

135

Glu

Ile

Pro

Ala
Arg
Glu
40

Val
His

Ala

lLeu

.Ser
120

Ser

Thr

Ile

Ala

Gln

.Tyr

25

Tyr

ala

Lys

Ile

Ala

105

Ala

Cys

val

—PrO

Leu

Ile
10

Asp

Tyr

Ser

val

Leu

90

Thr

Ala

Ile

Ala

Trp

170

Ala

Lys
Asn
Gln
Ser
Lys
75

Phe
Ala
Asp
Arg
Tyr
155
Asn

Ala

42

Pro
Phe
Asn
Gly
60

Asp
Lys
Glu
Val
Ala
140

His

Phe

Gly.

510

Gly

Ile

Leu

45

Lys

Lys

Ile

Thr

Pro.

125

Gln
Phe
Pro

Asn

Glu

Gly
30

Thr

Trp

Ala

Trp

Tyr

15

Gly

Pro

Asp

Ala

Asp
95

Asp

110 -

Leu

Glu

His

Cys

Ala

Gly

Glu

Leu

175

‘Val

Gly
Glu
Val
Ile
His
80

Arg
Asn
Ile
G.ly
Pro
160

Met

val

1488

1536

1539



Leu

Ile

Lys

Val

210

Ala

225

Lys

Tyr

Ser

Phe

Glu

305

Glu

Gly

Gly

Gly

Leu

385

Asn

Thr

Gly

val

Ala

Pro

Asp

290

Val

Arg

Asn

Gln

Ala

370

Lys

Met

Thr

Pro

195

Gly

Gly

aAla

Thr

Asn
275

Lys

Cys

Phe

Pro

Leu

355

Asp

Asp

Arg

Phe

180

‘Ala.

Asp

Val:

Phe

Gln

260

Ile

Ala

Thr

Met

Leu

340

Glu

val

Gly

val

Lys
420

Arg
Leu
Ile
Thr
245
Asn
Phe
Leu
Cys
Glu
325
Asp
Thr
Leu
Tyr
Phe
405

Thr

Leu

Leu

Gly

230

Gly

Ile

Phe

Glu

Pro

310

Arg
Ser
Ile
Thr
Tyr
390
Gln

Met

Thr
Pro
215
Glu
Ser
Ile
Ala
Gly
295
Ser
Ala
Val
Leu
Gly
375
Leu

Glu

Glu

ES 2552317713

Pro
200
Pro
Tyi
Thr
Pro
Asp
280
Phe
Arg
Ile
Thr
Asn
360
Gly
Glu

Glu

Glu

185

Leu
Gly
Leu
Glu
Val
265
Vai
Ala
Ala
Arg
Gln
345
Tyr
Arg
Pro

Ile

Ala

425

Ser val

val val

Ala Thr
235

val Gly
250

Thr Leu’

Met Asp

Leu Phe

Leu Val
315

Arg Val
330

Met Gly

Ile Asp

Arg Lys

Thr Ile

395

Phe Gly
410

Leu Glu

43

Leu
Asn
220
Ser

Gln

Glu

Glu

Ala

‘Leu

205
Yal
Lys
Gln
Leu
Glu

285

Phe

300

Gln

Glu

Ala

Ile

Leu

380

Leu

Pro

Leu

Glu

Ser

Gln

Gly

365

Leu

Phe

val

Ala

190

Leu
Val
Arg
Ile
Gly
270
Asp
Asn
Ser
Ie

Val

350

Lys

Glu

Gly

Leu

Asn
430

Met

Asn

Ile

Met

255

Gly

Ala

Gln

Ile

Glu

Gly

Ala

240

Gln

Lys

Phe

Gly

Tyr

. 320

Arg
335

Ser

-Lys

Gly

Gln

Ala

415

Asp

Ser

His

Glu

Glu

Asn

400

Val

Thr



10

Gln
“Tyr

'Tyr
465

Gly

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg
Met
1
acc
Thr

get
Ala

gca
Ala

get
Ala
65

gaa
Glu

 atc
Ile

gat
. Asp’

Tyr Gly Leu Gly
435

Lys Met Gly Arg
450

Hi$ Ala Tyr Pro

Ile Gly Arg Glu
485

Lys Cys Leu Leu
500

17

1440

DNA
Escherichia coli

CDS
(1)..(1440)

17
tca gta cce gtt
Ser Val Pro Val
5

tgg cgt gga gac
Trp Arg Gly Asp
20

gtc att tce cge
Val Ile Ser Arg
35

atc gat gca geca
Ile Asp Ala Ala
50

att gaa cge gece
Ile Glu Arg Ala

cgc gec agt gaa
Arg Ala Ser Glu
' 85

cag cag ctg gct
Gln ‘Gln Leu Ala
100

tac atg gcg gag
Tyr Mét Ala Glu
~ 115 o

Ala

Gly

Ala

470

Thr

Val

caa

Gln

gca
Ala

ata
Ile

gaa
Glu

agt
Ser
70

atc
Ile

gaa
Glu

tag.
Trp

Gly

Ile
455

His

His

Ser

cat
His

tag
Trp

cece
Pro

cgt
Arg
55

tgg
Trp

agt
Ser

gﬁc

Val

gca,
Ala

ES 2552317713

val
440

Gln

Ala

Lys

Tyr

cct
Pro

att
Ile

gat
Asp
40

gca

Ala

ttg
Leu

gcg
Ala

gaa
GLu

cgg
Arg
120

Trp

Ala

Ala

Met

Ser
505

atg
Met

gat
Asp
25

ggt
Gly

caa
Gln

cge
Arg

ctg
Leu

gty

Val
105

cgt
Arg

Ser

Gly

Phe

Met
490

Asp

tat
Tyr
10

gtg
val

cag
Gln

cca
Pro

aaa
Lys

att
Ile
90

gct
Ala

tac
Tyr

Arg

Arg

Gly
475

Leu

Lys

ate
Ile

gta
Val

gee
Ala

gaa
Glu

atc
Ile
75

gtt
Val

ttt
Phe

gag
Glu

44

Asn

Val
460

Gly

Glu

Pro

gat
Asp

aac
Asn

gag
Glu

tgg
Trp
60

tce
Ser

gaa
Glu

act
Thr

gge

Gly

Gly
445

Trp
Tyr
His

Leu

gga
Gly

cct

Pro

gat
Asp
45

gaa
Glu

.gce

Ala

gaa
Glu

gce
Ala

gag
Glu
125

Asn

Thr

Lys

Tyr

Gly

510

cag

Gln

gct
Ala

gec
Ala

gcg
Ala

ggg
Gly

g99

Gly

éad
Asp
110

att
Ile

Leu
Asn
Gln

Gln
495

Leu

ttt
Phe
15 .

aca
Thr

cgt
Arg

ttg
Leu

atc
Ile

ggc
Gly
95"

tat -
Tyr

att
Ile

Ala
Cys

Ser
480

Gln

Phe

agtt
Val

gag
Glu

aag
Lys

cct
Pro

cgc
Arg

aag
Lys

atc
Ile

caa
Gln

48

96

144

192

240

288

336

384



agce
Ser

gtg
val

145

cge

cct
Pro

gat
Asp

ggt
Gly

gtc
Vval
225

gcg
Ala

cca
Pro

atc
Ile

gaa
Glu

ctg
Leu
305

aac

Asn

gtc
Val

tte
Phe
ttg
Leu

‘gat
Asp
130

act
Thr

aaa
Lys

agt

Ser

gaa
Glu

gaa
Glu
210

agt

Ser

gcg
Ala

gct
Ala

gtt
val

cgt
Arg

230

ggt
Gly

gac
Asp

gag
Glu

ggt
Gly

ctg
Leu
370

cgt
Arg

acce
Thr

atg
Met

gaa
Glu

ata
Ile
195

acc
Thr

atg
Met

aaa
Lys

atc

Ile

gat
Asp
275

gtt
Val

gaa
Glu

att
Ile

caa
Gln

ggc
Gly
355
ctg
Leu

cca gga
Pro Gly

gge att
Gly Ile

gct cce

Ala Pro_

165
ttt acg
Phe Thr
180
gge ctt
Gly Leu

gtt ggg

Val Gly-

aca ggc
Thr Gly

aac atc
Asn Ile
245

gta atg

Val Met
260

tca cgc
Ser Arg

tat gta
Tyr Val

gcg atg
Ala Met

gcg atg
Ala Met
325

aaa.gtg
Lys Val
340

aaa gcg
Lys Ala

‘gat gtt
Asp Val

gaa
Glu

ctg
Leu
150

get
Ala

cCca
Pro

ccg
Pro

caa
Gln

agc
Ser

230

acc
Thr

gac
Asp

gte
Val

cag
Gln

cag
Gln
310

999
Gly

gcg
Ala

gta
Val

cgce
Arg

aat
Asn
135

ccqg
Pro

ctt
Leu

aac
Asn

cgce
Arg

gaa
Glu
215

gte
Val

aaa
Lys

gat
Asp

att
Ile

aaa
Lys

295

gcg
Ala

ccg
Pro

cge
Arg

gag
Glu

cag
Gln
375

att
Ile

tgg
Trp

ttg
Leu

aat
Asn

ggc
Gly
200

ctg
Leu

tct.

Ser

gtg
val

gce
Ala

aat
Asn
280

ggc
Gly

gtt

val

ttg
Leu

‘gca

Ala

999
Gly.

360

gaa
Glu

ES 2552317713

ctt
Leu

aac
Asn

acce
Thr

gcg
Ala
185

gtg
Val

gcg
Ala

gca
Ala

tgt
Cys
gat
Asp

265

agt

Ser.

att
Ile

caa
Gln

att
Ile

gta
Vval
345

‘aaa

Lys

atg
Met

ttg
Leu

ttc
Phe

ggt
Gly
170

att
Ile

ttt
Phe

ggt
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu
250

ctt
Leu

999
Gly

tat
Tyr

ttt
Phe

aac
Asn
330

gaa

Glu

gga
Gly

tcg
Ser

ttt
Phe

ccg
Pro
155

aat
Asn

gca
Ala

aac
Asn

aac
Asn

gag
Glu
235

gaa

Glu

gaa
Glu

caa
Gln

gat
Asp

ggt
Gly
315

gce
Ala

gaa
Glu

tat
Tyr

att
Tle

45

aaa
Lys
140

tte
Phe

acc
Thr

tte
Phe

ctt
Leu

cca
Pro
220

aag
Lys

ttg
Leu

ctg
Leu

gtg
Val

cag
Gln
300

aac
Asn

gcg
Ala

999
Gly

tat
Tyr

atg
Met
380

cgt
Arg

ttc
Phe

atc
Ile

gce
Ala

gta
Val
205
aag
Lys

atc
Ile

ggg
Gly

gca
Ala

tgt
Cys
285

ttc
Phe

cce
Pro

gcg
Ala

gcg
Ala

tat
Tyr
365

cat
His

gcg
Ala

ctce
Leu

gtc
V§l

aaa
Lys
190

ctg

‘Leu

gtc
val

atg
Met

ggt
Gly

gtc
val
270

aac
Asn

gtc
Val

gct
Ala

ctg
Leu

aga

350

ccg

Pro

gag
Glu

ctt
Leu

att
Ile

att
Ile
175

atc
Ile

999
Gly

gca

‘Ala

gcg
Ala

aaa
Lys
255

aaa
Lys

tgt
Cys

aat
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu
335

gtg
val
ccg
Pro

gaa
Glu

agt
Gly

gce
Ala
160
aaa
Lys

gtc
val

cgt
Arg

atg
Met

act
Thr
240

gca
Ala

gce
Ala

gca

Ala

cgg
Arg

cge

Arg

320

‘agg

Arg

gcg .

Ala

aca

Thr

acc
Thr

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152



ttt,
Phe
385

ate
Ile

ace
Thr

ggt
Gly

cac

ggc
Gly

tca
Ser

caa
Gln

gaa
Glu

gce

His Ala

ggc

Gly

465
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
-Met

Thr
Ala
Ala
Ala
G;u

- Ile

Asp '

4590

ttg
Leu

18

ccg
Pro

atg
Met

aat
Asn

act
Thr
435

gga
Gly

cat
His

479
PRT
Escherichia coli

18

gtg
val

gct
Ala

ctg
Leu
420

tac

Tyr

tgg
Trp

gaa
Glu

ctg
Leu

aat
Asn
405

aac
Asn

atc
Ile

cgt
Arg

tat
Tyr

cca
Pro
390

gac
Asp

,gtc

val

aac
Asn

aaa
Lys

ctg
Leu
470

Ser Val Pro Val Gln

Trp

Val

Ile
50

ILe,

Arg

Gln

Tyr.

Arg
Ile
35
Asp
Glu
Ala
Gln

Met
115

Gly
20
Ser
Ala
Arg
Ser
Leu
-100

Ala

5

Asp

Arg

Ala-

Ala
Glu
85

Ala

Glu

Ala

Ile

Glu

Ser
70

Ile

Glu

Trp

gtt
vVal

agt

Ser

gcg
Ala

cgt
Arg

tcec
Ser
455

cag
Gln

His
Trp

Pro

ES 2552317713

gtc
vVal

gat

.Asp

atg

‘Met

gaa
Glu
440

ggt
Gly

acc
Thr

Pro

Ile

Asp

40

Arg
55

Trp

Ser

Val

Ala

Ala

Leu

Ala

Glu

Arg
120

gca
Ala

tae
Tyr

aaa
Lys
425
aac

Asn

att
Ile

cag
Gln

Met
Asp
25

Gly
Gln
Arg
Leu
val

108

Arg

ttt

‘Phe

ggc
Gly
410

gcc

Ala

tte
Phe

ggc
Gly

gtg
Val

Tyr
10

val
Gln
Pro
Lys
Ile
90

Ala

Tyr

gac
Asp
395

ctg
Leu

att_
Ile

gaa

Glu

ggc
Gly

gtt
Val
475
Ile
val
Ala
Glu
Ile
75
Val

Phe

Glu

46

acg
Thr

ace
Thr

aaa
Lys

gct
Ala

gca
Ala
460

tat
Tyr

Asp

Asn’

Glu

Trp

60

Ser

Glu

Thr

Gly

ctg
Leu

tca
Ser

999
Gly

atg
Met
445

gat
Asp

tta
Leu

Gly
Pro
Asp
45

Glu
Ala
Glu
Ala

Glu
125

gaa
Glu

teca
Ser

ctg
Leu
430

caa
Gln

ggt
Gly

cag
Gln

Gln
Ala
30

Ala
Ala
Gly
Gly
Asp
110

Ile

gat
Asp

atc
Ile
415

aag
Lys

ggc
Gly

aaa
Lys

tct
Ser

Phe

15 -

Thr

Arg

Leu

Ile

Gly

95

Tyr

Ile

gct
Ala
400
tat
Tyr

ttt
Phe

ttc
Phe

cat
His

taa

val -

Glu

Lys

Pro

Arg

80

Lys

Ile,

Gln

1200

1248

1296

1344

1392

1440



Ser

Val

145

Pro

Asp

Gly

Vval

225

Ala

Pro

Ile

Glu

Leu

305

Asn

val

Phe

Leu

Asp

130

Thr

Lys

Ser

Glu

Glu

210

Ser

Ala

Ala

Val

Arg

2390

Gly

Asp

Glu

Gly

Leu

Arg
Thr
Met
Glu
Ile
195
Thr
Met
Lys
Ilg

Asp

275

Val

Glu

Ile

Gln

Gly

Pro

Gly

Ala

Phe

180

Gly

val

Thr

Asn

val

260

Ser

Tyr

Ala

Ala

Lys

340

Lys

355

Leu

Asp

Gly

Ile

Pro

165

Thr

Leu

Gly

Gly

Ile

Glu

Leu
150

Ala

Pro

Pro

Gln

Ser

230

Thr

245 .

Met

Arg.

Val

Met

Met

325

val

Ala

val

Asp

Val

Gln

Gln

310

Gly

Ala

Val

Arg

Asn

135

Pro

Leu

Asn

Arg

Glu

215

Val

Lys

Asp

Ile

Lys

295

Ala

Pro

Arg

Glu

Gln

ES 2552317713

Ile

Trp

Leu

Asn

Gly

200

Leu

Ser

val

Ala

Asn
280

Gly

'Val

Leu

Ala

-Gly

360

Glu

Leu

Asn

Thr

Ala

185

val

Ala

Ala

Cys

Asp

265

Ser

Ile

Gln

Ile

val

Leu
Phe
Gly
170
Ile
Phe
Gly

Gly

Leu
250

Leu:

‘Gly

Tyr

Phe

Asn

330

Glu

345

Lys

Met

-Gly

Ser

Phe
Pro
155
Asn
Ala
Asn
Asn
Glu
235
Glu
Glu
Gln
Asp
Gly
315
Ala
Glu
Tyr
Ile

47

Lys
140

Phe

Thr

Phe
Leu
Pro
220

Lyé

‘Leu

Leu

Val

Gln

300

Asn

Ala

Tyr :

Met:

Arg

Phe

Ile

Ala

val
205

Lys

Ile

Gly

Ala

Cys

285

Phe

Pro

Ala

Ala

Tyr

365

His

Ala

Leu’

Val

Lys

190

Leu

val

Met

Gly

Val

-270

Asn

val

Ala

Leu

Arg

350

Pro

‘Glu

Leu

Ile

Ile

175

Ile

Gly

Ala

Ala

Lys

255

Lys
Cys
Asn
Glu
Glu
335
val
Pro

Glu

Gly

Ala
160
Lys
Val
Arg
Met
Thr
240
Ala
Ala
Ala
Arg
Arg
320
Arg
Ala

Thr

Thr



10

Phe

385

Ile

Thr

Gly

His

Gly
465

<210>
<211>
<212>
<213>

370

Gly

Ser

Gln

Glu

Ala

450

Leu

19

Pro

Met

Asn

Thr
435

Gly

His

1488
DNA
Escherichia coli

<220>

<221>
<222>

<400>

CDS
(1)..(1488)

19

atg aat ttt

Met Asn

1
gce

Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

gca
Ala
65

gct
Ala

cac

att
Ile

aat
Asn

aaa
Lys

50

gca
Ala

aaa
Lys

gce

Phe

gaa
Glu

gaa
Glu
35

att
Ile

‘ege.

Arg

cgt

gaa

val

Ala

Leu
420

Tyr

Trp

Glu

cat
His

aac
Asn
20

acce
Thr

gcc
Ala

gge
Gly

aaa
Lys

gag

Leu

Asn

405

Asn

Ile

Arg

Tyr

cat
His

cge
Arg

ttt.

Phe

cgc
Arg

gta

val

gcg

Ala

85

ctg

Pro

375.

Val

390

Asp

val

Asn

Lys

Leu
470

ctg
Leu

tta
Leu

gaa
Glu

ggc
Gly

ttt
Phe

Ser

Ala

Arg

Ser
455

Gln

gct
Ala

ttt
Phe

acc
Thr

aag
Lys
55

§aa
Glu

70 ‘

gta
val

gca

ctg
Leu

ctg

ES 2552317713

Val Ala Phe Asp

Asp

Met

Glu
440

Gly

Thr

tac
Tyr

att
Ile

gtt
Val
40

agc
Ser

-€ge

Arg

aat

Asn

ctg’

Tyr

Lys
425

Asn

Ile

Gln

tag
Trp

aac
Asn
25

gat
Asp

gtc
val

ggc,

Gly

aaa
Lys

gaa

Gly
410

Ala

Phe

Gly

val

cag
Gln
10

ggt
Gly

ccg
Pro

gat
Asp

gac
Asp

395

Leu

Ile

Glu

Gly

Val
475

gat
Asp

gaa
Glu

gtc
Val

atc
Ile

380

Thr

Thr

Lys

Ala

Ala
460

Tyr

aaa
Lys

tat
Tyr

acc
Thr

gac
Asp

-60

tgg
Trp

75

cte
Leu
90"

act

gce
Ala

cte

48

tca
Ser

gat

Asp

gac

Leu

Ser

Gly

Met
445

Asp

Leu

gcg
Ala

act
Thr

cag
Gln
45
cgt
cte
Leu

tta
Leu

acc

Glu

Ser

Leu

430

Gln

Gly

Gln

tta
Leu

gct

Ala

30
gca

Ala

gcg
Ala

tet
Ser

atg
Met

Asp

Ile:

415
Lys
Gly

Lys

Ser

agt
Ser
15

.gcg

Ala

ccg
Pro

atg’
Met

Ala
400

Tyr

Phe

Phe

His

cte
Leu

gcg
Ala

ctg
Leu

agc
Ser

tet cecg

‘Ser

gaa

. 85

gge

aaa

Pro
80

gce

‘Glu Ala

ccg

48

96

144

192

240

288

336



ES 2552317713

His Ala Glu Glu Leu Ala Leu Leu Glu Thr Leu Asp Thr Gly Lys Pro
100 105 110

att cgt cac agt ctg cgt gat gat att cce ggec geg geg cge gee att 384
Ile Arg His Ser Leu Arg Asp Asp Ile Pro Gly Ala Ala Arg Ala Ile
115 120 125

cge tgg tac gcc géa gcg atc gac aaa gtg tat ¢gge gaa gtg gcg ace 432
Arg Trp Tyr Ala Glu Ala Ile Asp Lys Val Tyr Gly Glu val Ala Thr
130 : 135 140

acc agt agc cat gag ctg gcg atg atc gtg cgt gaa ccg gtc gge gtg 480
Thr Ser Ser His Glu Leu Ala Met Ile Val Arg Glu Pro Val Gly val
145 150 © 155 160

att gae gee ate gtg cecg tgg aac tte ccg ctg ttg ctg act tge tgg 528
Ile Ala Ala Ile Val Pro Trp Asn Phe Pro Leu Leu Leu Thr Cys Trp
165 170 175

aaa ctc ggc ccg geg ctg goeg geyg gga aac age gtg att cta aaa ceg 576
Lys Leu Gly Pro Ala Leu Ala Ala Gly Asn Ser Val Ile lLeu Lys Pro
180 185 190

tct gaa aaa teca ceg cte agt gog att cgt cte geg ggg ctg gchaaa 624
Ser Glu Lys Ser Pro Leu Ser Ala Ile Arg Leu Ala Gly Leu Ala Lys
195 200 205

gaa gca gge ttg ceg gat ggt gtg ttg aac gtg gtg acg ggt ttt ggt 672
Glu Ala Gly Leu Pro Asp Gly Val Leu Asn Val Val Thr Gly Phe Gly
210 215 220

cat gaa gcc ggg cag gcg ctg tcg cgt cat aac gat atc gac gcc att 720
His Glu Ala Gly Gln Ala Leu Ser Arg His Asn Asp Ile Asp Ala Ile :
225 ' 230 235 240

gee ttt acc ggt tca ace cgt ace ggg aaa cag ctg ctg aaa gat geg 768
Ala Phe Thr Gly Ser Thr Arg Thr Gly Lys Gln Leu Leu Lys Asp Ala
’ 245 250 255

gge gac agc aac atg aaa cge gte tgg ctg gaa geg ggc ggc aaa agc 816
Gly Asp Ser Asn Met Lys Arg Val Trp Leu Glu Ala Gly Gly Lys Ser
260 265 270

gee aac atc gtt tte get gac tge ccg gat ttg caa‘cag gcg gea age 864
Ala Asn Ile Val Phe Ala Asp Cys Pro Asp Leu Gln Gln Ala Ala Ser
275 280 285 : '

gce ace gea gea gge att tte tace aac cag gga cag gtg tgc atc gee 912
Ala Thr Ala Ala Gly Ile Phe Tyr Asn Gln Gly Gln Val Cys Ile Ala
290 295 300

gga acg cgc ctg ttg ctg gaa gag agc atc gcc gat gaa ttc tta gece 960
Gly Thr Arg Leu Leu Leu Glu Glu Ser Ile Ala Asp Glu Phe Leu Ala
305 310 315 320

ctg tta aaa cag cag gcg caa aac tgg cag'ccglggc cat cca ctt gat 1008
Leu Leu lys Gln Gln Ala Gln Asn Trp Gln Pro Gly His Pro Leu Asp '
' 325 330 ‘ 335

ccc geca ace ace atg“ggc,écd'tta atc gac tgc gec cac gec gac teg 1056

Pro Ala Thr Thr Met-Gly Thr Leu Ile Asp Cys Ala His Ala Asp Ser
o © 340 345 350

49



gtc cat
Val His

gat ggc
Asp Gly
370

gtg gat
Val Asp

385

ccg gtg
Pro Val

ctt gecc
Leu Ala

gac ctc
Asp Leu

gte tte
Val Phe
450

gge tat
Gly Tyr
465

gaa aaa
Glu Lys

<210> 20

agc
Ser
355

cgt
Arg

gtg
Val

ctg
Leu

aac
Asn

tce
Ser
435

gtc
Val

aag
Lys

ttec
Phe

<211> 495
<212> PRT

<213>

<400> 20

Met Asn
1

Ala Ile

Glu Asn

Ala Lys
50

Ala Ala
.65 :

Phe
Glu
Glu
35

Ile

Arg

ttt
Phe

aac
Asn

gac
Asp

gtg
Val

gac
Asp
420

cgc

aat
Asn

cag
Gln

act
Thr

His
Asn
20

Thr

Ala

Gly

att
Ile

gcc
Ala

ccg
Pro

gtc
val
405

agc

Ser

gcg
Ala

aac
Asn

age

Ser

gaa
Glu

Escherichia coli

His
5

Arg
Phe

Arg

Val

cgg

g99
Gly

aat

Asn

390

acg
Thr

cag
Gln

cac
His

tae
Tyr

ggc
Gly
470

ctg
Leu

‘485 .

Leu

Leu

‘Glu

Gly

Phe

70

gaa
Glu

ctg
Leu
375

gcg

‘Ala

cgt
Arg

tac
Tyr

cge

aac
Asn
455

aac

Asn

aaa )
Lys

Ala
Phe
Thr
Lys
5

qu

ES 2552317713

ggc
Gly
360

gct
Ala

‘

tece
Ser

‘tte

Phe

ggc-
Gly

atg

‘Met

'440

gac
Asp

ggt

Gly

acc
Thr

Tyr
Ile
Val
40

Ser

Arg

gaa.
Glu

gcc
Ala

tta
Leu

aca
Thr

ctt
Leu

425

age
Ser

ggc
Gly’

cge
Arg

atc
Ile

Tzp
Asn
25

Asp

Val

Gly

agce
Ser

gcc
Ala

agt

Ser

tca
Ser
410

gge
Gly

cga

gat
Asp

gac
Asp

tgg

490

Gln
10

Gly
Pro

Asp

Asp

aaa
Lys

atc
Ile

cgc
Arg
395

gaa

Glu

gcg
Ala

cgce
Arg

atg
Met

460

aaa
Lys
475

ata
Ile

Asp

Glu

val

Ile

Trp
75

50

g9g9
Gly

ggc
Gly
380

gaa

Glu

gaa

Glu

gcg
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

tec
Ser

agc
Ser

Lys

Tyr

Thr

Asp.

60

Ser

caa
Gln
365

ccg
Pro

gag
Glu

cag
Gln

gta
Val

aaa
Lys
445

gtg
Val
ctyg

Leu

ctg
Leu

Ala
Thr
Gln
45

Arg

Leu

ctg
Leu

acce
Thr

att
Ile

gcg
Ala

tgg
Trp
430

gce

Ala

ccyg
Pro

cat

His

gag
Glu

Leu
Ala
30

Ala

Ala

Ser

ttg
Leu

‘ate

Ile

tte
Phe

cta
Leu
415

acg
Thr

ggt
Gly

ttt
Phe

gce
Ala

gce
Ala
495

Ser
15

Ala
Pro

Met

Ser

ttg
Leu

ttt
Phe

ggt

Gly
400

cag
Gln

cgc
Arg

tcec
Ser

ggc
Gly

ott

Leu

480

tga -

Leu

Ala

Leu

Ser

Pro
80

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488
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Alartys Arg Lys Ala Val Leu Asn Lys Leu Ala Asp lLeu Met Glu Ala
: 85 90 95

His Ala Glu Glu Lgd Ala Leu Leu Glu Thr Leu Asp Thr Gly Lys Pro
100 ' 105 110

Ile Arg His Ser Leu Arg Asp Asp Ile Pro Gly Ala Ala Arg Ala Ile
115 : _ 120 125

Arg Trp'Tyr Ala Glu Ala Ile Asp Lys Val Tyr Gly Glu Val Ala Thr
130 135 140

Thr Ser Ser His Glu Leu Ala Met Ile Val Arg Glu Pro Val Gly Val
145 150 155 160

Ile Ala Ala Ile Val Pro Trp Asn Phe Pro'Leﬁ Leu Leu Thr Cys Trp.
165 ’ . 170 ' 175

"Lys Leu Gly Pro Ala Leu Ala Ala Gly Asn Ser Val Ile Leu Lys Pro
180 v ' 185 ) ‘ ‘ 190 ‘

Ser Glu Lys. Ser Pro Leu Ser Ala Ile Arg Leu Ala Gly Leu Ala Lys
. 195 200 ) 205 °

Glu Ala Gly Leu Pro Asp Gly Val Leu Asn Val Val Thr Gly Phe Gly
210 215 220 .

