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DESCRIPCIÓN

Células bacterianas que tienen una derivación de glioxilato para la fabricación de ácido succínico

La presente invención se refiere a bacterias para la producción de ácido succínico. Específicamente, se refiere a una 
célula bacteriana del género Pasteurella que comprende un polipéptido heterólogo que tiene actividad isocitrato liasa 
y un polipéptido heterólogo que tiene actividad malato sintasa. Además, la presente especificación desvela un 5
polinucleótido que comprende un ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad isocitrato liasa y un 
ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad malato sintasa. Finalmente, la presente invención se 
refiere al uso de una célula bacteriana de la invención para la fabricación de ácido succínico.

La producción fermentativa de ácido succínico (SA) a partir de biomasa ya ha suscitado mucha atención debido a 
que dicho ácido representa un importante constituyente de las resinas sintéticas o es una fuente de más compuestos 10
químicos de bajo peso molecular valiosos, en particular el tetrahidrofurano (THF), 1,4-butanodiol (BDO), gamma-
butirolactona (GBL) y pirrolidonas (documento WO-A-2006/066839)

Una bacteria productora de SA que se aislaba del rumen bovino fue descrita por Lee et al., 2002, Appl Microbiol 
Biotechnol 58, 663-668. La bacteria es un bacilo o cocobacilo que no tiene motilidad, no forma esporas, mesófilo y 
capnófilo, gram-negativo. El análisis filogenético basado en la secuencia de ARNr 16S y el análisis fisiológico 15
indicaba que la cepa que pertenecía al género Mannheimia era una nueva especie, y se le llamó Mannheimia 
succiniciproducens MBEL55E. Bajo condiciones de un 100% de CO2, crece bien en un intervalo de pH de 6,0-7,5 y 
produce SA, ácido acético y ácido fórmico en una proporción constante de 2:1:1. Cuando se cultivó la M. 
succiniciproducens MBEL55E anaeróbicamente bajo saturación de CO2, con glucosa como fuente de carbono, se 
consumieron 19,8 g/l de glucosa y se produjeron 13,3 g/l de SA en 7,5 h de incubación.20

Un inconveniente significativo de dicho organismo es, sin embargo, su incapacidad para metabolizar el glicerol, lo 
que, como es un constituyente de los triacil gliceroles (TAG), está disponible fácilmente, por ejemplo, como un 
subproducto en la reacción de transesterificación de la producción de Biodiesel (Dharmadi et al., 2006, Biotech 
Bioeng 94: 821-829).

La producción fermentativa de SA a partir de glicerol se ha descrito en la bibliografía científica (Lee et al., 2001, 25
Biotech Bioeng 72, 41-48; Dharmadi et al., 2006, Biotech Bioeng 94: 821-829) y se conseguían rendimientos [masa 
de SA que se produce/masa de material bruto consumido] más altos con el glicerol que con los azúcares comunes 
como la glucosa (Lee et al., 2001, Biotech Bioeng 72, 41-48). Sin embargo, el rendimiento obtenido por espacio de 
tiempo con el glicerol era sustancialmente menor que con la glucosa (0,14 vs. 1,0 g SA/ [l/h]) y el glicerol en bruto no 
se utilizaba.30

Scholten et al. (Biotech Lett 24 Jul 2008:1-4) comunicaron que bacterias de la cepa DD1 producen ácido succínico 
con un alto rendimiento utilizando glicerol (bruto) como fuente de carbono. El documento JP 2008 011714 enseña 
que las bacterias con aumento de isocitrato liasa y malato sintasa pueden producir ácido succínico; el documento 
WO 2006/034156 proporcionaba bacterias modificadas que tienen un aumento de actividad de isocitrato liasa y 
malato sintasa y una disminución de la actividad de lactato deshidrogenasa y actividad piruvato: formiato liasa, para 35
la producción de ácido succínico. El documento US 2007/042481 desvela cepas transformadas de Mannheimia 
succiniproducens que tienen un aumento de actividad de formiato deshidrogenasa y una disminución de lactato 
deshidrogenasa y piruvato: formiato liasa, también para la producción de ácido succínico.

Por lo tanto, existe la necesidad de otras cepas bacterianas, que tengan la capacidad de producir ácidos orgánicos, 
en particular SA, a partir de glicerol. En particular, tales cepas deberían producir dichos ácidos con alta productividad 40
a partir del glicerol, especialmente si se puede utilizar glicerol bruto, por ejemplo, a partir de la producción de 
biodiesel sin purificación previa.

El problema técnico subyacente de la presente invención se podría apreciar como la provisión de medios y 
procedimientos para satisfacer las necesidades mencionadas anteriormente. El problema técnico se resuelve con las 
realizaciones descritas posteriormente en las reivindicaciones y en el presente documento.45

La presente invención, por lo tanto, se refiere a una célula bacteriana del género Pasteurella que comprende un 
polipéptido heterólogo que tiene actividad isocitrato liasa y un polipéptido heterólogo que tiene actividad malato 
sintasa.

La expresión “célula bacteriana” como se utiliza en el presente documento se refiere a un organismo procariota, es 
decir, una bacteria. Las bacterias se pueden clasificar en base a sus propiedades bioquímicas y microbiológicas así 50
como a su morfología. Estos criterios de clasificación se conocen bien en la técnica. La bacteria a la que se hace 
referencia de acuerdo con la presente invención es del género Pasteurella. Las bacterias del género Pasteurella son 
gram-negativas y anaerobias facultativas. Las especies de Pasteurella no tienen motilidad, son pleomórficas y muy a 
menudo positivas a catalasa y oxidasa (Kuhnert y Christensen, 2008, ISBN 978-1-904455-34-9). Preferentemente, la 
célula bacteriana es una célula bacteriana de Pasteurella y, más preferentemente, una célula de la cepa DD1 de 55
Pasteurella. Más preferentemente, la cepa DD1 de Pasteurella es la cepa bacteriana depositada bajo el Tratado de 
Budapest en el DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, GmbH), Alemania, que tiene el 
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número de depósito DSM 18541.

Las bacterias Pasteurella se pueden aislar del tracto gastrointestinal de los animales y, preferentemente, de 
mamíferos. La cepa bacteriana DD1, en particular, se puede aislar del rumen de bovinos y es capaz de utilizar el 
glicerol (incluyendo el glicerol bruto) como fuente de carbono. Preferentemente, dicha cepa tiene la capacidad de 
producir SA a partir de glicerol (incluyendo glicerol bruto), en particular, bajo condiciones anaeróbicas. Además, la 5
cepa DD1 de Pasteurella muestra al menos una de las siguientes características metabólicas adicionales:

a) producción de SA a partir de sacarosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;
b) producción de SA a partir de D-fructosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;
c) producción de SA a partir de D-galactosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;
d) producción de SA a partir de D-manosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;10
e) producción de SA a partir de D-glucosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;
f) producción de SA a partir de D-xilosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;
g) producción de SA a partir de L-arabinosa; en particular bajo condiciones anaeróbicas;
h) no utilización de xilitol, inositol y sorbitol;
i) crecimiento en condiciones tanto aeróbicas como anaeróbicas;15
j) crecimiento en concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o más;
k) tolerancia al amoniaco.

En particular, dicha cepa muestra al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o todas dichas características metabólicas.

También preferentemente, la cepa DD1 de Pasteurella tiene un rADN 16S que tiene una secuencia de ácido 
nucleico que se muestra en la SEC ID Nº 7 o una secuencia que es idéntica en al menos un 96, 97, 98, 99, o 99,9% 20
a la misma y/o un rADN 23S que tiene una secuencia de ácido nucleico que se muestra en la SEC ID Nº 8 o una 
secuencia que muestra una homología de secuencia de al menos un 95, 96, 97, 98, 99, o 99,9% con la misma.

Los valores de identidad en porcentaje a los que se hace referencia en conexión con los distintos polipéptidos o 
polinucleótidos que se utilizan para la célula bacteriana de la presente invención, preferentemente, se calculan como 
la identidad de restos sobre la longitud completa de secuencias alineadas, tales como, por ejemplo, la identidad que 25
se calcula (para secuencias bastante similares) con la ayuda del programa needle del paquete de software 
bioinformático EMBOSS (Versión 5.0.0, http://emboss.sourceforge.net/what/) con parámetros por defecto que están, 
es decir, hueco abierto (penaliza abrir un hueco): 10,0, hueco extendido (penaliza extender un hueco); 0,5, y archivo 
de datos (archivo de puntuación de matriz incluido en el paquete): EDNAFUL.

El término “heterólogo” como se utiliza en el presente documento se refiere a un polipéptido que no es de origen 30
natural en la célula bacteriana, es decir, que no está codificado por los genes bacterianos endógenos o que se 
deriva de un proceso post-traduccional a partir de un polipéptido precursor que se codifica por dichos genes 
bacterianos. Un polipéptido heterólogo como se hace referencia de acuerdo con la presente invención, por lo tanto, 
se puede introducir exógenamente en la célula bacteriana. De manera alternativa, el polipéptido heterólogo es
codificado por un polinucleótido heterólogo que se ha introducido exógenamente en la célula bacteriana. En este 35
caso, el polipéptido heterólogo se expresará a partir del polinucleótido heterólogo. Se entenderá que el 
polinucleótido heterólogo, preferentemente, comprende además de una secuencia de ácido nucleico de fase de 
lectura abierta que codifica el polipéptido heterólogo, secuencias adicionales que son necesarias para la expresión 
genética en bacterias. Tales secuencias, preferentemente, incluyen una secuencia de control de la expresión, por 
ejemplo, un promotor que es activo en Pasteurella, y una secuencia de terminación. El polinucleótido heterólogo que 40
codifica el polipéptido heterólogo se puede introducir episómicamente por la transformación de un plásmido 
episómico que comprende el polinucleótido heterólogo o se pueden integrar en el genoma bacteriano por técnicas 
de recombinación homóloga. Cómo introducir y conseguir la expresión de polinucleótidos heterólogos en las 
bacterias y, en particular, en Pasteurella es bien conocido por el experto en la técnica y se describe en detalle en 
otra parte de esta especificación.45

La célula bacteriana de la presente invención comprenderá un polipéptido heterólogo que tiene actividad isocitrato 
liasa. Actividad isocitrato liasa significa en el presente documento que se refiere a la capacidad de un polipéptido 
para convertir el isocitrato en succinato y glioxilato. Los polipéptidos que tienen actividad de isocitrato liasa se 
conocen bien en la técnica (Robertson EF, 1987, Curr Microbiol 14, 347-350). La actividad enzimática se puede 
determinar, preferentemente, como se describe en Watanabe et al. (Watanabe et al., 2001, Biosci Biotechnol 50
Biochem 65, 1095-1103) o en los ejemplos adjuntos.