His Glu Ala Gly Gln Ala Leu Ser.Arg His Asn Asp Ile Asp Ala Ile
225 : : 230 ~ 235 : . 240

Ala Phe Thr Gly Ser Thr Arg Thr Gly Lys Gln Leu Leu Lys Asp Ala
245 250 - 255

Gly Asp Ser Asn Met Lys Arg Val Trp Leu Glu Ala Gly Gly Lys Ser
260 265 270

Ala Asn ile‘Val Phe Ala Asp Cys Pro Asp Leu Gln Gln Ala Ala Ser
275 280 285

Ala Thr Ala Ala Gly Ile Phe Tyr Asn Gln Gly Gln Val Cys Ile Ala
2990 S 295 : ‘ 300

Gly Thr Arg Leu Leu Leu Glu Glu Ser Ile Ala Asp Glu Phe Leu Ala
305 310 . . 315 . ' ) 320

.Leu Leu Lys Gln Gln Ala Gln Asp Trp Gln Pro Gly His Pro Leu Asp
' 325 ' w330 ' 335

51



Pro Ala

val His

Thr

Ser

Thr
340

Met

Phe Ile

355

Asp Gly

370

Val
385

Asp
Pro Val
Leu

Ala

Asp Leu

Arg

val

Leu

Asn

Ser

Asn Ala

Asp Pro

Gly

Arg

‘ély'

Asn

ES 2552317713

THr Leu

Gly
360

Glu
Ala

Léu
375

Ala Ser

390

Val val

405

Asp Ser

. 420

Arg Ala

435

Val Phe

450

Gly
465

Tyr

Glu Lys

<210> 21

<211> 1395
<212> DNA
<213>

<400> 21
atgectgacg

cttgccgete
ccgtttattg
atgatgttcg
cgcaaaaaga
gctgegecaa
gtggcctett

agtatgatct

Val

Lys

Phe

Asn Asn

Gln Ser

Thr Glu

485

Escherichia coli

ctaaaaaaca
tggcgggatt
cagatgaatt

gtgcggeagt

vgcétgatgat

acgttgaagt
atacegecacc

cgatgtatca

Thr

Gln

His

Tyr

Gly

470

Leu

Arg Phe

Tyr Gly

Ile

- 345

Glu

Ala

Leu

Thr

Leu

Asp Cys

SérvLys

Ala Ile

Ser Arg

395

Ser Glu

410

Gly Ala

425

Met
440

Arg

Asn Asp

455

Asn Gly

Lys Thr

ggggeggtca

actetttgge
ccagattact
ngthggtg
cgdchaatt

actgattett

gctgtaccte

gttgatgatc

Ser

Gly

Arg

Ile

Arg Arg

Asp Met

Asp Lys

475

Ile
490

aacaaggcaa
ctggatatcg
tcgecacacgce
ggcagegget
ttgtttgttg
tecegegtte
tctgaaattg

actatcggga

52

Ala

Leu

Thr

Ala His

350

Gln Leu

365

Gly

Gly Prq Thr

380

Glu Glu Ile

Glu Gln Ala

vVal Trp

430

Lys Ala

445

val Pro

460

Ser Leu His

Ser lLeu Glu

tgacgttttt
gtgtaattgce
aagaatgggt
ggctctcoett
céggttégct
tadtggggct
qgﬁcggaaaa

taocteggtge

Ala

JAla

Asp Ser

Leu Leu

Ile Phe

Phe Gly

400

Leu
415

QIn
Thr

Gly Ser

Phe Gly

Leu
480

Ala
495

egtetgette
tggcgcactyg
cgtaagetcce
taaactcggg
gttctctgeg
ggcggtgagt

aattcgtagc

ttatctttct

60
120
180
240
300
360

420

480



gataccgect
gcaattttgc
aaacgecgtt

gcgaaacgcg

_ ctgtttaaag

atgcagcaat
gegggttata
gtacttgcca
acgctgggcet
ggtattcact

ggttttgcca

aaaggccgeg

' gttggcgeaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Pro Asp

1

Phe
Ile
Ile

Ala
65

tatgeggete
cacgtttcge .
ggcgcetcacg
22

464
PRT

22

Val Cys

Gly Val
35

Thr Ser
50

Ala Val

} Lys Lys

Ala

tcagctacac
tgctgattgg
ttagttgatgce
aactggatga
agaacagcaa
tcaccgggat
ccaacactac
cctttatege
tcctggtgat
ctcecgtegge
tgagtgccgg
attttggcat
cgttectgac
tgaacgtact
tggaacatat

attaa

Escherichia coli

Lys
5

Lys

ES 2552317713

cggtgeatgg
tgtctﬁct£c
cgaacgcegtg
aatccgtgaa
ctteegeege

gaacgtcatc

cgaécaaatg

aatecggectt
ggctgetgge
gcagtattte
tccgctgatt
cacctgctee
catgctcaac
gtttatecetg

tgaacgtaat

Gln Gly

Arg

¢cgctggatge

ctgccagaca
ctgetacgee
agtttgc&gg
geggtgttec
atgtattacg
tgggggaccg
gttgaccget
atgggcgtac
gccatcgeca
tgggtactgt
actgccacca
acgetgggta
ctgacattgt

ctgatgaaag

Ser Asn

10

Lys

tgggtgtgat
gcccacgttg
tgegtgacac
ttaaacagag
ttggcgtact
cgccgaaaat
tgattgtcgg
ggggacgtaa
tcggtacaat
tgctgctgat
gctccgaaat
actggattge
acgccaacac
ggctggtace

gtcgtaaact

Alg‘Met

Phe
20

Ile
Hisg

Gly

Ser

Leu

‘Ala

Thr

Ala

Leu
85

Ala

“Gln

val
70

Met

Ala

Ala

Glu

55

Gly

Ile

Leu

Leu
40

Trp

Ser

Gly

Ala
25

Pro
val

Gly

Ala

Gly

Phe

val

Trp

'Ile

20

'Leu

Ile

Ser

Leu

75

Leu

53

Leu
Ala
Ser
60

Ser

Phe

Phe

Asp

45

Met

Phe

val

Gly
30

Glu
Met

Lys

Ala

tatcatcceg

gtttgeccegee

cagegeggaa
tggctgggeg
gttgcaggta
cttcgaactg
cctgaécéac
accaacgcta
gatgcatatc
gtttattgtc
tcagccgetg
caacatgatc
cttctgggtyg
ggaaaccaaa

gcgcgaaata

Thr
15

Phe

Leu Asp

Phe Gln

Phe Gly

Leu Gly

80

Gly Ser

95

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1395



Leu

Val

Tyr

Met

145

Asp

Ile

Asp

Leu

225

Leu

Leu

Tyr

Gln

Phe

305

Thr

Met

Phe

Leu

Leu

130

Tyr

Thr

Ile

Ser

Val

210

Asp

Phe

Leu

Ala

Met

290

Ile

Leu

Met

Ser

Leu

115

Ser

Gln

Ala

Ile

Pro

195

Leu

Glu

Lys

Gln

Pro

275

Trp

Ala

Gly

His

Ala

100

Gly

Glu

Leu

Phe

Pro

180

Arg

Leu

Ile

Glu

val

260

Lys

Gly

Ile

Phe

Ile

Ala

Leu

Ile

Met

Ser

165

Ala

Trp

Arg

Asn

245

Met

Ile

Thr

Gly

Leu

325

Gly

Ala

Ala

aAla

Ile

150

Tyr

Ile

Phe

Leu

Glu

230

Ser

Gln

Phe

Val

Leu

310

val

Ile

Pro

Val

Pro

135

Thr

Thr

Leu

Ala

Arg

215

Ser

Asn

Gln

Glu

Ile

295

val

Met

His

ES 2552317713

Asn

Gly

120

Glu

Ile

Gly

Leu

Ala

200

Asp

Leu

Phe

Phe

Leu

280

Val

Asp

Ala

Ser

Val

105

Val

Lys

Gly

Ala

Leu

185

Lys

Thr

Gln

Arg

Thr

265

Ala

Gly

Arg

Ala

Pro

Glu

Ala

Ile

Ile

Trp

170

Ile

Arg

Ser

val

Arg

250

Gly

Gly

Leu

Trp

Gly

330

Ser

Vval

Ser

Arg

Leu

155

Arg

Gly

Arg

Ala

lys

235

Ala

Met

Tyr

Thr

Gly

315

Met

Ala

54

Leu

Tyr

Gly

140

Gly

Trp

Val

Phe

Glu

220

Gln

val

Asn

Thr

Asn

300

Arg

Gly

Gln

Ile

Thr

125

Ser

Ala

Met

Phe

Val

205

Ala

Ser

Phe

Val

Asn

285

Val

Lys

Val

Tyr

Leu

110

Ala

Met

Tyr

Leu

Phe

190

Asp

Lys

Gly

Leu

Ile

270

Thr

Leu

Pro

Leu

Phe

Ser

Pro

Ile

Leu

Gly

175

Leu

Ala

Arg

Trp

Gly

255

Met

Thr

Ala

Thr

Gly

335

Ala

Arg

Leu

Ser

Ser

160

Val

Pro

Glu

Glu

Ala

240

Vval

Tyr

Glu

Thr

Leu

320

Thr

Ile



Ala

Leu

Phe

385

Vval

Thr

Leu

Arg

Met

Ile

370

Gly

Gly

Phe

Trp

Asn

Leu
355

Trp

Ile

Ala

Trp

Leu

435

Leu

340

Leu
Qal
Thr
Thr
val
420

val

Met

Met

Leu

Cys

Phe

405

Tyr

Pro

Lys

-Phe

Cys.

Ser
390

Leu

Ala

Glu

Gly

Ile

Ser

375

Thr

Thr

Ala

Thr

Arg

ES 2552317713

Val

360

Glu

Ala

Met

Leu

Lys

440

Lys

Leu

345

Gly Phe

Ile Gln

Thr Asn

Asn
410

Asn Val

425

His Val

Leu Arg

Ala

Pro

Trp

395

Thr

Leu

Ser

Glu

Met
Leu
380
Ile
Leu
Phe

Leu

Ile

Ser

365

Lys

Ala

Gly

Ile

Glu

445

Gly

350

Ala’

Gly

Asn

Asn

Leu

430

His

Ala

Gly

Arg

Met

Ala

415

Leu

Ile

His

Pro
Asp
Ile
400
Asn
Thr

Glu

Asp

450

23
1290
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 23
atgcagtttg

ttttegtggt

aatggcacgg

cccttctacg
ggcatcctgc
cagaacgtga
ggcgttgggag
ggaaccaccce
gtgttcaaca
ttgcﬁgatcc
gcggttgtce
tgggcttﬁqé

tttocggtgt

ccgccaaacg
catccageta
aaaccggcett
gcg;écttca
tgfgtgccgc
tgctcggege
tgatcgagtc
gaatgtgggg
tcgatectga
~tgttccg£Ct
acccdgtgcg
gectttacct

atttctectce

455

Pseudomonas fluorescens

cgagtactgg

ttecattgttt

cattttcgec

aééccgcctc
ggccccgttt
gttggtcggt
gtacaccgag
gtegttggge
cattgegttt
ggacctcgac
cctgaacgat
gaéggggéta

gtttttcccg

cttatcagtg
tctatetgge
gqcaacgéta
éggctgtéca

gcaatttatg

gcggcegttce

cgcttgtege
tgggccageg
tacatgagca
cgéttggccc
ctctggaagt
tgcgggatct

acceccggagg

55

460

gtttgttgtt
tgeatcgagt

ttgcggeget

aaaagcttct

tcta@écdgg
tgdcgétggc
ggCatgcagg
cgacgggegt
gectegeegg
agccggcagt
tgctggcact
acatgatcta

aggggacccg

tttcttette
cattggcettg
gctggttcaa

ggtgtggatt

cctgttggeg

gatgctggca

attcgagttt

ggtcggcegtg

catcgtgttt
gcaggegggc
cccgeggtte

cgagcaacag

tgcctatgqé

60

120

180

240

300
360
420
480
540
600
660
720

780



- tacctgaact
gtcagecgea
,_étccttgggt
gccttggaag
tcteggetgt
. atgttgctgt
gtactgatgg
gacccegtge

gcgccatccg

<210>
<211>
<212>
<213>

24
429
PRT

<400> 24

1

Phe Phe Phe

His
35

Trp Leu-

Phe Ala

50

Ala
65 -

Leu Gln

Gly Ile Leu

'Gly Leu Leu

Phe Ala

vLeu s
115

Glu

Thr
: 130

-Met Trp Gly

Ala

Arg

cgtctcaggt
caggcgcéaa
cggggctggt
tgcccafctt

ccgcctcgat

caccgetggt

caggcctggt
gtgacgecte

cccctegtta

Met Gln Phe Ala Ala Lys Arg

5

Phe Phe

20

Arg Val

Asn Ala

Asp Arg

Leu Cys

85

Ala
100

Gln

Ala

Leu

Ser

Leu

Ser Leu

Ser
Ile
Ile
Leu
70

Ala
Asn
Met
A?g

Gly

ES 2552317713

actggtcgag
étacgggctg
aacgcaggct
gctggteteg
ctacttggtg
gégctacggc
cggegettge
tcaagtcggg

tgaaccctag

Pseudomonas fluorescens

Glu

Trp Ser

Tyr

Ser

geggtectga
attctggecceg
tgggccateg

atattcaaat

gggttccagt

tacgaccatt’

ctgectgettt

getggegatt

Trp Leu

10

Ser Tyr

25

Leu
40

Gly

Ala
55

Ala

Gly Leu

Ala Ala

Val Met

Leu
120

His Ala

135

Trp Ala

Asn_
Leu
Ser
Pro
Leu
105
Ala Gly
Gly

Ser

Gly Thr

Leu Val

Lys.

Lys

Phe Ala

90

Gly Ala

Val Gly
Phe

Glu

Ala Thr

56

tgctgettge
gcagc#tcat
ccgectgeaa
acatttcgect
tcgccpagca
tcggtttétd
datggacctt

cacggcagct

Ile Ser Gly

Phe
30

Ser Leu

Glu Thr

Gly
45 '

Gln Phe

60

Pro

Leu Leu Val

Ile Tyr Val

Leu Val Gly

110

Ilg
125

val

Phe Thr

140

Gly

Gly Val Vval

Glu

accctgggtg
gttégtécgc
gatgttgcac
caactttgac
actgaccgcee
cachtctac
gttgcgcaag

tcecgceccatce

Leu Leu

15
Ile

Ser

Phe Ile

Tyzr-

Gly

Ile
80

Trp

Tyr Ala

95

Ala Ala

Ser Tyr
Thr

Arg

Gly val

840
900
960

1020

1080

1140
1200
1260

1290



ES 2552317713

145 150 - 155 160

Val Phe Asn Ile Asp Pro Asp Ile Ala Phe'Tyr Met Ser. Ser Leu Ala
165 - ' 170 : _ 175

Gly Ile Val Phe Leu Leu Ile Leu Phe Arg Leu Asp Leu Asp Arg Leu
180 185 190

Ala Gln Pro Ala Val Gln Ala Gly Ala Val Val His Pro Val Arg Leu
195 200 205

Asn Asp Leu Trp Lys Leu Leu Ala Leu Pro Arg Phe Trp Ala Phe Ser
210 215 220

Leu Tyr Leu Thr Gly Val Cys Gly Ile Tyr Met Ile Tyr Glu Gln Gln
225 230 235 240

Phe Pro Val Tyr Phe Ser Ser Phe Phe Pro Thr Pro Glu Glu Gly Thr
245 250 - 255

Arg Ala Tyr Gly Tyr Leu Asn Ser Ser Gln Val Leu Val Glu Ala Val
260 265 ' 270

Leu Met Leu Leu Ala Pro Trp Val Val Ser Arg Thr Gly Ala Lys Tyr
275 280 285

Gly Leu Ile Leu Ala Gly Ser Ile Met Phe Val Arg Ile Leu Gly Ser
290 295 300

-Gly Leu Val Thr Gln Ala Trp Ala Ile Ala Ala Cys Lys Met Leu His
305 ' 310 315 320

Ala Leu Glu Val Pro Ile Leu Leu Val Ser Ile Phe Lys Tyr Ile Ser
325 330 335

Leu Asn Phe Asp Ser Arg Leu Ser Ala Ser Ile Tyr Leu Val Gly Phe
340 345 350

~Gln Phe Ala Gln Gln Leu Thr Ala Met Leu Leu Ser Pro Leu Val Gly
355 360 365

Tyr Gly Tyr Asp His Phe Gly Phe Ser Ser Val Tyr Val Leu Met Ala
370 375 | 380 ~

‘Gly Leu Val Gly Ala Cys Leu Leu Leu Ser Trp Thr Leu Leu Arg. Lys
385 T 390 , 395 : 7 400

57



ES 2552317713

Asp Pro Val Arg Asp Ala Ser Gln Val Gly Ala Gly Asp Ser Arg Gln

405 410 415
Leu Pro Ala Ile Ala Pro Ser Ala Pro Arg Tyr Glu Pro
420 425

<210> 25

<211> 1476

<212> DNA

5 <213> Pseudomonas fluorescens

<400> 25
atgcacgctg cactgttaga gcaagcgcat cgcgctattg aaaaaaaact gectgggegg 60
ggtgatgtct atcgecctgge ctatcatctt gecgeccgecgg tggégtggat gaatgacccg 120
aacggtctgg tttatttteg cggegagtac catgtgttct accaacatca tccctatteg 180
gctcagtggg ggccgatgca ctggggccat geccaagagece gtgacctgg£ gcactgggag 240
cacctgccca tcgegetgge gecgggegag gectatgace gegacggttg cttttcaggg 300
tctgeggtgg tcatggacga cgtgttgtac ctgatttaca ccgggcatac ctggctgggt 360
gecgcecggtg acgageggag cattcgcecag gttcagtgcc tggccageag caccgacggé 420
gttgcgttca gcaagcacgg geceggtgatc gatagggege ctgaaccggg catcatgceat 480
tttcgegace ccaaggtatg gcgécgagga gagcaatggt ggatggccct gggggcgcéc 540
caaggcgacg cccctcaget cetgetctat cgetcaggeg acctgecatca ctggacgtac 600
ctcaggtgcg cactgcaagg gcaacgagag tcggécggct agatgtggga gtgtcctgac 660
ctgttcgaacvtcgatggctg tgatgﬁgftt ctctattcgc ctcaaggctt gaaccccagce 720
ggttatgaca actggaacaa gttccagaac agctatecgga tgggcctgcﬁ ggacgatcgce 780
ggatacttca gcgagggcgg'tgagctgcgt gaactggatc atggtcacga tttétatgcg 840
gcgcagacct tgctggegece agacgggcga cgcectgttgt gggcttggat ggacatgtgg 900
gacagcccga tgecgagtea ggcgcaacac tggtgceggtg cgetgteget acctcgtgaa 960
ctgagcecgca atdgcgaacg gctacgcatg cggeccggecce gcgagttgge agcgectacge 1020
cagtcgcaac ggacactgge gatcggegtg gtcgaatccg gcaattgcat actcgetgag 1080
¢gaggggcgc tgctggaatt cgaactgacc ctggacctgg ctggtagcac ggctgagégt 1140
ttcgggttgg cgctgcéttg tagtgaggat cggcaagagc ggéccctggt gtacttcgat 1200
gegatggege ggqgtctggt gctggacagg caacactegg gageggggot aageggtgeg 1260
cgcagcgtgc_cgatagccéa gggccaaatg cagatagcct tgeggatttt ccttgatcga 1320
tcctecattg éggtgtttgt'cgatgacgda gcctaﬁégct tgagcagtcg gatctacéct 1380
’agcccagaca'gcgtggcggt catggcgttt'gcggtcéétg gtagcggtgg ttttggcéaa 1440
gcgtcggtct ggcacbtgéc cgatctgcac ctgtga . 1476

<210> 26

<211> 491

10 <212> PRT

58



<213> Pseudomonas fluorescens

<400> 26
Met His Ala Ala Leu Leu

1

Leu
Pro
Glu
Pro
©65
His

Cys

Tyr

Lys
145

Phe

Leu

Gly

Pro
val
Tyr
50

Met
Leu
Phe
Thr
Gln
130
His
Arg
Gly

Asp

‘Glu

210

Giy
Gly
His
H;s
Pro
Se?
Gly
1;5
Val
Gly.
Asp
Ala
Leu

195

Ser

-5

Arg
20

Val

Trp

Ile

Gly

100

His

Gln

Pro

Pro

‘Arg

Gly
Met
Phe
Gly
Ala
85

Ser
Thr
Cys
Qal
Lys

165

Gln

180 -

His

Asp

His

Gly

Asp
Asn
Tyr
His
70

Leu
Ala
Trp
Leu
Ile
150

Val

Gly

Trp

Tyr

Glu

Val

Asp

Gln

55

Ala

Ala

val

Leu

Ala

135

Asp

Trp

Asp

Thr

Met

Gln
Tyr
Pro
40

His
Lys
Pro

vVal

ES 2552317713

Ala“

Arg
25

Asn
His
Ser

Gly

Met

' 105

Gly

120

Ser

Arg

Arg

Ala

Tyr-

200

Trp

215

Ala

Ser

Ala

Arg

Pro

185

Leu

Glu

His
10

Leu
Gly
Pro
Arg
Glu
90

Asp
Pro
Thr
Pro
Gly
170

Gln

Arg

Cys

Arg

Ala

Leu

Tyr

Asp

75

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

155

Glu

Leu

Cys

Pro

59

Ala

Tyr

Val

Ser

60

Leu

Tyr

Val

Asp

Gly

140.

Pro

Gln

Leu

Ala

Asp

220

Ile

His

Tyr
45

Ala

val
Asp
Léu
Glu
;25
Val
Gly
Trp
Leu
Leu

205

Leu

Glu

Leu

30

Phe

Gln

His

Arg

Tyr

110

Arg

Ala

Ile

Trp

Tyr

190

Gln

Phe

Lys
15

Ala
Arg
Trp
Trp
Asp
95

Leu
Ser

Phe

Met

Met

175

Arg
Gly

Glu

Lys

Pro

Gly

Gly

Glu

80

Gly

Ile

Ile

Ser

His

160

Ala

Ser

Gln

Leu



Asp

225

Gly

Leu

Asp

Gly

Pro

305

Leu

Ala

~ Ser

Leu

Gly

Tyr

Asp

His

Arg

290

Ser

Ser

Ala

Gly

Thr

- '370

Leu
385
Ala
Val
Ala

Asp

‘val
465

Afg

Met

Ser

Leu

Gly

Cys

Asp

Asp

Gly

275

Arg

Gln

Arg

Leu

Asn

355

Leu

Cys

Ala

Gly

Arg

435

Ala

450

Ala

Ala_Ser

val

val

Asp Val

Asn Trp
245

Arg Gly
260

His Asp
Leu Leu
Ala Gln

Asn Gly
© 325

Arg Gln
340

Cys:Ile
Asp Leu
Ser Glu
Arg Arg

405

Ala Arg
420

Ile Phe

Tyr Ser

Met Ala

Phe
230
Asn
Tyr
Phe
Trp
His
310
Glu
Ser
Leu
Ala
Asp
390
Leu
Ser
Leu

Leu

Phe
470

Leu

Lys

Phe

Tyr

Ala
295

Trp

Arg

Gln

Ala

Gly

Tyr

Phe

Ser

Ala
280

Trp

Cys

Leu

Arg

Glu
360

Ser

375

Arg

val

vVal

Asp

Ser
455

Ala

Gln

Leu

Pro

Arg

ES 2552317713

Ser

Gln

Glu

265

Ala

Met

Gly

Arg

Thr

345

Arg

Thr

Glu

Asp

Ile
425

Ser

440 -

Ser

Val

Arg

AsSn

Pro Gln
235

Asn Ser

250

G}y Gly
Gln Thr
Asp Met
Ala Leu

315

Met .Arg

330

Leu Ala

Gly Ala

Arg Thr
395

Arg Gln

410

Ala Lys

Ser Ile

Ile Tyr

Ala Glu

Gly-

Tyr
Glu
Leu
Trp
300
Ser
Pro

Ile

‘Leu

Arg

380

Leu
His
Gly

Giu

Pro

Leu
Arg
Leu
Leu
285
Asp
Leu
Ala
Gly
Leu
365
Phe
Val
Ser
Gln
Val

445

Ser

460 -

Gly Ser Gly
475

Trp His Leu Ala Asp Leu His Leu

485

490

60

Gly

Asn

Met
Arg
270
Ala
Ser
Pro
Arg
vVal
350

Glu

-Gly

Tyf

Gly

Met

430

Phe

Pro

Phe

Pro

Gly
255

Glu

Pro

Pro

Arg

Glu

335

Val

‘Phe

Leu

Phe

Ala

415

Gln

Val

Asp

Gly

Ser

240

Leu

Leu

Asp

Met

Glu

320

Leu

Glu

Glu

Ala

Asp

400

Gly

Ile

Asp .

Ser

Gln

480



10

<210> 27

<211> 1248
<212> DNA
<213>

<400> 27
atggcactga

ctctttttta
ctaggattaa
ctatttatga
tggtgtaﬁga
ttactgcaaa
tatctggcgg
ttcgaatatg
gceggtatat

gctgtattta

gatgcgggag

gttttegteca

tttectgtet

tatctcaact.

gtgaatcggg
atectttect
gécattgagg
aagcgcctgt
gtgctgctét
ttcgcaattt

aaacgcgage

<210> 28

<211> 415
<212> PRT
<213>

<400> 28

Escherichia coli

atattccatt
tttectggte
cagggacgga
tgttctacgg

gtttcattct

gcaatttttc

gatgeggttt
gaacagcgcg
tttttagtat

tgatgatcaa

gggtaaaaaa.

tatttattgt

tttatgcagg.

cattccaggt
tagggccaaa
gcécgttgtt
ttccactttg
cgtcgacgat
caacgccgac
‘cgggtattgt

aaatagttat

Escherichia coli

ES 2552317713

cagaaatgcg
gctgtggtgg

attaggtaca

categttecag.

ggtcttgacc
tgtaggtcta
gcttgéc;gc
cgectgggga

cagtcccecat

qatgégtttt*

agaggatttt

ggggacgtgg

tttattcgaa

ggpactcgaa'

aéatgcatta

cgttaaccce

tgtcatatcc:

ctttctgatt
tgggatactc
ctgcctgatg

ggaaacgcet

tactatcgtt
ﬁcgttatacg
ctttaticgg
gataaactcg

géaccgtﬁta

attctggggg

ttcaccgaaa

tctttﬁggct
atcaacttct
aaagataagg
atcgcagttt
tétfﬁctéfa

tcacacgatg

‘gcgetgtgea

cttatcggtg

tggattattt

gtcttcaaét

ggttttcaaa
tttgaccacg
ttgctatttg

gtaccttcag

61

ttgcatccag
ctatttgget
téaaccagtt
gtctgaagaa
tgatttacgt

cgetettttt

‘aaatggcgcg

atgctattgg

ggttggtete

.atcaccagtg

tcaaggatcg
acétttttga‘
tagqaacgcg
tggcgattat
ttgtgattat
cattagtgaa
acagcgtggc.
ttgccagttce
caggctacca’
gcattttctt

caatatag

ttactcattt
gaaaggacat
taccagcatt

accgctcatc

ttatgaaccg

tggcctgggg

aaattttcat

cgcgttettt

gctatttgge

catagcggeg
aaacttctgg

tcaacaactce

cctqfatggt_

tcctticttt
ggcgttgegt
gctgttacat
aaactttgat
gcftgggatt
gacagtttte

cctgagtaaa

60 -
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960.
1020
1080
1140
1200

1248



Met

Ser

Tyr

Gly

Phe
65

Trp

val

Gly

Asp

Thr

145

Ala

Ser

Lys

Asp

Phe

225

Phe

Ala
Tyr
Ala
Thr
50

Tyr
Cys
Tyr
Ala
Ser
130
Ala
Gly
Leu
Asp
Phe
210
Ile

Pro

Leu
Ser
Ile
35

Leu
Gly
Met
Glu
Leu

115

Phe

Ile
Phe
His
195
Ile

Val

Val

Asn

Phe
20

Trp

Tyr

Ile
Ser
Pro
100
Phe
Thr
Ala
Phe
Gly
1890
Gln
Ala

Gly

Phe

Ile
Leu
Leu
Ser
Val
Phe
85

Leu
Phe
Glu
Trp
Phe
165
Ala
Cys

Val

Thr

Tyr.
245,

Pro
Phe
Lys
val
Gin
70

I;I.e
Leu
Gly
Lys
Gly
150
Ser
val
Ile
Phe
Trp

230

Ala

Phg
Phe
Gly
Asn

55

Asp

Leu-

Gln

Leu

Met

135

Ser

Ile

Phe

Ala

Lys

215

Ser

Gly

ES 2552317713

Arg

Ile

His

40 .

Gln

Lys

val

Ser

Gly

120

Ala

Phe

Ser

Met

Ala

200

Asp

Phe

Leu

Asn

Ser

25

Leu

Phe

Leu

Leu

Asn

105

Tyr

Arg

Gly

Pro

Met

185

Asp

Arg

Tyr

Phe

Ala
10

Trp

Gly

Thr

Gly

Thr

90

Phe

Leu

Asn

Tyr

His

170

Ile

Ala

Asn

Asn

Glu
250

Tyr

Ser

Leu

Ser

Leu

75

Gly

Ser

Ala

Phe

Ala

155

Ile

Asn

.Gly

Phe

Ile

235

Ser

62

Tyr

Leu

Thr

Ile

60

Lys

Pro

Val

Gly

His
140

Ile

Asn

Met

Gly

Trp

220

Phe

His

Arg

Trp

Gly

45

Leu

Lys

Phe

Gly

Cys

125

Phe

Gly

Phe

Arg

val

205

val

Asp

Asp

Phe

Trp
30

Thr
Phe
Pro
Met
Leu
110
Gly
Glu
Ala
Trp
Phe
190
Lys

Phe

Gln

Val

Ala

15

Ser

Glu

Met

Leu

Ile

95

Ile

Leu

Tyr

Phe’

Leu

175

Lys

Lys

Val

Gln

Gly
255

Ser

Leu

Leu

Met

Ile

80

Tyr

Leu

Leu

Gly

‘Phe

160

val

Asp

Glu
Ile
Leu
240

Thr



Leu

Cys Met

Tyr

Ala

Gly
260

Tyr

Ile Ile

275

Ala Leu

290

Ala
305

Leu

Ala Ile

Ala

Asn

Gln Ile

Leu

Phe

Glu

Phe

Ala

Ile Gly

Val Asn

Leu

Pro

Vval

Pro

ES 2552317713

Asn Ser

Phe Phe
280

Val
295

Ile

Trp Ile

310

Val Pro

325

Asp
340

Lys

Ser Ser

355

Ile Leu

370

Gly Ile

385

Lys Arg

<210> 29

<211> 1434
<212> DNA
<213>

<400> 29
atgacgcaat

ggtaacactt
aacggcctga
gaacactggg
catgagccta
agtgctgtcg
ggtgcaggta

attcatttcg

Phe

Val

Glu

Asp His

Cys Leu

Leu

Arg

Leu

Ala

Met

Cys Val

Ser

Leu

Ile
360

Gly

Gly
375

Tyr

Leu Leu

390

Gln Ile

405

Escherichia coli

ctecgattgeca

toetatcccca

tctggtttaa
ggccaatgca
ttgcgetage
atgacaatgg
atgacgatge

agaaacaggg

val

Met Glu

tgcggcegcaa
ttttecaccte
cgatcgttat
ctggggacat
gccaggagac
tgtcctcteca
aattcgegaa

tgtgatccectc

Phe
265

Gln

Val Asn

Met Ala

Ile Ser

Ile Ser

330

Ser Thr

345

Val Leu

Gln Thr

Phe Gly

Thr Pro

410

aacgcactag
gogecteetg
cacgegtttt
gccaccagcg
gagaatgaca
cttatctaca

gtacaatgte

actccaccag

63

Val

Arg

Leu

Leu

315

Val

Ile

Leu

Val

Ile

395

Val

Val Leu

Glu

Ala Leu

270

Val Gly

285

Arg Ile

300

Val Lys

Lys

Phe

Phe Leu

Pro

Leu

Leu

Tyr

Ile

Lys Asn

Ser

Cys

His
320

Leu

Ser Val

335

Gly Phe

350

Thr
365

Ser

Phe
380

Phe

Phe Phe

Pro Ser

caaaacttca
ccgggtggat
atcaacatca

acgatatgat

aagacgggtg

ccggacacgt

tggctaccag

aaggcatcat

Pro

Ala

Leu

Ala

Thr Gly

Ile

Ser

Lys
400

Ser

Ile
415

cgagcgecga
gaacgatcca
cccgatgage
ccactggcag
tttttcaggt
ctggcﬁcgat
tcgggatggt

gcacttececge

60

120

180

240

300

360

420

480



gatcctaaag
ggcaacacgg
cgegtactgg

agccttggeg

agttatcgaa

tttgeacaat

agctttgtag
ccaatgccct
gagagcaatg
catcaatcta
gcagttgaga
cagctcgécg
cggtattacce
atgctcgceccece
gaggcggtga
gcctéccacg

<210>
<211>
<212>
<213>

30
477
PRT

<400>
Met
1 .

30

His Glu

Pro Ala

tgtggegtga

‘ggcagatect

cccacgetga
atcagcatta
atcgctttca
ccgggeattt
cgaaggatgg
caaaacgtga
gcaaactcct
tctetecceeg
ttcagttgca
ctggaatgcg
cacacgagaa
taaggatatt
tgaétéqccg

gagtggetgt

Escherichia coli

Thr Gln Ser Arg

5

Arg Arg Gly

20

Gly Trp Met

35

Arg Tyr
50

Pro
65

Met

Hié

His Ala Phe
His Trp Gly

Glu Pro Ile Ala

85

ES 2552317713

agccgacaca
gectttatege
tgcgggtgaa
tctgatgttt
aagtggcgta
tactgaactt
tcggcgtatt
aggctgggea
acaacgcccg
cacaatcagc
gtgggcgetg
gctgtatatt
tttagatggc
tatcgataca
aatatatccg

gctgcéacat

Leu His Ala

Asn Thr Phe

Pro
40

Asn Asp

Gln
55

Tyr His

His Ala Thr

70

Leu Ala Pro

Gly

tggtggatgg
ggcagttcat
agctatatgt
tcceccgecagg
atacccggaa
gataacggge
gttatcggcet
ggctgcatga
gtacacgaag
aataaatatg
aagaacagtg
gataaccaat
tacqgﬁagta
tcétccgtgg
cagcaagaag.

ggagcactct

Ala G;n

10

Tyr Pro

25

Asn Gly

His Pro Met

Ser Asp

75

Asp

64

Asn

His

Leu

Asp

Glu

tagtegggge
tgcgtgaatg
gggaatgtce
gaatgaatgc
tgtggtegee
atgactttta
ggatggatat
cgctggegeg
ctgagtégtt
ttttgcagga
atgccgaaéa
ctgagcg&ct
ttccccteec
aagtatttat
aacgggaac£

ggcaactggg

Ala Leu

Phe His

Ile Trp

45

Ser Glu

60

Met Ile

Asn Asp

Ala

Leu

30

Phe

His

His

Lys

gaaagaccca
gactttcgat
ggacttttte
cgagggatac
aggacgactt
tgcaccacaa
gtgggaatcg
cgagctatca
acgccagcag

aaacgcgcaa

ttacggatta

tgttttgtgg

gcagggtgac

taacgacggg

gtcgctétat

ttaa

Lys

Leu
15 ’

Ala Pro

Asn Asp

Trp Gly
Gln

Trp

‘Aép
95

Gly

540
600
660
720
780

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380

1434



Cys

Tyr

Lys

145

Asp

Ala

. Ser

Gly

Gln

225

Ser

Pro

Gly

Lys
305

Glu

Leu

Phe
Thr
Glu
130
Gln
Pro
Lys
Leu
Glu
210
His
Tyr
Gly
His
Ile

290

Arg

‘Ser

Arg

Ser
Gly
115
Val
Gly
Lys
Asp
Arg
195
Ser
Tyr
Arg
Arg
Asp
275
Val
Glu

Asn

Gln

Gly

100

His

Gln

val

val

Pro

Ser .

val

Cys

Ile

Trp

165

Gly

180 -

Glu

Tyr

Leu

Asn

Leu

260

Phe

Ile

Gly

Gly

Gln
310

Trp

Met

Met

Arg

245

Phe

Tyr

Gly

Trp

Lys

325

His

Trp

Leu

Leu

150

Arg

Asn

Thr

Trp

Phe

230

Phe

Ala

Ala

Trp

Ala

310

Leu

Gln

Val

Leu

Ala
135 .

Thr
Glu
Thr
Phe
Glu
215
Se?
Glp
Gln

Pro

Met

295

Gly

Leu

Ser

ES 2552317713

Asp
Asp
120
Thr
Pro
Ala
Gly
Asp
200
Cys
Pro
Ser

Ser

Gln

280

Asp

Cys

Gln

Ile

Asp
105
Gly
Ser
Pro
Asp
Gln
185
Arg
Pro
Gln

Gly

Gly
265

Ser

Met

Met

Arg

Ser
345

Asn
Ala
Arg
Glu
Thr
170
Ile
vVal
Asp
Gly
Val
250
His
Phe
Trp
Thr
Pro

330

Pro

Gly val
Gly Asn

Asp Gly
- 140

Gly Ile
155

Trp Trp
Leu Leu
leu Ala
Phe Phe

220

Met Asn
235

Ile Pro
Phe Thr
Val Ala
Glu Ser

300

Leu Ala
315

Vval His

Arg Thr

65

Leu

Asp

125

Ile

Met

Met

Tyr

His

Ser

110

Asp

His

His

val

Arg

190

Ala

205 .