Preferentemente, dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad isocitrato liasa está codificado por un 
polinucleótido que comprende un ácido nucleico que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 1;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 2;55
c) un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).
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El término “polinucleótido” como se utiliza de acuerdo con la presente invención se refiere a una molécula de ácido 
nucleico que codifica un polipéptido que tiene la actividad biológica mencionada anteriormente. Un polinucleótido 
que codifica un polipéptido que tiene la actividad biológica mencionada anteriormente se ha obtenido de acuerdo con 
la presente invención a partir de Salmonella typhimurium o Yersinia mollaretii. Por lo tanto, el polinucleótido, 
preferentemente, comprende la secuencia de ácido nucleico que se muestra en la SEC ID Nº 1 que codifica el 5
polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 2. Se tiene que 
entender que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 2 
también se puede codificar debido al código genético degenerado también por otros polinucleótidos. Además, el 
término “polinucleótido” como se utiliza de acuerdo con la presente invención engloba adicionalmente variantes de 
los polinucleótidos específicos mencionados anteriormente. Dichas variantes pueden representar ortólogos, 10
parálogos, u otros homólogos del polinucleótido de la presente invención. Las variantes de polinucleótido, 
preferentemente, comprenden una secuencia de ácido nucleico que se caracteriza porque la secuencia se puede 
derivar de las secuencias de ácido nucleico específicas mencionadas anteriormente, preferentemente, bajo 
condiciones de hibridación rigurosas. Estas condiciones rigurosas son conocidas por los expertos y se pueden 
encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo 15
preferido de condiciones de hibridación rigurosas son las condiciones de hibridación en 6x de cloruro sódico/citrato 
sódico (= SSC) a aproximadamente 45 ºC, seguido por una o más etapas de lavado en 0,2x de SSC, 0,1% de SDS a 
50 a 65 ºC. El experto sabe que estas condiciones de hibridación serán diferentes dependiendo del tipo de ácido 
nucleico, por ejemplo, cuando hay disolventes orgánicos presentes, con respecto a la temperatura y concentración
del tampón. Por ejemplo, bajo “condiciones de hibridación de referencia” la temperatura difiere dependiendo del tipo 20
de ácido nucleico entre 42 ºC y 58 ºC en tampón acuoso con una concentración de 0,1 a 5x de SSC (pH 7,2). Si hay
un disolvente orgánico presente en el tampón mencionado anteriormente, por ejemplo formamida al 50%, la 
temperatura bajo condiciones de referencia es de aproximadamente 42 ºC. Las condiciones de hibridación para 
híbridos ADN: ADN son preferentemente por ejemplo de 0,1x de SSC y 20 ºC a 45 ºC, preferentemente entre 30 ºC 
y 45 ºC. Las condiciones de hibridación para los híbridos ADN: ARN son preferentemente, por ejemplo, de 0,1 x de25
SSC y 30 ºC a 55 ºC, preferentemente entre 45 ºC y 55 ºC. Las temperaturas de hibridación mencionadas 
anteriormente se determinan por ejemplo para un ácido nucleico con aproximadamente 200 pb (= pares de bases) 
de longitud y un contenido de G + C del 50% en ausencia de formamida. El experto en la técnica sabe cómo 
determinar las condiciones de hibridación necesarias por los libros de texto de referencia tales como los libros de 
texto mencionados anteriormente, o los siguientes libros de texto: Sambrook et al., 1989, "Molecular Cloning", Cold 30
Spring Harbor Laboratory; Hames y Higgins (Ed.) 1985, "Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach", IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (Ed.) 1991, "Essential Molecular Biology: A Practical Approach", IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford. De manera alternativa, las variantes de polinucleótido se pueden obtener 
por técnicas basadas en PCR tales como amplificación de ADN basada en un oligonucleótido cebador, es decir, 
utilizando cebadores degenerados contra dominios conservados de los polipéptidos de la presente invención. Los 35
dominios conservados del polipéptido de la presente invención se pueden identificar por una comparación de 
secuencia de la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido o la secuencia de aminoácidos del polipéptido de la 
presente invención con secuencias de otras isocitrato liasas. Los oligonucleótidos adecuados como cebadores para 
la PCR también son adecuados para las condiciones de PCR que se describen en los Ejemplos adjuntos. Como 
matriz, se puede utilizar ADN o ADNc de bacterias, hongos, plantas o animales. Además, las variantes incluyen 40
polinucleótidos que comprenden secuencias de ácido nucleico que son idénticas al menos en un 70%, al menos un 
75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 
98% o al menos un 99% a las secuencias de aminoácidos que se muestran en la SEC ID Nº 2. Los valores de 
porcentaje de identidad se calculan, preferentemente, sobre la región de secuencia de aminoácidos o ácido nucleico 
completa. Hay disponible una serie de programas que se basan en una variedad de algoritmos para que el experto 45
en la técnica compare diferentes secuencias. En este contexto los algoritmos de Needleman y Wunsch o Smith y 
Waterman dan resultados particularmente fiables. Para llevar a cabo los alineamientos de secuencia, se va a utilizar, 
el programa PileUp (Feng & Doolittle, 1987, J Mol Evol 25, 351-360; Higgins & Sharp, 1989, Comput Appl Biosci 5, 
151-153) o los programas Gap y BestFit (Needleman & Wunsch, 1970, J Mol Biol 48, 443-453; Smith & Waterman, 
1981, J Mol Biol 147, 195-197), que forman parte del paquete de software GCG [Genetics Computer Group, 575 50
Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)]. Los valores de identidad de secuencia enumerados 
anteriormente en porcentaje (%) se van a determinar, preferentemente, utilizando el programa GAP sobre la región 
de secuencia completa con los siguientes ajustes: Peso de hueco: 50, longitud del hueco: 3, coincidencia media; 
10.000 y no coincidencia media: 0,000, que, a menos de que se especifique otra cosa, siempre se utilizarán como 
ajustes de referencia para los alineamientos de secuencia. Se tiene que entender que las variantes de 55
polinucleótidos mencionados anteriormente codificarán polipéptidos que tienen actividad isocitrato liasa. Un 
polinucleótido que comprende un fragmento de cualquiera de las secuencias de ácido nucleico mencionadas 
anteriormente también se engloba como nucleótidos de la presente invención. El fragmento codificará un polipéptido 
que aún tiene la actividad que se ha especificado anteriormente. En consecuencia, el polipéptido puede comprender 
o consistir en los dominios del polipéptido de la presente invención que confiere dicha actividad biológica. Un 60
fragmento como se quiere significar en el presente documento, preferentemente, comprende al menos 50, al menos 
100, al menos 250 o al menos 500 nucleótidos consecutivos de una cualquiera de las secuencias de ácido nucleico 
mencionadas anteriormente o codifica una secuencia de aminoácidos que comprende al menos 20, al menos 30, al 
menos 50, al menos 80, al menos 100 o al menos 150 aminoácidos consecutivos de una cualquiera de las 
secuencias de aminoácidos mencionadas anteriormente. Los polinucleótidos de la presente invención consisten 65
esencialmente en las secuencias de ácido nucleico mencionadas anteriormente o comprenden las secuencias de 
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aminoácidos mencionadas anteriormente. Por lo tanto, pueden contener también más secuencias de ácido nucleico. 
Específicamente, los polinucleótidos de la presente invención pueden configurar proteínas de fusión en las que una 
pareja de la proteína de fusión es un polipéptido que está codificado por una secuencia de ácido nucleico 
enumerada anteriormente. Tales proteínas de fusión puede comprender como parte adicional los denominados 
“marcadores” que pueden servir como un marcador detectable o como medida auxiliar con fines de purificación. Los 5
marcadores para los diferentes fines se conocen bien en la técnica y comprenden marcadores-FLAG, marcadores 6-
histidina, marcadores MYC y similares. El polinucleótido, preferentemente, es ADN o ARN. El término engloba
también oligonucleótidos de doble cadena. Además, también están comprendidos polinucleótidos modificados
químicamente que incluyen polinucleótidos modificados de origen natural o los modificados de manea artificial.

La célula bacteriana de la presente invención comprenderá un polipéptido heterólogo que tiene actividad malato 10
sintasa. Actividad malato sintasa como significa en el presente documento se refiere a la capacidad de un 
polipéptido para convertir el glioxilato en malato. La reacción enzimática depende de la acetil-CoA. Los polipéptidos 
que tienen actividad malato sintasa se conocen bien en la técnica (Sundaram et al., 1980, Arch Biochem Biophys 
199, 515-525). La actividad enzimática se puede determinar, preferentemente, como se describe en Eggerer & 
Klette, 1967, Eur J Biochem 1, 447-475 y en Durchschlag et al., 1981, Eur. J. Biochem 114, 255-262 o en los 15
ejemplos adjuntos.

Preferentemente, dicho polipéptido heterólogo que tiene una actividad malato sintasa está codificado por un 
polinucleótido que comprende un ácido nucleico que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 3;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 4;20
c) un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntico al menos en un 70% a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

Las definiciones del término “polinucleótido” que se han hecho anteriormente se aplican en consecuencia. 
Específicamente, el polinucleótido comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene 25
la actividad biológica mencionada anteriormente. Un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene la actividad 
biológica mencionada anteriormente se ha obtenido de acuerdo con la presente invención a partir de Salmonella 
typhimurium o Yersinia mollaretii. Por lo tanto, el polinucleótido, preferentemente, comprende la secuencia de ácido 
nucleico que se muestra en la SEC ID Nº 3 que codifica el polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos que 
se muestra en la SEC ID Nº 4. Se tiene que entender que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos 30
que se muestra en la SEC ID Nº 4 también puede codificarse debido al código genético degenerado también por 
otros polinucleótidos. Las definiciones que se han hecho antes de las variantes de polinucleótidos o de 
polinucleótidos que comprenden un fragmento de los polinucleótidos mencionados anteriormente se aplican en 
consecuencia a variantes de polinucleótidos que codifican un polipéptido que tienen actividad malato sintasa.

Los polinucleótidos heterólogos mencionados anteriormente se pueden introducir en una célula bacteriana por 35
transformación utilizando un vector adecuado. Los vectores adecuados, preferentemente, engloban vectores fagos o 
plásmidos, así como cromosomas artificiales tales como cromosomas bacterianos artificiales. Además, el término 
también se refiere a construcciones dirigidas que permitan la integración aleatoria o dirigida al sitio de la 
construcción dirigida en el ADN genómico. Tales construcciones dirigidas, preferentemente, comprenden ADN de 
longitud suficiente para la recombinación homóloga o heteróloga con el genoma bacteriano. El vector, 40
preferentemente, comprende al menos uno de los polinucleótidos heterólogos a los que se hace referencia 
anteriormente en el presente documento. Se tiene que entender que el vector también puede comprender tanto los 
polinucleótidos heterólogos a los que se hace referencia anteriormente en el presente documento como, más 
preferentemente, incluso un tercer polinucleótido como al que se hace referencia posteriormente en el presente 
documento. Preferentemente, el vector comprende además marcadores genéticos para la propagación y/o selección 45
en la célula bacteriana. El vector se puede incorporar en una célula huésped por varias técnicas bien conocidas en 
la técnica. Por ejemplo, un vector plásmido se puede introducir en un precipitado tal como un precipitado de fosfato 
cálcico o un precipitado de cloruro de rubidio, o como un complejo con un lípido cargado o en agrupaciones basadas 
en carbono, tales como los fullerenos. De manera alternativa, un vector se puede producir por técnicas de choque 
térmico o electroporación. El vector, preferentemente, comprende además secuencias de control de la expresión que 50
permiten la expresión en células bacterianas de Pasteurella. Además, el vector, preferentemente, comprende 
además secuencias reguladoras que aseguran el inicio de la transcripción y, opcionalmente señales poli-A que 
aseguran la terminación de la transcripción y la estabilización de la transcripción. Los elementos reguladores
posibles que permiten la expresión en células bacterianas comprenden, por ejemplo, los promotores Iac, trp o tac. 
Los vectores preferidos que se van a utilizar en las especies de Pasteurella se seleccionan de entre el grupo que 55
consiste en: pSacB, pJFF224.

Las especies de Pasteurella y, en particular, la cepa DD1 carecen naturalmente de metabolismo de glioxilato. 
Ventajosamente, se ha descubierto en los estudios que subyacen en la presente invención que introduciendo una 
isocitrato liasa en combinación con una malato sintasa, la producción de SA puede aumentar significativamente en 
una célula bacteriana que carece naturalmente de estas enzimas. Por lo tanto, estableciendo un metabolismo de 60
glioxilato parcial en tales células bacterianas, que se denomina “derivación de glioxilato”, las células bacterianas 
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pueden aumentar significativamente su producción de SA convirtiendo la acetil-CoA en SA evitando de esta manera 
las pérdidas debidas al CO2. Tales pérdidas ocurren normalmente en el ciclo del ácido cítrico. De acuerdo con la 
presente invención, se ha descubierto que una célula bacteriana como se define en el presente documento se puede 
utilizar ventajosamente para la fabricación de SA, preferentemente a escala industrial.

En una realización preferida de la célula bacteriana de la presente invención, dicha célula bacteriana comprende 5
además un polipéptido heterólogo que tiene actividad formiato deshidrogenasa.

La célula bacteriana de la presente invención comprenderá un polipéptido heterólogo que tiene actividad formiato 
deshidrogenasa. La actividad formiato deshidrogenasa como significa en el presente documento hace referencia a la 
capacidad de un polipéptido para convertir el formiato en CO2. Esta reacción enzimática produce equivalentes redox,
es decir, NADH. Los polipéptidos que tienen actividad formiato deshidrogenasa se conocen bien en la técnica (Ferry 10
1990, FEMS Microbiol Rev 7, 377-382). La actividad enzimática se puede determinar, preferentemente, como se 
describe en Müller et al., 1978, Eur J Biochem 83, 485-498 o en los Ejemplos adjuntos.

Preferentemente, dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad formiato deshidrogenasa está codificado por un 
polinucleótido que comprende un ácido nucleico que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 5 o SEC 15
ID Nº 18;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 6;
c) un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).20

Las definiciones del término “polinucleótido” que se han hecho anteriormente se aplican en consecuencia. 
Específicamente, el polinucleótido comprenderá una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que 
tienen la actividad biológica mencionada anteriormente. Un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene la 
actividad mencionada anteriormente se obtiene de acuerdo con la presente invención a partir de Candida boidinii o 
Wolinella succinogenes. Por lo tanto, el polinucleótido, preferentemente, comprende la secuencia de ácido nucleico 25
que se muestra en la SEC ID Nº 5 que codifica el polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos que como se 
muestra en la SEC ID Nº 6 o un polinucleótido como se muestra en la SEC ID Nº 18. Se tiene que entender que un 
polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos como se muestra en la SEC ID Nº 6 también se puede codificar 
debido al código genético degenerado también por otros polinucleótidos. Las definiciones que se han hecho 
anteriormente de variantes de polinucleótidos o polinucleótidos que comprenden un fragmento de los polinucleótidos 30
mencionados anteriormente se aplican en consecuencia a variantes de polinucleótidos que codifican un polipéptido 
que tiene actividad formiato deshidrogenasa.

Se ha descubierto en los estudios subyacentes de la presente invención que la producción de SA puede estar 
incluso más aumentada expresando adicionalmente una formiato deshidrogenasa en la célula bacteriana.

En una realización preferida más de la célula bacteriana de la presente invención, dicha célula bacteriana tiene 35
actividad lactato deshidrogenasa reducida.

En una realización preferida más de la célula bacteriana de la presente invención, dicha célula bacteriana tiene 
actividad lactato deshidrogenasa reducida y actividad piruvato formiato liasa reducida.

La expresión “actividad lactato deshidrogenasa reducida” y “actividad lactato deshidrogenasa reducida y actividad 
piruvato formiato liasa reducida” engloba una célula bacteriana modificada que no tiene actividad lactato 40
deshidrogenasa detectable o no tiene actividad lactato deshidrogenasa detectable ni actividad piruvato formiato liasa 
detectable. Además, la expresión engloba una célula bacteriana que tiene una actividad lactato deshidrogenasa 
significativamente reducida o una actividad lactato deshidrogenasa significativamente reducida y una actividad 
piruvato formiato liasa significativamente reducida cuando se compara con una célula bacteriana que muestra 
niveles de actividad de lactato deshidrogenasa fisiológicas o niveles de actividad lactato deshidrogenasa y piruvato 45
formiato liasa significativamente reducidos cuando se comparan con una célula bacteriana que muestra niveles 
fisiológicos de actividad de dichas enzimas. Se puede determinar si una reducción es significativa por 
procedimientos estadísticos bien conocidos por los expertos en la técnica. Las células bacterianas que son 
deficientes en actividad lactato deshidrogenasa o que son deficientes en actividad lactato deshidrogenasa y piruvato 
formiato liasa pueden tener un origen natural, es decir, debido a mutaciones espontáneas. Una célula bacteriana se 50
puede modificar para que carezca o tenga una actividad de lactato deshidrogenasa significativamente reducida o 
una actividad lactato deshidrogenasa y piruvato formiato liasa significativamente reducida por varias técnicas. 
Preferiblemente, tales células bacterianas se pueden obtener por tratamiento químico o radiación. En este extremo, 
las células bacterianas se tratarán, por ejemplo, por un agente químico mutagénico, rayos X, o luz UV. En una etapa 
posterior, se seleccionan las células bacterianas que carecen de actividad lactato deshidrogenasa o lactato 55
deshidrogenasa y piruvato formiato liasa o que tienen al menos una actividad lactato deshidrogenasa reducida o una 
actividad lactato deshidrogenasa y piruvato formiato liasa reducida. Las células bacterianas se pueden obtener 
también por técnicas de recombinación homóloga que ayudan a mutar, destruir o escindir el gen de lactato 
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deshidrogenasa o los genes de actividad lactato deshidrogenasa y piruvato formiato liasa en el genoma de la célula 
bacteriana. A continuación se describe una técnica de recombinación preferida, en particular para introducir 
mutaciones o para eliminar secuencias.

Esta técnica también denomina “recombinación Campbell” en el presente documento (Leenhouts et al., 1989, Appl 
Env Microbiol 55, 394-400). “Campbell dentro”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a la 5
transformante de una célula huésped original en la que se ha integrado una molécula de ADN de doble cadena 
circular completa (por ejemplo, un plásmido) en un cromosoma por un único evento de recombinación homóloga (un 
evento cruzado dentro), y que resulta eficazmente en la inserción de una versión que se ha convertido en lineal de 
dicha molécula de ADN circular. “Campbellado dentro” se refiere a la secuencia de ADN lineal que se ha integrado 
en el cromosoma de una transformante “Campbell dentro”. Una “Campbell dentro” contiene una duplicación de la 10
primera secuencia de ADN homóloga, cada copia de la cual incluye y se rodea de una copia del punto cruzado de 
recombinación homóloga.

“Campbell fuera”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que desciende de una 
transformante “Campbell dentro”, en la que se produce un segundo evento de recombinación homóloga (un evento 
de cruzado fuera) entre una segunda secuencia de ADN que está contenida en el ADN lineal insertado del ADN 15
“Campbellado dentro”, y una segunda secuencia de ADN de origen cromosómico, que es homóloga con la segunda 
secuencia de ADN de dicha inserción que se ha hecho lineal, el segundo evento de recombinación resulta en la 
eliminación (desecho) de una parte de la secuencia de ADN integrada, pero, de manera importante, también resulta 
en una parte (que puede ser hasta una única base) del Campbellado integrado en el ADN que permanece en el 
cromosoma, tal que comparada con la célula huésped original, la célula “Campbell fuera” contiene uno o más 20
cambios intencionados en el cromosoma (por ejemplo, la sustitución de una única base, sustituciones de múltiples 
bases, inserción de un gen heterólogo o secuencia de ADN, inserción de una copia o copias adicionales de un gen 
homólogo o un gen homólogo modificado, o la inserción de una secuencia de ADN que comprende más de uno de 
estos ejemplos mencionados que se han enumerado anteriormente). Una célula “Campbell dentro”, 
preferentemente, se obtiene por una contra-selección contra un gen que está contenido en una parte (la parte que 25
se desea desechar) de la secuencia de ADN “Campbellada dentro”, por ejemplo, el gen sacB de Bacillus subtilis, 
que es letal cuando se expresa en una célula que se cultiva en presencia de aproximadamente un 5% a un 10% de 
sacarosa. Con contra-selección o sin ella, se puede obtener o identificar una célula “Campbell fuera” deseada 
explorando la célula deseada, utilizando cualquier fenotipo explorable, tal como, pero sin limitarse a, morfología de 
colonia, color de colonia, presencia o ausencia de resistencia a antibióticos, presencia o ausencia de una 30
determinada secuencia de ADN por la reacción en cadena de la polimerasa, presencia o ausencia de auxotrofía, 
presencia o ausencia de una enzima, hibridación de ácido nucleico de la colonia, exploración con anticuerpos, etc. 
Las expresiones “Campbell dentro” y “Campbell fuera” también se pueden emplear como verbos en varios tiempos 
verbales para referirse al procedimiento o proceso que se ha descrito anteriormente.

Se entiende que los eventos de recombinación homóloga que da lugar a una “Campbell dentro” o “Campbell fuera” 35
se pueden producir sobre un intervalo de bases de ADN en la secuencia de ADN homóloga, y aunque las 
secuencias homólogas serán idénticas entre ellas al menos en una parte de este intervalo, habitualmente no es 
posible especificar exactamente donde se produjo el evento cruzado. En otras palabras, no es posible especificar 
con precisión qué secuencia era originalmente de la secuencia de ADN que se insertó y cual era originalmente del 
ADN cromosómico. Además, la primera secuencia de ADN homóloga y la segunda secuencia de ADN homóloga 40
están separadas habitualmente por una región de no homología parcial, y esta región de no homología es la que se 
mantiene depositada en un cromosoma de la célula “Campbell fuera”.