Ser

Ala

Gly

Glu

Lys

285

Pro

Arg

Glu

Ile

Leu

Glu

Met

Leu

270

Asp

Met

Glu

Ala

Ser
350

Leu

Ala

Phe

Phe

val

175

Gly

Asp

Gly

Gly

Trp
255

Asp

Gly

Pro

Leu

Glu

335

Asn

Ile

Ile

Glu

Arg

160

Gly

Ser

‘Ala

Asp

Tyr

240

Ser

Asn

Arg

Ser

Ser

320

Ser

Lys



Tyr Val

Leu

Gln Glu

355

Ala Leu

370

Gly
385

Met

Tyxr

Gln

Pro

val Glu

Lys

Arg

Tyr

Gly

val

Asn Ser

Leu Tyr

Asn

Asp

Ile

ES 2552317713

Ala Gln

Ala Val Glu

360

Ala
375

Glu

Asp Asn

390

His
405

Pro

Asp Met

420

Phe Ile

435

Pro
450

Tyr

val Ala

465

<210>
<211>
<212>
<213>

31
927
DNA

<400> 31
atgatcctgt

gaggcgdgcet
cgtettggeg
ctgcgggaga
cccaccacca
gagaacaccg
gaagegetge
gcgétgatga
ggcttcatcece
gacatcgtca
acgcttgeee

aagggtgccg

Gln

val

Pro Glu

Leu Gln

Glu

Leu

Asn

Glu

His

Asn Leun

Ala Leu

Asp Gly

440

Arg Glu

455

Gly Ala

470

gttgtggtga
ttgcccecotta
teccttcage
ccetgeggge
ttgegttegt
ccggeeggat
atttecggege
cgcgcgagca
égaacaagca
agttctcgga:
gccactggct

tgggttacag

Agrobacterium tumefaciens

agcectgate
cgcaggcgga
cttttttace
cagcaaggtyg
taagctggtt
gatcaccgag
catcagcctt

tgagaccege

gtcgcacatg.

tgaggacctg
gcaccacggt

cgccaatcte

His Tyr Gly

Gln Glu

395

Ser

Asp Gly

410

Tyr

Arg Ile Phe

425

Glu Ala val

Leu Ser Leu

Gin
475

Leu Trp

gacatgctge
gceggtcettca
ggtcttteeg
gatttcagcect
gatggccatg
gccgaactte
attcccgaac
gtcatctecge
gcccgecatce
gegtggtteg
gcaéaéctcg

aaggtggaag

66

Ile Gln

365

Leu Gln

380

Arg Leu

Ser

Arg

Ile Asp

Leu

Leu

Val

Ile

Thr

Gln Trp

Gly Ala

Leu Trp

400

Pro Leu

415

Ser Ser

430

Met Ser

445

Tyr Ala

460

Leu.Gly

cccggeagac
acacggcaat
acgacatgat
attgecgeccac
cgacctacgce
cggcettggg
cctgeggecag
tcgatccgaa
gccgeatgge
gtotggaagy
tégftgtqac

tggectcega

Ser

Ser

Arg Ile

His Gly

gacgctgggt
tgcgetgggg
gggcgatatce
cetgtegege
tttttacgac
agcggattge

cacctatgag

cattcgtcece

ggcgatgtct
cgacgaggac
ccgﬁggcgcb

gegegtegaa

60

129

180

240
300
360
420

480

540

600
660

720



ES 2552317713

gfggfdgata cggtcggcgb cggcgatacg ttcgatgccg geattcttge ttcgetgaaa 780
'atgcagggcc‘tgctgacqaa agcgcantg.gcttqgctga gcgaagagca gatcagaaaa 840
gctttggcgc ttggcgegaa ageccgetgeg gtcactgtcf cgcgggctag cécaaatccg' 900
cctttcgcgé atgaaatcgg tttgtga ) 927
<210> 32
<211> 308
<212> PRT
<213> Agrobacterium tumefaciens
<400> 32
Met Ile Leu Cys Cys Gly Glu Ala Leu Ile Asp Met Leu Pro Arg Gln
1 5 10 15

Thr Thr Leu Gly Glu Ala Gly Phe Ala Pro Tyr Ala Gly Gly Ala Val
20 25 i 30

Phe Asn Thr Ala Ile Ala Leu Gly Arg Leu Gly Val Pro Ser Ala Phe
' 35 40 45

Phe Thr Gly Leu Ser Asp Asp Met Met Gly Asp Ile Leu Arg Glu Thr
- 50 55 - 60 .

Leu Arg Ala Ser Lys Val Asp Phe Se;'Tyr Cys Ala Thr Leu Ser Arg
65 . - 70 B . 75 ' 80

Pro Thr Thr Ile Ala Phe val Lys Leu val Asp Giy His Ala Thr Tyr
- 85 920 _ 95

Ala Phe Tyr Asp Glu Asn Thr Ala Gly Arg Met Ile Thr Glu Ala Glu
© 100 105 110

Leu Pro Ala Leu Gly Ala Asp Cys Glu Ala Leu His Phe Gly Ala Ile
- 115 120 125 :

Ser Leu Ile Pro Glu Pro Cys Gly Ser Thr Tyr Glu Aia Leu Met Thr
. 130 135 140

Arg Glu His Glu Thr Arg Val Ile Ser Leu Asp Pro Asn lle Arg Pro
145 150 . 155 160

Gly Phe Ile Gln Asn Lys éln Ser His Met Ala Arg Ile Arg Arg Met
o 165 170 175

Ala Ala Met Ser Asp Ile val Lys Phe Ser Asp Glu Asp Leu Ala Trp
' 180 185 190 °

67



Phe Gly

His Gly

210

Gly
225

Tyr
val val
Ala

Ser

Leu Ser

Leu

195

Ala

Ser

Asp

Leu

Glu

Glu Gly

Lys Leu

Ala Asn

Thr
245

Lys Met

260

Glu Gln

val.

Asp

Val

Leu

230

Gly

Gln

Ile

Glu

val

215

Lys

Ala

Gly

Asp

200

val

val

Gly

Leu

ES 2552317713

Thr

Thr

Glu

Asp

Leu

265

Ala

Leu

Arg

val’

Ala

Gly

Ala

- 235

Thr
250

Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Arg
Ala
220
Ser
Asp

Ala

Leu

His
205
Lys
Glu
Ala

Gln

Trp

Gly

'Arg

Gly

Val

Leu His

Ala Val

Glu

val
T 240

Ile
255

Leu

Ala Ser

270

Ala

275

Ala Ala Val

290

Glu Ile
305

<210>
<211>
<212>
<213>

Gly

33
1404
DNA

<400> 33
cagctgatta

gcettacttga
gcttaaaagé
agcaaattat
aaaatfgatt
agcatcgaag
ttagaaaaag
tfcttt;aaa
‘gaﬁattéatc'
:gCtaacgttg
acagatgtta

‘gtttattata

Thr Val

Leu

Streptococcus mutans

tgcgtecagtt
agttaaaaaa
ttcagtaaéa
gatataatgt
tggtaagtta
qtggcggaac

ttcagttcce

aatttgaagc

aaaattcaga
attttgfcgg
attcttctgc

ctattggaac

Ser

Lys
280

Arg

Arg Ala

295

gaaacccteg
taagaaatat
atagﬁattaa
taagtagtcc

agtaaaatat

aaaatttgtc

aécaacaaca
tgatttagece
cécttgtggt
cttaatttect
ttatggggaa

aggcattgga

Gly

Ala Asn

cttcttcggg
tatcagadag
agcétttfgg
ttaégggfag
aagaggttta
tgtgctgtag
ccttatgaaa
agtgttgceca
tacattactt
aaagatttta
écaattgctc

gcaggggcta

68

Gly
285

Pro Pro

300

aactgttget

accgtaaqggt
ctaactaata

attaﬁgggta

‘ttatgtctaa

gtgatgaaaa
caatagaaaa
ttggttcttt
caacacéaaa
aaattccatt

gttcaaatgt

ttcaaaatgg

Phe

Lys Ala

Ala His

_gtaggtgata

ctttttgact
cttgaaattt
ttcaaatcca
attatatggc

ttttcaaatt

aacagttgct

tggcectatt .

gccaaactgyg

ttactttacg

‘taaaagtctg

cgaattcatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



~ggcggtatygg
catcatggtt
ggtcctaget
‘gtttgggata
cg@ccgc&ag
gtgégtg&aa
tataﬁtgtga
gctaaaaaga
attcaatatt
agtgaatata
aaggagaaca

ggcggcaatc

<210>
<211>
<212>
<213>

34
293
PRT

<400> 34

Met Ser Lys‘Leu

1

Cys Ala

Pro Thr

35

Lys Lys

50

Pro Ile

65

Thr Pro

Asp:

Lys

Ala Tyr

Val
Thr
Phe
Asp
Lys
:Phe

Gly
115

gacatacgga
ttgﬁaggcac
tagaggctcg
tfcaggcata
tcattgtatt
aaéttacttc
caccagcﬁgt
tagcagegceg
aaéc£gttag
attactcttg
ctatggaagg

Qgctéégaaa

Streptococcus mutans

Tyr
5

Gly

Asp
20 :

Thr Pro
Glu'Alé
Ile

Asp

Asn
85

Pro

Lys Ile

100

Glu ?hr

Gly’

Glu

Tyr

Asp

Gln

70

Trp

Pro

Ile

ES 2552317713

agctggacac
ctgtccttte
tactggtatt
ctacattgct
tggcggagge
acttttgaat
tgcagaaaat
ttaattaaﬁa
aatttacgtg
atttcctctg
acctttgttt

agaa

Ser Ile

Asn Phe

Glu Thr

40

Leu Ala

55

Asn Ser

Ala Asn

Phe Tyr

Ala Arg

120

Gln

Asp
Val

Phe

gtttacatgg
cataaaggct
cgtggtgagt
caggcggcta
gttatggcac
gactatcttc
ggttcagcaa
atgaaﬁtgga
aacgaaattt
aaactagata

ttacaatcac

Ala
10

Glu Gly

Ile Leu

25

Ile Glu Lys

Ser Val Ala

Thr Tyr

75

Asp Phe
90

Thr Thr

105

Ser Asn Val

69

"Asp

ctccgeatcee
gtttagaagg
taattgagca
ttcaagcgac
aag;acatat
caéttécéga
cattgggaaa
agatﬁaaagq
tcattttatg
gtggtatatt

aaatgcataa

Gly Thr

Glu

Lys.

val
45

Thr

Ile
60

Gly

Gly

Tyr

val

Gly

val

Ser
125

Lys

Lys

Val

Ala

Ser

Ile

Leu

Asn

‘110

Leu

éaatgatgtt
acttgcageg
aaactcagaa
tgtcetttat

gctcaatcgg

tgttaaagat

tctcgettta

accttctaat
aggataatga
gaaaaacaga

aaaaatctgg

Phe
15

Val

Gln Phe

Phe Phe

Phe Gly

Thr Ser

80

I'le
95

Ser
‘Ser

‘Ser

val Tyr

780
840
900

960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380

1404



Tyr Thr Ile
130

Phe Ile Gly
145

Pro His Pro
His Lys Gly

Arg Thr Gly
185

Asp Tle Gln
210

Leu Tyr Arg
225

Glu His Met
Asp Tyr Leu

Val Ala Glu
275

Lys Ile Ala
290

<210> 35
<211> 915
<212> DNA

Gly

Gly

Asn

Cys

180

Ile

Ala

Pro

Leu

Pro

260

Asn

Ala

Thr Gly

Met Gly
150

Asp Val
165

Leu Glu
Arg Gly
Tyr Tyr
Gln Val

230

Asn Arg
245
Val Pro

Gly Ser

Arg

<213> Escherichia coli

<400> 35

atgtcagcca aagtatgggt
gggegectac tgeettgtece
ttaggcggaa caagtgggtt
caaagaacgc tgctaactga
éégacaﬁéca cggtgcettgt

gtccgcccea gtgecgatct

Ile

135

His

His

Gly

Glu

Ile

215

Ile

val

Asp

Ala

ES 2552317713

Gly

Thr

His-

Leu

Leu

200

Ala

Val

Arg

val

Thr
280

Ala

Glu

Gly

Ala

185

Ile

Gln

Phe

Glu

Lys

265

Leu

Gly
Ala
Phe
170
Ala
Glu
Ala
Gly
Lys
250

Asp

Gly

ttttttagag acgacagact

Ala
Gly
155
val
Gly
Gln
Ala
Gly
235

Phe

Tyr

Asn

tttaggggat gcggtegtag
tggeggegeg ccagctaacg
tataggtcgg gtgggggatg
gggagtcgat atcacgtatc

cgatctgaac gatcaaggdg-

70

Ile Gln Asn Gly Glu
140 i

His Val Tyr Met Ala
160

Gly Thr Cys Pro Phe
175

Pro Ser Leu Glu Ala
190

Asn Ser Glu Val Trp
205

Ile Gln Ala Thr Vval
220 .

Gly Val Met Ala Gln
' .240

Thr Ser Leu Leu Asn
255

Ile Val Thr Pro Ala
270

Leu Ala Leu Ala Lys
285

atctcttgec agaatcagac
ttgdqgtggg aatcgecaga
atccttttgg,tgcgttaatg
tgaagcaaga tgaatggcac

aacgttcatt tacgtttatg

tgcecectgetg gogacatgge

60

120

180
240

300

360



gaatggttac
actgcgatga
gaagatctat
geggatgteg
gatcaggata
ggtgbagéag
gtgaattgtg
ctgtcctcta
caacgttgcg
caagaactgg

<210> 36

<211> 304
<212> PRT
<213>

<400> 36
Met Ser
1

Pro Glu

Asn Val

Gly Arg

50

Leu Thr

65

Thr
Thr

Phe

'Aép Leu

Ser
Ala
35

Val
Glu
Ser

Phe

Pro

atctctgtte
cggegatecyg
ggcaagacga
tcaag;tctc
tatgcgecct
gggtagtagt
tcgatagcac
cgggattatc
gagcgcttge

aatag

Escherichia coli

Ala Lys Val

5

Asp
20

Gly

val Gly

Gly Asp

Gly Val

Thr Val

85

Met val

100

Cys Trp

115

Leu
130

Ala

Ser

Ala Glu

Trp

Arg

Ile

Asp

Asp

70

Leu

Arg

Arg

Pro

ES 2552317713

aattgcgttg
gcatgccgga
gcatttgectc
ggaagaagaa
ggcaaaagag
ctgttatcga
gggggcggga
tacagatgag

agtaacggcg

Val Leu

Leu Leu

Ala Arg

40

Pro Phe

55

Ile Thr

Val Asp

Pro Ser

His Gly

120

Ser
135

Arg

tctgeccgage
ggttttgtca
cgcttgtgtt
tggcgactta
tatgagatcg
ggacaégttc
gatgcgttcg
agagaaatgc

aaaggggcaa

Asp Ala

10

Glg

Pro Pro

25

CYs

Leu Gly Gly

Gly Ala Leu

Tyr Leu Lys

75

Leu Asn

90

Ala
105

Asp Leu

Glu Trp Leu

Thrrsér Aia

71

Asp

cttecgegtac
gcttegatee
tgeggecagge
tcagtggaaa
ccatgetgtt
accattttge
ttgccgggtt
gacgaattat

tgacagcecgcet

Val val

Gly Gly

Thr Ser

45

Met
60

Gln
Gln Asp
Gly

Gln

Phe Leu

Asp
Ala
30
Gly
Arg
Glu
Glu

Glu

cagcgcattt

taatattegt

gctacaactg,

aacaéagaab
ggtgactaaa
tggaatgtct
actcacaggt

cgatcteget

gccatgtega

Leu Leu

15

Pro Ala

Phe Ile
Leu

Thr

His
80

Trp

Arg Ser

95

Thr Thr

110

Leu
125

His

Phe Thr
140

Cys

Ala

Ser Ile

Met Thr

420
480

540

600

660

720

780

840

900

915



Ala
145

Ile
Glu Asp
- Ala

Leu

Leu Ile

Arg

Leu

‘Gln

‘Ser

His Ala

Gly

ES 2552317713

Gly

150

Gln
165

Trp

Leu Ala

180

Gly Lys

195

Glu
210

Lys

- Val
225

Val

vVal Asn

Leu Leu

Met Arg

Thr Ala

290

37
924
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 37
atgaatggaa

ggcecgectge
.ctéggcggtg
cgtcégaccc
Egcacctdca
:gﬁccéfcéga
cagtggetge

gcggcgatgg

Tyr

val

Cys

Thr

Arg

275

Lys

Glu Ile

Cys Tyr

Val Asp

245

Gly Leu

260

Ile Ile

Gly Ala

Klebsiella pneumoniae

aaatctgggt
tgcaatgccce
acagcéggtt
tggcgcagga
cggtggtggt
gcqccgacct

acgtctgctc

aggcgataaa.

Asp

Asp

Thr

Ala

Arg

230

Ser

Ser

Asp

Met

Glu His

Val val

Phe Val

Leu

Lys

Phe
155

Ser

Leu
170

Arg

Leu Ser

185

Gln Asn

200

Met
215

Leu

Gly Gln

Thr Gly

Ser Thr

2

Ala
280

Thr
295

Ala

acteggcgat
cggcggcegeg
tatcggcege
gcaagtggat
cgatctcgat
gttccttecag
catcgctctc.

gcgegeeggg

Asp

Leu

val

Ala

Gly

Gln

Leu

Gln Asp

Val

Thr

His
235

His

Gly Asp

250

Leu Ser

65

Arg Cys

Pro Cys

geggtegteg
ccggccaacy
gtcggcgacg
gtgaactata
agccacgggg
cccgaggatc
agcgcggage

ggctatgteca

72

Asp Pro Asn

Leu Cys Leu

Glu Glu Glu

190

Ile Cys Ala

205

Lys Gly Ala

220

Phe Ala Gly

Ala Phe Val

Thr Glu

270

Asp

Ala
285

Gly Leu

Arg Gln Glu

300

atctcctgec
tggecggtcgg
atccettegg
tgcgcctcega
agcgcacctt
tcccgdcgtt
cgagccgeag

gcettegacee

Ile Arg

160,

Arg Gln

175

"Trp'irg

Leu Ala

Glu Gly

Met Ser

240

Ala
255

Gly

Arg Glu

Ala Vval

Leu Glu

cgatggagag
cgtggegegg
ccgttttatg

tgcggcgeag

tacctttatg

tgcecgeeggt
cacgacattc

caatatccgc

60
120
180
240
300
360
420

480



agcgacetgt
gﬁcéacgcca
gtcagcggceca
ggtaaagegyg
gtggtggeeg
ctcgeccgecce
caaacctgeqg

gacgatctte

<210> 38

<211> 307
<212> PRT
<213>

<400> 38

Met Asn Gly Lys Ile Trp

1

Pro Asp

Asn Val

35

Gly Arg

Ala Gln
65

Thr

Phe Thr

Asp Leu

Gly

Ala

val

Glu

Ser

Phe

Pro

ggcaggatcee
taaaactttc
ccgccqggct
gggtccagge
tegataceac
acggtatcce
gcgeectgge

agcegecteget

Klebsiella pneumoniae

"5

Glu
20

Gly
val Gly
Gly

Asp

Gln val

Arg

val

Asp

Asp

ES 2552317713

gcaggacctt

ggaagaggag
gaacgcecegc

cgecctgege

cggcgeegge

ggacaacctc

caccaccgee

gtga

Val Leu

Leu Leu

Ala Arg

‘40

Pro Phe

55

val Asn

70

Thr Val

85

Met
100

val

Pro Phe

115

‘Ala Leu

130
Ala Ile
145

Ser

Lys

Ala Glu

AigiAla

Val
Arg
Ala
Pro

Gly

Val Asp

Pro Ser

Ala Gly

120

Ser
135

Arg-

Gly Tyr

150

Ala

Gln

val

cgcgactgtce
ctggegttta
ttecagecga
gggcaggtta
gatgectttg
gcagcectgg

aaaggcgeca

Gly Asp Ala

10

Gln
25

Cys. Pro

Leu Gly Gly

Gly Arg Phe

Tyr Met Arg

75

Leu Asp Ser

90

Asp Leu

105
Leu

Trp

Ser Thr
Ser Phe

155

73

Leu

Thr

tcgaceggge
tcagcggeag
cgctactgcet
gecacttece
tcgcggggét
ctcccgacét

tgaccgeect

Val Val

Gly Gly

30
Ser
45

Asp
Met Arg
Asp
ley

His

Phe Leu

val
125

His

Phe Ala
140

Asp Pro

Asp
Ala
Gly
His
Ala
61u
Gln
110
Cys
Ala

Asn

getggeccte

cgacgacatc

ggtgacccag

tgccegeecyg
actcgecgge

cgcgetggeg

gccctacagg

Leu Leu

15

Pro Ala

Phe

Ile

Thr

Leu

Gln
80

Ala

Arg
g5

Thr
Pro Glu
Ser Ile
Mef

Glu

Ile Arg
" 160

540

600

660

720

780

840

900

924



Ser

Ala

Phe

Ala

val

225

Val

Leu

Leu

Thr

Arg
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atgtcagcca aagtatgggt

Asp Leu

Leu Ala

Ile Ser

195

Arg Phe

210

Gln Ala

Val Ala

Leu Ala

Ala Prc
275

Ala
290

Lys

Ser Leu

39
915
DNA

Pro’

Gln
165

Trp

Leu Ala

180

Gly Ser

G1ln Pro

Ala Leu

Val Asp

245

Gly Leu

260

Asp Leu

‘Gly Ala

Escherichia coli

39

Asp

Asp

Asp

Thr

Arg

230

Thr

Ala

Ala

Met

Pro

Ala

Asp

Leu

215

Gly

Thr

Ala

Thr
295

ES 2552317713

Gln

Ile

Ile

200

Leu

Gln

Gly

His

1 Ala

280

Ala

tttaggggat

Asp

val

val

Ala

gggcgectac
ttaggecggaa
caaagaacgc
cggécatcca
gtcegececca
gaatgétﬁac

éctgcgatga

tgccttgtce
caagtgggtt
tgctaactga
cggtgcttgt
qtgccéafct
atcfctgttc

cggcgatccg

tggcggegeg
tataggtcgg
gggagtcgat
cgatctgaac
ttttttagag
aattgcg£tg‘

gcatgccgga

Leu
170

Arg

Lys Leu Ser

185

Ser Gly

Leu Val Thr

His
235

Ser

Gly
250

Asp

Gly

Ile
265

Pro

Gln Thr Cys

Leu Pro Tyr

gcggtcgtag
ccagctaacg
gtgggggatg
atcacgtatc
gatcaagggg
acgacagact
tctgecgggc

ggttttgtca

74

Asp Cys

Glu Glu

Thr Ala

205

Gln
220

Gly
Phe Pro
Ala Phe
Asn

Asp

Ala
285

Gly

Arg
300

Asp

Leu

Glu

190

Arg

Lys

Ala

val

Leu

270

Leu

Asp

atctettgece

Asp

175

Leu

Leu

Ala

Arg

Ala.

255

Ala

Ala

Leu

Arg
Ala
Asn
Gly
Pro
240
Gly
Ala

Thr

Gln

agaatcagac

ttgegatggg
atdcttttgg
tgaagcaaga
~aacgttcatt
tgccctgétg
cttegegtac

gettegatee

aatcgccaga
tgegttaatg

tgaatggcac

tacgtttatg
gcgacatgge

cagcgcattt

taatattegt

60
120
180
240
300
360
420

480



ggagatctat
gcggatgtceg
gatcaggata
ggtgcagaag
- gtgaattgtg
'cﬁgtcctcta
caacgttgeg
caagaactgg

<210>
<211>
<212>
<213>

40
304
PRT

<400> 40

Met Ser Ala Lys Val

1

Pro Glu

Asn Val

35

Gly Arg

50

'Leu Thr

65

Thr

Phe Thr

Ser

Ala

Val

‘Glu

Ser

Phe

ggcaagacga
tcaagctcte
tatgcgeccect
gggtggtggt
tegatagcac
cgggattatc
gagcgettge

aatag

Escherichia coli

Trp
5

Asp Gly Arg
20 ‘

val Gly Ile

Gly Asp Asp

Gly Val Asp

70

Thr val

85

Leu

Met Val Arg

Asp

Ala

Ala
‘145

Pro
115

Leu

Leu Ser

130

Ile

100

Cys

Ala

His

Trp

Glu -

Ala

Arg

Pro

Gly
150

Vval

Leun

Ala

Pro

- 55

Ile

val

PIO_

His

Ser
135

Gly

ES 2552317713

gcatttgctce
ggaagaagaa
ggcaaaagag
ctgttatcga
99999cggga
tacagatgag

agtaacggcg

Leu

Leu

Arg

40

Phe

Thr

Asp

Ser

Gly

120

Arg

Phe

Gly

Pro

Leu

Gly

Leu

Ala

Glu

val

cgcttgtgtt
tggcgactta
tatgagatcg
ggaéaagttc
gatgcgtteg
agagaaatgc

aaaggggcaa

Asp Ala

10

Cys Pro

25

Gly Gly

Ala Leu

Tyr Leu

15

Asn
90 -

Asp

Asp Leu

105

Trp Leu

Thr Ser Ala

Ser

75

-Gly

Lys

tgcggcagge
tcagtggaaa
ccatgctgtt
acc;ttttgc
ttgcegggtt
gacgaattat

tgacagcgcet

vVal val

Gly
.30

Thr Ser

45

Met Gln

60

Gln Asp

Gln

Gly

Phe Leu

Asp

Ala

Gly

Arg

Glu

Glu

Glu

gctacaactg
aacﬁcagaac
ggtgactaaa
tggaatgtct
actcacaggt
cgatctecget

gccatgtcga

Leu
15

Leu

Pro Ala

Phe Ile

Thr Leu

His

Trp
- 80

Arg
95

Ser

Thr Thr

Phe.
155

His

Phe
140

Asp

Leu
125

Thr

Pro

110

Cys

Ala

Asn

Ser

Met

Ile

Ile

Thr

Arg
160

540
600
660
720
780

840

900

915



Glu Asp

Leu

Ala

Leu Ile

Leu

Gln

Ser

Gln
165

Trp

Leu Ala

180

Gly Lys

195

Glu
210

Lys

val val

225

val Asn

Leu

Leu

Met Arg

Tyr

Val

Cys

Thr

Arg

Glu Ile

Cys Tyr

Asp

Asp

Thr

Ala

Arg

ES 2552317713

Glu His

val val

Gln Asn

200

Met
215

Leu

Gly Gln

230

Val Asp

245

Gly Leu

260

Ile Ile

275

Thr Ala

290

<210> 41

<211> 879
<212> DNA
<213>

<400> 41
atgacagaaa

gggacagatg
acaatgaaaa
tcatttggtce
ccaaaattag
ccaatggett
gggcaacata
attéaaaacg
cgtcétcatc

gggattgcag

Lys

Gly Ala

Enterococcus faecalis

aacttttagy
atttgaccat
aagtaataga
cgattgatat
cttggegtaa
ggacaacgga
catctagttg
gtgagtttat
ctgaagatac

caggaccagce

Ser

Ser

Asp

Met

Thr Gly

Thr

Ser

Ala
280

Leu

Thr
295

Ala

aagtatcgaa
cgtagaacgt
atttttccaa
tcacgttgat
ctttgacttg
tgtgaatget
tgtatattat
tgaaggettt
gtétgcagga

agttqaaggt

Leu
170

Leu Arg

Lys Leu Ser

185

Asp Gln Aép

Leu Val Thr

His
235

Val His

Ala Gly Asp

250

Gly Leu Ser

265

Gln Arg Cys

Leu Pro Cys

geeggtggea
gtcagtttte
caatatcctt
tctectacgt
ttaggaacta
gcggcatatg
acaatﬁggaa
agccacccag
aattgtcett

cgttctggta

76

Leu Cys

Glu Glu

Leu

Glu

Arg Gln

175

Trp Arg

190

Tle Cys

205

Lys Gly

220

Phe Ala

Ala Phe
Thr

Asp

Ala
285

Gly

Arg Gln

300

caaaatttgt
ccacaacaac
taaaagcgat
atggttatat
tgaaacaaca
gtgagtatgt
ctggtgttqg

aaatggggca

atcatggaéé;

aaaaaggaca

"Ala
Ala
Gly
Val
leu
270

Leu

Glu

Leu Ala

Glu Gly

Met Ser

240

Ala Gly

255
Arg Glu

Ala Val

Glu

Leu

atgtggegtt

cccagaagaa

_tgggattggt

cacttctéca

ttttgatgtg

tgctggaaat

cgetggageyg

tgcgttagtt

ttgtttagaa

tttattggaa

60
120
180
240
300
360

420

480

600



gaggatcata
actttattat
ttgatgccga
cctttagaaa

tttgecttygg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

42

292
PRT
Enterococcus faecalis

42

Met Thr Glu

1

val
Phe
Phe
Ile
65

Pro
His
Tyr
Tyr
Glu

145

Arg

Cys
Pro
Gin
50

Asp

Lys

Phe

Gly

Tyr

130

Phe

Arg

Gly

Thr

35

Gln

Ile

Asp

Glu
115

Thr

Ile

His

Lys

Val

20

Thr

Tyr

His

Ala

vVal

100

Tyr

I;e

Glu

Pro

Leu

5

Gly

Thr
Pro
val
Trp
85

Pro
val
Gly
oy

Glu
165

Leu
Thr
Pro
Leu
Asp
70

Arg

Met

Ala’

Thr

Phe
150

-Asp

Gly
Asp
Glu
Lys
55

Ser
Asn
Ala
Gly
Gly
135
Ser

Thr

ES 2552317713

aaacttggga attagaagct -
tagcgccaga agtgatcatt
aaQttcgtgé aaaatttget
aatacttgét gacgcctctt

caaaaaaagc tttaatggcet

Ser

Asp

Glu

40

Ala

Pro

Phe

Trp

‘Asn

120

Vval

‘His

Tyr

tattatttag

ttaggtggeg

gaattagtca

ttagaagata.

caaaaataa

Ile

Leu

25

Thr

Ile

Thr

Asp

Thr

105

Gly

Gly

Pro

Ala

Glu

10

Thr

Met

Gly

Tyr

Leu

- 90

Thr
Gln

Ala

Glu-

Gly

170

Ala

Ile

Lys

Ile

Gly

75

Leu

Asp

His

Gly.