Preferentemente, la primera y segunda secuencias de ADN homologas tienen al menos aproximadamente 200 pares 
de bases de longitud, y pueden ser hasta de varios cientos de pares de bases de longitud. Sin embargo, el 
procedimiento se puede hacer para que funcione con secuencias más cortas o más largas. Por ejemplo, la longitud 45
para la primera y segunda secuencias homólogas puede variar desde aproximadamente 500 a 2000 bases, y la 
obtención de una “Campbell fuera” a partir de una “Campbell dentro” se facilita ordenando la primera y segunda 
secuencias homólogas para que tengan aproximadamente la misma longitud, preferentemente con una diferencia de 
menos de 200 pares de bases y más preferiblemente si la más corta de las dos tiene al menos un 70% de la longitud 
en pares de bases de la más larga.50

Se ha descubierto en los estudios subyacentes de la presente invención que la producción de SA está incluso más 
aumentada en células bacterianas que carecen de actividad lactato deshidrogenasa o carecen de actividad lactato 
deshidrogenasa y piruvato formiato liasa.

Una lactato deshidrogenasa preferida como la que se hace referencia de acuerdo con la presente invención, está 
codificada por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico que se selecciona de entre el grupo que consiste 55
en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 20;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 21;
c) un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 60
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secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

Una piruvato formiato liasa preferida como la que se hace referencia de acuerdo con la presente invención está 
codificada por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico que se selecciona de entre el grupo que consiste 
en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 22;5
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 23;
c) un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

La presente especificación también desvela un polinucleótido que comprende un ácido nucleico que codifica un 10
polipéptido que tiene actividad isocitrato liasa como se ha definido anteriormente y un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido que tiene actividad malato sintasa como se ha definido anteriormente. Además, el polinucleótido 
mencionado anteriormente, preferentemente, comprende también un ácido nucleico que codifica un polipéptido que 
tiene actividad formiato deshidrogenasa. Dicho polinucleótido, preferentemente, es un polinucleótido aislado.

El término incluye todas las entidades de dos o tres ácidos nucleicos de un polinucleótido excepto cuando los ácidos 15
nucleicos están unidos entre ellos en su contexto natural. En consecuencia, incluso los dichos dos o tres ácidos 
nucleicos que aparecen como ácidos nucleicos heterólogos unidos entre ellos en un genoma se considerarán como 
un polinucleótido aislado de acuerdo con la invención. Además, tal polinucleótido que comprende una agrupación de 
ácidos nucleicos que codifican las dos o tres enzimas se pueden incorporar en un vector de expresión bacteriano y 
se utiliza para la transformación de células bacterianas (a veces también se denomina un operón). La ventaja de tal 20
polinucleótido o vector de expresión es que ambos polipéptidos que tienen las actividades enzimáticas mencionadas 
anteriormente estarán presentes en todas las células transfectadas y se pueden expresar en la misma proporción. 
Por lo tanto, la eficacia de producción de SA en una célula bacteriana puede mejorarse más.

Finalmente, la presente invención se refiere a un procedimiento para fabricar SA que comprende

i) cultivar una célula bacteriana de la presente invención bajo condiciones de cultivo adecuadas; y25
ii) obtener SA a partir de las células bacterianas cultivadas.

La expresión “ácido succínico” (SA) se tiene que entender en su sentido más amplio y también engloba sales del 
mismo, como por ejemplo, sales alcalinometálicas, como sales de Na y K, o sales alcalinotérreas, como sales de Mg 
y Ca, o sales de amonio; o anhídridos de dichos ácidos.

Las condiciones de cultivo adecuadas y las técnicas para obtener el SA para aplicarse en el procedimiento de la 30
invención, es decir, el proceso fermentativo para la producción de SA, son los siguientes:

La célula bacteriana de la presente invención, preferentemente, se incuba en un medio que contiene una fuente 
de carbono que pueda asimilar y se cultiva a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 10 a 60 o 20 a 
50 o 30 a 45 ºC a un pH de 5,0 a 9,0 o 5,5 a 8,0 o 6,0 a 7,0 en presencia de dióxido de carbono.

Preferentemente, el SA se produce bajo condiciones anaeróbicas. Las condiciones anaeróbicas se pueden 35
establecer por medio de técnicas convencionales, por ejemplo, desgaseando los constituyentes del medio de 
reacción y manteniendo las condiciones anaeróbicas introduciendo dióxido de carbono o nitrógeno o mezclas de los 
mismos y opcionalmente hidrógeno a una velocidad de flujo de, por ejemplo, 0,1 a 1 o 0.2 a 0,5 vvm. Las 
condiciones aeróbicas se pueden establecer por medio de técnicas convencionales, como por ejemplo, 
introduciendo aire u oxígeno a una velocidad de flujo de, por ejemplo, 0,1 a 1, o 0,2 a 0,5 vvm. Si es apropiado, se 40
puede aplicar una sobre-presión de 0,1 a 1,5 bares en el proceso.

La fuente de carbono asimilable se selecciona preferentemente de entre glicerol, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, 
D-galactosa, D-manosa y mezclas de las mismas o composiciones que contienen al menos uno de dichos 
compuestos, o se selecciona de los productos de descomposición del almidón, celulosa, hemicelulosa y/o 
lignocelulosa.45

La concentración inicial de la fuente inicial de carbono, preferentemente, se ajusta a un valor en el intervalo de 5 a 
100 g/l y se puede mantener en dicho intervalo durante el cultivo.

El pH del medio de reacción se puede controlar por la adición de bases adecuadas como por ejemplo, hidróxido 
amónico en forma de solución acuosa o gaseosa de amoniaco de al menos un 5% (p/v) o más concentrada (hasta 
saturación) u otras bases.50

Las condiciones particularmente preferidas para producir SA son:

Fuente de carbono: Glucosa o glicerol (incluyendo glicerol bruto)
Temperatura: 30 a 45 ºC
pH: 5,5 a 7,0
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gas suplementado: CO2

La expresión “glicerol crudo” tiene que entenderse como una fuente que contiene glicerol sin tratar como se acumula 
en procesos en los que el glicerol es un subproducto, como por ejemplo, en la producción de biodiésel o bioetanol. A 
menos de que se establezca otra cosa el término “glicerol” como se utiliza en el presente documento engloba el
“glicerol bruto”.5

Unas condiciones preferidas adicionales se podrán derivar de los ejemplos y figuras adjuntos.

El ácido succínico y las sales de SA que se producen, preferentemente se obtienen por procedimientos que se 
conocen en la técnica, como por ejemplo, cristalización, filtración, electrodiálisis, cromatografía. Por ejemplo, se 
puede aislar precipitándolo como un producto de succinato cálcico en el fermentador durante la fermentación 
utilizando, hidróxido cálcico, óxido de calcio, carbonato cálcico o carbonato de hidrógeno por neutralización y 10
filtración del precipitado.

El producto de SA deseado se recupera del precipitado cálcico o succinato por acidificación del succinato con ácido 
sulfúrico seguido por filtración para retirar el sulfato cálcico (yeso) o lo que precipite. La solución resultante se puede 
purificar más por medio de cromatografía de intercambio iónico con el fin de retirar los iones residuales no deseados.

Otra divulgación se refiere a un proceso para la producción de SA y/o sales de SA, en particular sales de amonio, 15
cuyo procedimiento comprende la producción fermentativa de SA como se ha definido anteriormente y controlar el 
pH con una base adecuada, en particular una base inorgánica, como el amoniaco, o una solución acuosa del mismo.

Otra divulgación se refiere a un proceso para la producción de tetrahidrofurano (THF) y/o 1,4-butanodiol (BDO) y/o 
gamma-butirolactona (GBL) que comprende

a) la producción fermentativa de SA y/o sales de SA, por ejemplo sales de amonio como se ha definido 20
anteriormente, y
b1) la hidrogenación catalítica directa del ácido libre que se obtiene en THF y/o BDO y/o GBL o 
b2) la esterificación química del SA libre que se obtiene y/o las sales amónicas de SA en su correspondiente 
éster di-alquil inferior y la posterior hidrogenación catalítica de dicho éster en THF y/o BDO y/o GBL.

El alquil inferior representa preferentemente una cadena lineal o ramificada C17C6-, preferentemente un resto C1-C4-25
alquil, en particular, metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, sec-butilo, tert-butilo, así como n-pentilo y n-exilo y análogos 
ramificados de los mismos.

Otra divulgación se refiere a un proceso para la producción de pirrolidonas que comprende

a) la producción fermentativa de sales amónicas de SA como se ha definido anteriormente, y
b) la conversión química de sales amónicas de SA en pirrolidonas de una manera conocida per se, por ejemplo, 30
como se describe en el documento WO-A-2006/066839 (que se incorpora en el presente documento por 
referencia).

En una realización preferida, dicho glicerol, que se utiliza como una fuente de carbono asimilable, es el glicerol bruto.

Más detalles de la hidrogenación directa de SA:

Las condiciones experimentales adecuadas para llevar a cabo la hidrogenación catalítica directa se conocen 35
bien, y por ejemplo, se describen en el documento US 4.550.185.

El SA se hidrogena de una manera conocida per se utilizando procesos, aparatos y asistentes, tales como 
disolventes, familiares para el experto en la técnica. En particular, se lleva a cabo la hidrogenación de la fase líquida 
de manera continua o discontinua en presencia de un agente catalítico heterogéneo adecuado para la hidrogenación 
ácida. Los parámetros de proceso óptimos se pueden establecer por el experto en la técnica sin un esfuerzo 40
inaceptable. Por ejemplo, la temperatura de reacción está en el intervalo de aproximadamente 100 a 
aproximadamente 300 ºC, preferentemente en el intervalo de aproximadamente 130 a 285 ºC, y la presión es de 
aproximadamente 20 a 350 bares, por ejemplo de 100 a 250 bares. Los agentes catalíticos que se pueden utilizar en 
la reacción de hidrogenación son conocidos por el experto en la técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar varios 
agentes catalíticos de paladio/renio/carbono. Los disolventes que se pueden utilizar para la reacción de 45
hidrogenación son conocidos por el experto en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar un medio disolvente acuoso.

Más detalles sobre la esterificación de SA seguida por hidrogenación:

Las condiciones experimentales adecuadas para llevar a cabo la esterificación seguida por hidrogenación 
catalítica directa se conocen bien, y por ejemplo, se describen en la Solicitud de Patente Europea 06007118.0.

a) Proceso de esterificación:50

El proceso de esterificación que puede comprender una destilación reactiva, se puede llevar a cabo utilizando un 
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aparato conocido per se en varios diseños.

Por ejemplo, se puede utilizar una planta de esterificación que funciona en modo continuo que comprende una 
columna de rectificación con un número apropiado de estadios teóricos que se consiguen por instalación de 
bandejas o paquetes. La carga acuosa que comprende la sal amónica de SA se alimenta en la parte superior de la 
columna a partir de un envase de depósito tan pronto como se forme un estado estable del perfil de temperaturas en 5
la columna como resultado de la alimentación de alcanol que se evapora en el bucle evaporador adherido al colector 
de la columna. La reacción forma un flujo de contracorriente de descenso del líquido que contiene sal de amonio y 
se condensa, y de ascenso de la fase de vapor que contiene alcanol. Para catalizar la reacción de catálisis, se 
puede añadir un agente catalítico homogéneo a la carga inicial de sal de amonio. De manera alternativa, se pueden 
proporcionar agentes catalíticos heterogéneos en el interior de la columna. El éster carboxílico que se forma es 10
líquido bajo las condiciones del proceso y entra por medio del extremo inferior de la columna en el colector de la 
columna de destilación y se retira continuamente del colector. Los componentes gaseosos, por ejemplo las mezclas 
azeotrópicas que comprenden alcanol-agua y/o amoniaco, se retiran de la columna de reacción y por lo tanto del 
equilibrio de reacción en la parte superior de la columna.

Se pueden implementar más modificaciones de las realizaciones específicas descritas anteriormente por el experto 15
en la técnica sin un esfuerzo inaceptable.

los intervalos de parámetros del proceso adecuados para el proceso de esterificación de acuerdo con la invención se 
pueden determinar fácilmente por el experto en la técnica dependiendo de la configuración del aparato que se utilice, 
por ejemplo, el tipo de columna interna que se utilice, el tipo y cantidad de los reactivos, tipo y cantidad de los
agentes catalíticos que se utilicen si es apropiado. Por ejemplo, sin ser restrictivos a estos, los parámetros 20
individuales se pueden establecer con los siguientes intervalos de parámetros:

Temperatura de la columna: 0-300 ºC, en particular 40-250 ºC, o 70-200 ºC
Presión: desde 0,1 a 6 bares, en particular presión de referencia
Tiempo de residencia: unos pocos segundos (por ejemplo de 1 a 60) hasta días (por ejemplo de 1 a 5), en 
particular de unos pocos minutos (por ejemplo de 1 a 60) a unas pocas horas (por ejemplo 1 a 15), más 25
preferentemente desde unos pocos minutos (por ejemplo desde 5 a 20) a 2 h.

b) Proceso de hidrogenación

Los ésteres de SA que se preparan de acuerdo con la invención se hidrogenan de una manera conocida per se 
utilizando procesos, aparatos y asistentes, tales como agentes catalíticos, familiares para el experto en la técnica.

En particular, se lleva a cabo la hidrogenación de fase gaseosa de una manera continua o discontinua en presencia 30
de un agente catalítico heterogéneo adecuado para la hidrogenación de un éster. Los parámetros óptimos del 
proceso pueden establecerse por un experto en la técnica para el éster en particular sin un esfuerzo inaceptable. Por 
ejemplo, la temperatura de la reacción está en el intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 300 ºC, 
preferentemente en el intervalo de aproximadamente 200 a 280 ºC, y la presión es desde aproximadamente 5 a 100 
bares, por ejemplo desde 10 a 50 bares. La relación molar de reactivo respecto a hidrógeno se fija en el intervalo en 35
el intervalo de aproximadamente 1:100 a aproximadamente 1:2000, por ejemplo de 1:800 a 1:1500.

Los agentes catalíticos que se pueden utilizar para la reacción de hidrogenación inventiva se conocen por el experto 
en la técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar varios agentes catalíticos de cobre. La técnica anterior describe, por 
ejemplo, el uso de agentes catalíticos de cobre cromita que se pueden obtener bajo el nombre 85/1 en Davy Process 
Technology Ltd., Inglaterra. Sin embargo, los agentes catalíticos adecuados de acuerdo con la invención son 40
agentes catalíticos de óxido de cobre de soporte, el óxido de cobre se aplica a materiales de soporte de alúmina o 
silicio. También se conocen en la técnica ejemplos de la hidrogenación de ésteres succínicos en BDO (1,4-
Butanodiol)/GBL (gamma-butirolactona)/THF con agentes catalíticos de cobre.

La fermentación como se utiliza de acuerdo con la presente invención se puede llevar a cabo en fermentadores con 
agitado, columnas de burbujas y reactores de bucle. Los tipos de procedimientos posibles que incluyen los tipos con 45
agitado y los diseños geométricos se conocen bien en la técnica y se pueden encontrar en los libros de texto 
convencionales. En el proceso, las típicas variantes disponibles son las siguientes variantes conocidas por los 
expertos en la técnica o que se explican, por ejemplo, en un libro de texto de referencia (Chmiel H, Hammes WP, 
Bailey JE, 1987, "Biochemical engineering. A challenge for interdisciplinary cooperation.", ISBN: 3-437-30574-3.), tal 
como una fermentación discontinua, de alimentación discontinua, de alimentación discontinua repetida o continua 50
con y sin reciclado de la biomasa. Dependiendo de la cepa de producción, se puede/debe efectuar el rociado con 
aire, oxígeno, dióxido de carbono, hidrógeno, nitrógeno o mezclas de gases adecuadas con el fin de conseguir 
buenos rendimientos.

Antes de la conversión química en el caldo de fermentación en el proceso de acuerdo con la invención, se puede 
pre-tratar el caldo de fermentación; por ejemplo, se puede retirar la biomasa del caldo. Los procesos para retirar la 55
biomasa son conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, filtración, sedimentación y flotación. En 
consecuencia, se puede retirar la biomas, por ejemplo, con centrífugas, separadores, decantadores, filtros o en un 
aparato de flotación. Para la recuperación máxima del producto con valor, a menudo es aconsejable lavar la 
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biomasa, por ejemplo en forma de una diafiltración. La selección del procedimiento depende del contenido de 
biomasa en el caldo fermentador y las propiedades de la biomasa, y también la interacción de la biomasa con el 
producto con valor. En una realización, el caldo de fermentación se puede esterilizar o pasteurizar.

En una realización más, el caldo de fermentación está concentrado. Dependiendo de las necesidades, esta 
concentración se puede hacer de manera discontinua o continua. El intervalo de presión y temperatura se debería 5
seleccionar de manera que primariamente no se produzca un daño en el producto, y secundariamente es necesario 
un uso mínimo del aparato y de energía. La selección hábil de los niveles de presión y temperatura en una 
evaporación multiestadio en particular hace posible el ahorro energético.

La expresión “caldo de fermentación” se entiende que significa una solución acuosa que está basada en un proceso 
fermentativo y que no se ha preparado, o se ha preparado, por ejemplo, como se describe en el presente 10
documento.

En términos de aparatos, los depósitos con agitado, los evaporadores de película descendente, evaporadores de 
película fina, evaporadores de circulación ultrarrápida forzada y otros tipos de evaporación que se pueden utilizar en 
modo de circulación natural o forzada.

Figuras15

Figura 1: Un mapa esquemático del plásmido PSacB.

Figura 2: Un mapa esquemático del plásmido PSacB (delta IdhA) (lactato deshidrogenasa).

Figura 3: Un mapa esquemático pSacB (delta pflDK) (piruvato formiato liasa).

Figura 4: Un mapa esquemático de un plásmido de expresión pJFF224 (icl ms Y.m.) para la expresión del 
operón de derivación de glioxilato de Yersinia mollaretii (isocitrato liasa (icl) y malato sintasa (ms)).20

Figura 5: Un mapa esquemático del plásmido pJFF224 (icl ms S.t.) para la expresión del operón de derivación 
de Salmonella typhimurium.

Figura 6: Un mapa esquemático del plásmido pJFF224 (icl ms Y.m.).

Figura 7: Un mapa esquemático del plásmido pJFF224 (PpckA fdh C.b.).

Figura 8: Un mapa esquemático del pSacB (delta adhE).25

Figura 9: Un mapa esquemático de un plásmido de expresión pJFF224 (fdh W.s.) para la expresión de la 
formiato deshidrogenasa en W. succinogenes (fdh W.s.).

Figura 10: Un mapa esquemático de un plásmido de expresión pJFF224 (fdh C.b.) para la expresión de formiato 
deshidrogenasa en Candida boidinii (fdh C.b.).

Figura 11: Las secuencias de la SEC ID Nº 1 a 21.30

La invención se describirá ahora por los siguientes ejemplos que no se conciben, en absoluto, como una limitación 
de su alcance.

Ejemplos

Ejemplo 1: Transformación de DD1

Tabla 1: Nomenclatura de las DD1 de tipo silvestre y mutantes a las que se hace referencia en los Ejemplos35

Cepa Descripción

LU13843 DD1 tipo silvestre (depositado como DSM18541)

LU15050 DD1 delta ldh

LU15224 DD1 delta ldh pflD

LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) DD1 delta ldh pflD pJFF224 (icl ms Y.m.)

LU15224 pJFF224 DD1 delta ldh pflD pJFF224

LU13843 pJFF224 pJFF224
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(continuación)

Cepa Descripción

LU 13843 pJFF224 (icl ms S.t.) DD1 pJFF224 (icl ms S.t.)

LU15050 pJFF224 DD1 delta ldh pJFF224

LU15050 pJFF224 (icl ms S.t.) DD1 delta ldh pJFF224 (icl ms S.t.)

LU 15050 pJFF224 (icl ms Y.m.) LU 15050 pJFF224 (icl ms 
Y.m.)

DD1 delta ldh pJFF224 (icl ms Y.m.)

LU 13843 pJFF224 (PpckA fdh C.b.) DD1 pJFF224 (PpckA fdh C.b.)

LU 15050 pJFF224 (PpckA fdh C.b.) DD1 delta ldh pJFF224 (PpckA fdh C.b.)

LU 13843 pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.)
DD1 pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms 
Y.m.)

LU15050 delta adhE. DD1 delta ldh delta adhE

LU15050 delta adhE. pJFF224 (PpckA fdh C.b.)
DD1 delta ldh delta adhE pJFF224 (PpckA fdh 
C.b.)

LU 13843 pJFF224 (fdh W.s.) DD1 pJFF224 (fdh W.s.)

LU 15050 pJFF224 (fdh W.s.) DD1 delta ldh pJFF224 (fdh W.s.)

LU 15050 delta adhE pJFF224 (fdh. W.s.) DD1 delta ldh delta adhE pJFF224 (fdh W.s.).

Se transformó la cepa LU13843 de Pasteurella con ADN por electroporación utilizando el siguiente protocolo:

Pre-cultivo:

Se inoculó la LU 13843 a partir de un cultivo reciente en placa BHI-Agar en 40 ml de BHI (infusión cerebro 5
corazón, Difco) en matraces de agitado de 100 ml. Se llevó a cabo la incubación una noche a 30 ºC; 200 rpm.

Cultivo principal:

50 ml de BHI en matraz de agitado de 100 ml
Inoculado hasta una DO final (610) de 0,4
Incubación: aproximadamente 1,5 h a 30 ºC, 200 rpm10
Las células se recolectaron a una DO de aproximadamente 1,3

El aglomerado se lavó una vez con glicerol al 10% frío a 4 ºC
Se resuspendió en 1,7 ml de glicerol al 10% (4 ºC)

Se mezclaron 100 l de células competentes con 5-10 g de ADN (10-20 l) y se mantuvieron en hielo durante 2 min 
en una cubeta de electroporación con una anchura de 0,2 cm.15

Condiciones de electroporación: 800 ; 25 F; 2 kV (Gene Pulser, Bio-Rad)

Adición de 1 ml de BHI inmediatamente después de la electroporación
Incubación durante 2 h a 30 ºC

Las células se colocaron en placas con BHI con 5 mg/l de cloranfenicol y se incubaron durante 2-5 d a 30 ºC hasta 
que las colonias de las transformadas eran visibles. Se aislaron los clones y se re-sembraron en estrías en BHI con 20
5 mg/l de cloranfenicol hasta que se obtenía la pureza de los clones.