Met

155

Asn

77

cgcaagcggc gtacaatacg
gcgtcatgaa acaacgtcat
atggatatgt ggaaaqaccg

atccaggaac aatcggttgc

Gly Gly Thr Lys Phe
15

Val Glu Arg Val Ser
30

Lys Val Ile Glu Phe
45

Gly Ser Phe Gly Pro
60 ,

—

Tyr Ile Thr Ser Thr

Gly Thr Met Lys Gln
95

Val Asn Ala Ala Ala
110 :

Thr Ser Ser Cys Val
125

Ala Ile Gln Asn Gly
140

Gly ﬁis Ala Leu Val
160

Cys Pro Tyr His Gly
175

660

720

780

840

879



. Asp Cys

Gly Lys

Leu

Lys

Glu
180

Gly

Gly His

195

Glu Ala

210

Ala
225

Pro

Leu Met

Val Glu

Asn

Met
290
43

1458
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 43
ttaagcgeca

aataacagca
gcttgegtca
acctgggtat
cttttggcaa
ttcacaaagt
ttggaagatg
gtaggaggta
caagccectte
ggaggtcatce
atcgtacttg
_gatagccatt

‘atcggaaaca

Tyr

Glu

Pro

Thr

Pro

275

Ala Gln

Tyr Leu

val Ile

Ile

Leu

Ala

Ile

ES 2552317713

Ala Ala

qu
200

Leu

Gln
215

Ala

Leu Gly

230

Val
245

Lys

Pro Pro

260

Gly Thr

Lys

atgataccaa
gcacctgeac
ccagtccatc
tﬁgttataga
atagcggcaa
cttctaatca
tcétcagtat
tccatgétgt
tcgtttaatt
ttttcaaaag
gttettggea
ggagagttac

acatcataga

Arg

Leu

Ile

Glu Lys

Glu Lys

Gly Cys

280

Saccharomyces cerevisiae

gagacttacc
ctgaaccaﬁc
catagatatc

cagaaccgtc

taccacaaac

acttacgttc
cttccaagtt
atggttgttt
caagtaacac

cttgttgace

‘agaccaaatg

ttggaatatc

aagcacégtt

Gly Pro Ala

185

Glu Asp His

Ala Tyr Asn

val
235

Gly Gly

Phe Ala

250

Glu

Tyr Leu Val

265

Phe Ala Leu

ttcggcaatt
ctcagctgga
tctcaaacce
agcggcaatg
agcﬁaatcta
tggcagagtg
ttcaaatgga

caacttgctt

tagacgcaac

aggtcttgga

ttcattateg”

gtctgctaat

gacaccagta

78

Val Glu

Gly

Arg Ser

190 -

Thr
- 205

Lys

Thr
220

Thr
Met Lys
Leu

Val

Thr Pro

Trp

Leu

Gln

Asn

Leu

G;u Leu

Leu

Leu

His
240

Arg

Gly
255

Tyr

Leu Glu

270

Ala Lys

285

cttttttegg
acaatcgtaa
ttageggcgg
tgaccagtct
gcagctctgg
gtcttgacac
tcatcctcga
agatcttgat
aaﬁtcacéca
gattgttcg£

aaggaaccat

ttgcecteca

ccgaaaatca

Lys

Ala Leu

acaatgcagce

ttggatcttt

ctteettgaa

tgtaaccfct
taccgatcaa
caaagtcctt
ttcttgdtgg
ccttcaacat
agtagtaacc
cgacagcaac
attéacaatt
acttttcgat

cacccatcett

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660

720

780



agtctctggg
tacaatttca
étggccttcg
aatcttéttt
gtttagcaat
ctectettgg
gtcaaaggta
atcaatggece
aatcattgga
cttaacaacc
ttcatccatc

tggacctaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

44
485
PRT

<400>
Met
1

44

A1a7Asp

Met Phe
35

Ile Asp

50

Met
65

Ile
Asn Tyr
Lys

4Vgl

Lys Leu

Val His Leu Gly

Val

Thr

Glu

Pro

Leu

Leu

Pro

tcagtgtagt
ataggcaact
acatttggaa
tgggaagctg
fcttgctcga
tgecttagtgg
tggttaccge
aaatagttac
atgttacctc
tttetcaagg
aattccttgg

tgaaccat

-5

Pro
20

Lys

Val Asp

Leu Asn

‘Gly Trp

Ile

Ala
- 85

Ser
100

Gly

His Asp

115

Pro Lys
Glu
Ser
Lys
Val
70
Asp

Asn

Met

ES 2552317713

atgaggcaat
ctctcttgéa
tatcgaaacce
ggtacgagaa
ccataaagtc
ttétcatétc
tcaacttgac
cagattcttt
ccttetttgt
tctegetgte

gcacatcagc

Saccharomyces cerevisiae

Lys
Met

Leu

Thr
40

Glu

Gly Leu

55

Met Glu
Gly
Thr

His

Thr
120

Arg

taaagtacca
aatt;ggttt
cttggtécat
ggtgaaacct
cttcaaégég
atgtggtagt
caacacgact
acctgttggg
caaaccttta
aactgtaaac

catggaaccce

Gln
10 -

Pro Ala

Asp Glu Ile

25
Lys

Leu Arg

Thr Lys Lys

Thr
75

Phe Pro

Thr
90

Gly Asn

Phe
105

Asp Thr

Thr Lys His

79

acagtatcat
tgtagcaatg
ctttgcaaaa

aatggtaagg

tcggcaataa

ttatacttgg
cttaagttag
aattccatga
ttcaattcgt
atatcttcc;

tttctagect

Arg Lys

His Gln

30

val Vval

45

Gly Gly

Gly Lys

Leu Arg

Thr Gln

Gln Glu

- 125

Gly
Leu
Lyé
Asn
Glu
val

" 95

Ser
110

Glu

ﬁaatcaatgc

ggacgacatc
taccttegtt
tgtcecttggt
aégaccataa
attgagtggt
taccacccaa
cccaaceggg
cgataaagtg
actgatgaat

gtggtttctt

Ser Met

15

Glu Asp

ﬁis Phe
IleVPro
Ser Gly
Val Leu
Tyr

Lys

Leu Trp

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

-1440

1458



ES 2552317713

Ser Phe Ile Ala Asp Ser Leu Lys Asp Phe Met val Glu Gln Glu Leu
130 135 140

Leu Asn Thr Lys Asp Thr Leu Pro Leu Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Pro
145 150 155 160

Ala Ser Gln Asn Lys Ile Asn Glu Gly Ile Leu Gln Arg Trp Thr Lys
-.165 ° 170 175

Gly Phe Asp Ile Pro Asn Val Glu Gly His Asp Val Val Pro Leu Leu
180 185 190

Gln Asn Glu Ile Ser Lys Arg Glu Leu Pro Ile Glu Ile Val Ala Leu
195 200 205

Ile Asn Asp Thr Val Gly Thr Leu Ile Ala Ser Tyr Tyr Thr Asp Pro
210 215 220

Glu Thr Lys Met Gly Val Ile Phe Gly Thr Gly Val Asn Gly Ala Phe
225 230 235 240

Tyr Asp Val Val Ser ASp Ile Glu Lys Leu Glu Gly Lys Leu Ala Asp
245 250 . 255

Asp Ile Pro Ser Asn Ser Pro Met Ala Ile Asn Cys Glu Tyr Gly Ser
260 265 270

Phe Asp Asn Glu His Leu Val Leu Pro Arg Thr Lys Tyr Asp Val Ala
275 280 285

Val Asp Glu Gln Ser Pro Arg Pro Gly Gln Gln Ala Phe Glu Lys Met
290 o 295 300

" Thr Ser Gly Tyr Tyr Leu Gly Glu Leu Leu Arg Leu Val Leu Leu Glu
305 310 315 320

Leu Asn Glu lys Gly Leu Met Leu Lys Asp Gln Asp lLeu Ser lys Leu
325 330 335

Lys Gln Pro Tyr Ile Met Asp Thr Ser Tyr Pro Ala Arg Ile Glu Asp
340 345 350

Asp Pro Phe Glu Asn Leu Glu Asp Thr Asp Asp Ile Phe Gln Lys Asp
355 360 365 S

Phe Gly Val_Lys_Thr“Thr Leu Pro Glu Arg-Lys Leu Ile Arg Arg Leu

80



370

Cys Glu Leu

385

Ala Ala Ile

Asp Gly Ser

Leu
435

Lys Gly

Ile Thr

450

Pro

Val Ala

465

Ile

Gly Ile Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

45
1461
DNA

<400> 45
atggttcatt

aaggaattga
ttacaagceg
ggtaacatte
gattfcttgg
ggtgaccgta
actcaaaatc
gagcaattcc
gettetcaaa
ccaaacattg
atcccaattg
‘ﬁacactgacc

tacgatgttt

Ile Gly

Thr

ES 2552317713

375

Arg Ala

390

Gln
405

Cys

val
420

Tyr
Arg Asp
Ile

Val

Ala Leﬁ

Lys

Asn

Ile

Pro

Ser

Gly

Llys Tyr

Ala

Tyr

Pro

Leu
395

Arg

Lys Thr

410

Gly Phe

425

Gly
440

Tyr

Ala Glu
455

Glu Lys

470

Ala
485

Gly

taggtccaaa
tgcaacaaat
ttaccaagca
caatgattcee
ccattgattt
cctttgacac
cagacgaatt
cacaaggtat
acaaaatcaa
aaaaccacga
aagttgtﬁgc
cagaaactaa

gttccgatat

Saccharomyces cerevisiae

aaaaccacaa
tgagaatttt
cttecatttce
aggttgggtt
gggtggtacc
cactcaatct
gtgggaattt
ctctgagecca
tgaaggtatce
tgttgttcca
tttgataaac
gatgggtétt

cgaaaagcta

Trp

Asp

Arg

Thr Gly

Gly Ser

Ile Ala

475

gccagaaagg
gaaaaaattt
gaattggaaa
atggatttece
aacttgagag
aagtacagat
attgccgact
attccattgg
ttgcaaagat
atgttgcaaa
gacactaccg

atctteggta

‘caaggaaaac

81

380

Ala Val Cys

Gly -His Ile

Lys Glu

430

Ala Ser
445

Asp

Gly Ala Gly

460

Glu Gly LYS

gttccatgge
tcactgttce
agggtttgte
caactggtaa
ttgtcttagt
taccagatgc

ctttgaaagce

gtttcacctt‘

ggactaaagg
agcaaatcac
gtactttggt
ctggtgtcaa

tatctgatga

Ala.

Ile
400

Gly

Ala
415

Ala
Ala Ala
Lys Asp
Ala

Ala

Leu
480

Ser

cgatgtgeca
aactgaaact
céagaagggt
ggaatccggt
caagttgggc
tatgagaact
ttttattgat
ttctttecca
ttttgatatt
taaggggaat

tgottettac

.tggtgc;taé

cattccacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780



tctgctccaa
ccaagaacta
tttgaaaaaa
atgtacaaac
gtcatggaca
'aécgétgact
atcagacgtt
gctgcpatct
tacaacagat
tggactcaaa
ggtgcetggtg
gttggtatca
<210>
<211>

<212>
<213>

46
486
PRT

<400> 46

Met Val His Leu Gly

1

Ala Asp

Ile Phe
35

Ile Ser

50

Met Ile

65

.Asp Phe

Val Lys Leu

Arg Leu

Val
Thr
Glu
Pro

Leu

Pro

tggccatcaa
aatacgatat
tgtcttetgg
aaggtttcat
cttcttacce
tgttccaaaa
tatctgaatt
gtcaaaagag
acccaggttt
cctcactaga
ccgetgttat,

tcggtgetta

5

Pro
20

Lys

Val Pro

Leu Glu

Gly Trp

Ala Ile

85

Gly
100

Gly

Asp Ala

115

Pro Lys

Glu

Thr

Lys

val

70

Asp

Asp

Met

ES 2552317713

ctgtgaatac
caccattgat
ttactactta
cttCaaga;c

agccagaatc

tgagttcggt

gattggtgct
aggttacaag
caaadagaaaag
cgactaccca
tgctgctttg

a

Saccharomyces cerevisiae

Lys

Leu Met

Glu Thr

40

Gly Leu

55

Met Asp

Leu Gly
Thr

Arg

Thr
120

Arg

Pro
Gln
25

Leu
Ser
Phe
Gly
Phe
105

Thr

ggttccttcg
gaagaatcﬁc
ggtgaaattt
caagacttgt
gaggaagatc
atcaacacta
agagctgcta
accggtcaca
gctgccaatg
atcaagattg

gcccaaaaaa

Gln
10

Ala
Gln Ile
GanAla
Ly§

Llys

Thr
15

Pro

Thr
90

Asn
Asp Thr
Gln

Asn

82

ataatgaaca
caagaccagqg
tgcgtttgge
ctaagttcga
cattcgagaa
ctgttcaaga
gattgtcegt
tcgectgecaga
ctttgaagga
ttcectgetga

gaattgctga

Arg Lys Gly

Phe
30

Glu Asn

Thr
45

Val Lys

Gly Asn

60

Gly

Gly Lys Glu

Leu Arg Val

Thr Gln Ser

110

Pro Asp Glu

125

tgtcgttttg
cCcaacaaacc

cttgatggac

,caageccttte

cctagaagat
acgtaaattg
ttgtggtatt
cggttcegtt
cattﬁacggc
agatggttce

aggtaagtcc

Ser
15

Met

Glu Lys

His Phe

Ile Pro

Ser Gly

80

val
95

Leu

Tyr

Lys

Leu Trp

840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461



Glu

‘Gln
145
Ala
Gly
Gln
Ile
Glu
225

Tyr

Asp.

Phe
Ile
Ser
305
Met
Asp
Asp

Phe

Phe

130

Gly

Ser

Phe

Lys

Asn

210

Thr

Asp

Ile

Aspv

Asp
290
Ser

Tyr

Lys

Pro

Gly
370

Ile

Ile

Gln

Asp

Gln

195

Asp

Lys

Val

Pro

Asn

275

Glu

Gly

Lys

Pro

Ala

Ser

Asn

Asp

Glu

Lys

- 165

Ile

180

Ile

Thr

Met

Cys

Pro
260

Glu.

Glu

Tyr

Gln

Phe

-+ 340

Phe
355

Ile

Glu

Asn

Pro

Thr

Thr

Gly

Ser

245

Ser

His

Ser

Tyr

Gly

325

val

Asn

Thr

Ser.

Pro
150
Ile
Asn
Lys
Gly
Val
230
Asp
Ala
val

Pro

Leu

Leu
135

Ile

Asn
Ile
Arg
Thr
215

Ile

Ile

Pro

Val

Arg
295

Gly

310

Phe

Met

Leu

Thr

Ile

Asp

Glu

Val

375

ES 2552317713

Lys
Pro
Glu
Glu
Asn
200
Leu
Phe
Glu
Met
Leu
280
Pro
Glu
Phe
Thr
Asp
360

Gln

Ala

Leu

Gly

Asn

185

Ile

Val

Gly

Lys

Ala

265

Pro

Gly

Ile

Lys

Phe

Gly

Ile

170

His

Pro

Ala

Thr

Leu

250

Ile

Arg

Gln

Leu

Asn

330

Ser
345

Thr

Glu

Tyr

asp

Ile

Phe

155

Leu

Asp

Ile

Ser

Gly

235

Gln

Asn

"Thr

Gln

Arg

315

Gln

Pro

Asp

Lys

83

Asp

140

Thr

Gln

Val

Glu

Tyr

220

Val

Gly

Cys

Lys

Thr

300

Leu

Asp

Ala

Leu

Leu
3 8,0

Glu

Phe

Arg

Val

val

205

Tyr

Asn

Lys

Glu

Tyr

285

Phe

Ala

Leu

Arg

Phe

365

Ile

Gln

Ser

Trp

Pro

190

val

Thr

Gly

Leu

Tyr

270

Asp

Glu

Leu

Ser

Ile

350

Gln

Arg

Phe
Phe
.Th;'
175
Met

Ala

Asp

Ala

Ser

255

Gly

Ile

Lys

Met

Lys

335

Glu

Asn

Arg

Pro
Pro
160
Lys -
Leu
Leu
Pro
Tyr
240
Asp
Ser
Thr
Met
Asp
320
Phe
Glu

Glu

Leu



Ser Glu Leu

385

Ala Ala Ile

Asp Gly'Ser

Ala Leu

435

Asn

Pro Ile

450

Tyr

Ala val Ile

465

Val Gly Ile

Ile Gly

Ala

ES 2552317713

Arg Ala

-390

Gln
405

Cys

val
420

Tyr
Lys Asp
Ile

Lys

Ala Ala

Lys

Asn

Ile

Val

Leu

Arg Gly

Arg Tyr

Ala

Tyr

Pro

Leu
395

Arg

Lys Thr

410

Gly Phe

425

Tyr Gly

440

Pro Ala

455

Ala Gln

470

Ile Gly

485

<210>
<211>
<212>
<213>

47

<400> 47

1164
DNA
Klebsiella pneumoniae

tcagaatgee
gaéégcattg
;cccagatcg,
gatggctttt
agcgatatcg
caggacagcg
ggegtgcacg
Qgccatgttt
ggcgatgagy
gatataggee
cgéﬁttaccg
- gacgatcaca
gc;géqggfg

ctcgattecg

tggcggaaaa
cQgtcﬁttca
cgc;gatgct
tccgchcgt
gcgaatttct
ttggccacge
tagcegaggt
tcecegegeet

cggatcgect

tetacggegt

atcatcagca

‘aacttcactt

ccggeggtgg

gcatactggt

Ala

tégeggeaat

gagccatcte

gcggaatacc
cgagagtggg,
cegggttgge
cgtgecggeat
tggcgtfatt
gcagattgct
gcatggegge
gggtcaggge

gcggategtt

‘tggtttcggt

tattgaccge

acagatcgece:

Trp

Glu

Lys

Thr Gln

Gly

Asp

Ile
475

Arg

ctecctgeteg
cgecatgtag

gatatccate

cagtceggtg

gatcaggttg

gtegtacagg

gaaagcdatc
gccgagggcc

ggcgtcegte

ateecateceqg

gétagagacc
gttggtcagg
gacgataggc

ctcatgggtg

84

Ser Val

His

Gly

Lys Glu

Cys Gly

Ile Ala

Lys Ala

Ile
400

Ala
415

ala

430

Thr Ser

445

Ser
460

Gly

Ala Glu

ttgecetttac

gggaagtcgg

gacagacgcg
atatttécgc
tagcgggeca
ccgeccaget
ccggecagea
acggcctggce
accgggttag
gtegeegegg
gacggcaggt
acgcagtggce
ggcagcgggt

geggegatge

Leu Asp
Ala Gly

Gly Lys

Asp

Ala

Ser
480

gcgggttega
cctettttac
tgatagcgge
ccatcagtte
catgcggeag
ggtgchCat
gagaggcata
gcaggttgcg

cgtetttgga

tcagggegge.

tgcgccagct
gggtgaccte
tggtcagggt

cgatgccttt

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840



- gccgcaatcg
aaacacggcg
gatcgccacc
tttaattgee
gcagcgttceg

ataatcaaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

48
387

PRT

tgegggetge
aggccgtege
tcgatcccgg
cgecaggectt
ccgactacgg

ataégatégc

Klebsiella pneumoniae

48
Ser

Tyr

Arg Met Phe

ES 2552317713

cgccgecccac ggtgacgatg

gcadgﬁtggt gtecttteggg

ccteccegeag ataatgecagg

tgtcggtgac cagcagggcet

aaatggcgtt ggggccaaaa

tecat

Asp

1

Gly Pro

Gly Lys
Asp

Gly

Glu
65

val
Val Arg
Thr

Val

Ile Ala

Asn
Lys
35

Ala
Ala
Asp

Val

Ala

5

Ala
20

Ile

Ala Leu

Val Asp

Ile Phe

70

Gly Leu

85

Gly.
100

Gly

Thr His

115

Thr Leu

130

Gly Thr
145

“Thr Lys

Thr

Ala

Val

Asn Pro

Ser Glu

Ser
Leu
Lyé
Asp
Ala
Gly
Glu
Leu

Val

Val

VvVal

Thr

55

Gly

Val

Ser

Gly

Pro

Tyr

Val

Thr

40

Leu

Val

Phe

Pro

Asp

120

Pro

- 135 -

Thr

150

Phe
165

Lys

val

Ile

Arg

Val

Leu

Gly

25

Asp

His

Glu

Arg’

His

105

Leu

Ile

His

Ser

Val
10

Glu
Lys
Tyf
Pro
Arg
90

Asp
Tyr

val

Cys

170

Pro

Arg

Gly

Leu

Asn

75

Glu

Cys

Gln

Ala

Val -

Arg

&5

atgtcgcact gttcgcggeg
tteggctega cgecgtcaaa
gttttgtcca ctgcgccatc

ttttteeccee ccagecagetg

aagttaacgt ttggcaccag -

Asn

Vval -

Asn’

Phe

Phe

15

Gln Leu

30

Cys Leu Gly

Leu Arg Ala Ile

45

Lys

Arg Glu Ala Ile

60

Gly

Asn
80

Pro Lys Asp Thr

Gln Ile Ile

95

Cys Asp

Gly
110

Gly Lys Ile Gly

Tyr Ala Ile Glu

125

Gly

Val Thr.

140

Asn Thr Ala

Leu Thr Asn Thr Glu

160

Ser Vval

175

Asn Leu Pro.

900

960

1020

1080

1140

1164



Ser

Ala

Ser

Arg
225

Leu

Ala

Leu

Leu

Ala
305

Leu

Asp

Asp

Ser

Gln
385

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Ile Asn Asp Pro Leu
180

Ala Thr Gly Met Asp
195

Lys Asp Ala AsnvPro
210

Léu Ile Ala Arg Asn
230

Gln Ala Arg Glu Asn
245

Phe Asn Asn Ala Asn
260

Gly Gly Leu Tyr Asp
275

Pro His Val Ala Arg
290

Asp Ile Ala Glu Leu

Leu

Ala

val

215

Leu

Met

Leu

Met

Tyr

295

Met

310

Asp Ala Ala Glu Lys
325

Ile Gly Ile Pro Gln
' © 340

Phe Pro Tyr Met Ala
355

Asn Pro Arg Lys Gly
370

Ala Phe

49

1824

DNA

Klebsiella pneumoniae

CDS
(1)..(1824)

49

Ala

His

Glu

Asn
375

ES 2552317713

Met

Leu

200

Thr

Arg

Ala

Gly

Pro

280

Asn

Gly

Ile

Leu

Met

360

Glu

Ile
185
Thr
Asp
Gln
Tyr
Tyr
265
His
Leu
Glu
Ala
Arg
345

Ala

Gln

Gly
His
Ala
Ala
Ala

250

Val

Ile
Asn
Ala
330

Asp

-Leu

Glu

Lys

Ala

Ala

val

235

Ser

His

- Val

Ala
Ile
315

Ile

Leu

Lys

Ile

86

Pro

Val

Ala

220

Ala

Leu

Ala

Aia

Asn

300

Thr

Thr-

Gly

Asp

Aia
380

Ala

Glu

205

Met

Leu

Leu

Met

Asn

285

Pro

‘Gly

Arg

val

Gly
365

Ala

Ala

190

Ala

Gln

Gly

Ala

Ala

270

Ala

Glu

Leu

Leu

Lys

350

Asn

Ile

Leu

Tyr

Ala

Ser

Gly

255

His

Val

Lys

Ser

Ser

335

Glu

Ala

Phe

Thr
Ile
Ile
Asn
240
Met
Gln
Leu
Phe
Thr
320
Met
Ala

Phe

Arg



atg
Met

gcg
Ala

atc
Ile

acc
Thr

agc
Ser
65

gat
Asp

atg -
Met

gg9g
G;y

tat
Tyr

gac
Asp
145

gtg
val

ctg
Leu

gtc’
Val

gtg
val

cta

ccg
Pro

ctg
Leu

gtc
val

cte
Leu
50

gat
Asp

gtg.

Val

atc
Ile

acg

Thr

gce
Ala
130

gece
Ala
gcg
Ala

cgt
Arg

cee
Pro

gtg
Val

210.

agc

tta
Leu

gcg
Ala

gcg
Ala
35

gce
Ala

gtc
val

gcg
Ala

ggt
Gly

act
Thr
115

gag
Glu

gtg
val

gcg
Ala

aaa
Lys

gag
Glu
195

‘g9

Arg

ccg

ata
Ile

tec

Ser
20

acg
Thr

gcg
Ala

tct
Ser

atg
Met

cat
His
100
atc

Ile

999
Gly

tgg
Trp

atc
Ile

acc
Thr
180

999
Gly

atc
Ile

gaa

gce
Ala

gac
Asp

acg
Thr

ctg
Leu

cgce
Arg

gag
Glu
85

aac
Asn

gce
Ala

tgg
Trp

tgg
Trp

cte
Leu
165

ctg
Leu

gta
Val

ctq
Leu

gag

999
Gly

tac
Tyr

ggc
Gly

gag
Glu

atc
Ile
70

acc
Thr

ccg
Pro

ctce
Leu

atc
Ile

cte
Leu
150

aaa

Lys

ccg
Pro

atg

Met

teg
Ser

acc

att
Ile

ccg
Pro

atg
Met

cag
Gln
55

tat
Tyr

ate
Ile

cag
Gln

agg
Gly

gta
val
135

aat

Asn

aag
Lys

gtg
val

gcg
Ala

aat
Asn .
215

cag

gat
Asp

cag
Gln

aaa
Lys
40

gcc
Ala

ctt
Leu

acc
Thr

acg
Thr

cgg
Arg
120

ctg

Leu

gag
Glu

gac
Asp

gtg

val

geg
Ala
200

ccce
Pro

gce

ES 2552317713

ate
Ile

gcg
Ala
25

gg9
Gly

ctg

Leu

aac
Asn

gag
Glu

ceg
Pro
105

ctg
Leu

att
Ile

gcg
Ala

gac
Asp

gat
Asp
185

gtg

Val

tac
Tyr

ate

ggc
Gly
10

agg
Arg

acg
Thr

gcg
Ala

gaa.

Glu

acc
Thr
S0

ggc

Gly

gcg
Ala

gac
Asp

ctc

“Leu

ggc
Gly
170

gaa

Glu

gaa
Glu

g99
Gly

gtc

aac
Asn

gcg
Ala

cgg
Arg

aaa
Lys

gce
Ala
75

att
Ile

gg99
Gly

acg
Thr

gac
Asp

gac
Asp
155

gtg
val

gtg
val

gtg
Val

atc
Ile

ccc

87

gce
Ala

ttt
Phe

gac
Asp

aca
Thr
60

gcg
Ala

ate
Ile

gtg
Val

ctg
Leu

gce
Ala
140

cgg
Arg

ctg
Leu

acg
Thr

gce.

Ala

gce
Ala
220

atc

acc
Thr

gtt
Val

aat
Asn
45

ccg

Pro

ccg
Pro

acc
Thr

ggc
Gly

acc gag.

Thr Glu
15

gcc agc
Ala Ser
30

atc gecec
Ile Ala

tgg tcg
Trp Ser

gtg att

val Ile

gaa tcg

‘Glu Ser

95

gtt ggc
Val Gly

110

ccg
Pro
125

gtc
Vval

999
Gly

gtg
val

ctg
Leu

gcg
Ala
205

acc .
Thr

gce

gcg gcg
Ala Ala

gat ttc
Asp Phe

atc aac
Ile Asn

aa¢ aac
Asn Asn
175

ctg gag
Leu Glu
190

ccg ggce
Pro Gly

tte tte
Phe Phe

cgc gec

gtg
val

agg

Gly

g99
Gly

atg
Met

ggc

Gly
80

acce
Thr

gtg
Val

cag
Gln

ctt
Leu

gtg
Val

160
cge

Arg

cag
Gln

cag
Gln

gg9g

Gly

ctg

48
96
144
192
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672

720



xLeu
225

att
Ile

cag
Gln .

cge
Arg

gcg
Ala

acc
Thr
305

ctg
Leu

gtg
Val

tgc
Cys

cgt
Arg

acc
Thr
385

geg
Ala

ggc
Gly

acg
Thr

éga
Lys

aaa
.Lys
465

Ser

ggc
Gly

tcg
Ser

cgc
Arg

atg
Met
290

cac
His

acc
Thr

gat
Asp

gcc
Ala

ctyg
Leu
370

‘gag

Glu

tta
Leu

gce
Ala

gcg
Ala

acc
Thr
450

tac
Tyr

Pro

aac
Asn

cgg

gga
Gly
275

agc
Ser

gce
Ala

ggc
Gly

acg
Thr

atg
Met
355

caa
Gln

gtg
Val

ace
Thr

ggc
Gly

gte
Val
435

gag
Glu

ceg

Pro

Glu

cgt

gtg
val
260

gag
Glu

gcc
Ala

ggc
Gly

cat
His

ttt
Phe
340

gag
Glu

atg
Met

gtg

val

act
Thr

tcg
Ser
420

cat

His

ctg
Leu

ctg
Leu

Glu

tece
Ser
245

atc
Ile

gcc
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

gag
Glu
325

att-

Ile

aat

Asn

cag
Gln

gtg
Val

olalal
Pro
405

acg

Thr

cte
Leu

ggc
Gly

gce
Ala

Thr
230

gcg
Ala

ccg
Pro

gat
Asp

gct
Ala

atg
Met
310

atg
Met

cceg
Pro

gce
Ala

gtt
Vval

ggce
Gly

Gln

gtg
val

gcg
Ala

gtc
val

ceg
Pro
295

ctt

Leu

agce
Ser

cge-

Arg

gtc
val

atc
Ile
375

ggc
Gly

390

gge
Gly

gat
Asp

gce
Ala

ctc

"Leu

aaa-

Lys

470

tgt
Cys

gcg
Ala

g99
Gly

gag
Glu
455

gtg
Val

Ala

gtg
Val

gge
Gly

gce
Ala
280

gta
val

gag
Glu

gcg
Ala

aag
Lys

999
Gly
360

gcc’

Ala

gtg
val

gcg

Ala

gcg
Ala

gcg
Ala
440
éat
Asp

gaa
Glu

ES 2552317713

Ile

ctc
Leu

aac
Asn
265

gag
Glu

cge
Arg

cgg
Arg

ata
Ile

gtg
Val
345
atg
Met

cge

gag
Glu

gcg
Ala

atc
Ile

val

aag
Lys
250

ctc
Leu

ggc
Gly

gac
Asp

agtg
val

tac
Tyr
330

cag

Gln

gcg
Ala

-gaa

Glu

gce
Ala

ccg
Pro
410

gte
val

425

a99
Gly

ctt
Leu

agc
Ser

aat
Asn

tcg

Ser

ctg

Leu

Pro
235

acc
Thr

tac
Tyr

gcg
Ala

atc
Ile

cge
Arg
315

atc
Ile

gge
Gly

gcg
Ala

ctg
Leu

aac
Asn
395

ety

Leu

aac
Asn

atg
Met

ctg
Leu

tte
Phe
475

88

Ile

ccg
Pro

att
Ile

gaa
Glu

cgc
Arg
300

aag
Lys

cag
Gln

g99
Gly

atg
Met

agce
Ser
380

atg
Met

gcg
Ala

gcg
Ala

gte
val

gcg
Ala
460

agt

Ser

Ala

cag.

Gln

agc
Ser

gce
Ala
285

ggc
Gly

gta
val

gat
Asp

atg
Met

gtg
val
365

gee
Ala

gce
Ala

ate

Ile’

gag
Glu

agce
Ser
445

gaa

Glu

att
Ile

Arg

999

Gly

ggc
Gly
270

atc
Ile

gaa
Glu

atg
Met

ctg
Leu

gce
Ala
350

aaa

Lys

cga

atc
Ile

cte
Leu

ggg
Gly
430

ctg

Leu

gcg
Ala

egt
Arg

Ala

gat
Asp
255

gaa

Glu

atg
Met

ccg
Pro

acg
Ala

ctg
Leu
335

ggc
Gly

gcg

Ala

ctg
Leu

gcec
Ala

gac
Asp
415

cag

Gln

ttg
Leu

ata
Ile

cac
His

Leu
240

gtg
val

aag
Lys

cag
Gln

ggc
Gly

tece
Ser
320

gcg
Ala

gag
Glu

gat
Asp

cag
Gln

999

Gly
400

cte
Leu

ata
Ile

att
Ile

aaa
Lys

‘gag

Glu
480

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

© 1296

1344
1392

1440



aat ggc gcg gtg gag
Asn Gly Ala Val Glu
485

gee aaa gtg gtg tac
Ala Lys Val Val Tyr
500

gcc age ccg ctg gaa
Ala Ser Pro Leu Glu
515

aaa gtg ttt gtc acc
Lys Val Phe Val Thr
530

ggc ggt tcc att cgce
Gly Gly Ser Ile Arg
545 .

tcg ctg gac ttt-gag
Ser Leu Asp Phe Glu
565

~tat ggc gtg gtc gce
Tyr Gly Vval val Ala
580

cgc aat geg gtc gece

ttc
Phe

ate
Ile

aaa
Lys

aac
Asn

gat
Asp
550

atc
Ile

o999
Gly

acc
Thr

Gl

Arg Asn Ala Val Ala
595
<210> 50
<211> 607
<212> PRT
<213> Klebsiella pneumoniae
<400> 50
Met Pro Leu Ile Ala
1 : 5

Ala Leu Ala Ser Asp
20

Ile Val Ala Thr Thr
35

Thr Leu Ala Ala Leu
50

Ser Asp Val Ser Arg
65

-Asp Val Ala Met Glu
85

Tyr

Gly

Glu

Ile
70

Thr

ttt
Phe

aag
Lys

att
Ile

tgc
Cys
535

atc

Ile

‘ccg
Pro

cag
Gln

aggq
Gly

Ile
Pro
Met
Gln
55

Tyr

Ile

ES 2552317713

cgg
Arg

gag
Glu

cgt
Arg
520
ctg

Leu

gcc
Ala

cag
Gln

gge
Gly

ctg
Leu
600

Asp

Gln

Lys

40

Ala

Leu

Thr

gaa
Glu

ggc
Gly
505

cte

Leu

cge
Arg

ttt
Phe

ctt
Leu

aat
Asn
585

cta
Leu

Tle
Ala
25

Gly
Leu

Asn

Glu

gce
Ala
490
gaa
Glu

gtg
Val

gcg
Ala

gtg
Val

atc
Ile
570

att
Ile

ctg
Leu’

Gly
10

Arg
Thr
Ala

Glu

Thr
90

cte
Leu

ctg
Leu

cge

Arg

ctg
Leu

gtg
Val

555
acg

Thr

cgg
Arg’

gcec
Ala

Asn

Ala

Lys
Ala

75

Ile

&9

age
Ser

gtg
Val

cgg

cge
Arg
540

ctg

Leu.

gaa
Glu

gga

Gly

ggt
Gly

Ala
Phe
Asp
Thr
60

Ala

Ile

ccg
Pro

ccy
Pro

cag

 Gln

525
cag

Gln

gtg
val

gee
Ala

aca
Thr

cag
Gln
605

Thr

val

Asn

45

Pro

Pro

Thr

gcg
Ala

atc
Ile
510

gcg
Ala

gtc
val

ggc
Gly

ttg
Leu

gaa
Glu
590

gcg
Ala

Thr
Ala

30

Ile

Trp

Vai

Glu

gtg
Val

tte
Phe

495

gat
Asp

aaa
Lys

tca

Ser

ggc
Gly

teg
Ser
575

999
Gly

aat
Asn

Glu
15
Ser
-Ala
Ser
Ile

Ser
95

aac
Asn

gag
Glu

ccc

Pro

tca
Ser
560

cac

His -

ccg
Pro

taa

Val
Gly
Gly
Met
aly
80

Thr

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824



Met
Gly
Tyr
Asp
145
val
Leu
Val
val
Leu
225
Ile

Gln

Ala
Thr
305

Leu

Val

Ile
Thr
Ala
130
Ala
Ala
Arg
Pro
Val
210
Ser
Cly
Ser
Arg
Met
290
His

Thr

Asp

Gly
Thr
115
Glu
Val
Ala
Lys
Glu
195
Arg
Pro
Asn
Arg
Gly
275

Ser

Ala

Gly

Thr.