Ejemplo 2: Generación de construcciones de eliminación

Los plásmidos de eliminación se construyeron basándose en el vector pSacB (SEC ID Nº 9). La Figura 1 muestra un 
mapa esquemático del plásmido pSacB. Las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del fragmento cromosómico que se 
debería eliminar se amplificaron por PCR a partir del ADN cromosómico de LU 13843 y se introdujeron en el vector 25
utilizando utilizando técnicas de referencia. Normalmente, al menos un 80% de la ORF se seleccionó para 
eliminación. De tal manera, se construyeron los plásmidos de eliminación para la lactato deshidrogenasa IdhA, 
pSacB (delta IdhA), y para la piruvato formiato deshidrogenasa pflD, pSacB (delta pflD). Las Figuras 2 y 3 muestran 
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mapas esquemáticas del plásmido pSacB (delta IdhA) y pSacB (delta pflD).

Ejemplo 3: Generación de cepas mejoradas productoras de succinato

Se transformó la LU 13843 como se describe anteriormente para el pSacB (delta ldh) y se “Campbelló dentro” para 
producir una cepa “Campbell dentro”. Se confirmó la transformación e integración en el genoma de LU 13843 por las 
bandas producidas en la PCR para el evento de integración del plásmido en el genoma de LU 13843. Las cepas 5
“Campbell dentro” se “Campellaron fuera” entonces utilizando placas de agar que contenían sacarosa como medio 
de contra selección, que seleccionaban según la pérdida (de función) del gen sacB. Por lo tanto, las cepas 
“Campbell dentro” se incubaron en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contenía antibióticos) a 37 ºC, 220 
rpm durante una noche. El cultivo de una noche se sembró en estrías en un BHI recién preparado que contenía 
placas de sacarosa (10%, sin antibióticos) y se incubó durante una noche a 37 ºC (“primera transferencia en 10
sacarosa”). Las colonias sencillas que se obtenían de la primera transferencia se sembraron en estrías de nuevo en 
placas de BHI recién preparado que contenía sacarosa (10%) y se incubaron durante una noche a 37 ºC (“segunda 
transferencia en sacarosa”). Este procedimiento se repitió hasta completar un mínimo de cinco transferencias 
(“tercera, cuarta, quinta transferencia en sacarosa”) en sacarosa. La expresión “primera a quinta transferencia en 
sacarosa” se refiere a la transferencia de una cepa tras la integración cromosómica de un vector que contiene un 15
gen sacB de levansacarasa en placas de agar que contienen sacarosa y medio de crecimiento con el fin de 
seleccionar cepas con pérdida del gen sacB y las secuencias de plásmido que lo rodean. La colonia única de las 
placas de la quinta transferencia se inocularon en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contiene antibióticos) 
y se incubaron a 37 ºC, 220 rpm durante una noche. El cultivo de una noche se diluyó en serie y se colocó en placas 
con BHI para obtener colonias únicas aisladas. Las cepas “Campelladas fuera” que contenían la eliminación del gen 20
dhA se confirmaron por sensibilidad al cloranfenicol. Se identificaron los mutantes de eliminación entre estas cepas y 
se confirmaron por análisis PRC. Esto dio lugar al mutante de eliminación IdhA LU 15050.

La LU 15050 se transformó con el pSacB (delta pflD) como se ha descrito anteriormente y se “Campbelló dentro” 
para dar lugar a la cepa “Campbell dentro”. La transformación e integración se confirmó por PCR. La cepa “Campbell 
dentro” se “Campbelló fuera” entonces como se ha descrito anteriormente. Los mutantes de eliminación entre estas 25
cepas se identificaron y confirmaron por análisis de PCR. Esto dio lugar al mutante de doble eliminación IdhA pflD
LU 15224.

La LU 15224 se transformó con el pJFF224 (icl ms Y.m.) que expresa el operón de derivación de glioxilato de 
Yersinia mollaretii y el pJFF224 como vector de control. Las transformantes resultantes se utilizaron para posteriores 
experimentos. La LU 15050 se transformó con pJFF224 (icl ms S.t.) que expresa el operón de derivación de 30
glioxilato de Salmonella typhimurium. Las transformantes resultantes se utilizaron para posteriores experimentos.

Ejemplo 4: Preparación del banco celular

1. Preparación de medios

La composición del medio de cultivo se describe en la tabla 3.

Tabla 3: Composición de medios líquidos y sólidos para la preparación de bancos celulares.35

Compuesto Concentración [g/l] Concentration de solución de reserva [g/l]
Glucosa variablea 650
Bacto extracto de levadura (Becton 
Dickinson)

5 -

Bacto peptona (Becton Dickinson) 5 -
(NH4)2 SO4 1 500
CaCl2*2H2O 0,2 20
MgCl2*6H2O 0,2 20
NaCl 1 100
K2HPO4 3 500
MgCO3 variableb -
Bacto-Agar (solo para medio sólido) 12
a Las concentraciones de glucosa eran de 15 g/l (en placas) y 20 o 50 g/l (en medio líquido).
b MgCO3 (Riedel-de Haen, número de producto: 13117 de Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH) las 
concentraciones eran 5 g/l (en placas) y 0 o 30 g/l (en medios líquidos).

Se mezclaron 5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, MgCO3 y (para el medio sólido) 12 g de Bacto-Agar en 
900 ml de agua destilada y se esterilizaron en el autoclave (20 min). Tras enfriarse a aproximadamente 65 ºC se 
añadieron los componentes perdidos a partir de soluciones de reserva estériles. La glucosa, el sulfato amónico y el 
K2HPO4 se esterilizaron en el autoclave por separado. Los cloruros de Ca, Mg y Na se esterilizaron juntos en el 40
autoclave.
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2. Preparación de MCB

Se inocularon de nuevo dos placas de agar con la cepa deseada y se incubó a 37 ºC en una jarra anaeróbica 
(Anaerocult A, Merck) durante una noche. La biomasa se sacó de las placas y se resuspendieron en el medio líquido 
libre de MgCO3 con 20 g/l de glucosa y se ajustó a una DO 1,0. La inoculación se llevó a cabo con 0,5 ml de esta 
suspensión celular. Los cultivos se llevaron a cabo en botellas de suero de 100 ml con tapones de goma de butilo 5
ajustados con gas (Ochs GmbH, Bovenden/Lenglern, Alemania) que contenían 50 ml del medio líquido con 20 g/l de 
glucosa y 30 g/l de MgCO3 y una atmósfera de CO2 con una sobre presión de 0,8 bares. Las botellas de suero (en 
total 10) se incubaron a 37 ºC, con una velocidad de rotación de 160 rpm y un diámetro de agitado de 2,5 cm.

Para controlar el consumo de glucosa, el cultivo de una botella se paró y se muestreó y se llevaron a cabo análisis 
HPLC tras 0, 3, 4, 5, 7, 8 y 8,5 h. Tras 8,5 h (la concentración de glucosa era de 3,4 g/l) se paró el cultivo. Se 10
llenaron crioviales con alícuotas de 0,5 ml de la suspensión celular y 0,5 ml de glicerol estéril, se mezclaron y se 
almacenaron durante 13 horas a -20 y después a -80 ºC como MCB. La MCB se ensayó en cuanto a su pureza 
sembrando radialmente un asa del último criovial en placas de agar para el control de la contaminación y la 
comprobación en cultivo líquido (el medio que se describe en la tabla 8) del espectro del producto y la contaminación 
(por microscopía).15

El consumo de glucosa y la formación de SA y productos secundarios se cuantificaron por medio de análisis HPLC 
de los sobrenadantes libres de células sin diluir del caldo de cultivo utilizando una detección RI. Las muestras de 
caldo se tomaron con jeringa estéril a través del tapón de goma de butilo, la separación celular se llevó a cabo por 
filtración (0,22 m). Se utilizaron una Columna I.D de 300 x 7,8 Aminex HPX-87 H (Biorad) y 5 mm de H2SO4 como 
fase fija y móvil respectivamente. La temperatura de la columna era 30 ºC, la velocidad de flujo era de 0,5 ml min-1.20

3. Preparación de WCB

Se utilizó un vial de MCB para inocular una botella de suero de 100 ml con tapón de goma de butilo ajustado con gas 
(véase anteriormente) que contenía 50 ml de medio líquido con 50 g/l de glucosa. Se llevó a cabo la incubación
durante 10 h a 37 ºC en una incubadora rotatoria (velocidad de rotación: 180 rpm, diámetro de agitado: 2,5 cm). Al 
final del cultivo la concentración de glucosa era de 20 g/l y el pH alrededor de 6,5. Se llenaron crioviales con 25
alícuotas de 0,5 ml de suspensión celular y 0,5 ml de glicerol estéril, se mezcló y se almacenó a -80 ºC como WCB. 
Las comprobaciones de pureza serán las mismas que para la MCB. Las condiciones de la HPLC eran las mismas 
que las descritas anteriormente.

Ejemplo 5: Fermentación de las cepas mutantes LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) y LU15224 pJFF224

La cepa mutante de DD1 LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.), que es un doble anulación de ldh y pflD y que sobre-30
expresa el plásmido pJFF224 (icl ms Y.m.), que contenía los genes del operón de derivación de glioxilato, se analizó 
por experimentos de fermentación anaeróbica en comparación con la cepa del plásmido de control LU15224 
pJFF224, que contenía el mismo fondo genético que LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) pero solo un plásmido de 
expresión pJFF224 vacío. Las cepas mutantes se generaron como se describe en los ejemplos 1 a 3.

1. Preparación del medio35

La composición del medio de cultivo se describe en la siguiente tabla 4.

Tabla 4: Composición del medio para cultivos discontinuos de mutantes DD1 con sobre-expresión de plásmidos

Compuesto Concentración [g/l] Concentration de solución de reserva [g/l]

Monohidrato de Glucosa 50 722

Bacto extracto de levadura (Becton Dickinson) 5 100

(NH4)2 SO4 1 500

CaCl2*2H2O 0,2 20

MgCl2*6H2O 0,2 20

NaCl 1 100

K2HPO4 3 500

Cloranfenicol 0,005 5

MgCO3
a

50 -

a El MgCO3 se utilizó como agente tamponante solo en los experimentos con botellas de suero.

El MgCO3 se suplementó con ddH2O y se esterilizó en el autoclave en botellas de suero. El extracto de levadura, 
glucosa, sulfato amónico y fosfato potásico se esterilizaron en el autoclave por separado. Los cloruros de Ca, Mg y 40
Na se esterilizaron juntos en el autoclave. Tras el enfriamiento los fermentadores ddH2O esterilizados en autoclave y 
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las botellas de suero se añadieron los componentes perdidos como soluciones de reserva estériles. Para sembrar 
los cultivos se utilizó el mismo medio.