His
100
Ile
Gly
Trp
Ile
Thr
180
Gly
Ile
Glu
Arg
val
260
Glu

Ala

Gly

His

Phe
340

Asn

Ala

Trp

Leu
165

Leu

Val

Leu

Glu

Ser

245

Ile

ala

Cys

Gly

Glu

325

Ile

Pro

Leu

Ile

Leu

150

Lys

Pro

Met

Ser

Thr-

230

Ala

Pro

Asp

Ala

Met

310

Met

Pro

Gln
Gly
val
135
Asn
Lys
val
Ala
Asn
215
Gln
\(al
Ala
val
Pro
295

Leu

Ser

Arg

ES 2552317713

Thr

Arg
120

Leu

Glu
Asp
val
Ala
200
Pro
Ala
val
Gly
Ala
280
val
Glu
Ala

Lys

Pro

105

Leu

Ile

Ala

Asp

Asp

185

Val

Tyr

Ile

Leu

Asn

265

Glu

Arg

Arg

Ile

Val
345

Gly
Ala
Asp
Leu
Gly
170
Glu
Glu
Gly
Va.l
Lys
250
Leu
Gly
Asp
Val
Tyr

330

Gln

Gly

Thr

Asp

Asp

155

val

Val

Val

Ile

Pro

© 235

Thr

Tyr

Ala
Ile
Arg
315

Ile

Gly

90

Val

Leu

Ala

140

Arg

Leu

Thr

Ala

Gly

Pro

125

Vval

Gly

Vval

Leu

Ala

. 205

Ala

220

Ile

Pro

Ile

Glu

Arg

300

Lys

Gln

Gly

Thr

Ala

Gln

Ser

Ala

285

Gly

val

Asp

Mét

Val

110

Ala

Asp

Ile
Asn
Leu
190
Pro
Phe
Arg
Gly

Gly

Gly

Ala

Phe

Asn

Aén
175

Glu

o1y

Phe

Ala

Asp
255

Glu

270

Ile

Glu

Met

Leu
335

Ala

- 350

Met

Pro

Ala

Leu

.Gly

val
'Gin
Leu
val
160
Arg
Gln
Gtn
Gly

Leu

240

val

Lys

Gln

Gly

Ser

320

Ala -

Glu



Cys Ala

Arg Leu
370

Thr Giﬁ:

385

Ala Leu
Gly Ala
Thr Ala

Lys Thr
450

Lys Tyr
465

Asn Gly
Ala Lys
Ala Ser
Lys Val
530
Gly Gly
545
Ser Leu

.Tyr Gly

Arg Asn

<210> 51

Met
355

Gln

val

Thr
Gly
val
435
Glu
Pro
Ala
val

Pro

‘515

Phe

Ser

Asp

vVal

Ala
595

Glu

Met

val

Thr

Ser

420

His

Leu

Leu

val

val

500

Leu

val

Ile

Phe

val

580

Vval

Asn
Gln
val
Pro
405
Thr
Leu
Gly
Ala
Glu
485
Tyr
Glu
Thr
Arg
Glu
565

Ala

Ala

Ala
val
Gly
390
Gly
Asp
Ala
Leu
Lys
470
Phe
Ile
Lys
Asn
Asp
550
Ile

Gly

Thr

Val

Ile

375

Gly

Cys

Ala

Gly

Glu

455

Val

Phe

Lys

Ile

Cys

535

Ile

Pro

Gln

Gly

ES 2552317713

Gly
360
Ala
Val
Ala
Ala
Ala
440
Asp
Glu
Arg
Glu
Arg
520
Leu

Ala

Gln

'Gly

Met

Glu

Ala

Ile

425

Gly

Leu

Ser

Glu

Gly

505

Leu

Arg

Phe

Leu.

Asn

585

Leu

600

Leu

Ala

Glu

Ala
Pro
410
Val
Asn
Ser
Leu

Ala

490

Glu

Val

Ala

Val

Ile

570 .

Ile

Leu

Ala

Leu

‘Asn

395

Leu
Asn
Met
Leu
Phe
475
Leu
Leu
Arg
Leu
vVal
555
Thr

Arg

Ala

91

Met
Ser
380
Met
Ala
Ala
val
Ala
460
Ser
Ser
Val
Arg
Arg
540
Leu
Glu

Gly

Gly

val

365

Ala

Ala

Ile

Glu

Ser

445

Glu

Ile

Pro

Pro

Lys

Arg

Ile

Leu

Gly

430

Leu

Ala

Ala

Ile

510

Gln
525
Gln
Val
Ala
Thr

Gln

605

Ala
val
Gly
Leu
Glu

590

Ala

Ala

Leu

Ala

Asp

415

Gln

Leu

Ile

His

Val

495

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

575

Gly

Asn

Asp

Gln

Gly

400

Leu

Ile

Ile

Lys

Glu

480 -

Phe

Asn

Glu

Pro

Ser

560

His

Pro



<211>
<212>
<213>

13669
DNA

<220>
<223>

<400> 51
tagtaaagcc

taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
abatccttcg
actacatttc
tttégcgcct
cctaccaagg
atcgtggetg
agttcegeget
tctacagege
atcaaagcte
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaceg
acétcgttgc
gatgcccgag
actgcgecgt
1qgctaqttgc
atccgtttec
ctgtcctg§c
gcéttgctgt

gggagacctc

Secuencia Atrtificial

Plasmido

ctcgctagat
aagccagcct
ataataaaag
taacgcttga
atttgccgac
ctgcécgcga»
tgacgggcetg
gcgcgatttt
gctéatcgcc
caaatagate-
caacgctatg
gctcgaégat
tagctggaéa
ggagaatctc
gcegegttgt
gcttcaégcc
gatggegete
ctteecteat
tgctccataa
gcatagactg'
taccaccgct

attacagctt

acggtgtgcg

tggcgaacga -
tcttctacgg .

ggccgtegeg

ES 2552317713

tttaatgegg
ttcatgatat
cagacttgac
gttaagccgce
taccttggtg
ggccaagcéa
atactgggec

gccggttact

agcccagteg

ctgttcagga
ttctottget
acctgcaaga
acgccéégga
gctcteteca

ttcatcaage

gccatccaét

gatgacgcca
gatgtttaac
catcaaacat
tacéccaaaa
gecgttcggtc
acgaaccgaa
tcacccggcea
gcgcaaggtt
caaggtgctg

gcgcttgccg

atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgegaagce
atctcgectt

tecttettett

ggcaggcgcet.

gegetgtace

ggcggegagt:

accggatcaa
tttgtcagea
atgtcattge
atgatgtcgt
ggggaagcecg
cttacggteca
gcggagccét
actacctctg
tttgttﬁtag
cgacccacgg
aaacagtéat
aaggttctgg
caggcttatg
accttgggca
tcggtctcca
tgcacggatc

gtggtgctga

92

tacttcgecca
ttgtgtaggg
ggctgtgagc
ggcgtcggcet
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgeccea’
aaatgcggga
tccatagegt
agagttégtc
agatégccag
gctgeccatte
cétgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgece
cgtaacgege
aacaagccat
accagttgcg
tccactggg#
gcagcgaag£
cgcatcgtca
tgceetgget

ccecggatga

actattgcga

cttattatgc

aattatgtgc
tgaacgaatt
gacaaattct
agcctgtcta
gtcggeageg
caacgtaagc
taaggtﬁtca
cgcecgetgga
atcaatgtceg
tccaaattgc
aatggtgact
aaggtegtty
caaatcaata
géccagcaac
cgatactteg
ctgetgegta
ttgetgettg
gaaaaccgec
fgagcgcata
tegtgectte
cgéggcattt
ggcattggcg
tcéggégatc

agtggttcge

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



atccteggtt
atgcggatca
atcatégtgc
gcacccagec

ctgttetggt
gctgaaégcg
gctececegtgt
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgttc
ctatcttttt
gqtgaacagﬁ
¢cataagaac

ttttgcgtga

aattttgect

cttagtcegt

atttttatct

tggaaéatca
faagtgttta
tggtagttat
‘gccttg£gag
tatttgtttt
aaaagataag
gcatagtttg
gttctegtca
atgttcatca
gggttttcaa
tcegttaagt
atacatctca
tgataattac

gctggéaaac

ttctggaagg

gtgagggttt

gggagggcaa
tgcgcgagea
gt;gctagtt
ctatttctte
tgtcggcage
ttgagctgta
ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctéagatcct
gccatgagaa
caaaactggt
tatgtaggta

ggttgttcte

acgtatcagt

aatctttact
tttcaageat
ttttettttg
caaaagactt
gcaatatctc
tccactggaa
tcagctctet
tctgagegta
tcgtggggtt
catagcgact
attggtctag
tagtcetttt

ttgtaaatte

ES 2552317713

cgagcatcgt

gcaactgcgg

gggctccaag

ggggaattaa
tgtta;gaga
cagaattgec
tttgattcga
aéaagttgtc
gttctattag
gctttgaatg
tcatctgtge
ttgﬁftétta
tccgtattta
cgaadcattq
gagctgaatt
ggaatctgat
aagttcggtt
cgggcggect
tattggttte
taacatgaac
tgttagttet
aacatgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgettta
ttggttataa
gagtagtgce
aatcgctagt
gtgattttaa
cctttgagtt

tgctagacce

ttgttcgeee
gtcaaggatc
gatcgggcet
ttcecacggg
ategeagate
atgatttttt
taagcagcat
tcaggtéttc
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtcttgatge
gccagtatgt
agatcatact
tttgcagtta
gtaatggttg
acgégatcCa
égctfatcaa
aaaacccatt
ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tcatttgctt
tcactatace

gtgggtatct

tctgtaaatt

93

agcttctgta
tggatttcga
tgatgttacc

ttttgcetgee

.cggctteage

ccccaéggga
cgectgttte
aatttcatgt
ctgttcatct
tcgtaaaagc
ttttcocttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgcat
aagcatecgtg
ttggtatttt
tttgtctate
ccaccaattt
ggttaagect
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
atttttegcet
aaggattcct
cataagcatt
ccgteegttce
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaaftctg

ccgetagace

tggaacgggc

tcacggcacg
cgagagcettg
cgcaaacggg
cggtttgeeg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttget

gttacattgt

tctgatgtat .

gatatgtaac
gatacaagag

gottegttgt

gtcactcaaa

tagtgttttt

gtcaccatte
tagttcaact

catattgctg

tttaaactceca

ctctatattt
cctcatagag
ttttaactgg
tgagaacttg
gatttccaca
ttcectactg
tttccttgta
ggtttcatge
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt

tttgtgtgtt

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220

12280

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820 -
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420



’ttttttgttt
aaaaga;tag
aaaaggatgt
ttaaétagca
caggcacctg
agtgaatggg
cataatacaa
fggtgctatc
acttcggatt
tatcatcaac
cgaccggagg
cgcgagétta
gcgageegte
atcaaccgeg
caagttcaga
gccactgaga
cttatccage
tggagegect
caatctctgt
ctgccagfta
gagcaggatc
gcgagaaggt
ggaccgtcat
atgccgécgc
ccagaaccta
cgccccégcg
agctgeccgge
gtacgctegg
gaatgtatcg
g@cgcafcga
cccagetggg

atattcagca

atattcaagt
atcccagccee
cgcaaacget
&cctcgcaag
agtcgcetgte
ggtaaatggc
gaaaagcccg
tgactttttg
atccegtgac
aggcttacce
cttttgactg
tgggetcegea
acgeccttga
tttcecggag
caatcaccét
tcaacgtggce
ggatgg;cga
gcagecctgaa

acggtctgda

tttttaatga

aattattage
atattatgag
gtcgctttca
catéaatgag
tgacgg;ggc
ggtgggtatc

ggacgcgecg

cgccaacgee

tatctatace

gaaagaccat

cgtctgetac

gacgetgtte

ES 2552317713

ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctect
ctcgggcaaa
tttttegtga
actacaggeg
tcaqgggctt
ctgttcagca
aggtcattca
gtcttéctgt
ctaggegate
égctcgactg
caatgccaca
gtaaccaagc
ggccgecgec
ggtggtgttt
ggccttegte
gcaaggtacc
gc;aacdaac
gcaggtaatt
ccagtgegee
ctatcgtatg
ccgecaggeg
ctgtgctggg
ggtgacgceg
gggctcageg
ctggctaccg
gggcagctgg
cgcaccgggyg

attcgegteg

gcqacgaécc'

gtgctggggg

tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgctgaafa
cattcagttc
ccttttatgg
ctcagggegt
gttectgece
gactggctaa
cgggaattca
tgtgetgttt
tcggacgggg

tcctgagecaa

ttgcgggagal

cagcaaatgg
tccgtégttg
tccagetgeg
catgaaatta
caacagcgaa
ggcgeegteg
ctggattgtt
tteccgecagg
tacg;;tgtt
ggctqgagga
ctgcgctggg
cgtcecggega
gacacgtcac
ttaéagtcct
ataaaggcac
;ggcctacgg
gcgacgecgg

ctgaactgge

94

agaaagaata
agtcagttcc
gaccttaaaa
ttccttttgt
gqtgcgctca
attcatgcaa
tttatggcgg
tetgatttte
tgcacccagt
tttaaatagt
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
géatgatgaa
cggcggeggt
accgcggagg
atatttccct
cgtcageggt
ttattétttt
gegttagegg
tttcegeatt
cattctgagt
ttacgatceg
gcagggggte

cgccétggcg

gatagccectce

cgatagcgac
gccgttaagt
caccgecetg

cacegtcgat

-gctgegggaa

-cagcgatgcg

aaaaaagata

gcagtattac-

ccctaaagge
ctcegaccat
cggctectgge
ggaaactacc
gtctgctatg
cagtctgace
aaggcagcgg
caaaagccte
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgctg
gaataaagcce
ccagccagga
tggcggegge
cggt;cggtc
atéacétgaa
gttaacgagg
cgcgégc#cc
ccctgecaga
gccagaagct
actcatgccc
gatcaactgce
gagagaaact
tacggcggéa
gaacfgatat

agcctgecacce

eggggcctga

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



ccegectgag
gcaatatggce
ctgecccaget
tggaccgege
cectgttete
tagcaaacac
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttcacctttt
geeecgtecaa
acagecccctt
acggcaaacg
acgttgagceg
tggétattca
aagcggtcga
tgegtgeecyg
tgcagattéc
cggtcggtat
gcggecgece
gcatgcgtgg
ttadcgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttcagggact
gcattcggge
ccgccaacga
“agatgctgce
" acatgttcgce
gﬁgaqctgat

gccagaaagce

ccagacgatc
cgagagcgge
gcacgtggeg
gcatccgcetg
catggcgega
agaaaaaagc
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gagccgatga
tcaggacggg
tgacceggte
ccgggaccag
cacagagcag
cgtcagocgg
ggtg#tggcg
Cdggaccccc
cgctgacgee
cgcgegetac

cggcgtgttg

cttaaccagc.

cgatgatacg
aatgcgctac
gatgctctac
gcaaaacggce
ggtgctggeg
ccagacttte
gggcaccgéc
cggétcgaac
ggttgacggce

ggcgegggcy

ES 2552317713

ggcgaagagyg
ccgttaaaac
cgcacccagt
cgcgacgcegce
atcg;agaga
ccgecacctga
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
acaatgaaaa
ctgattggeg
tctfcagtaa
tttgacatga
gcaatgcgec
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gccgaggecg
gcgeegttta
acgcagtget
tacgcegaga
ccgtggtcaa
accteccggea
ctcgaatcge
gcggtgagcet
gaaaacctga
tceccactegg
tttat£ttct
ttecgatgegg
ggcctgegtce

atccaggcgg

agatcaccgce

agttcgtgat

ccegtegget
tcaaacgeta

ctaggcctga

‘cagtgcgggc

cgcgagatta
gcgagecgte

atcaaccgeg

gatcaaaacg

agtggcctga
aagtggacaa
tcgaccgatt
tggaggcggt
ttgccatcac
tggtggagat
gccacgtcac
ggatccgegg
acgccctgge
cggtggaaga
cggtgteggt
aggegttect
ccggatccga
gctgcatqtt
gtatcggcat
tcgectcetat
atattecgceg
ccégctécag
aagattttga
cggtgaccga

ttttccgega

95

cctggagegg
cecggggagy
cgaacgcectg
cagcaatcgce
tggttgcgct:
ttttttttte
tgggctcgea
acgcccttga
tttceccggag
atttgcagta
agaggggctg
cggtctgatce
tatcegecegat
ggaaatagcece

taccgecatce

gatgatggcg

caatétcaaa
éttctcagaa
getgttggte
ggccaccgag
cfacggcacc
cgeceteggece
agcgctgatg
cattactaaa
gaccggegcet
gctcgaccte
caccgcgege
cgcggtgcﬁg
tgattacaac
ggcggaaacce

gctggggetg

cttatcgacc
aatctegect
ctgacggcca

ctgtcggatg

tgaactggce.

ctaggcgatc
cgctegactg
caatgccaca
gtaaccaagc
ctggcccage
atcgccétgg

gtcgaactgg

tacgcgatca

cgtatgetgg
acgccggeca

ctgcagaaga

gataatécg§>

caggagacca
ggttcgeagt
ctggaéctgg
gaagcggtat
tacgectcece
ggctattcgg
ggcgecgggyg
gtgccgtcgg
gaagtggcgt
accctgatge
aactacgaca
atcctgecage

attgeccatte

ccgceaateg -

5400
5460
5520

5580

5640 -

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6660

6120

6180

6240
6300
6360
6420
6480

6540

6600

- 6660

6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140

7200



cegacgagga
acgtggtgga
atattgtcgg
tgctgcécca
tcgaggtggt
gcatctctge
ccattgaata
tgaaaacccg
gcgtecggecce
cgatcctcaa
gcattetgeg
cggggatcgg
tgcegetcecag

ggcagattgg

tggtgaacga

aagagaccaa
gggagtgacc
cccggageat
gctctctgge
ggcgecagatt
ggagcttatce
ccgctecteg
gacagtgaat
gcgtaaagga
cgccaccace
cgggatcgtc
cgcgctggag
tcttaacgaa
tatcaccgaa
cgtngéacq
gggétggatc

tgaggcgctc

ggtggaggce
ggatctgagt
cgcgcetgage
gcgggtcace
gagtgcggte
cgaacgctgg
aggcggtatt
cgagggeggyg
tgccttcegat
agagctg;tt

cacgtcegac

catcggtate

caacctggag
caaaaacgct
tcagatggtg
acatgtggtg
atgagcgaga
atcgtgacgc
gaggtgggcc
gccgageaga
gccattectg
caggcggage
gccgectttg
agctaagcgyg
gaggtggqgc
gcgacgacgg
caggcectgg
gecgegeegg
tcgaccatga
actategecece
gtactgattg

gaccggggga

ES 2552317713

gccacctacg’
gcggtggaag
cgcagcggcet
ggcgattacce
aacgacatca
gcggagatca
cctgtgcaac
gtagcttctg
aaacaccagc
gcecggggtgg
gtcteettta
cagtcgaagg
ctgttétccc
gcgegctatg
cggccgaaat

caggacgccg

aaaccatgceg

ctaccggcaa
cgcaggatgt
tgcagcgeca
acgagecgcat
tgctggcgat
tccgggagté
aggtcagcat
tggcgthgé
Qcatgaaagg
cgaaaacacc
tgattggega
tcggtcataa
tcgggegget
acgacgccgt

tcaacgtggt

cgcacggcag
agatgatgaa
ttgaggatat
tgcagacctc
atgactatca
aaaatattcc
agacaaccca
ccgatgaacg
atcacactct
aagaagaggg
tggcctggga
ggaccacggt
aggcgccget
cgcgcaaaga
ttatggpcaa

agcccgtcac

cgtgcaggat -

accattgacc
gcggatctcece
tgcggtggeg
tctggctaté
cgccgacgag
ggcggaagtg
gccgttaata
ctaccegeag
gacgcgggac
gtggtcgatg
tgtggcgatg
cccgcagacg
ggcgacgetg
cgatttccectt

ggcggegate
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caacgagatg

gcgcaacatce
cgccagcaat
ggccattctc
ggggceggge

gggcgtggtt

aattcagecece
cgccgatgaa
gatcgatatg
gcttcacgece
tgcggecaac
catccatcag
gctgacgetg
gtcaccttcg
agccgegeta
cétgcacafc
tatccgttag
gatattaccc
cgccagaccce
cgcaatttcec
tataacgcge
ctggagcaca
tatcagcage
gccgggattg
gcgagggegt
aatatcgccg
agcgatgtct

gagaccatca

ccgggcgggg’

ccggcggcge
gacgcegtgt

ctcaaaaagg

ccgeegegta
accggectceg
attctcaata
gatcggcagt

accggetatc

cagcccgaca®

tettttacce
gtggtgatcg
ccececatggeg
cgggtggtge
ctgageggcet
cgcgatctge
gagacctace
ceggtgeegy
tttecatatca
gacttagtaa
ccacccgﬁtg
tcgagaaggt

ttgagtacca

gcogegegge .

tgcgccegtt
cctggecatge
ggcataagct

atatcggcaa

ttgttgccag

ggaccctcge
ctcggatcﬁa
ccgagaccat
tgggcgttgg
agtatgccéa
ggtggctcaa

acgacggcgt

7260

7320

7380

7440

7500

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980

8040

8100

8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760

8820

8880

8940

9000

19060

9120



-gctggtgaac
gcaggtcccee
gatcctgtceg
ggccatcgte
ccecgeagggg
aaagcgccgce

cgcctgeget

tgagegggtg

ccaggatctg
cgégtgqgcc
aatgcaggtt
cgtggaggee
ggegatccte
éataacggcg
gctgggcdtc
ggaaagcctg
cageceggeg
taacgccagc
tgtcaccaac
cgectttgtg
ggaagécttg
gccgegecaat
tcgcgecage
tctagagtac
ttttcccagt
ggccgegeta
gatggccttce

tcegggcegt

‘éécgttcacc

ttttatttga

cgctacgch

aaccgectge

gagggggtaa

aatccctacg-

cccatcgeece
gatgtgcagt
ggagaggcceg
ccggtacgeg
cgcaaggtaa
ctggcggtgg
atggagaatg
atcgecccgeg
aacatggcca
gaccteggeg
gtccatcteg
§$§gatcttt
ttcagtattc
gtétﬁcgcda
ccgctggaaa
tgcctgegeg
gtgctggtag
tcgcactaté
gcggtcegeca
ctctaggtac
tggcgaaagg
cacgacgttg

gcgcecccgatce

tgcttaattt

tgcttecgecaa
gacaaacaac
tgectggcag

tttcacttet

ES 2552317713

gtaaaaccct
tggeggeggt
ggatcgccac
gcgecctgat
cgcgggtgat
atgtcgecga
acatccgegg
tggegteccet
atacgtttat
ccgtegggat
aactgagcgce
tcgeegggge
ccggctegac
€cggggcyggy
cgetggegga

gtcacgagaa

aagtggtgta

aaattcgtct

cgetgegeca

.gcggetcate

gcgtggtcge

ccgggctgct

aaataaaaaa

gggatgtgct
taaaacgacg
cagctggagt
gatgcctgge
cgftcaaatc

agataaaacg

ttccetacte

gagttcggea

gccggtggtg
ggaagtggcece
cttetteggg

tggcaaccgt

cccggegggce.

gggcgeggaa
cgaaccgggc
gaccggccat
tccgcgecaag
ggcggegatg
ccgactgcag
gttaaccact
ggatgcggeg

gaatatggtc

agcgataaaa’

tggcgeggtyg.

catcaaggag

cgtgegeegg

'ggtctcaccc

gctggacttt
cgggcaggge
actggecggt
ggcacgtcag
gcaaggcgat
gccagtgaat
ttgtagaaac
aétttatggc
cgctcécggc
aaaggcccag
tegeatgggg

tggggtcagg
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gatgaagtga
gcgccgggcc
ctaagcccgé
tcegeggtgg
aacctctaca
gccatcatgce

acccacgccg

‘gagatgagcg

gtgcagggcg
gtgaaagcgg
accgaggtgg

ccecggetgtg

atcgtcaacg
agcctgttga
aaatacccgc
gagttcttte
échaaqtég
caggcgaaag
gggggttcca
gagatcccge
aatattcggg
caggcgaatt
atgacgtgcc
taagttgggt
tegagetegg
gcaaaaaggc
gggcgtcetg
ggatttgtcc
tetttegact
agacdccaca

tgggaccace:

cgetgetgga
aggtggtgceg
aagagaccca
tgctcaagac
ttagchcga
aggcéatgag
gcggcatget
cgatatacat
ggatggccgg
atcgtctgea
tggtgggcgg

cggcgdcgct

cggaggggca

ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagccct
tgecgatecga
agaaagtgtt
ttcgcgatat
agcttatcac
gaacag&agg
aaacgggcgce
ttttttcttg
aacgccaggg

tacecgggge

catcegteag -

ccegecacce
téctcaggag

gagccttteg

étaccatcggz,

gcgetactge

9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
19720
9780
9840
9900
9960
10020
10080

10140

10200

10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800

10860

10920

10980



cgccaggeaa
tgaaaatctt
atttcaaéag
tttcgécatt
cttﬁttcctt
cggcttttee
éégggtcttg
gatgaggctt
ccagatgctc
tctettttgg
atttttcacc
caaagtctgg
taacgtgtte
tggctggttg
aagatagagg
taatcttcat
ttgtaaacga
tccaaccatt
aactcetttt
acgtttctac
tatgtttott
ccgactettt
caaéctaagg
atgacactaa
tcettgecct
tgttcttgag

agttcctcag

tttagacagg

cggggéaaaa
vétcaagtctg
ttttgatgte

acccacattt

attetgtttt
cteteatecey
atcgtectta
gtagccgeca

taggaagtcc

ggcggcaata

ctcattgatc
accctgtttg
gaaccatttt
tagagcgttce
gtacttgacc

agcgaactta

agcatcgaaa

agagatgata
tttagtagtc
gtagatctaa
tttggtatac
cgtgaactte
cacattceca
caccagcgca
ctctagattc
ggatggcage
caacaacgtt
cgtggaagta
cgcctctgaa

cgacttcggt

tgatgtaaga

égatagctdt

attgatgtgg
gattagcaac
tagtatttat

gtactattgg
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atcagaccge
ccaaaacage
gcafataagt
actctgatgg
aagtcgaaag
cctgetggag
ggatatccta
acatcattag
tgtgccatat

aaagcgttgce

ggaatttcag

gcaatggcat
taaggtttgt
atggtaccgt
aatcccataa
ttcttecaate
ggcttcaaat
tttgecaggta
ggcgtcetta
ggtggtgatc
tgggaaaaac
agaagcgttg
cttcaaﬁgca
aggtctgtgg
atcctttgga
ggcaatgtta
ggatagcaat
gacgtgtgaa

aatgttgaaa

.caaattgteg

gatttcagte

agcgaaaact

ttctgegtte

caagettgea

‘agtcgtcaaa

attcgtggtt
tagtggcaat
cgtcttcaaé
agccattcct
cggtaatgaa
cacgggtacc
acagcttaac
cttctaattt
caaacgttcet
ccttacegaa
cgacgtcgaa
ttctagtetg
atgtceggea
aatgggaagt
attaaacctt
ccagaagtag
aaatcagcaa

atttgaccga

ttacccecage

ccacagatgg
aacaaggcct
atgtggtéag
gcaccagata
tqéacaCctt
tecaacatgac
acgatgatg£
ggtagagtga

aatttttcac

tctgggtatc

98

tgatttaatce
tgectgecage
aatgaattca
tttgacaatg

accaatgatc

tactactacc

gcccttcaga

gtactttggt

ggaagttgcc
tgcacctggg
gttaacatac
ccaaccatge

atccetecag

caaagcggeyg

tttoctggat
ggttcttecat
cttegacaga
gagc@éattg
ccattagecct
caccagcaga
atctgatgat
ctagacctte
agataccagc
ttagaacctt
caactgttgt
gaécaccaca
tagcaccaac
ctttcaattg
cééqatcctt
tgccaégcaé
cattgatctce

ccttacaatt

tgtatcaggce
ccgggttace
acttcgtctg
atgtcacagc
ttacaacégg
ttagatttgg
tatggttctg
ctcctgatte
acagcccatt
acttcaatgg
tcttecattgg
gagacttgga
aatgcagcaa
ttaactttca

ccaataaatc

tgggtagttg

‘gecacatgtt

gccattcaac
agcaaccﬁtg
ctettggtag
ctcacccaaa
gacgaaacca
aacatc;tcg
atggtcgacyg
ttcagaccag
ttgaatacct

ttcaaaacce

gctacagata

gactgaatca
gtatttcacg
ttcttcgaac

ttcggcaace

11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660

12720

12780

12840

12900



accttggcaa
tcggcagecect
gaagttaagt
gtetgtttee
gattaat;gt_
aaaacattat
cctgcacage
tageccagtac
tggccg£cgt
ttgeagcaca
cttcccaaca
cgecatctgtg

cegeatagtt

<210>
<211>
<212>
<213>

52
13543
DNA

<220>
<223>

<400> 52
tagtaaagcce

taacaagaaa
acgcttaaaa
ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gettcaagta
acatécttcg
actacattte
tt£agcgcc£
cctaccaagg
atcgtggetg

agttegeget

tagtagtace
tcaaagaaac
ttaatctate
tgtgtgaaat
caacagctea
ccagaacggyg
cataccacag
atttaaatgg
tttacaacgt
tccececttte
gttgcgeage
cggtattteca

aagccageec

Secuencia Atrtificial

Plasmido

ctegetagat
aagccagcct
ataataaaag
taacgcttga
atttgccgac
ctgcgcgéga
tgacgggcetg
écgcgatttt
écféatcgcc
caaatagatc
éaacgctatg
gctcgaagat

tagctggata

ES 2552317713

ccagttacca
agaagaggaa
agcagceagea
tgttatccge
tttcagaata
agtgegeett
cttecgatgyg
tacecetetag
cgtgactggg
gccagetgge
ctgaatggeg
caccgeatat

cgacaccage

tttaatgcgg
ttcatgatat
cagacttgac
gttaaéccgc
taccttggtg
ggccaagcga
aﬁactgggcc
geccggttact
agcccagtcg
ctéttcagga
ttctettget
acctgcaaga

acgccacgga

gatccaatca
ctteteottte
gcecatggaat
tcacaattce
tttgecagaa
gagcgacacg
ctgcctgécg
tcaaggectt
aaaacccetgyg
gtaatagega
aatggcgect
ggtgcactct

caacaceccege

atgttgcgat
atctcccaat
ctgatagttt
gccgcgaagce
atctegectt
tcttcttcft
ggcaggcget
gcgetgtace
ggcggegagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattge

atgatgtcegt
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cagtaacctt

taccageatt

>tgtcctcc£t

acacattata
cegttatgat
aattatgcag
ccagaagceat
aagtgagteg
cgttaccdaa
agaggcccgce
gatgcggtat
cagtacaatc

tgacgagcet

tacttecgeea
ttgtgtagagg
ggctgtgage
ggegtcggcet
tcacgtagtg
gtccaagata
ccattgecca
aaatgcgéga
tcecatagegt
agagtfécté
agatagccag
gétgccattc

cgtgcacaac

gaaaggcttt

caagtggccg
actagtcatg
cgagécggat
gtcggcgcaa
tgatttacga
tggtgecacge
tattacggac
cttaatcgce
accgatcgece
tttctectta

tgctetgatg

actattgcga
cttattatgc
aattatgtgc

tgaacgaatt

gacaaattct’

agcctgtcta
gtcggcageg
caacgtaagc

taaggtttca

cgccgctgga

atcaatgtcg

tccaaattgce

aatggtgact

12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620

13669

60
120
180
240
300

360
420

480
540
600
660
720

780



tctacagege
'atcaaagctc
tcactgtgtg
gtcggttcga
gcgatcaccg
acétcgttéc
gatgccecgag
actgegeegt
cgctacttge
atccgtttece
ctgtecctgge
gccttgetgt
ggaagacctc
atccteggtt
atgcggétca
atcatcgtge
gcacccagcec
ctgttetggt
gctgéaagcg
gcteeegtgt
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgtte
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccatéagaac
ttttgcdtga
aattttgcgt
cttagtCCét
a;ttttatct
thaaa;tca

taagtgttta

ggagaatctc
gcecgegttgt
getteaggee
gatggcgctc
cttcectcecat
tgctccataa
gcatagactg
taccaccget

attacagett

acggtgtgcg

tggcgaacga.

tettetacgg
ggecgtcgeg
ttctggaagé
gtgagggttt
gggagggcaa
tgcgcgagca
gttgcfagtt
ctétttcttc

tgteggeage

ttgagctgta

ggtttcacct
atggtgaaéa
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
gcéatgagaa

caaaactggt

‘tatgtaggta

ggttgttcte
acgtatcagt

éatctttact
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gctcteteca
ttcatcaagc
gccatccecact

gatgacgcca

gatgtttaac

catcaaacat”

taccccéaaa
gegttaggte
acgaaccgaa
tcacccggca
gcgcaaggtt
caaggtgctg
gcgettgecg
cgagcatcgt
gcaactgegg
gggctccaag

ggggaattaa

tgttatcaga

cagaattgcc
tttgattcga
acaagttgte
gttctattag
gctttgaatg
tcatctgtgce
ttgtttgtta
tccgtattta
cgaaccattg

gagctgaatt

ggaatctgat

aagtteggtt
cgggcggect

tattggtﬁﬁc

ggggaagccg
cttacggtca
gégéagccgt
actacctctg
tttgttttag

cgacccacgg

‘aaacagtcat

aaggtﬁctgg
caggctfatg
accttgggca
téggtctcca
tgcacggaté
gtggtgctga
ttgttegeece
gtcaaggatc
gatcgggqct
ttceccacggg
atcgcagatd
atgatttttt
t;agéagcat
tééggtgttc
gtgttacatg

caccaaaaac

‘atatggacag

gtcttgatge
éqcagtatgt
agatcatact

tttgcagtta

gtaatggttg

acgagatcca

cgéttatcéa

aaaacccatt
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aagtttccaa
ccg£aaccag
acaaatétac
atagttgagt
ggcgactgce
cgtaacgege
aacaagccat
accagttgcg
thactgggt
gcagcgaagt
ggcatcgtca
tgécctggct
ccccggatga
agcttctgta
tggatttega
tgatgttacc
tt;tgctgcc
cggcﬁtcagc
ccccacggga
cgecctgttte
aatttcatgt
ctgttcétct
tcgtaaaage
ttttcecttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttécat
aagcatcgtg
ttggtatttt
tttgtctaté
ccaccaattt 

ggttaagcet

aaggtcgttg
céaatcaata
ggccagcaac
cgatacttcg
ctgctgcgta
ttgctgettg
gaaaaccgcc
tgagcgcata
tegtgectte

cgaggcattt

ggcattggeg

tecaggagate
agtggttcgce
tggaaCQégc
tcacggcacg
cgagagcttg
cgcaaacggg
cggtttgecg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttget

gttacattgt

tctgatgtat

gatatgtaac

gatacaagag

ggttegttgt

gtéactcaaa
tagtgttttt

gtcaccaftc

tagttcaact -

éatattgctg

tttaaactca

840
900
960
1020

1080

T 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



tggtagttat
gccttgtgag
tatttgtttt
aaaagataag
gcatagtttg
gttctcgtca
atgttcatca
gggttttcaa
tccgttaagt
atacatctca
tgataattac
gctggaaaac
ttttttgttt
aaaagaatag
aaaaggatgt

ttaagtagca

caggcacctg:

agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctate
acttcggatt
tatcatcaac
cgaccggagyg
>cgcgagqtta
gcgagecgte
atcaaccgeg
caagttcaga
gccactgaga
cttatccagc
'tggagggcct

caatctetgt

tttcaagcat
ttttettttg
caaaagactt
gcaatatctc
tecactggaa
tcagctctct
tctgagecgta
tegtggggtt
catagcgact
attgatetag
tagtcctttt
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagecec
cgcaaaégct
ccctegeaag
agtcgetgte
ggtaaatggc
gaaaagcccg
tgactttttg
atcccgtgac
aggcttaccc
cttttgactg
tgggctcegca
acgcccttga
tttececcggag
caatcacect
tcéacgtggc
ggatggacga

gcagcctgaa

acggtctgeca
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taacatgaac
tgttagttct
aacatgttcc
ttcactaaaa
aatdtqaaaq
ggttgcttta
ttggttataa
gagtagtgcce
aatcgctagt
gtgattttaa
cctttgagtt
tgctagaccce
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgctcct
ctcgggcaaa
tttttcgtga
actacaggcg
tcacgggctt
ctgttcagea
aggtéattca
gtcttactgt
ctaggecgatc
cgctcgactg
ctatgccaca
gtaaécaagc
ggcegeegece
ggtggtgttt
ggccttegte
gcaaggtace

gctaaccaac

ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tcatttgett
tcactatace
gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgetgaata
cattcagttce
ccttttatgg
ctcagggegt
gttcctgece
gactggctaa
cgggaattca
tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagcaa
ttgcgggaga
cagcaaatgg
tccgtégttg
tcecagetgeg
catgaaatta

caacagcgaa
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caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
atttttcget
aaggattcct
cataagcatt
ccgﬁccgttc
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaattctg
ccgctagacc
agaaagaata
agtcagttce
gaccttaaaa
ttccttttgt
gctgcgcectca
attcatgcaa
tttatggcgg
tctgatttte
tgcacccagt
tttaaatagt
gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gaatgatgaa
cggceggeggt
accgcggagg
atatttccct
cgtcagcggt

ttattatttt

ctctatattt
cctcatagag
ttttaactgg
tgagaacttg

gatttccaca

ttccctactg -

tttccttgta
ggtttcatge
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt
tttgtgtgtt
aaaaaagata
gcagtattac
ccctaaagge

ctcecgaccat

cggctctgge

ggaaactacc
gtctgctatg
cagtctgace
aaggcagcgg
céaaachtc
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgcﬁg
gaataaagcc

ccagccagga

tggcggegge

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



ctgccagtta tttttaatga
gagcaggatc aattattagc
gcgagaaggt-atattatgag
ggacdgtcat gtcgctttca
atgccggcge catcaatgag
ccataaccta tgacggéggc
cgccectgeg ggtgggtate
agctgecgge ggacgegecyg
gtacgctcgg cgccaacgcec
gaatgtatcg tatctatacc
gccgcatqga gaaagaccat
cccagetggg cgtcectgcetac
‘atattcagca gacgctgtte
cccgeectgag ccagacgate
gcaatatggc cgagagcggce

ctgcccaget 'gecacgtggeg

_tggaccgege geatcegetg

ccctgftctc catggcgega
tagcaaacac agaaaaaagc
tgtgetgttt gecacggtat
tcggacqggg gcactggaac
tccfgagcaa ataattcaac
ttcadctttt gagccgatga
gcceccgtcaa tcaggacggg
acagccectt tgacceggte
acggcaaacg ccgggaccag
acgttgagcg cacagagcag
thatattca cgtcageegg
aagcggtcga ggtgatggeg
tgqétgqccg ccggacccec
técagﬁttgc cgctgacgec

cggteggtat cgcgegetac

ES 2552317713

gcaggtaatt
ccagtgcgcec
ctatecgtatg
ccgccaggceg
ctgtgctggg
ggtgacgccg

gggctcagcg

ctggctaceg

gggcagctgg
cgcaccgggg
attcgegteg
gccacgacce
gtgctggggg
990933939§
ccgttaaaac
cgcacccagt
égCQECQCQQ
atcgaagaga
ccgecacctga
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
acaatgaaaa
ctgattggcg
tcttcagtaa
tttgacatga
gcaatgcgece
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gccgaggecg

gcgccgttta

ggcgeegteg
ctggattgtt
ttcegecagg
tacgcctgtt
ggctggagga
ctgegetggg
cgtccggcga
gacacgtcac
ttaaagtcct
ataaaggcac
aggcctacgg
gcgacgccgg
ctgaactgge
agatcaccgce
agttcgtgat
ccegtegget
tcaaacgcta
ctaggcctga
cagtgcgggc
cgcgagatta
gcgagccgtc

atcaaccgcg

gatcaaaacgq.

agtgécctga
aagtggacaa
tcéaécgatt
tggaggcggt
ttgccatcac
tggtggagat
gccacétcac
ggatccgegg

acgccétggc

102

gcegttagegg
tttcecgeatt
cattctgagt

ttacgatccg

gcagggggtce

cgecetggeg

gatagccctce
cgatégcgac
gccgttaagt
caccgcecectg
caccgtcgat
gctgcgggaa
cagcgatgceg
cctggagegg
cccggggégg

cgaacgcctg

cagcaatcge

tgcttgeget
ttttﬁttttc
tgggctegea
acgcccttga
tttcceggag
atttgcagta
agaggggc;g
cggtctgate
tatcgcegat
ggaaatagcce
taccgcceatce
gatgatggcg
caatctcaaa

cttctcagaa

gotgttggte

cggtacggte
ataacctQaa
gttaacgagg
cgegggeace

ccétgccaga

‘gecagaagcet

actcatgccc
gatcaactge
gagagaaact
tacggcggea
gaactgatat

agcctgcacce

cggggectga

cttatcgacce
aatctcgect
étgacggcca
ctgtcggatg
tgaactggcc
ctaggcgatc
cgctcgactg
ctatgccaca
gtaaccaagc
ctggcececage
atcgccatgg
gtcgaactgé
tacgecgatca
cgtatgcetgg
acgccggeca

ctgcagaaga

gataatcegg

caggagacca

ggttcgecagt

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



gcggeegece
gcatgcgﬁgg
ttaccgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttéagggact
gcatteggge
ccgccaacga
agatgctgec
acatgttcgce
gtgacctgat
gccagaaagc
ccgacgagga
acgtggtgga
atattgtcgg
tgctgegcecea
tcgaggtggt
gcatctetge
ccagtgaata'
tgaaaacceqg
gcgteggecece
cgatcctcaa
gcattctgcg
cggggatcgg
tgeegetcag
ggcagattgg
.tggtgaacga
aagagaccaa
gggagtgacc
cccégagéat_

gctotetgge

cggcgtgttg

cttaaccagc .

cgatgatacg
aatgcgctac

gatgctectac

gcaaaacggc

ggtgctggeg
ccagactttc
gggcaccgac
cggctcgaac
ggttgacggc
ggcgcgggeg
ggtggaggce
ggatctgagt
cgegetgage
gcgggtcacce
gagtgcggtce
cgaacgetgyg
aggcggtatt
cgagggcggyg
tgcctﬁcgaﬁ
agagctgatt
cacgtccgac
catcggtatc
caacctggag
caaaaacgct
tcagatggtg
acatgtggtg
atgagcgaga
atcctgacge

gaggtgggee

ES 2552317713

acgcagtgct cggtggaaga
tacgccgaga cggtgtcggt
ccgtggtcaa aggegttcect
acctccggca ccggatccga
ctcgaatcge getgcatctt
gcggtgaget gtatcggcat
gaaaac¢ctga tegectcetat
tcccactcgg atattegecg
tttattttet ccggctacag
ttcgatgcgg aagattttga
ggcctgegtc cggtgaccga
atccaggcgg ttttcecgega
gqcacct#cg cgcacggcag
gcggtggaag.agatgatgaa
cqcégcggct ttgaggatat
gécgattacc tgcagacctc
aacgacatca atgactatca
geggagatca aaaatattec
cctgtgcaac agacaaccca
gtagcttctg ccgatgaacg

aaacaccagc atcacactct

_gccggggtgg aagaagaggg

gtctccttta tggectggga
cagtcgaagg ggaccacggt
ctgttctece aggegecget
gcgcgctatg'cgcgcaaaga
cggccgaaat ttatggccaa

caggacgccg agcccgtcac

aaaccatgcg cgtgcaggat

'qtadcggcaalaccattgacc

cgcaggatgt geggatctec
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ggccaccgag
ctacggcacc
cgccteggece
agcgctgatg
cattactaaa
gaccggcg;t
getcgaccete
caccgcgege
cgcggtgeeg
tgattacaac
ggcggaaacc
gctggggctg
caacgagatg
gcgcaacatc
cgccagcaat

ggccattctc

ggggecggge

gagegtggtt

aattcagccecce
cgccgatgaa
gatcgatatg
gcttcacgee
tgcggccaac
catccatcag
gctgacgetg
gtcacctteg
agccgcgcta
cctgecacate
tatccgttag
gatattaccc

cgccagacce

ctggagctgg

gaagcggtat
tacgcctcee

ggctattcgg

ggcgceeggdyg

gtgccgtcgg

gaagtggegt

accctgatge
aactacgaca

atcctgcégc

attgccattc

ccgecaatcg
ccgecgegta
accggecteg

attctcaata

gatcggcagt

accggctate

cagceccgaca

tcttttacee

gtggtgatcg
céccatggcg
cgggtggtge
ctgagcggcet
cgcgatetge
gagacctacc
ccggtgecgg
tttcatatca
gacttagtaa
ccacccgcetg
tégaééaggt

ttgagtacca

6540

6600

6660

6720

6780

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



ggcgcagatt
ggagcttatc
ccgetecteg
gacagtgaat

gcgtaaagga

cgccaccace .

cgggafcgtc
cgegetggag
tcttaacgaa
tatcaccgaa
cgtggggacy
ggggtggatc
tgaggcgctc
gctggtgaac
gcaggteccce
gatcctgteg
ggccatcegtce
cccgeagggyg
aaagcgccgce
cgectgeget
tgagcgggtg
ccaggatctg
cgagtgcgece
aatgcaggtt
cgtggaggec
ggcgatcctc
gataacggceg
gctgggcétc
ggaéachtg
-cagCCngcg
téacgccagc

tgtcaccaac

gccgagcaga
gccattcctg
caggcggagc
gcegeetttg
agctaagegg
gaggtggege
gcgacgacgg
caggecetgyg
gecgegeegg
tcgaccatga
actatcgcecce
gtactgattg

gaccggggga

aaccgectge.

gagggggtaa

aatccctacg
ccecategecce
gatgtgcagt
ggagaggccg
ccggtacgeg
cgcaaggtaa
ctggeggtag
atggagaatg
atcgéccgcg
aacatggcca
éacctcggcg
gtccatcteg
gaggatcttt
ttcagtattc
gtgttcgcca
ccgctggaaa

tgectgegeg

ES 2552317713

tgcagcgcca

acgagcgcat

tgctggegat
tccgggagtce
aggtcagcecat
tggcgteccga
gcatgaaagg
cgaaaacacce
tgattggcga
tcggtcataa
tcgggeggct
acgacgcecgt
tcaacgtggt
gtaaaaccct
tggceggeggt
ggatcgccac
gcgecctgat
cgcgggtgat
atgtcgecga
acatccgegg
tggcgtcect
atacgtttat
ccgtcgggat

aactgagcgce

tegeegggge

ccggctcegac
€cggggcgay
cgctggcggﬁ
gtcacgagaa

aagtggtgta

-aaattcegtct

cgctgegeca

tgcggtggeg
tctggctatc
dgccgacgag
ggcggaagtg
gcegttaata
ctacccgcecag
gacgegggac
gtggtegatg
tgtggcgatg
cccgcagacg
ggcgacgetg
cgatttectt
ggcggegatce
gcecggtggtg
ggaagtggce
cttcttecggg
tggcaaccgt
ccecggeggge
gggcgcggaa
cgaaccgggc
gaccggccat

tcegegcaag

ggcggegatg

ccgactgeag
gttaaccact
ggatgeggeg
gaatatggtc
agcgataaaa

tggcgeggtyg

catcaaggag

cgtgecgecgg

ggtctcacce

104

cgcaatttcce
tataacgcgce
ctggagcaca
tatcagcagc
gccgggattg
gcgagggegt
aatategecg
agégatgtct
gagaccatca
ccgggcgggy
ccggeggege
gacgccgtgt
ctcaaaaagg
gatgaagtga
gcgcegggec
ctaagcccgg
tccgqggtgg
aacctctaca
gccatcatgce
acccacgecyg
gagatgagég

gtgcagggeg

gtgaaagcgg

accgaggfgg
cceggetgtg
atcgtcaacg
agcctéttga
aaatacccgce

gagttcettte

ggcgaabtgg'

caggcgaaag

ggeggttcca

gcegegegge

tgcgcecegtt

cctggcatge

ggcataagct
atatcggcaa
ttgttgecag
ggaccctege
ctcgcatcta
ccgagaccat
tgggcegttgg
agtatgccga
ggtggctcaa
acgacggcgt
cgctgetgga
aggtggtgcg
aagagaccca
tgctcaagac
ttagcggcga
aggcgatgag

gcggcatgct

cgatataéat_

ggatggccgg
atqgtctgca
tggtgggcgg
cggcgccgqt
c¢ggaggggca
ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagccct
tgccgatcga
agaaagtgtt

ttegegatat

8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

10080

10;40

ibzob

10260



cgectttgtg
ggaagccttg
gccgegeaat
tcgegecage
tctagegtge
caggtcgtaa
ttttttgege
aatcatcegg
agaccatgac
ctteeggeca
ccgaaaagcc
aggtggttge
gggtgttcga
aaaacgtgaa
tgattgattce
cccgtatcetg
taaagggttt
aactaggtat
aacactggtc
aggacgtcga
tcatcgaaga
gttgtggttt
tcggtttggg
catactacca
acgtcaaggt
agttgttgaa
tggaaacatg
acaacaacta
attagéttta
tctttgaaag

gccattgetg

gtgctggtgg
tegcactatg
gcggtcgeca
ctctaggtac
accaatgcett
atcactgcat
cgacatcata
ctegtataat
tagtaaggag
cttgaatgct
tttcaaggtt
cgaaaattgt
agaagagatc
atacttgcét
agtcaaggat
tagccaattg
tgaagttggt
tcaatgtggt
tgaaacaaca
ccataaggtt
tgttgectggt
cgtcgaaggt
tgagatcatc
agagtctgct
tgctaggceta
tggccaatce

tggctetgte

cccaatgaag"

ttggatccag
ttaacgeege

cattctggag

ES 2552317713

gcggetcate
gcgtggtege
ccgggetget
aaataaaaaa
ctggegteag
aattcgtgtce
acggttctgg
gtgtggaatt
gacaattcca
ggtagaaaga
actgtgattg
aagggatacc
aatggtgaaa
ggcatcactc
gtcgacatca
aaaggtcatg
gctaaaggtg
gctctatctg
gttgcttacce
ctaaaggcct
atctccatct
ctaggctgg§
agattcggtc
ggtgttgetg
atggctactt
gctcaaggtt
gaagacttce

aacctgecgg

‘gaaacagact

tttgttegac

ggatttcggt

gctggacttt
cgggcaggge
actggécggt
ggcacgtcag
gcagecateg
gctcaaggcg

caaatattct

gtgageggat

tggctgetge
gaagttccete

gatctggtaa

‘cagaagtttt

aattgactga
tacccgacaa
tcgttttcaa
ttgattcaca

tccaattgcet

gtgctaacat

acattccaaa
tgttccacag
gtggtgcettt
gtaacaacge
aaatgttttt
atttgatcac
ctggtaagga
taattacctg
cattatttga

acatgattga

-agaattatgg

gtcgacggta

aaggacaaac
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gagatccecege
aatattcggg
caggcgaatt
atgacgtgcc

gaagcpgtgg

‘cactcecegtt

gaaatqagct
aacaatttca
tgctgataga
tfctgtttct
ctggggtact
cgcteccaata
aatcataaat
tttggttget
cattccacat
cgtcagagct
atcctcettac
tgccaccgaa
ggatttcaga

accttacttce

‘gaagaacgtt

ttetgetgee
cccagaatct
éacctgcgct
cgectgggaa
caaagaagtt
agcegtatac
agaattagat
gattgactac
ccattatcat

cttatttcga

agcttatcac
gaacagaagg
aaacgggcge
ttttttcttg
tatggctgtg
ctggataatg
gttgacaatt
cacaggaaac
ttaaacttaa
ttgaaggctg
actattgcca
gtacaaatgt
actagacatc
aatcéagact
caatttttgc
atctecctgte
atcactgagg
gtcgectcaag
ggcgagggca
cacgttagtg
gttgccttag
atccaaagag
agagaagaaa
ggtggtagaa
tgtgaaaagg

cacgaatggt

caaatcgttt

ctacatgaag
taaaéctcta
ctctcaacca

tgctgaacac

10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340 |
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940

12000

12060

12120



gttatccaag
vtttgccéatg
aaatcéhttg
gagaaatggg
ctgggaatca
‘catccagaac
cecttccaaat
gccgecggtt
aaaggctgtg
gaaacagacg
aaatggtaac
ttcagectga
ggcggeagta
agcgecgatg
aaaacgaaag

cgctctectg

cggagggatagg

catcctgécg

atacatttaa

tcgttttaca

cacatceccece
aacagttgcg
tgtgeggtat

agttaagcca

tctegeatgg
aagagtatgt
aagtcccagg

ctgtggcaac

ggagaccaaa

catatctgqa

ctaaggtagt
gtaagatcat
acatcattgt
aagttgaatt
ccgggetgea
tacagattaa
gcgeggtggt
gtagtgtggg
gctcagtega
agtaggacaa
cgggcaggac
gatggcettt
atggtaccct
acgtcgtgac
tttcgecage
cagcctgaat
ttcacacege

gccecgacac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tagtaaagce ctegetagat tttaatgcgg atgttgecgat tacttcgeca actattgega

53

13543

DNA

Secuencia Atrtificial

Plasmido

53
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ttggagaacg
taaéaaatta
tgcagttaag
ttccggtace

gtacttcatt

gggcaggaat

agtatttgaa
tggtattgec
caaaaaccac
catttttgac
ggcatgcaag
atcagaacge
cccacctgac
gtctececat
aagéctgggc
atccgecggg
gceegecata
ttgegtttet
ctagtcaagg
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggc
atatggtgca

ccgccaacac

tttgatgcca
gaagctqéaa
ctgtgcaacg
cgtgatatgg
accgctaatg
ggcttaggat
gacgctccag
actacttteg
gaatccatca
gactacttat
cttggctgtt
agaageggte
cccatgecga
gcgagagtag
ctttegtttt
agcggatttg
aactgccagg
acaaactcca
ccttaagtga
ctggcgttac
gcgaagaggc
gcctgatgeg
ctctéagtac

ccgetgacga

ttgctaagtt
tteccggtcaa
ctttgaacgce
cacaaaaatg
atgtcaaaqa
atccgatcaa
caggtattge
acttggactt
gagttggcgg
atgctaagga
ttggcggatg
tgataaaaca
actcagaagt
ggaactgcca
atctgttgtt
aacgttgcga
catcaaatta
gctggatcegg

gtcgtattac

ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctec
aatctgctct

gct

cgctccagac
gtacggtgaa
tctaccaaaa
gttcgagcat
gggtaagcct
tgagcaagac
cgcecggaaaa
cctaaaggaa
ctaéaatgcc
cgatctgttg
agagaagétt
gaatﬁtgcct
gaaacgecgt
ggcatcaaat
tgteggtgaa
agcaaéggcc
agcagaaggce
gcgctagagt
ggactggccg
cgcecttgeag
cgcccttece
cttacgcatc

gatgccgeat

taacaagaaa aagccagect ttcatgatat atctcccaat ttgtgtaggg cttattatge

acgcttaaaa ataataaaag cagacttgac ctgatagttt ggctgtgagc aattatgtgce
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12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500

13543

60
120

180



ttagtgcatc
gttagacatt
tccaactgat
gcttcaagta
acatcctteg
acfacatttc
tttagcgect
cctaccaagg
atcgtggctg
agttcgcget
tctacagege
‘atcaaagctce
tcactgtgtg
gtcggttega
gcgatcaccg
acatcgttge
gatgccégag
actgegeegt
cgctacﬁtgc
atccgtttce
ctgtectgge
gccttgetgt
ggaagacctc
“atccteggtt
atgcggatca
atqatcgtgc
- gcacccagec
ctgttetggt

gctgaaagcg

gctecegtgt

tgtgtgactg

taacgcttga
atttgccgac
ctgegegega
tgacgggctg
gcgcgatttt
gctcaﬁcgcc
caaatagatc
caacgctatg
gctcgaagat
tagctggata
ggagaatctc
gcegegttgt

gcttecaggee

‘gatggcgcecte

cttcectcat
téctccataa
gcatagactg
taccaccgct
attacagctt
acggtgtgeg
tggcgaacga
tcttetacgg
ggccgtcgeg
ttctggaagg
gtgagggttt
gggagggcaa

tgcgegagea

gttgctagtt

ctatttcttc

tgteggecage

ttgagctgta

ES 2552317713

gttaagcege
taccttggtg
ggccaagega
atactgggcce
geceggttact
agcccagtcg
ctgttcagga
ttctettget
acctgcaaga
acgccacgga
gctctcteca
ttcatcaage
gccatcecact
gatgacgcecca
gatgtttaac
catcaaacat
taccccaaaa
gcgtteggte
acgaaccgaa
tcacccggea
gcgeaaggtt
caaggtgctg
gegettgeeg
cgagcatcgt
gcaactgcgg

gggctccaag

ggggaattaa

tgttatcaga:

caga?ttgcc
tttgattcga

acaagttgte

gccgegaage
atctcgectt
tcﬁtcttctt
ggcaggcgcet
gcgetgtace
ggcggegagt
accggatcaa
tttgtcagca
atgtcattgc
atgatgtcgt
ggggaagccg
cttacggtca
gcggageegt
actacctcetg
tttgttttag
cgacccacgg
aaacagtcat
aaggttctgg
caggcttatg
accttgggea
tcggtctcea
tgcacggatc
gtggtgctga
ttgttcgece
gtcaaggatc
gatcgggect
ttcccacggg
atcgcagatc
étgatttﬁtt
taagqégcat

téaggtqttc
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ggcgtcgget
tcacgtagtg
gtccaagéta
ccattgeccca
aaatgcggga
tcca£agcgt
agagttcctc
agatagccag
gctgccattce
cétgcacaac
aagtttccaa
ccgtaaccag
acaaatgtac
atagttgagt
ggcgactgec
cgtaacgege
aacaagccat
accagttgcg
tccactgggt
gcagcgaagt
cgcatecgtca
tgcecctgget
cccéggatga
agcttctgta
tggatttega
tgafgttacc
ttttgetgee
cggcttcage
ccccacggga

cgecctgttte

‘aatttcatgt

tgaacgaatt
gacaaattct
agcctgtcta
gteggeageg
caacgtaagc
taaggtttca
cgeegetgga
atcaatgtcg
tccaaattge
aatggtgact
aaggtcgttg
c;aétcaata
ggccagcaac
cgatactteg
ctgctgegta
ttgetgettg
gaéaaccgcc
tgagcgcata
tcgtgccttc
cgaggcattt
ggcattggcg
tcaggagatc

agtggttcge

tggaacggge .

tcacggcacg
cgagagcttg

cgcaaacggg

cggtttgceg

ggcgtcactg
aggctgtcta

tctagttgcet

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



ttgttttact
cgatctgttce
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccataagaac
ttttgegtga
aattttgect
cttagtecegt
atttttatct
tggaaaatca

taagtgttta

tggtagttat

gecttgtgag
tatttgtttt
aaaagataag

gcatagtttg

gttectegtcea,.

atgttcatca
gggttttcaa
tccgttaagt
atadatctca
tgataattac
gctggaaaac
ttttttgttt
aaaagaatag
aaaaggatgt
ttaagtagca
caggcaccetg
agtgaatggg
cataatacaa
ﬁggtgctaté

acttcggatt

ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
gcecatgagaa
caaaactggt
tatgtaggta
ggttgttctce
acgtatcagt
aatctttact
tttcaagcat
ttttottttg
caaaagactt
gcaatatcte

tccactggaa

tcagctctct‘

tetgagegta
tcgtggggtt
catagcgaét
attggtctag
tagtcectttt
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagcéc
cgcaaacgct
ccctegecaag
agtcgetgte
ggtaaaﬁggc

gaaaagcecceg

tgactttttg

atceccgtgac
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gttctattag
gctttgaatg
tcatctgtge
ttgtttgtta
tcegtattta
cgaaccattg
gagctgaatt
ggaatctgat
aagttcggtt
cgggcggcct
tattggtttc
taacatgaaé
tgttagttct
aacatgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgecttta
ttggttataa
gagtagtgcc
aatcgctagt
gtgattttaa
cctttgagtt
tgcta§accc
géttataatt
tgtgtataac
gtttgctcet
ctcgggcaaa
tttttegtga

actacaggcg

‘tcacgggett

ctgttcagca

aggtcattca

gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtcttgatge
gccagtatgt
aéatcatact
tttgcagtté
gtaatggttg
acgégatcca
cgcttatcaa
aaaacccatt
ttaaatﬁcat
tttaataacec
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgéacgata
acacagcata
tcatttgcett
tcactatacc
gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgetgaata
cattcagtte
ccttttatgg
ctcégggqgt
gttcctgece

gactggctaa
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ctgttcatct
tcgtaaaagc
ttttcccttt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgeat
aagcatqgtg
ttggtatttt
tttgtctatce
ccaccaattt
ggttaagcet
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
attttteget
aaggattcct
cataagcatt
ccgtecgtte
aaattagctt
tgaaaacaac
aattgagatg
gtaaattctyg
ccgctagace
agaaagaata
agtcagttce
gaccttaaaa
ttecettttgt
getgegetea
attcatgcaa
tttatggegy
tctgattttc

tgcacccagt

gttacattgt
tctgatgtat
gatatgtaac
gatacaagag
ggttcgttgt
gtcactcaaa
tagtgttttt
gtcaccatte
tagttcaact
catattgcectg
tttaaactca
ctctatattt
cctcatagag
ttttaactgg
tgagaacttg
gatttccaca
ttcectactg
tttccttgta
ggtttcatge
taattcagac
ggctagtcaa
ctagaccttt
tttgtgtatt
aaaaaagata
gcagtattac
ccctaaaggce
ctccgaccat
ecggetetgge

ggaaactacc

gtctgectatg

cagtctQacc

aaggcagcgg

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
38490
3900

3960



tatcatcaac
cgaccggagé
cgegagatta
gcgagecgte
atcaaccgeg
.caagttcagﬁ
gccactgaga
cttateccage
tggagcgcect
caatctectgt
ctgccagtta
gagcaggatc
gcgagaaggt
ggaccgtcat
atgeccggege
ccatéaccta
cgccectgeg
agctgcéggc
gtacgctcgg
gaatgtatcg
gccgcatcga
cccagetggg
atattcagca
ccegectgag
gcaatatggc
ctgcecaget
tggacecgege
ceétgttete
tagcadacac
tgtgctgttt

tcggacgggg

aggcttacce
cttttgactg
tgggctegea
acgcccttga
ttteeeggag
éaatcaccqt
tcaacgtggce
ggatggacga
gcagcctgaa
acggtctgca
tttttaatga
aattattagc
atattatgag
gtcgetttea
catcaatgag

tgacggaggce

ggtgggtatc

ggacgcgecg
cgccaacgcce
tatctatace
gaaagaccat
cgtetgetac
gacgctgttc
ccagacgatc
cgagagcggce
gcacgfggcg
gcatcegetg
catggcgecga
agaaaaéaéc
gccacggtat

gcactgg;ac

gtcttactgt
ctaggcgatce
cgctegactg
caatgccaca
gtaaccaagce
ggccgecgec
ggtggtgttt
ggccttegte
gcaaggtacc
gctaaccaac
gcaggtaatt
ccagtgcgece
ctatcgtatg
ccgccaggeg
ctgtgctggyg
ggtgacgeeg
gggctcageg
ctggctaccg
gggcagctgg
cgcaccgggg

attcgegtcg

gccacgacce

gtgetggggg
ggcgaagagg
ccgttaaaac
cgcadccagt
cgcgacgege
atcgaagaga
ccgcacctga
gcagcaccag

gagaagtcag
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cgggaattca
tgtgetgttt
teggacgggg
tcctgégcaa
ttgcgggaga
cagcaaatgé
teccgtagttg
tccagetgeg
catgaaatta
caacagcgaa
ggcgecgteg
ctggattgtt
ttccgecagg
tacgcctgtt
ggctggagga
ctgecgetggg
cgtccggega
gacacgtcac
tﬁaaagtcct
ataaaggcac
aggcctacgg
gcgacgecgyg
ctgaactggc
agatcaccge
agttcgtgat
ccegtegget
tcaaacgeta
ctaggcctga
cagtgeggge
cgcgagatta

gcgagcegtce
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tttaaatagt
qécacggtat
gcactggaac
ataattcaac
gaatgatgaa
cggcggeggt
accgeggagyg
atatttccct
cgtcagcggt
ttattatttt
gcgttagegg
tttcegeatt

cattectgagt

ttacgatécg

gcagggggtce
cgcectggeg

gatagccctce

cgatagcgac

gcegttaagt
caccgecctg
caccgtcgat
gctgcgggaa
cagcgatgcg
cctggagcegg
cceggggagyg
cgaacgcectg
cagcaategce
tgcttgeget
ttttttttte

tgggctegea

acgccecttga

caaaagcctce
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
ca#gagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgctg
gaataaagcce
ccagccagga
tggeggcgge
cggtacggtc
ataacctgaa
gttaacgagg
cgcgggeace
ccctgecaga
gccagaagcet
actcatgcce
gatcaactgce
gagagaaact
tacggcggeca
gaactgatat
agcctgcacce
cggggcctga
éttatcgacc
aatctegect

ctgacggcca

ctgtecggatyg.