2. Cultivos y analíticas

El cultivo sembrado se cultivó anaeróbicamente en botellas de suero de 100 ml con tampón de goma de butilo 
ajustado con gas que contenían 50 ml de medio a 37 ºC en una incubadora con agitado (velocidad de rotación: 170 5
rpm, diámetro de agitado: 2,5 cm). Se llevó a cabo la inoculación del cultivo sembrado con 1 ml de WBC (como se 
ha descrito en el ejemplo 4) bajo condiciones estériles. Inmediatamente tras la inoculación se sustituyó el gas de la 
atmósfera aeróbica por CO2 puro con una sobrepresión de aproximadamente 0,8 bares. Tras 11 h y 17 h de 
incubación para LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) y LU15224 pJFF224, respectivamente, el fermentador se inoculó 
con 20 ml para iniciar el cultivo en el fermentador de 500 ml (Sixfors, Infors Suiza) que contenía 380 ml de medio de 10
cultivo que se había gaseado durante una noche con CO2 para asegurar las condiciones libres de oxígeno. La 
temperatura de cultivo se mantuvo a 37 ºC y el pH a 6,5 con un 25% de NH4OH. La corriente de CO2 gaseoso se 
ajustó a 0,4 * min-1. La velocidad de agitado se ajustó a 500 rpm.

El consumo de glucosa y la formación de SA y productos secundarios se cuantificaron por medio de HPLC como se 
describe en el ejemplo 4.15

3. Resultados

Los resultados se resumen en la tabla 5 que muestra los valores tras el agotamiento de glucosa.

La sobre-expresión heteróloga de los genes de derivación de glioxilato dan lugar a un aumento significativo del 
rendimiento de succinato en comparación con la cepa control LU15224 pJFF224. También se detectaba que el 
acetato se producía con un título más bajo en pJFF224 (icl ms Y.m.), en comparación con el control, dando a 20
entender que se introducía un flujo mejorado de piruvato por medio de la acetil-CoA, isocitrato, malato, fumarato a 
succinato por el operón de derivación de glioxilato heterólogo.

Tabla 5: Producción de succinato por la pJFF224 (icl ms Y.m.) mutante y con plásmido de control LU15224 
pJFF224, tras el agotamiento de glucosa en un caldo de fermentación SixFors

Parámetro LU15224 pJFF224 (icl ms Y. m.) LU15224 pJFF224

Volumen final del caldo de fermentación
[ml]

432 435

glucosa consumida [g] 22,98 23,17

succinato producido [g] 20 19,16

rendimiento de succinato [g/g] 0,87 0,83

lactato producido [g] 0 0

piruvato producido [g] 0 0

acetato producido [g] 3,12 3,26

formiato producido [g] 0 0

25

Ejemplo 6: Clonación y expresión del operón de derivación de glioxilato de Salmonella typhimurium LT2

En otra realización el operón de derivación de glioxilato de Salmonella typhimurium (S. typhimurium) LT2 ATCC 
15227 se amplificó por PCR clonado del ADN cromosómico de S. typhimurium LT2 ATCC 15277 utilizando la ADN 
polimerasa PfuTurbo™ (Roche) y se insertó en el vector pJFF224. La expresión de los genes de esta construcción 
se dirigió por el promotor nativo del operón así como por un promotor T4 localizado en el vector pJFF224. La Figura 30
5 muestra un mapa esquemático del plásmido resultante denominado pJFF224 (icl ms S.t.). La cepa DD1 
(denominada LU13843) se transformó con el plásmido pJFF224 (icl ms S.t.) como se ha descrito anteriormente. Se 
llevó a cabo un experimento con botella de suero y se analizó como se ha descrito anteriormente. Se puede 
encontrar que con la sobre-expresión del operón de derivación de glioxilato de S. typhimurium la producción de 
ácido succínico estaba aumentada sobre el control. El rendimiento de glucosa convertida en succínico aumentó de 35
0,42 g de SA/g de glucosa a 0,51 g de SA/g de glucosa.

Tabla 6: Resultados tras la expresión del operón de derivación de glioxilato de S. typhimurium LT2 en LU13843

Cepa
ácido

succínico
ácido láctico ácido fórmico ácido acético

rendimiento de ácido 
succínico g de SA/g de

sustrato

LU13843 pJFF224 15,1 10,1 6,8 7,5 0,42
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(continuación)

Cepa
ácido

succínico
ácido láctico ácido fórmico ácido acético

rendimiento de ácido 
succínico g de SA/g de

sustrato

LU13843 pJFF224 (icl ms 
S.t.)

18,1 6,5 6 8,1 0,51

Ejemplo 7: Expresión de la cepa del operón de derivación de glioxilato de S. typhimurium LT2 en la cepa DD1 
delta LDH (LU15050)

Se transformó la cepa DD1 delta ldh (LU15050) con el plásmido pJFF224 (icl ms S.t.) como se ha descrito 5
anteriormente. Se llevó a cabo un experimento en botellas de suero y se analizó como se ha descrito anteriormente. 
Las células se cultivaron una noche con placas de agar BHI con cloranfenicol, añadido a 4 g/ml. Las células se 
rascaron de la placa de agar y se inocularon con una DO de 600 nm de 0,1. Se puede encontrar que con la sobre-
expresión del operón de derivación de glioxilato de S. typhimurium en LU15050 la producción de ácido succínico 
aumentó sobre el control. El rendimiento de glucosa convertida en succínico aumentó de 0,62 g de SA/g de glucosa 10
a 0,72 g de SA/g de glucosa.

Tabla 7: Resultados tras la expresión del operón de derivación de glioxilato de S. typhimurium LT2 en LU15050

ácido
succínico

ácido láctico
ácido

fórmico
ácido acético

rendimiento de ácido 
succínico, g de SA/g de

sustrato

LU15050 31,10 6,40 7,11 0,98 0,62

LU15050 pJFF224 (icl 
ms S.t.)

35,90 5,60 7,50 1,15 0,72

Ejemplo 8: Clonación y expresión del operón de derivación de glioxilato de Yersinia mollaretii ATCC 43969

En otra realización el operón de derivación de glioxilato de Yersinia mollaretii (Y. molaretii) ATCC 43969 se amplifica 15
por PCR clonado del ADN cromosómico de Y. molaretii ATCC 43969 utilizando la ADN polimerasa PfuTurbo™
(Roche) y se insertó en el vector pJFF224. La expresión de los genes en esta construcción está dirigida por el 
promotor nativo del operón así como por un promotor T4 localizado en el vector pJFF224. La Figura 6 muestra un 
mapa esquemático del plásmido resultante llamado pJFF224 (icl ms Y.m.). Se transformó la cepa DD1 delta ldh 
(LU15050) con el plásmido pJFF224 (icl ms Y.m.) como se ha descrito anteriormente. Se llevó a cabo un 20
experimento con botellas de suero utilizando 48 g/l de glucosa y se analizó como se ha descrito anteriormente. Las 
células se cultivaron durante una noche en placas agar BHI con cloranfenicol, añadido a 4 g/ml. Las células se 
rascaron de la placa de agar y se inocularon con una DO 600 nm de 0,1. Se puede encontrar que con la sobre-
expresión del operón de glioxilato de Y. molaretii en LU15050 la producción de ácido succínico estaba aumentada 
significativamente sobre el control. El rendimiento de glucosa que se convertía en succínico estaba aumentada de 25
0,60 g de SA/ g de glucosa para LU15050 a 0,69 g de SA/ g de glucosa para LU15050 pJFF224 (icl ms Y.m.).

Tabla 8: Resultadlos de la expresión del operón de glioxilato de Y. molaretii ATCC 43969 en LU15050

ácido succínico ácido fórmico ácido acético
rendimiento de ácido succínico, g 

de SA/g de sustrato

LU 15050 28,7 5,2 7,3 0,60

LU 15050 pJFF224 (icl 
ms
Y.m.)

33,0 5,5 6,7 0,69

Ejemplo 9: Clonación y expresión del gen formiato deshidrogenasa de Candida boidinii

El gen de la formiato deshidrogenasa (fdh) de Candida boidinii (C. boidinii) ATCC 18810 se amplificó por PCR a 30
partir del ADN cromosómico de C. boidinii ATCC 18810 utilizando la ADN polimerasa PfuTurbo™ (Roche). El gen se 
fusionó con el promotor PpckA de la cepa DD1 y se insertó en el vector pJFF224. La expresión de los genes de esta 
construcción se dirigía por el promotor PpckA así como por un promotor T4 localizado en el vector pJFF224. La 
Figura 7 muestra un mapa esquemático del plásmido resultante llamado pJFF224 (PpckA fdh C.b.). Se 
transformaron las cepas DD1 (LU13843) y DD1 delta Idh (LU 15050) con el plásmido pJFF224 (PpckA fdh C.b.)35
como se ha descrito anteriormente. Las cepas resultantes se seleccionaron en agar que contenía 4 g/ml de 
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cloranfenicol.

La productividad de ácido succínico se analizó como se ha descrito anteriormente. Se encontró que con la sobre-
expresión de fdh la cantidad de ácido succínico estaba aumentada de 27,5 a 30,3 g/l, mientras que la cantidad de 
formiato como producto secundario estaba reducida a menos de 0,1 g/l o 0,16 g/l en LU15050. El rendimiento de 
ácido succínico aumentaba de 0,57 a 0,63 en LU 13843 o de 0,67 a 0,68 para LU 15050.5

Tabla 9: Resultados tras la expresión de fdh de C. boidinii en LU 13843 y LU 15050

Cepa
ácido

succínico
ácido
láctico

ácido
fórmico

ácido
acético

rendimiento de ácido succínico, g 
de SA/g de sustrato

LU 13843 pJFF224 27,5 7,80 4,74 7,32 0,57

LU 13843 pJFF224 (PpckA 
fdh C.b.)

30,3 5,82 - 6,39 0,63

LU 15050 pJFF224 32,40 0,26 4,51 7,19 0,67

LU 15050 pJFF224 (PpckA 
fdh C.b.)

32,61 0,25 0,16 6,59 0,68

Ejemplo 10: Sobre-expresión simultánea del gen de la formiato deshidrogenasa de C. boidinii y el operón de 
derivación de glioxilato de Y. molaretii

El gen de la formiato deshidrogenasa de C. boidinii ATCC 18810 bajo el control del promotor PpckA y el operón de 10
derivación de glioxilato de Y. molaretii bajo el control del promotor EFTU de DD1 se insertaron en el vector pJFF224 
para dar lugar al pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.). La expresión de los genes en esta construcción se 
dirige por un promotor PpckA, el promotor PEFTU así como por el promotor T4 localizado en el vector pJFF224. La 
Figura 7 muestra un mapa esquemático del plásmido resultante llamado pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms 
Y.m.). Las cepas LU13843 y LU 15050 se transformaron con el plásmido pJFF224 y pJFF224 (PpckA fdh C.b., 15
PEFTU icl ms Y.m.) como se ha descrito anteriormente.
Las cepas resultantes se seleccionaron en agar que contenía 4 g/ml de cloranfenicol.
La productividad de ácido succínico se analizó como se ha descrito anteriormente excepto que se añadió xilosa 
como fuente de carbono en vez de glucosa. Se encontró que con la sobre-expresión de fdh la cantidad de ácido 
succínico estaba aumentada de 37,6 g/l a 36,4 g/l, mientras que la cantidad de ácido láctico como producto 20
secundario estaba reducida de 2,1 g/l a 1,7 g/l en LU 13843. El rendimiento de ácido succínico aumentó de 0,75 en 
LU 13843 a 0,76 en LU 13843 pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.).