tgaactggcce

ctaggcgatce

cgctegactg

caatgccaca

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



tectgagecaa
ttcacctttt
gccccgtcaa
acagcccctt
acggcaaacg
acgttgageg
tggatattca
aagcggtcga
tgegtgeecg
tgcagattgce
cggteggtat
gcggcegeece
gcatgegtgg
ttaccgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttcagggéct
gcattcggge
ccgccaacga
agatgctgcece
aéatgttcgc
gtgacctgat
gccﬁgaaagc
ccgacgagga
vacgtggtgga
atattgtcgg
tgctgegeca
tcgaggtggt
gcatctetge
'ccattéaata
tgaaéacccg

gcgtcggece

ataattcaac
gagccgatga
tcaggacggg
tgacccggtce
ccgggaccag
cacagagcag
cgtcageegg
ggtgatggcg
ccggacccce

cgctgacgce

cgegegctac

cggcgtgttg
cttaaccage
cgatgétacg
aatgcgctac
gatgctctac
gcaaaacggc
ggtgctggeg
ccagactttce
gégcaccgac
cggctcgaac
ggttgacggce
ggcgcgggcyg
ggtggaggce
ggatctgégt
cgcgctgage
chégtcacq
gagtgeggtc
cgaacgctgg
aggcggtatt
cgagggcggg

tgccttcegat
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cactaaacaa
acaatgaaaa
ctgattggeg
tcttcagtaa
tttgacatga
gcaatgegece
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gccgaggceceg
gcgecegttta
acgcagtgcet

tacgcegaga

‘ccgtggtcaa

accteccggea
cﬁcgaatcgc
gcggtgagcet
gaaaacctga
tcécéctcgg
tttattttcet
ttegatgegg
ggcctgegte
atccaggcgg
gccacctacg
gcggtggaag
cgcageggcet
ggcgattace
aacgacatca
gcggagatca
cctgtgeaac
gtagecttetg

aaacaccagc

atcaaccgceg
gaﬁcaaaacg
agtégcctga
aagtggacaa
tcgaccgatt
tggaggcggt
ttgccatcaé
tggtggagat
gccacgtcac
ggatccgcgg
acgccctggce
cggtggaaga
cggtgtcggt

aggcgttect

ccggatcega’

gctgcatctt
gtaféggCat
tcgectetat
atattcgeceg
ccggctacag
aagattttga
cggtg#ccga
ttttcegega
cgcacggcag
agatgatgaa
ttgaggatat
tgcagacctce
atéactatca
aaaatattcc
agacaaccca
cégatgaadg

atcacactct
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ttteecggag
atttgcagta
agaggggctg
cggtctgatc
tatcgecgat
ggaaatagee
taccgcceatc
gatgatggeg
caatctcaaa
cttctcagaa
gctgttggte
ggccaccgag
ctacggcace
cgccteggece

agcgcetgatg

cattactaaa

gaccggeget
Qthgacctc
caccgegegce
cgeggtgccy
tgattacaac
ggcggaaacc
gctggggctyg
caacgagatg
gcgcaacate
cgccagéaat
ggccattctp

ggggecgggce

gggcgtggtt

aattcageccce
cgccgatgaa

gatcgatatg

gtaaccaage
ctggcccage
atchéatgg
gtcgaactgg

tacgcgatca

égtétgctgg_

acgceggeca
étgcagaaga
gataatccgg
caggagacca
ggttcgeagt
ctggagetgg
gaagcggtat
tacgcctcec
ggctattcgg
ggegecggagg
gtgcegtegg
gaagtggegt
accctgatge
aactacgaca
athtgcagc

attgccattce

cegecaateg

ccgccgegta
accggcctceg
attctcaata
gatcggcagt
accggetatce
cagccegaca
tecttttacce
gtggtgatcg

coccatégcg

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240
6300
6360
6420

6480

- 6540

6600
6660
6720
6780
6840
6990
6960

7020

7080

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680

7740



cgatcctcaa
gcattctgeg
cgéggatcgg
tgccgetcag
‘ggcagattgg
tggtgaacga
aagagaccaa
gggagtgacc
cccggageat
gctctetgge

ggcgcagatt

ggagcttate

ccgectecteg
gacagtgaat
gcgtaaagga
cgccaccace
cgggatcgte
cgégctggég
tcttaacgaa
tatcaccéaa
cgtggggacg
ggggtggatc
tgaggcgcetce
gctggtgaac
gcaggtcccee
gatcctgteg
ggccatcgte
‘cccgcagggg
. aaagcgccge
cgcéctgeget

tgagegggtg

agagctgatt
cacgteccgac
catcggtatc

caacctggag

caaaaacgct

‘tcagatggtg

acatgtggtg
atgagcgaga
atecctgacge
gaggtgggce
gccgagcaga
gccattcectg
caggcggage
gccgectttg
agc;aagcgg
gaggtggcge
gcgacgacgg
caggcccetgg
gccgcegecgg
tcgaccatga

actatcgeccece

‘gtactgattg

gaccggggga

aaccgecetge
gagggggtaa
aatccctacyg
ccecategece
gatgtgeagt
ggagaggecg
ccggtacgeg

cgcaaggtaa
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gccggggatgg
gtctccttta
cagtcgaagg
ctgttcteece
gcgegctatg
cggccgaaat
caggacgccg
aaaccatgcg
ctaccggcaa
cgcaggatgt
tgcagcgeca
acgagcgcat
tgctggcgat
tccgggagtce
aggtcagcat

tggcgtccga

gcatgaaagg

cgaaaacacc
tgattggcega
teggtcataa
tcgggcggct
acgacgcecgt
tcaacgtggt
gtaaaaccct
tggcggeggt
ggatcgcecac
gegecctgat
céégggtgat
atgtcgecega
acatccgegg

tggegtccct

aagaagaggg
tggcctggga
ggéccacggt
aggcgccgcet
cgcgcaaaga
ttatggccaa
agcececgtceac
cgtgcaggat
accattgacc
gcggatctee
tgcggtggeg
tctggetate
cgccgacgag
ggeggaagtg
gcegttaata
ctacccgcag
gacgcéggac
gtggtcgatg
tgtggcgatg

cccgcagacg

.ggcgacgctg

cgatttcett
ggcggegatc
gceggtggtyg
ggaagtggcc
cttetteggg
tggcaaccgt
cecggeggge

gggcgcggaa

cgaaccggge

gaccggeceat
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ggttcacgcci
tgcggeccaac
cathatcag
gctgacgetyg
gtcgccttcg
agccgegceta
cctgcacatc
tatcegttag
gatattaccc
cgccagacce
cgcaatttpc
tataacgcge
ctggagcaca
tatcagcagc
gccgggattg
gcgagggegt
aatatcgecg
agcgatgtct
gagaccatca
€cgggcggag
ccggeggege
gacgccgtgt
ctcaaaaagg
gatgaagtga
gegeegggec
ctaagccegg
tcegeggtgg
aacctctaca
gccatcatge
acctacgeeg

gagatgégcg

cgggtggtge
ctgagcggcet
cgcgatctge
gagacctacc
ccggtgeegg
tttcatatca

gacttagtaa

ccaccegetg

tcgagaaggt
ttgagtacca
gccgegegge
tgcgecegtt
cctggcatge
ggcataagct
atatqggeaa
ttgttgecag
égaccctcgc
ctcgecatcta
écgagaccét
tgggcgttagg
agtatgcega
ggtggctcaa
acgacggcgt
cgetgetgga
aggtggtgcg
aagagaccca
tgctcaagac

ttagcggcga

aggcgatgag',

gcggcatgct

cgatatacat

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580

8640

8700

8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540

9600



ccaggatctg
cgagtgégcc
aatgcaggtt
cgtggaggcc
ggcgateccte
gataacggceg
gctgggectce
ggaaagcctg
cagcccggeg
taacgccagce
tgtcaccaac
cgeetttgtg
ggaagccttg
‘gccgégcaat
tcgcgcdagc
tctagegtge
caggtcgtaa
tttt;tgcgc
aatcatccgg
agaccatgac
cttcecggeca
ccgaaaagcc

aggtggttgce

gggtgttcga

aaaacgtgaa
tgattgattc
cccgtatctg
taaagggttt
,aaétagg;at
aacacfggtc
aggécétcga

tcatcgaaga

ctggeggtgg
atggagaatg
atcgeccgeg
aacatggcca

gacctcggeg

.gtccateteg’

gaggatcttt
ttcagtattc
gtgttcgeca
ccgetggaaa
tgectgegeg
gtgctggtgg
tcgecactatg
gcggﬁcgcca
ctctaggtac
accaatgctt
atcactgcat
cgacatcata
ctcgtataat
tagtaaggag

cttgaatget

‘tttcaaggtt

cgaaaattgt
agaagagatc
atacttgect
agtcaaggat
tagccaattg
tgaagttggt
tcaatgtggt
tgaaacaaca
ccataaggtt

tgttgctggt

atacgtttat

ccgtecgggat

aactgagegce
tcgecgggge
ccggcetcegac
ceggdagcggyg
égctggcgga
gtcacgagaa
aagtggtgta
aaattcgtct
cgetgegeca
gecggectceate
gegtggtege
ccgggetgcet
aaataaaaaa
ctggcgtcag
aattcgtgtc
acggttctgg
gtgtggaatt
gacaattcca
ggtagaaaga
actgtgattg
aaéggﬁtacc
aatggtgaaa
ggcatcacte
gtcgacatca
aaaggtcatg
gctaaaggtg
gctectatetg
gttgecttace
ctaaaggcct

atctceatet
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tccgegcaag
ggcggegatg
ccgactgcagu
gttaaccact
ggatgeggeg
gaatatggtce
agcgataaaa
tggcgeggtg
catcaaggag
cgtgegeegg
gétbtcaccé'
gctggacttt
cgggcagggce
actggccggf
ggcacgtcag
gcagccafcg-
éctcaagécg
caaatattct
gtgagcggat
tggctgetge
gaagttccte
gatctggtaa
cagaagtttt
aattgactga
tacccgacaa
tcgttttcaa
ttgattcaca
tccaattget
gtgctaacat
acattccaaa
tgttccacag

gtggtgcttt
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gtgcagggcg
gtgaaagcgg
accgaggtgg
cccggctgtg
atcgtcaacg
agcectgttga
aaatacccge
gagttcettte
ggcgaactgg
caggcgaaag
ggcggtteca
gagateccgce
aatattcggg

caggcgaatt

atgacgtgcc

gaagctgtgg
cactcccgtt
gaaatgagct
aacaatttca
tgctgataga
ttctgtttet
ctggggtact
cgctécaata
aatcataaat
tttggttget
cattccacat
cgtcagaget
atcctettac
tgccaécgaa
ggatttcaga

accttacttc

gaagaacgtt

ggatggccgg
atcgtctgca
tggtgggcgg
cggcgcégct
cggaggggca
ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagccect
tgccgatcga
agaaagtgtt
ttecgecgatat
agcttaﬁcac
gaécagaagg
aaanggcgc
ttttttettg

tatggctgtg

ctggataatg

gttgacaatt
cacaggaaac
ttaaacttaa
ttgaaggctg
actattgcca
gtacaaatgt
actagacatc
aatccagact
caatttttgce

atctectgte

‘atcactgagg

gtcggtcaag
ggcgagggca
cacgttagtg

gttgccttag

9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

110080

10140
10200
10260

10320

10380

10440
10500
10560

10620

10680

10740
10800
10860
10920
10980
11040 -
11100
11160
11220
11280

11340

11400

11460

11520



gttgtggttt
tcggtttggg
catactacca
acgtcaaggt
agttgttgaa
tggéaécatg
acaacaacta
attagattta
tctttgaaag
gccattgetg
gttatccaag
tttgccaatg

aaatccattg

gagaaatggg

ctgggaatca

catccagaac
ccttccaaat
gecegeeggtt
aaagéctgtg
gaaacagacg
aaatggtaac
ttcagectga
ggcggcagta
agcgcegatg
aaaacgaaag
cgctctecetg
cggagggtgg
catcctgacg

atacatttaa

‘tegttttaca

cacatcccee

cgtcgaaggt
tgagatcatc
agagtctgcet
tgctaggcta
tggccaatce
tggctctgte
cccaatgaag
ttggatccag
ttaacgecege
cattctggag
tctecgecatgg
aagagtatgt
gagtcccagg
ctgtggeaac
ggagaccaaa
catatctgaa
ctaaggtagt
gta;gatcat
acatcattgt
aagttgaatt
ccgggetgea
tacagattaa
gegeggtggt
gtagtgtggg
gcteagtega
agtaggacaa
cgggcaggac
gatggeccttt
atggtaccct
acgtcgtgac

tttecgeccage
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ctaggctggg
agattcggtc
ggtgttgctg
atggctac;t
gctcaaggtt'
gaagacttcc
aacctgecgg
gaéacagact
tttgttcgac
ggatttcggt
ttggagaacg
taacaaatta
tgcagttaag
tteeggtace
gtacttcatt
gggcaggaat -
agtatttgaa&
tggtattgcece
Caaaaaqcac
catttttgac
ggcatgcaag
atcagaacge
cccacctgac
gtctececat
aagactgggce
atccgeeggg

gcccegecata

‘ttgegtttet

ctagtcaaég
tgggaaaacc

tggcgtaata

gtaacaacgc
aaatgttttt
atttgatcac
ctggtaagga
taattacctg
cattatttga
acatgattga
agaattatgg
gtcgacggta
aaggécaaac
tttgatgcca
gaagctgaaa
ctgtgcaacg
cgfgatatgg
accgctaatg
ggéttaggat
gacgctcéag
actaétttcg
gaatccatca
gactacttat
cttggcectgtt
agaagecggtce
cccatgccga
gcgagagtag
ctttégtttt
agcggatttg
aactgccagg
acaaactcca
ccttaagtga
ctggcgttaq

gcgaagagge
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ttctgetgece
cccagaatct
cacctgeget
cgcctgggaa
caaagaagtt
agccgtatac
agaaﬁtagat
gattgactac
ccattatcat
cttatttega
ttgctaagtt
ttceggtcaa
ctttgaacge
cacaaaaaﬁg
atgtcaaaca
atccgatcaa
caggtaftgc

acttggactt

gagttggegg

atgctaagga
ttggcggat§
tgataaaaca
actcagaagt
ggaactgcéa
atctgttgtt
aacgttgcga
catcaaatta
gctggatcgg
gtqgtattac
ccaaéttaat

ccgcaccgat

étccaaagag
agagaagaaa
ggtggtagaa
tgtgaaaagg
cacgaatgét
caaatcgttt
ctacatgaag
taaacctcta
ctctcaacca

tgetgaacac

cgctccagac

gtacggtgaa

tctaccaaaa
gttcgﬁgcat
gggtaaécct
tgagcaagac
cgcéggaaaa
cctaaaggaa
ctacaétgcc
cgatcféttg
agagaagatt
gaatttgect
gaaacgccgt
ggcatcaaat
tgtcggtgaa

agcaacggcce

.agcagaaggc

gcgctagagt
ggactggecg
cgccttgeag

cgeccttece

11580
11640
11700
11766

11820

11880-

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

- 12780

12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320

13380
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aacagttgcg cagcctg;at ggcéaatggc gcctgatgeg gtattttcte cttacgeatc 13440
téﬁgéggtat ttcacaccgce atatggtgca ctctcagtac aatctgectct gatgecgeat 13500
‘agttaagcca gccccgacac ccgecaacac ccgcetgacga get 13543
<210> 54
<211> 13402
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Plasmido
<400> 54 4

tagtaaagcc ctcgctagat tttaatgcgg atgttgcgat tacttcgcecca actattgega 60
taacaagaaa aagccagcct ttcatgatat atctcccaat ttgtgtaggg cttattatge 120
acgcttaaaa ataataaaag cagacttgac ctgatagttt ggetgtgage aattatgtge 180
ttagtgcatc taacgcttga gttaagccge gececgecgaage ggcgtegget tgaacgaatt 240
gttagacatt atttgccgac taccttggtg atctcgectt tcacgtagtg gacaaattct 300
ﬁccaactgat ctgcgcgecga ggccaagcega tcttcecttcett gtccaagata agcctgtcta 360
gbttcaagta'tgachgctg atactgggce ggcaggeget ccattgecceca gteggeageg 420
acatccttcecg gegegatttt geeggttact gegetgtacc aaatgcggga caacgtaage 480
actacatttc gctcategee ageccagtcg ggeggegagt tccataécgt taaggt£tca 540
tttagcgecet caaatagatc ctgttcagga accggatcéa agagttcétc cgeegetgga 600
cctaccaagg caacgctatg ttctcecttget tttgfcagca agatagccag atcaatgtcg 660
ategtggctg gdtcgaagat acctgcaaga atgtcattgc gctgecattce ﬁccaaattgé 720 -
agttcgeget tagctggata acgecacgga atgatgtcegt cgtgeacaac aatggtgact 780
tctacagegec ggagaatctc gectctctcca ggggaagecg aagtttccaa aaggtcegttg 840
atcaaagctc gecgegttgt ttc;tcaagc cttacégtca ccgt;aécag caaatcaata 900
tcactgtgtg gcttcaggec geccatccact gcggagccgt acaaatgtac ggccagcaac 960
gtcggttecga gatggcgecte gatgacgcca actacctcetg atagttgagt cgatacttcg 1020
gcgatcaccg cttcectcat gatgtttaac tttgttttag ggegactgec ctgcectgegta 1080
acatcgttge tgctccataa catcaaacat cgacccacgg cgtaacgcge ttgctgcettg 1140
gatgecegag gcatagactg taccccaaaa aaacagtcat aacaagccat ggaaaccgcc 1200
actgegecgt taccaceget gegtteggtc aaggttetgg accagttgeg tgagegeata 1260
égctéc;tgc attacagctt acgaaccgaa caggcttatg tccactgggt tcgtgectte 1320
’atccgtttcc aééétgtgcg tcacccggeca accttgggca gcagcgaagt cgagécattt 1380
ctgtcctgge tggcgaacga gcgcaéggtt teggtctceca cgcatcgﬁca ggcattggeg. 1440



gccttgctgt
ggaagaccte
atcctcggtt
atgcggatca
atcatcgtge
gcacccagcc
.ctgttctggt
gctgaaageg
gctceegtgt
tgtgtgactg
ttgttttact
cgatctgttce
ctatcttttt
ggtgaacagt
ccataagaac
ttttgegtga
aattttgcct
cttagtecgt
atttttatct
tggaaaatca
taagtgttta
tggtagttat
gccttgtgag
tatttgtttt
aaaagataag
gcatagtttg
gttctegtea
~atgttcatca
gggtttteaa
tccéttaagt

atacatctca

tcttctacgg
ggcegtegeg
ttctggaagg
gtgagggttt
gggagggcaa
tgcgcéagca
gttgct;gtt
ctatttcttc
tgtecggeage
ttgagctgta
ggtttcacct
atggtgaaca
tacaccgttt
tgttctactt
ctcagatcct
g¢catgagaa
caaaactggt
tatgtaggta
ggttgttcte
acgtatcagt
aatctttact
tttcaagcat
ttttcettttg
caaaagactt
gcaatatcte
tccactggaa
teagetctet
tctgagcgfa
tcgtggggtt
catagcgact

attggtctag
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caaggtgctg
écgcttgccg
cgagcatcgt
gcaacfgcgg
gggctccaag
ggggaattaa

tgttatcaga

cagaattgéc

tttgattcga
acaagttgtc
gttctattég
gctttgaatg
tcatctgtge
tfgtttgtta
tcegtattta
cgaaccattg

gagctgaatt

ggaatctgat’

aagttecggtt
cgggeggect
tattggttte
taacatgaac
tgttagtﬁct
aacaﬁgttcc
ttcactaaaa
aatctcaaag
ggttgettta
ttggttataa
gagtagtgcce
aat;gcthgt

gtgattttaa

tgcacggatc
gtggtgctga
ttgttcgecee

gtcaaggatce

‘gatcgggeet

ttcccacggg
atcgcagatc
atgatttttt
taagcagcat
tcaggtgttc
gtgttacatg
caccaaaaac
atatggacag
gtcttgatge
gcecagtatgt
agatcatact
tttgcagtta
gtaatggttg
acgagatcca
cgcttatcaa
aaaacccatt
ttaaattcat
tttaataacc
agattatatt
actaattcta
cctttaacca
gctaatacac
gtgaacgata
acacagcata
tCatttgctt

tcactatacc
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tgccctggét

ccccggatga

agcttctgta
tggatttecga
tgatgttace
ttttgctgee
cggcttcagc
ccccacggga
cgectgttte
aatttcatgt
ctgttcatct
tcgtaaaagc
ttttecettt
ttcactgata
tctctagtgt
tactttgceat
aagcatcgtg
ttggtatttt
tttgtctate
ccaccaattt
ggttaagéct
caaggctaat
actcataaat
ttatgaattt
attttteget
aaggattcct
cataagcatt
cegtcegtte
aaattagett

tgaaaacaac

.aattgagatg

tcaggagatc

‘agtggttcge

tggaacggge
tcacggcacg
cgagagcttg
cgcaaacggg
cggtttgeeg
ggcgtcactg
aggctgtcta
tctagttget
gttaéattgt
tctgatgtat
gatatgtaac
gatacaagag
ggttcgttgt
gtcactcaaa
tagtgttttt
gtcaccatte
tagttcaact
catattgetg
tttaaactca
ctctatattt
cctcatagag
ttttaactgg
tgagaacttg
gatttccaca
ttcecctactg
tttcettgta
ggtttecatge
taattcagac

ggctagtcaa

1500

1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2046
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120

3180

3240

3300



tgataattac
gcﬁggaaaac
ttttttgttt
aaaagaatag
aaaaggatgt
ttaagtagca
caggcacctg
agtgaatggg
cataatacaa
tggtgctatc
acttcggatt
tatcatcaac

cgaceggagg

cgcgagatta’

gcgagecgte
atcaaccgcg
caagttcaga
gccactgaga
qttatccagc
tégagcgdct
caatctetgt
ctg;éagtta
gagéaggatc
gcgagaaggt
ggaccgteat
atgceggege
ccataaccta
cgeeectgeg
‘agctgeegge
gtaégctcgg
gaatgtateg

gccgcatcga

tagtcctttt
ttgtaaattc
atattcaagt
atcccagecce
cgcaaacgct
ccctegecaag
agtcgctgte
ggtaaatgge
gaaaagcccyg
tgactttttg
atccegtgac
aggcttaccc
cttttgactg
tgggctcgea
écgcccttga.
tttcecggag
caatcaccct
tcaacgtggc
ggatggacga
gcagectgaa
acggtctgeca
tttttaatga
aattaﬁtagc
atattatgag
gtcegetttca
catcaatgag
tgacggaggc
ggtgggtatc
ggacgcgecyg
cgccaacgce
tatctatacce

gaaagaccat
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cctttgagtt
tgctagacce
ggttataatt
tgtgtataac
gtttgetect
ctcgggcaaa
tttttegtga
actacaggcg
tcacgggcett
ctgttcagca
aggtcattca
gtcttactgt
ctaggcgatc
cgctcgactyg
éaatgccaca
gtaaccaagc
ggcecgecgece
ggtggtgttt
ggcettegte
gcaaggtacc
gctaaccaac
gcaggtaatt
ccagtgégcc
ctatcgtatg
ccgccaggeg
ctgtgetggg
ggtgacgccg
gggctcageg
ctggctaccg
gggcagetgg
cgcaccggég

attecgegteg

gtgggtatct
tctgtaaatt
tatagaataa
tcactacttt
ctacaaaaca
tcgbtgaata
cattcagtte
ccttttatgg
ctcagggcgt
gttecctgece
gactggctaa
cgggaattca
ﬁgtgctgttt
tcggacgggg
tcectgagcaa
ttgcgggaga
cagcaéatgg
tccgﬁagttg
tccagetgeg
catgaaatta
caacégcgaa
ggcgeegtceg
ctggattgtt
ftccgccagg

tacgcctgtt

ggctggagga

ctgcgetggg
cgteeggega
gacacgtcéc
ttaaagtcct
ataaaggcac

aggcctacgg
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gtaaattctg
ccgetagace
agaaagaata
agtcagttcc
gaccttaaaa
ttecttttgt
gctgegetea
attcatgcaa
tttatggcgg
tctgattttce
tgcaccecagt

tttaaatagt

gccacggtat

gcactggaac
ataattcaac

gaatgatgaa

.eggcggeggt

accgcggagg
afatttccct
cgtcageggt
ttattatttt
gcgttagegg
tttecegeatt
cattctgagt
ttacgatcecg
gcagggggte
cgccetggeg
gatagcccte
cgatagcgac
gdégttaagt
caccgccctg

caccgtcgat

ctagaccttt
tttgtgtgtt
aaaaaagata
gcagtattac

ccctaaagge

ctccgaccat’

cggctetgge
ggaaactacc
gtctgectatg
cagtctgace
aaggcagcgg
caaaagcctc
gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
caagagccaa
ggaaaaaaaa
caacacgcetg
gaataaaécc
ccagccagga
tggcggegge
cggtacggtc
ataacctgaa
gttaacgagg
cgcgggcace
ccctgccaga
gccagaagct
actcatgcce
g;tcéactéc

gagagaaact

tacggcggea

gaactgatat

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



cccagetggg

atattcagca
cccgectgag
gcaﬁtatggc
ctgccéagct
cgcacctgac
cagcaccagc
agaagtcagg
actaaacaaa
caatgaaaag
tgattggcga
cttcagtaaa
ttgacatgaf

caatgcgect

aggagatcat

agatgaacgt

ccaaccagtg

ccgaggccgg
cgcegtttaa
cgcagtgctce

acgccgagac

cgtggtéaaa

cctecggeac
tcgaatcgeg
cggtgagetg
aaaacctgat
ccc;ctcgga
ttatﬁttctc
tecgatgcgga
gcdtécgtcc

tccaggeggt

cgtctgctac
gacgctgtte
ccagacgatc
cgagagcggce
gcaccctgat
agtgeggget
gcgaga;tat
cgagccgtca
tcaaccgegt
atcaaaacga
gtggcctgaa
égtggacaac
cgaccgattt
ggaggcggtg
tgccatcact

ggtggagatg

‘ccacgtcace

Qatécgcggc

cgccetggeg
ggtggaagag
ggtgtcggte
ggcgttcete
cggatccgaa
ctgcatcttc
tatcggeatg
cgcctetatg
tattcgecege
cggctacagce
agattttgat
ggtgéccéaq

tttcecgegag
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gccacgaccce
gtgctggggg
ggcgaagagg
ccgttaaaac
gcttgegett
ttttttttee
gggctegecac
cgeccttgac
tteceggagg
tttgcagtac
gaggggctga
ggtctgatcg
atcgecgatt
gaaatagccce
accgccatea

atgatggege

aatctcaaaqg

tfctcagaac
ctgttggtcg
gccaccgagc
tacggcaccg
gecteggect
gcgctgafgg
attactaaag
accggcgctg
ctcgaccteg
accgegegea
gcggtgecga
gattacaaca
gcggaaacca

ctggggctgce

gcgacgccgg
ctgaactgge
agatcaccgce
agttcgtgat
gaagtggcct
taggcgatct
gctcgactgt
aatgccacat
taaccaagct
tggceccageg
tcgeccatgga
tdgéactgga

acgegatcaa

‘gtatgctggt

cgccggecaa
tgcagaagat
ataatceggt
aggégaccac
gttcgcagtg
tggagetggg
aagcggtatt
acgcctqccg
gctattcgga
gcgeeggggt
tgeccgteggg
aagtggcgtc
cectgatgea
actacgacaa

tcctgeageg

ttgccatteg

cgccaatcge’
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gctgegggaa
cagcgatgeg
cctggagegg
ccecggggagyg
agcaaacaca
gtgctgtttg
cggacggggg
cctgagcaaa
tcaccttttg
cceccgtceaat
cagccccettt

cggcaaacgc

cgttgagege

ggatattcac
ageggtcgag
gcgtgeccege

gcagattgec

ggtcggtate-

cggcegecec
catgcgtgge
taccgacggce
cgggttgaaa
gagcaagtcg
tcagggactg
cattegggeg
cgccaaqq#c
gatgetgeeg
catgttegec
tgaccﬁgatg
ccagaaagceg

cgacgaggag

agcetgeace
cggggcectga
cttatcgacc
aatctcgect

gaaaaaagcee

ccacggtatg

cactggaacg
taattcaacc
agccgatgaa
caggacgggc
gacccggtct
cgggaccagt
acagagcégg
gtcagccggg
gtgatggege
cggacccect
gctgacgecg

gegegetacg

ggcgtgttga.

ttaaccagct
gatgatacgce
atgegcetaca
Atgétctacc
caaaacggcg
gtgctggegg
éagactttct
ggcacecgact
ggcﬁcgéact
gttgacggeg
gcgcgggcga

gtggaggccg

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
594b
60h0

6060

-6120

6180

6240

6300

6360

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7080



ccacctacgce
cggtggaaga
gcagcggett
gcgattacct
acgacatcaa
wcggagatéaa
ctgtgcaaca
tagecttetge
aacaccagca
ccggggtgga
tctecetttat
agtcgaaggg
tgttctcccé
cgcgetatge
ggccgaaatt
aggacgccga
aaccatgcgc
taccggcaaa
gcaggatgtg
gcagcgecat
cgagcgcatt
gctggegatc
ccgggagtcg
ggtcagcatg
égcgtccgac
catgaaaggg
gaaaacaccg
gattggcgat
cggtcataac
cgggcggetyg
cgacgccgtc

éaacgtggtg

gcacggcage
gatggtéqagA
tgaggatate
gcadacctdg
tgactatcag
aaatattccg
gacaacccaa
cgatgaacgce
tcacactctg
agaagagggg
ggcctgggat
gaccacggtc
égcgccgctg
gégcaaagag
tatggccaaa
gcecgtcacc
gtgcaggatt
ccattgacceg
cggatctccc
gcggtggcege
ctggctatet
gccgacgage
gcggaagtgt
ccgttaatag
taccecgecagg
acgcéggaca
tggtcgaﬁga
gtggcgatgg
ccgcagacgce
gcgacgctge
gatttccttg

gcggegatece
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aacgagatgc
cgcaacatca
gccagcaata
gccattcteg
gggccgggcea
ggcgtggtte
attcagccecct
gccgatgaag
atcgatatgé
cttcacgecee
geggeccaace
atccatcage
ctgacgetgg
tcaccttcecge
gecgegetat
ctgcacatcg
atccgttage
atattaccct
gccagaccct
gcaatttccg
ataacgeget
tggagcacac
atqagcagcg
ccgggattga
cgagggcegtt
atatcgccgg

gcgatgtetce

agaccatcac

cgggeggggt
cggcggcgcea
acgccgtgtg

tcaaaaagga

cgcegegtaa
ceggcctcga
ttcﬁcaatat
atcggcagtt
ccggctatceg
égccCgacac
cttttaccet
tggtgatcgg
cccatggege
gaggtggtgeg
tgagcggctce
gcgatctgct
agacctaccg
cggtgceggt
ttcatatcaa
acttagtaag
cacccgetge
cgagaaggtg
tgagtaccag
ccgegeggeg
gegeecgtte
ctggcatgcg
gcataagctg
tatcggcaac
tgttgcecage
gaccctcgcece
tcgeatctat
cgagaccatt
gggcgttgge
gtatgccgag
gtggctcaat

cgacggcgtg
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cgtggtggag
tattgtegge
gctgegecag,
cgaggtggtg
catcﬁctgcé
cattgaataa
géaaacccgc
cgtcggecct
gatcctcaaa
cattcetgege
ggggatcgge
gccgetcage
gcagattggce
ggtgaacgat
agagaccaaa
ggagtgacca
ccggagcata
ctetetggeg
gcgcagattg
gagcttatceg
cgetectege
acagtgaatg
cgtaaaggaé
gccaccaccg
gggatcgtcg

gcgetggage

cttaacgaag

atcaccgaat
gtggggacga
gggtggatcg
gaggcgeteg

ctggtgaaca

gatctgagtg

gcgctgagece

cgggtcaccg
agtgcggtca

gaacgctggg

ggcggtatte

gagggcgggyg

gccttegata
gagctgattg
acgtccgacg
atcggtatce
aacctggage
aaaaacgctg
cagatggtgc
catgtggtge

tgagcgagaa

tcetgacgee

aggtgggece

ccgagcagat

ccattecctga
aggcggagct
ccgecctttgt
gctaagcgga
aggtggcget
cgacgacggg
aggcccetgge
ccgcgecggt
cg;ccatgat
ctategeect
tacﬁgattga
accgggggat

accgcectgeg

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160

8220

8280

8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940

9000



taaaaccctg
ggceggeggtyg
gatcgccacce
cgcecctgatt
gcgggtgatce
tgtegecgag
catccgegge
ggcgtecetg
tacgtttatt
cgtcgggatg
actgagecgece
cgecggggcg
cggctcgacg
€ggggcgggyg
getggeggaa
tcacgagaat
‘agtggtqtac
aattcgtctc
gctgcgecag
-cggctecateg
cgtggtecgee
égggctgcta
aataaaaaag
tggegtcagg
attecgtgteg
éggttctggc
tgtggaattg
acaattccat
gtaga@agag
~c§§tgattgg

agggataccc

ccggtggtgy
gaagtggeeg
ttctteggge
ggcaaccgtt
ccggcgggea
ggcgcggaag
gaaccgggca
accggcecatg
ccgegcaagg
gcggegatgg
cgactgcaga
ttaaccactc
gatgcggcga
aatatggtca
gcgataaaaa
ggcgeggtgg
atcaqggagg
gtgcgccggc
gtctcacceg
ctggactttg
gggcagggea
ctggeeggte
gcacgtcaga
cagccatcgg
ctcaaggcge
aaatattctg
tgagcggata
ggctgctget
aagttcctct
atctggtaac

agaagtttte
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atgaagtgac
cgccgggeca
taagccegga
ccgeggtggt
acctctacat
ccatcatgca
cccacgeegyg
agatgagcgce
tgcagggcgg
tgaaagegga
ccgaggtggt
cecggcetgtge
tcgtcaacge
gectgttgat
aatacccgeot

agttctttcg

gcgaactggt

aggcgaaaga

geggttecat
agatcécgca
atattegggg
aggcgaatta
tgacgtgcct
aagctgtggt
actccegtte
aaatgagcetg
acaatttcac
gctgatagat
tctgtttett

tggggtacta

gctcecaatag

gctgctggag
ggtggtgcegg
agagacccag
gctcaagacc
tagcggcgaa
ggcgatgage
cggcatgett
gatatacatc
gatggccggce
tegtetgeaa
ggtgggcgge
ggcgecgetg
ggaggggcag
taaaaccgag
ggccaaagtg
ggaagccctce
gcqgatcgat
gaaagtgttt
tegegatatce
gcttatcacg
aacagaaggg
aacgggcgcet
tttﬁtcttgt
atggctgtge
tggataatgt
ttgacaatﬁa

acaggaaaca

taaacttaac

tgaaggctgc
ctattgccaa

tacaaatgtg
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caggtccceeg
atcctgtcga
gccaﬁcgtcc
ccgcaggggg
aagcgcegceg
gcctgegete
gagcgggtge
caggatctgc
gagtgcgcca
atgcaggtta
gtggaggcca
gcgatccteg
ataacggegg
ctgggccteg

gaaagcctgt

agcccggcgyg

aacgccagcee
gtcéccaact
gcctttgtgg
gaagccttgt
ecgegeaatg
cgcgecagea

ctagcgtgca

~aggtcgtaaa

tttttgegeco
atcatccgge
gaccatQact
ttccggeccac
cgaaaagcét
ggtggttgee

ggtgttcgaa

agggggtaat
atccctacgg
ccatcgeecg
atgtgcagte
gagaggccga
cggtacgega
gcaaggtaat
tggcggtgga
tggagaatgce
tcgecegega
acatggcqat
acctceggege
tcecatctege
aggatctttce

tcagtatteg

tgttcgccaa

cgctggaaaa
Qcctécgcgc
tgetggtggg
cgcactatgg
cggtcgecac
tctaggtaca
ccaatgette
tcactgcata
gacatcataa
tcgtataatg
agtaaggagg
ttgaatgctg
ttcaaggtta
gaaaattgta

gaagagatca

9060

9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740
10800

10860



atggtgaaaa
gcatcactct
ftcgécatcat
aaggtcatgt
ctaaaggtgt
céctatctgg
ttgcttacca
taaaggecctt
tctccatctg
taggctgggg
gattcggtca
gtgttgctga
tggctactte
ctcaaggttt
aagacttccc
acctgcegga
aaacagacta
ttgttcgacg
gatttcggta
tggagaacgt
aacaaattag
gcagttaagc
vtccdgtaccc
tacttcatta
ggcaggaatg
gtatttgaag
ggtattgcca
‘aaaaaccacg
‘atttttgacg
gcatgcaagce
tcagaacgca

ccacctgace

attgactgaa
accégacaﬁt_
cgttttcaac’
tgattcacac
ccaattgcta
tgctaacatt
cattccaaag
gttccacaga
tggtgctttg
taacaacgct
aatgttttte
tttgatcacg
tggtaaggac
aattacctgce
éttatttgaa
catgattgaé
gaattatggg
tcgacggtac
aggacaaécc
ttgatgccat
aagctggaat
tgtgcaacgc
gtéatatggc
ccgctaatga
gcttaggata
acgctccage
ctactttcga
aatccatcag
actacttata
ttggctéttt
gaagcggtct

ccatgccgaa

ES 2552317713

atcataaata
tgggttgcta
étthaqatc
gtéagagcta
tcctcettaca
gccaccgaag
gatttcagag
ccttacttec
aagaacgttg
tctgctgccé
ccagaatcta
acctgcgetg
gcctgggaat
éaagaagttc
gccgtatacc
gaattagatc
attgactact
cattatcaté
étattﬁcgat
tgctaagttc
tccggtcaag
tttgaéégct
acaaaaatgg
tgtcaaacag
tccgatcaat
aggtattgcecce
cttggacttc
agttggcggc
tgctaaggac

tggcggatga

gataaaacag

ctcagaagtg

ctagacatca
atccagactt
aaﬁttttgcd
tctcctgtcﬁ

tcactgagga

‘tegetcaaga

gcgagggcaa.

acgttagtgt
ttgccﬁtagg
tccaaagagt
gagaagaaac
gtgﬁtagaaa

gtgaaaagga

acgaatggtt

aaatcgttta
tacétgaaga
éaacctctat
tctecaaccag
gctgaacacg

gctccagact

tacggtgaaa

cﬁaccaaaag
ttegagcecatce
ggtaagcctce
gagcaagacc
gccggaaaag
ctaaaggaaa
tacaatgccg
gatctgttga

gagaagattt

aatttgcctg

-aaacgecgta
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aaacgtgaaa
gattgattca
ccgtatetgt
aaégggtttt
actagg;aﬁt
acacthtct
ggacgtdgac
catégaaga£
ttgtggttte
cggtttgggt
atactaccaa
cgtcaaggtt
gttgttgaat
ggaaacatgt
caacaactac
ttagatttat
ctttgaaagt
écattgctgc
ttatccaaét
ttgccaatga
aatccattga
agaaatgggce
tgggaaﬁcag
atccagaace
cttccaaatce
cegeeggttg
aaggctgtga
aaacagacga
aatggtaacc
tcagcctgat
gcggeagtag

gcgeegatgg

tacttgcctg
gtcaaggatg
agccaattga
gaagttggtg
caatgtggtg
gaaacaacag
ca£aaggttc
gtigctggﬁa
gtcgaaggte
gagatcatca
gagtetgetg

gctaggctaa

ggccaatccg

ggctctgteg
ccaatgaaga
tggatccagg
taacgccget
attctggagg
ctcgecatggt
agagtatgtt
agtceccaggt
tgtggcaact

gagaccaaag

atatctgaag

taaggtagta
taagatcatt
catcattgtce
agttgaatte
cgggetgcag
acagattaaa
cgeggtggte

tagtgtgggg

10920
10980
11040
11100
11160
11220°
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720

12780



tctececccatg
agactgggcc
tccgecggga
ccegecataa
tgcgtt#cté
tagtcaaggc
gggaaaaccc
égcgtaatag
gcgaatggeg
tatggtécac

cgccaacacc

<210>
<211>
<212>
<213>

55
14443
DNA

<220>
<223>

<400> 55
ttctgataac

attaattcecec
ccttggagcece
" tcagagatat
catcctéagc
gctcatgatc
gggtgaggcg
ggggcgtctt

tatcctgegg
gcgceccacce
céacgagaac
ttgcgaagcg
tgaggegetg
tceeggette

gtctgacatc

cgagagtagg
tttegtttta
gcggatttga
actgccagge
caaactccag
cttaagtgag
tggcgttace
cgaagaggece
cctgatgcgg
tctcagtaca

cgctgacgag

Secuencia Atrtificial

Plasmido

aaactagcaa
ctgctegege
cttcttacag
gtttacgtag
aaataattca
ctgtgttgtg
ggctttgece
ggcgteccett
gagaccctgc
accattgcgt
accgccggec
ctgcatttcg
atgacgecgeg
atccagaaca

gtcaagttet

ES 2552317713

gaactgccag
toctgttgttt
acgttgecgaa
atcaaattaa
ctggatcggg
tcgtattacg
caacttaatc
cgcaccgate
tattttectce
atctgctctg

ct

caccagaaca
aggctgggtg
agatgaaéaa
ategaagage
accactaaac
gtgaagccct
cttacgeagy
cagccttttt
gggccagcaa
tcgttaaget
ggatgatcac
gcgccatcag
agcatgagac
agcagtcgca

cggatgagga

gcatcaaata
gtcggtgaac
gcaacggccece
gcagﬁaggcc
cgctagagta
gactggccgt
gccttgcagd
geectteeca
ttacgcatct

atgccgcata

gcecegtttge
ccaagctcte
caaaccgcga
accggtgttt
aaatca;cég
gatcgacatg
cggagcggfc
taccggtcett
ggtggatttce
ggttgatggc
cgaggccgaa
ccttattece
ccgegteate
catggceccge

cctggegtgy

121

aaacgaaagg
gctctectga
ggégggtggg
atcctgacgg
taqgtttaaa
cgttttacaa
acatcccccet
acagttgege
gtgcggtatt

gttaagccag

gggcagcaaa
gggtaacatc
cgccaggegyg
aaacgccctt
cgtttecegyg
ctgccécggc
ttcaacacgg
tcecgacgaca
agctattgeg
catgcgacct
ctteceggect
gaaccctgeg
tegetegate
atccgeegea

ttcggtetgo

ctcagtcgaa
gtaggacaaa
gégcaggacq
atggectttt
tggtaqcctc
cgtcgtéact
‘ttcgecaget
agcctgaatg
tcacaccgca

cceecgacace

acccgtggga

aaggcccgat

catcgeggte

gacgatgecca |

aggtaaccga
agacgacgct
caattgcgct
tgatgggega
cdaccctgtc
acgcttttta
tgggagcgga
gcagcaccta
cgaacattcg
tggcggcgat

aaggcgacga

12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380

13402

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

© 780

840

900



ggacacgctt
cgccaagggt
cgaagtggtc
gaaaatgcag
aaaagctttg
tccgcctttc
ccegegecat
aaaccegege
gaagccaggg
cctgacgatg
cgactteget
gaaccaagtq
cacgcaactg
tcatggcttg
aagcgegtta
agggcagtcg
cgactcaact
chtacattt
tgctggttac
ffttgga;ac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
.taacgctatg
tgtccecegeat
#étgggcaat
cttatcﬁtgg
tccéctacgt
caagccgacg
ttgcﬁqacag

agccctacac

gcccgecact
gccgtgggtt
gatacggtcg
ggcdtgctga
gegcttggeg
gcgcatgaaa
tgegegggtt
cattgegegg
cagatccgtg
cgtggagacc
gctgcccaag
gacataagecce
gtccagaacce
ttatgactgt
cgcegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctce
ggtgaccgta

ttcggettece

cgacgacatc

gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgateeg
gaactcgeeg
ttggtacage
ggagcgectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc

aaattgggag

ES 2552317713

ggctgcacca
acagcgccaa
gcgeeggega
ccaaagcgcea
cgaaageccgce
tcggtttgtg
tttttatgee
gtttttttat
cacagcacct
gaaaccttgce
gttgeccgggt
tgttecggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
goagtqgaty
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtggc
attcttgcag
aaagcaagég
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg

ccggeccagt

gatcgcttgg_

atcaccaagy
gcgeggetta
aggtcaagtc

atatatcatg

cggtgcaaaa
tctcaaggtg

tacgttcgat

ggtggctteg:

tgcggtcact
attaattaaa
cgaaggcgeg
gcccgaacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagcgcca
gcggectgaa
aaacaacééé
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatqgc
atcagcccgt
cctegegege
tagtcggéaa
actcaagegt

tgcttttatt

aaaggctggc

122

ctegtegttg
gaagtggcct
gccggcattc
ctgagcgaag

gtctegeggg

gcacgeagte

dcagcacgca
cégaggtctt
gaacagcaag
cagccaggac

gtggaaacgg

'atgcaagtag

taacggcgca
gcctcgggea
cagcaacgat

agcggtgatc

tctcgaaccg

gccacacagt

gcgagdtttg

ccgcgcﬁgta
taagcgégaa
gccagccacg
tgecttggta
tgaggegeta
gcgaaatgta
gccgaaggat

catacttgaa

‘agatcagttg

ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc

tttttottgt

tcacccgtag
ccgagegegt

ttgetteget

agcagatcag

ctggcgcaaa
aaacaaaaaa
gtcaaacaaa
ccgatctcect
gccgcecaatg
agaaatécct
atgaaggcaq
cgtatgcgcet

gtggcggttt

‘tccaageage

gttacgcagc
gccgaagtat,
acgttgcectgg
gatattgatf
atcaéégacc
gaagtcacca
ctgcaattté
atcéacattg
ggtccagegg
aatgaaacct

gtgcttacgt

gtegetgeeg

gcﬁagacagg
gaagaatttg
acaattegtt
aagcacataa

gtgcataapa

tatcgcaata

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



gttggcgaag

agegggtgtt

gagagtgcéc
caggcgccat
ttcgectatta
gccagggttt
taaggccettg
tttgtagaaa
cagtttatgg
ccgeteecegg
gaaaégccca
ctcgeatggg
atggggtcag
cttctgcgtt
ccaagcttge
tagtcgtcaa
gattcegtggt

gtagtggcaa

gcgteottcaa
aagccattce
gcggtaatga
‘tcacgggtac
cacagcttaa
gcttctaatt
tcaaacgtte
tccttaccga
tcgacgtcga
attctagtct
qatgtccggc
taafgggaag

aattaaacct

taatcgcaac
ggcgggtgte
catatgéggt
tcgecattea
cgccagetgg
tcccagteac
actagagggt
cgcaaaaagg
cgggcgtect
cggatttgtce
gtctttégac
gégaccCcac
gtgggaccac
ctgatttaat
atgcctgcag
aaatgaattce
tt;tgacaat
taccagtéat
atactactac
tgcccttcag
agtactttgg
cggaagttgc
ctgcacctgg
tgttaacata
tccaacc#tg
aatccctcca

acaaagcgge

gtttcctéga:

aggttcttda

tcttegacag:

tgagcggatt

ES 2552317713

atccgecatta
ggggctggcet
gtgaaatace

Qgctgcgcaa

cgaaaggggg

gacgttgtaa
accatttaaa
ccatcegtca
geccegecace
ctactcagga

tgagccttte

actaccatcg

cgcgetactg
ctgtatcagg

ceegggttac

aacttcgtct

gatgtcaéag
cttacaacég
cttagattfg
ataﬁggttct
tctecetgatt
cacagcccat
gacttcaatg
ctcttcattg
cgagacttgg
gaatgcagca
gttaacttte
tccaataaat
ttgggtagtt
agccacatgt

ggccattcaa

aaatctagcg
taactatgcg
gcacagatgce

ctgttgggaa

atgtgctgcea

aécgacggcc
tgtatactct
ggatggectt
cteegggeeg
gagcgtgcac
gttttatttg
gcgctacgge
ccgccaggca
ctgaaaatct
catttcaaca
gfttcggcat
cctttttect
geggetttte
gaagggtctt
ggatgaggct
ccc#éatgct
ttctettttg
gatttttcac
gcaaagtctg
ataacgtgtt
atggctggtt
aaagatagag
ctaatcttca
gttgfaaacg
ttcééacéat

caactccettt

123

agggctttac
gcatcagagc
gtaaggagaa
gggcgatcgg
aggcgattaa
agtccgtaat
agcgceccgat
ctgcttaatt
ttgcttegea
cgacaéacaa
atgcctggca
gtttcacttc
aattctgttt
tctctcatce
gatcgtectt
tgtagccgece
ttaggaagtc
cggeggeaat
gctcattgat
taccectgttt
cgaaccattt
gtagagcgtt
cgtacttgac
gagcgaactt
cagdatcgaa
gagagatgat
gtttagtagt
tgtagatcta
atttggtata
tegtgaactt

tcacattece

taagctcegtc
agattgtact
aataccgcat
tgcgggéctc
gttgggtaac
acgactcact
ccagctggag
tgatgcectgg

acgttcaaat

cagataaaac

gttcecctact
tgagttcggce
tatcagaccg
gccaaaacag
agcatataag
aactctgatg
caagtcgaaa
acctgcetgga
cggatatccet

gacatcatta

ttgtgccata

caaagcgttyg
cggaatttca
agcaatggca
atéaggtttg
aatggtaccyg
caatcccecata
attcttcaat
cggcttcaaa

ctftgcéggt

aggegtectt

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



accagaag;a
caaatcagca
catttgaccg
gttaccccag
accacagatg
gaacaaggcc
aatgtggtaa
agcaccagat
ttggacacct
atcaacatga

aacgatgatg

gggtagagtg

caatttttca
ttctgggtat
égatccaatc
acttctcttt
agccatggaa
ctcacaaﬁtc

atttgeccaga

tgagcgacac

gctgcétgaé
gtgeccttttt
ccagtagcag
gccecggegac
ccagcgatga
agaéctggcg
gcacgagacg
tgatgtacac
cgccattcte
tegettecge
tattcccege

catccgtega

gccattagec

acaccagcag

aatctgatga

cctagacctt
gagataccag
tttagaécct
gcaactgttg
agagcaccac
ttagcaccaa
cctttcaatt
tcgacatcct
atgccaggca
ccattgatct
cccttacaat
acagtaacct
ctaccagcat

ttgtcctect

cacacattat

accgttatga
gaattatgca
gccagaagcé
tatttgtacc
cceggtggcg
cacgécatag

gcegeccace

cagcgcgcge:

aattttttcc
cactttggeg
gtgacgaata
cagcgaaaga
cccggégaga

gccggcgcecg

ES 2552317713

tagcaacctt
actcttggta
tctcacccaa
cgacgaaacc
caacatcttc
tatggtcgac
tttcagacca
attgaatacc
cttcaaaacc
ggctacagat
tgactgaatc
agtatttcac
cttettegaa
tttcggcaac
tgaaaggcett
tcaagtggcc
tactaétcat
acgagccgga
tgfcggcgca
gtgatttacg
ttggtgcacyg
tagaggctgg
accgcattge
tgcgacaagg
agcaccacaa
aggcagttgg
agcgggetgg
aacaccgecg
ctgaacaggc
tecctegagge
tggaccgecyg

aggtcgagga

gacgtttcta
gtatgtttct
accgactett
acaacctaag
gatgacacta
gtecttgeec
gtgttcttga
tagttcctca
ctttagacag
acggggcaaa

aatcaagtct

‘gttttgatgt

cacccacatt
caccttggca
ttcggeagee
ggaagttaag
ggtectgtttce
tgattaattg
aaaaacatta
acctgcaéag
ctaéacaaga
cgcgagegcec
gcggecctte
cttcegtgat
aggcgatatc
tgacaaacac

cgttatcgat

?ggctgagggc

tttccacttt
ccageteggt
ttatctgeee

tcgecagegg

124

ccaccagege
tctctagatt
tggatggcag
gcaacaacgt
acgtggaagt
tcgcctcetga
gcgacttegg
gtgatgtaag
gagatagctc
aattgatgtg
ggattagcaa
ctagtaﬁtta
tgtacfattg
atagtagtac_
ttcaaagaaa
tttéatctat

ctgtgtgaaa

tcaacagetce

tccagaacgyg
ccataccaca
aaaaaggcac
cgttﬁaattc
tgttcceccga
aagctgeggg

gcgaatggaa

‘tttctettte

cggcaccagt
ttececgaaag
ggccagcggg.
tttaatcaac
cthgcgtté

¢gcecgecacag

aggtggtgat’

ctéggaaaaa
cagaagcgtt
tcttcaaagc
aaggtctgtg
aatcctttgg
tggcaatgtt
aggatagcaa
tgacgtgtga
gaatgttgaa
ccaaattgtc
tgatttcagt
gagcgaaaac
cccagttace
cagaagagga
cagcagcagc
ttgttatccg
atttcaéaat
gagtgégcct
gcttecgatg
gtcatctgac
gcctgacegg
atattgccct
atctcaaagt
cegecgggtyg
gcetgeegge
tcgeectect
aactccaccg
tgttttttta
aggctgacca
acgafcgécg

ccgggagtag

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



ttaacgeccece
gtcgggeget
ccgccatcce
gcggaataaa
cggtcaggga
gttecgeegeg
cgecctegge
ccgggatcac
tgccaatcag
agaaggtggce
cttcecacege
ccggcagggt
ccgccaccac
aatcgacgge

tegecageceg

gcgggttatg’

ccacatcgcee

accacggtgt
gegtecettt
ggtagtcgga
acggcatgcet
ccgecgacte
cggcgatcgé
ccagaatgcg
ccegeatggeg
tccgeacate
atggtttgce
gcabgcgéat
gggctcggceg

cataaattte

gcgcgceatag

ggcgatggee
cagttcgcgg
gacggcatte
cgtatccace
cgccgttacc
gatgtcgegt
gacatcggce
ccgegactge
ggcgegggeg
gatcccgtag
cgccattace
tttacgeagy
gttgatccce
gtcgtcaaﬁc

ccegagggcg

‘accgatcatg

éatCaccggc
ttfcgccﬁgg
catgccdgtc
cgccagegcec
gécctccgct
ccggacaaaé
cagéagétcc
ctcgtcagga
ctgcatctge
ctgcgggece
ggtaggegte

ggttttecteg

tcctgecacca

ggccgeacca

cgcgeagegt

ES 2552317713

atgttggect
gcgataacct
tccatggege
gccagcagat
tﬁgcgcaccc
accggagcgce
tcteegegge
acatcccect
atggggacga
ggattcgaca
écthgggga
cggttgtteca
cggtcgageg
agta&gatcc
atagtegtce

gtcgattcgg

geggcettegt

gcctgcteca

gtegegacga

acctcggtgg

‘tagcttcctt

gcggeattca
gcctgegagg
atggcgataa
tcggcaatct
acctcgeccag

aggatatgcet

ctcatggtca:

catgtttggt
tctgategtt

ttttgccaat

ccacgccgee

gcatttgecag
actcgeegge
cctggatgta
gctcaagcat
aggcgctcat
gcttttegee
gcggggtett
tggcctgggt
ggatccgcac
cctgectecag
ccagcacgcc
cctcattgag
accecctegge
ccacgccaac
tgataatggt
taagatagat
géécggcgag
tccegetgge
tggcgttgece
técgcagctt
ctgtégcatg
agcggaacgg
gctecgeege
gcgectggta
agagcacctt
ccgggcageg
ctcccttact
ctctttgata
caccéccggc

ctgceggtag
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caccaccacc
acgatccgcet
catceccgceee

tatcgégctc

gecgecggeg

cgcctgeatg
gctaatgtag
gagcaccace
ctcttccggg
cacctggcee
cagcgtcact
gtcgtccttt
ccacéacécg
atactgegec
gcccaccecg
ctcggtgatg

gcgagagaca

ggtceeggeg.

aacaaacgcce’

gatatcaatc
atgcegetge
ccaggtgtgce
gcgcagcgcg

gcggceggaaa

ctcaagggtce

ctcgagggta
ggtggctaac
aagtcgatgt
tgaaatagqg
accggegaag

gtctecagcg

tcggtctgeca
ttcaccatcg

tgcaccttge

atctcatggce -

tgggtgcccg
atggcttceeg
aggttgececceg
gcggaacggt
cttagcccga
ggcgceggceca
tcatccacca
ttgaggéth
gcgtcaagga
gceggcageg
cceggegtet
gtctccateg
tcgetcateg

atattgtcce

-Cthcctgcg

ccggctatta

tgatacactt

tccagetegt

ttatagatag
ttgcgcgccé
tggcgggaga
atatcggtca

ggataatcct

gcagggtgac

cggctttggce

gtgactcttt

tcagcagegg

6660
6720
6780
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



cgcectgggag
ggtcccctte
géécataaag
ttcttccacce
gtgatgctgg
atcggbagaé
tgtectgttge
atttttgatce
gtcattgatg
ctgcaggtaa
ctcaaagccg
catctcttee
gtgcgegtag
gaaaaccgcc
caccggacgc
atcttccgea
gccggagaaa
aatatccgag
ggcgatcagg
gatacagétc
gcagcgegat
tcecggtgecg
7c§cctttgac
caccgteteg
caccgagcac
ggcgttaaac
gatcccggcc
gtggcactgg
cécc;cgttc
ggcaatéatc
_etccaggcgc

gtcgatcatg

aacagctcca
gactggatac
gagacgtcgg
ccggcaatca
tgtttatcga
gctaccecge
acaggaatac
tccgcécagc
tcgttgacceg
tcgeeggtga
ctgecggetca
accgcactca
gtggcggect
tggatcgece
aggccgeegt
tcgaagttcg
ataaagtcgg
tgggagaaag
ttttccgeeca
accgcegecgt
tcgaggtaga
gaggtgtage
cacggcgtat
gcgtagctgg
tgcgtcaaca
ggcgegtage
tcggeggegt
ttggaggggg
atctqcécca
tecctecegge |
attgcetget

tcaaactggt

ggttgctgag
cgatgcegat
acgtgegeag
gctetttgag
aggcagggcc
cctegegggt
cgecttgtte
gttcggecaga
cactcaccac
ccegetggeg
gegegecgac
gatcctecac
ccacctecte
gcgeegettt
caaccatcag
agccggcgaa
tgceecggeag
tctggtegtt
gcaccgcccg
tttgcagtee
gcatcgactt
gcattttcaa
categeegte
ttaageccacyg
cgccggggcyg
gcgegatacce
cagcggcaat
tccggeggge
tcacctecgac
tgacgtgaat
ctgtgcgete

cceggegttt
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cggcagcaga
ccccgagecg
aatgcgcacc
gatcgcgcca
gacgccgatc
tttcagggta
aatggtgtcg
gatgcgatag
ctcgaactgce
cagcatattg
aatatcgagg
cacgﬁtacgc
gtcggcgatt
ctggcgaatg’
gtcacgctge
catgttgtceg
catctgecatce
ggcggacgece
aatgceccgac
ctgaacccecg
gctctecgaa
ccecgegggag
ggﬁaaatacc
catgceccage
gccgcactge
gaccgtggtce
ctgcaccgga
acgcatctte
cgctttggcc
atccaccagce
aacgttgatc

gccgtccagt

126

tcgegetgat

ctcaggttgg
acccgggegt
tggggcatat
accacttcat
aaagagggct
ggctgaacca
ccggtgeecg
cgatcgaaaa
agaatattgc

ccggtgatgt

.ggcggcatct

ggcggcagcece
gcaatggttt
aggatgttgt
tagttcggca
agggtgegeg
acttegaggt
ggcacagcgce
gegeetttag
tagcccatca
gcgtaggecg
gcﬁtcggtgc
tccagetcegg
gaaccgacca
tecctgttcetg
ttatctttga
tgcagcgcecca
ggcgtgatgg
atacgggcta
gcgtaatcegg

tcgacgatca

ggatgacegt
cégcatccca
gaagccccte
cgatcagagt
cggcgcegtte
gaatttgggt
cgccecggaat
gcecectgata
tggccgaggt
tggcgatatce
thgcttcat
cgttgctgéc
ccagctégcg
ccgecteggt
aatcatcaaa
ccgegetgta
cggtgeggeg
cgagcataga
cggtcatgce
taatgaagat
gcgecttecgga
aggcgaggaa
cgtagaccga
tggcctcftc
acagcgccag
agaagccgcg
gattggtgac
tcatcatcte
cggtagtgat
tttcéachc
cgataaatcg

gaccgttgte

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600

9660

9720

9780

9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380



cacttttact
ccactcgeca
tgatcttttce

ttgatttgtt

ctegectgac

“tcgegetggt
cagtgtcagg
gtgcagctgg
ctcggccata

ctggctcagg

cgtctgctga

gacgéccagc.

tttctegatg
gatacgatac
.ggcgccgaéc
gtcégccggc
cacccgcagg
gtcataggtt
gatggcgecg
cgacatgacg
atataccttc
aattgatcct
aaaataactg
ccgtacagag
ctgecaggege
atccgcetgga
ttgatctcag
attgtctgaa
gaaacgcggt
gegtgacgge

cccataatcet

gaagagaccg
atcagccegt
attgttcatc
tagtggttga
ttectegttece
gctgcatacc
tgcgggettt
gcagaggcga
tégcggtcga
cgggteagge
atatggtgca
tgggatatca
cggctgecge
attcagtttc
gtacgcagtt
agctgggecat
ggcgagcette
étggtctggc
géatggtgcc
gtceceetegt
tcgcttcagg
gctegacegt
gcaggccgcc
attgtcctgg
tccaggettt
taagcaécgt
tggetttttt
cttgttggcet
tgatttgttt
tcgcctgact

cgcgetggtg
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ggtcaaaggg
cctgattgac
égctcaaaag
attatttgcet
agtgccecceg
gtggcaaaca
tttctgtgtt
gattcctece
taagccgetce
ccegegeate
ggcttfcccg
gftcatcgac
cgtacaggge
tctcacttaa
gatcegteget
gagtgagggc
tggeccgecag
aggggacccec.
cgcgeggatce
taacactcag
ttatﬁatgcg
accgcégcta
gccaaaaata
ctggaccgcet
attcagggaa
gttgcectecg
tteccacegee

cttgttcatc

agtggttgaa

tcetegtteca

ctgcataccg

gctgtecatg
ggggcgctgg
gtgaagcttg
qaggatgtgg
thgacagtc
gcacagatcg
tgctaggcceca
cgggatcacg
cagggcggtg
gctggecagt
cagccecggceg
ggtgcegtag
ggtggtgecet
cggcaggact
atcggtgacg
tatctcgeceg
ggcgcccage
ctgctectee
gtaaaacagg
aatgcctgge
gaaaaacaat
acgccgacgg
ataattcgdﬁ
gacgtaattt
atatcgcage
cggtcaacta
gccgeccattt
attctctcce
ttatttgcte
gﬁgcccccgt

tggcaaacag
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gcgatcagece
gccagtactg
gttacctccg
cattgtcaag
gagcgtgega
cctagéaaaa

gttcaagcge

aactgtttta

atctcctcett
tcagccécca
tcgqgégtcg
gcetegacge
ttatcececegg
ttaaccagcect
tgtceggtag
gacgegectga
gcagcggegt
agcccccage
cgtacgectg
ggaacatacg
ccagggcgca
cgccaattaé
gttggttggt
qatgggtécc
tggagacgaa
cggaaaacac
gctgggegge

gdaagcttgg

_aggatgtggc

ccgacagtcg

cacagatcgc

cctcttecagg

caaatcgttt

ggaaacgcgqg

ggcgtgacgg
gcccataatce

aaaaagcccg

aagcatcagg.

acgggeceget
cgccgategt
gcacgaacag

tggcgtagca

gaatatggtc

tgcgggtata
gceeggegtt
ccageggege

gcccgatace

caccgectee

acagctcatt
gcggtgaaag
atagctcata
ctgggctaat
ctgctcatta
tagctgcaga

ttgettcagg

ggcetegtee

caccgccacg
ggccagggtyg
ttacctcegg

attgtcaagg

agegtgegag

ctagcagtca

10440
10500 -
10560
10620

10680

" 10740

10800

10860

10920
10980
11040
11100
11160

11220

11280

. 11340

11400 .
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180

12240



‘aaagcctccg
gceetgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttecttgtat
tacccecatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttce
actagtaatt
caattgggat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgcettatce
tttgaaaaca
~aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cataacggac
tttgaggcaa
itggctcacgc
téaégttctt
aacééétgtt

tgtaaaaaag

gtcggaggct
gataccgctg

aagtggtcag

accacatagce
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggte
ttaagcettt
ttttgtaata
tttttatett
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cgqagcétga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactcfat
aggca#atat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatég
taagaaaaac
aatttttgag

aaaaacaacg

,atggthttg

caccgttaca

atagatacat

tttgactatt
ccttactggy
actggaaaat
agacccgceca
ttcettgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
ﬁttttattct
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatcte
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgcet
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
égacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg

cagagctttt
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taaatgaatt
tgecattagcc
cagagggcag
taaaacgccc
gaatccataa
cagcgaactg
géaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttattc
gcggaﬁttta
ttacagatac
aaﬁtggtata

ttcaaagcaa

‘attttatget

acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagtatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc

acgagttttt

ccecgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccc
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgece
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagce
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaage
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaace
agcgaggeceg
tcgtaacega
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
afatgcacag

ggtgcattca

128

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aéaagééagc
cgégcttgcg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaaccce
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgtfaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa

cccgactgat

acttgagaac

ttcctaccta
gctéaccagt
ttegttetca
cggaaggatce
acaaaagtag
atgaa#acgg

aagctgttea

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200

13260

113320

13380
13440
13500

13560

13620

13680

13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100

14160
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ccatgaacag atcgacaatg
aaccagtaaa acaaagcaac
tcaacagtca cacatagaca
gacaacacgg gagccagtga

atagcgecttt cagccggcaa

<210> 56

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 56
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taacagatga acagcatgta
tagaacatga aattgaacac
gcctgaaaca ggcgatgetg
cgcctceegt ggggaaaaaa

accggctgaa gccggatctg

attaatcatg cttggcaaaa gcatgaca 28

<210> 57

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 57
ctcgagagat aacccitcttg tttttg

<210> 58

<211> 100

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 58

cgtctaceect tgttatacct cacaccgcaa ggagacgatc atgaccaata atcccccttce

26

acacctaata gaacaggtga
ctgagacaac ttgttacagc
cttatcgaat caaagctgec
tcatggcaat tctggaagaa

cga

agcacagatt aagcccggeg gtgtaggetg gagctgette

<210> 59

<211> 100

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Primer

<400> 59

gcatcaggca atgaataccce aatgcgacca gettcttata tcagaacage cccaacggtt

tatccgagta gctcaccage catatgaata tcctcecttag

<210> 60

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador

129

14220
14280
14340
14400

14443

60

100

60

100



10

<400> 60
atgaccaata atcccccttc ag

<210> 61

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61
gcttcttata tcagaacagc c
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REIVINDICACIONES
1. Una bacteria recombinante que comprende en su genoma o en al menos una construccion recombinante:

(a) una secuencia de nucledtidos heterdloga que codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de
sacarosa, teniendo dicho polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de
alineamiento Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoacidos como la representada en SEQ ID
NO: 24;y

(b) una secuencia de nucleotidos heteréloga que codifica un polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa,
teniendo dicho polipéptido al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento
Clustal V, cuando se compara con una secuencia de aminoacidos como la representada en SEQ ID NO: 26;

en donde (a) y (b) estan cada uno ligados operativamente al mismo o a diferente promotor, en el que ademas dicha
bacteria recombinante es capaz de metabolizar sacarosa.

2. La bacteria recombinante de la reivindicacién 1 en donde la secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido que tiene actividad transportadora de sacarosa tiene al menos un 95% de identidad de secuencia,
basado en el método de alineamiento BLASTN, cuando se compara con una secuencia de nucleétidos como la
representada en SEQ ID NO: 23.

3. La bacteria recombinante de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2 en donde la secuencia de
nucledétidos que codifica el polipéptido que tiene actividad hidrolasa de sacarosa tiene al menos un 95% de identidad
de secuencia, basado en el método de alineamiento BLASTN, cuando se compara con una secuencia de
nucleétidos como la representada en SEQ ID NO: 25.

4. La bacteria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3 que comprende ademas en su
genoma o en al menos una construccion recombinante, una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que
tiene actividad fructoquinasa.

5. La bacteria recombinante de la reivindicaciéon 4, en donde el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa
tiene al menos un 95% de identidad de secuencia, basado en el método de alineamiento Clustal V, con una
secuencia de aminoacidos como la representada en SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:
38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, o SEQ ID NO: 46.

6. La bacteria recombinante de la reivindicaciéon 4, en donde el polipéptido que tiene actividad fructoquinasa
tiene una secuencia de aminoacidos como la representada en SEQ ID NO: 40.

7. La bacteria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6 en donde dicha bacteria se
selecciona de un grupo que consiste en los géneros: Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, y Aerobacter.

8. La bacteria recombinante de la reivindicacién 7, en donde dicha bacteria es Escherichia coli.

9. La bacteria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8 en donde la bacteria recombinante
produce 1,3-propanodiol, glicerol y/o acido 3-hidroxipropionico.

10. Un proceso para fabricar glicerol, 1,3-propanodiol y/o acido 3-hidroxipropionico a partir de sacarosa que
comprende:

(a) cultivar la bacteria recombinante de la reivindicacion 9 en presencia de sacarosa; y

(b) opcionalmente, recuperar el glicerol, 1,3-propanodiol y/o acido 3-hidroxipropionico producidos.
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