Tabla 10: Resultados tras la expresión de fdh de C. boidinii y el operón de derivación de glioxilato de Y. molaretii in 
LU 13843 tras crecer en xilosa.

Cepa
ácido

succínico
ácido láctico ácido fórmico ácido acético

rendimiento de ácido 
succínico, g de SA/g

de sustrato

LU 13843 pJFF224 35,6 2,1 3,4 10,2 0,75

LU 13843 pJFF224 (PpckA 
fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.)

36,4 1,7 3,9 10,4 0,76

25

Ejemplo 11: Eliminación del gen adhE de cepas DD1 y DD1 mutantes

El gen adhE se identificó en el cromosoma del genoma de DD1 por análisis de secuencia utilizando el gen adhE
conocido de E. coli y analizando homólogos en DD1. Se obtuvo un fragmento de eliminación para el gen adhE por 
medio de amplificación PCR de 1500 pb que cubría la región corriente arriba y la respectiva región corriente abajo 
del gen adhE de DD1 con cebadores directos e inversos que portaban las secuencias de restricción para XhoI y 30
XbaI. El fragmento se purificó y se digirió con XhoI y XbaI, así como el vector que adicionalmente se desfosforiló. El 
vector ligado que porta el fragmento del genoma de DD1 con las regiones corriente arriba y abajo de adhE se 
propagó en E. coli y se utilizó para la transformación de DD1. La cepa LU15050 DD1 delta Idh se transforma como 
se ha descrito anteriormente con el pSacB (delta adhE) y se “Campbella dentro” para dar lugar a una cepa 
“Campbell dentro”. La Figura 8 muestra un mapa esquemático del pSacB (delta adhE). La transformación e 35
integración en el genoma de LU 15050 se confirma por las bandas que da lugar la PCR para el evento de 
integración del plásmido en el genoma de LU 15050. La cepa “Campbell dentro” entonces se “Campbella fuera” 
utilizando placas de agar que contienen sacarosa como medio de contra selección, que se seleccionan por la 
pérdida (de función) del gen sacB. Por lo tanto, las cepas “Campbell dentro” se incuban en 25-35 ml de medio no 
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selectivo (BHI que no contenía antibióticos) a 37 ºC, 220 rpm durante una noche. El cultivo de una noche se siembra 
radialmente entonces en placas con BHI recién preparado que contiene sacarosa (10%, sin antibióticos) y se incuba 
una noche a 37 ºC (“primera transferencia de sacarosa”). La colonia única que se obtiene de la primera transferencia 
se siembra radialmente de nuevo en placas con BHI recién preparado que contiene sacarosa (10%) y se incuban 
durante una noche a 37 ºC (“segunda transferencia de sacarosa”). Este procedimiento se repite hasta completar un 5
mínimo de cinco transferencias (“tercera, cuarta, quinta transferencia de sacarosa”) en sacarosa. La expresión 
“primera a quinta trasferencia de sacarosa” se refiere a la transferencia de una cepa tras la integración cromosómica 
de un vector que contiene el gen sacB de levansacarasa en placas de agar que contienen medio de crecimiento y 
sacarosa con el fin de seleccionar las cepas con pérdida del gen sacB y las secuencias de plásmidos que lo rodean. 
La colonia única de las placas de la quinta transferencia se inocula en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no 10
contiene antibiótico) y se incuba a 37 ºC, 220 rpm durante una noche. El cultivo de una noche se diluye en serie y se 
coloca en placas en placas BHI para obtener colonias únicas aisladas. Las cepas “Campbelladas fuera” que 
contenían la eliminación del gen adhE se confirmaron por sensibilidad al cloranfenicol. Las mutantes con eliminación 
entre estas cepas se identificaron y confirmaron por análisis PCR. Esto daba lugar a la mutante de eliminación adhE
LU15050 delta adhE. La LU15050 delta adhE se transforma con pJFF224 (PpckA fdh C.b.) que expresa la formiato 15
deshidrogenasa de Candida boidinii y pJFF224 como vector de control. Las transformantes resultantes se utilizan en 
otros experimentos. Tras el cultivo en botellas de suero como se ha descrito anteriormente se encuentra que las 
cepas contienen cantidades significativamente mayores de ácido succínico si se comparan con el plásmido de 
control que no contiene el gen fdh. También, que la cantidad de subproductos tal como el etanol está 
significativamente reducida en la cepa DD1 delta adhE que sobre-expresa una formiato deshidrogenasa.20

Ejemplo 12: Clonación y expresión dela Wolinella succinogenes faIh en cepas DD1 y DD1 mutantes

En otras realizaciones del operón de la formiato deshidrogenasa que codifican los genes fdhA, fdhB, fdhC y fdhD de 
Wolinella succinogenes (W. succinogenes) DSMZ 1714 se amplifica por PCR clonado del ADN cromosómico de W. 
succinogenes DSMZ 1714 utilizando ADN polimerasa PfuTurbo™ (Roche) y se inserta en el vector pJFF224. La 
expresión de los genes en esta construcción está dirigida por un fragmento de promotor amplificado de la región 5’ 25
del gen de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (pck) de DD1 y por un promotor T4 localizado en el vector. La Figura 9 
muestra un mapa esquemático del plásmido resultante llamado pJFF224 (fdh W.s.).
El plásmido resultante se transforma en las cepas LU 13843 y LU 15050 y DD1 delta (ldh adhE). Las cepas 
resultantes que se seleccionan por el contenido en plásmido por la adición de 4 g/ml de cloranfenicol se analizaron 
en cuanto a la producción de ácido succínico en los experimentos en botellas de suero como se ha descrito 30
anteriormente. Se encontró que la expresión del operón de formiato deshidrogenasa que codifican los genes fdhA, 
fdhB fdhC y fdhD de Wolinella succinogenes DSMZ 1714 aumenta el rendimiento en ácido succínico así como 
disminuye la cantidad del producto secundario formiato.

Listado de referencias

Kim JM, Lee KH, Lee SY, 2008, "Development of a markerless gene knock-out system for Mannheimia 35
succiniciproducens using a temperature-sensitive plasmid." Fems Microbiol Lett 278, 78-85.

Lee SJ, Song H, Lee SY, 2006, "Genome-based metabolic engineering of Mannheimia succiniciproducens for 
succinic acid production.", Appl Environ Microbiol 72,1939-48.

(Lee SY, 2005, "BTEC 18Genome-scale metabolic engineering of Mannheimia succiniciproducens for enhanced 
succinic acid production.", The 229th ACS National Meeting, in San Diego, CA, 13-17 Marzo, 200540

Frey J, 1992, "Construction of a broad host range shuttle vector for gene cloning and expression in Actinobacillus 
pleuropneumoniae and other Pasteurellaceae." Res Microbiol 143, 263-269.

Lee PC, Lee SY, Hong SH, Chang HN, 2002, "Isolation and characterization of a new succinic acid-producing 
bacterium, Mannheimia succiniciproducensMBEL55E, from bovine rumen.", Appl Microbiol Biotechnol 58, 663-
668.45

Dharmadi Y, Murarka A, Gonzalez R, 2006, "Anaerobic fermentation of glycerol by Escherichia coli: a new 
platform for metabolic engineering." Biotechnol Bioeng 94, 821-829.

Lee PC, Lee WG, Lee SY, Chang HN, 2001, "Succinic acid production with reduced by-product formation in the 
fermentation of Anaerobiospirillum succiniciproducens using glycerol as a carbon source.", Biotechnol Bioeng 72, 
41-48.50

Robertson EF, Reeves HC, 1987, "Purification and characterization of isocitrate lyase from Escherichia coli.", 
Curr Microbiol 14, 347-350.

Hoyt JC, Robertson EF, Berlyn KA, Reeves HC, 1988, "Escherichia coli isocitrate lyase: properties and 
comparisons.", Biochim Biophys Acta 966, 30-5.

MacKintosh C, Nimmo HG, 1988, "Purification and regulatory properties of isocitrate lyase from Escherichia coli 55

E09178048
14-01-2016ES 2 559 385 T3

 



19

ML308.", Biochem J 250, 25-31. Watanabe S, Takada Y, Fukunaga N, 2001, "Purification and characterization of 
a cold-adapted isocitrate lyase and a malate synthase from Colwellia maris, a psychrophilic bacterium.", Biosci 
Biotechnol Biochem 65, 1095-1103.

Sundaram TK, Chell RM, Wilkinson AE, 1980, Monomeric malate synthase from a thermophilic Bacillus. 
Molecular and kinetic characteristics.", Arch Biochem Biophys 1980 Feb; 199, 515-525.5

Eggerer H y Klette A, 1967, "On the catalysis principle of malate synthase.", Eur J Biochem 1, 447-75.

Durchschlag H, Biedermann G, Eggerer H, 1981, "Large-scale purification and some properties of malate 
synthase from baker’s yeast.", Eur J Biochem 114, 255-262.

Feng DF y Doolittle RF, 1987, "Progressive sequence alignment as a prerequisite to correct phylogenetic trees." J 
Mol Evol 25, 351-360.10

Higgins DG y Sharp PM, 1989, "Fast and sensitive multiple sequence alignments on a microcomputer.", Comput 
Appl Biosci 5, 151-153.

Needleman SB y Wunsch CD, 1970, J Mol Biol 48, 443-453

Smith TF y Waterman MS, 1981, "Identification of Common Molecular Subsequences.", J Mol Biol 147, 195-197 

Ferry JG, 1990, "Formate dehydrogenase", FEMS Microbiol Rev 7, 377-382.15

Müller U, Willnow P, Ruschig U, Höpner T, 1978, "Formate dehydrogenase from Pseudomonas oxalaticus.", Eur J 
Biochem 83, 485-498.

Leenhouts KJ, Kok J, Venema G, 1989, "Campbell-Like Integration of Heterologous Plasmid DNA into the 
Chromosome of Lactococcus lactis subsp. lactis.", Appl Env Microbiol 55, 394-400.

LISTADO DE SECUENCIAS20

<110> BASF SE

<120> Células bacterianas que tienen una derivación de glioxilato para la fabricación de ácido succínico
25

<130> B07/0950EP1

<160> 24

<170> PatentIn versión 3.530

<210> 1
<211> 1308
<212> ADN
<213> Yersinia mollaretii35

<400> 1

E09178048
14-01-2016ES 2 559 385 T3

 



20

<210> 2
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<210> 3
<211> 1632
<212> ADN5
<213> Yersinia mollaretii

<400> 3
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<210> 4
<211> 543
<212> PRT5
<213> Yersinia mollaretii
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<210> 5
<211> 1092
<212> ADN5
<213> Candida boidinii

<400> 5
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<210> 6
<211> 364
<212> PRT5
<213> Candida boidinii

<400> 6
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<210> 7
<211> 1541
<212> ADN5
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 7
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<210> 8
<211> 2891
<212> ADN5
<213> Pasteurella DSM 18541

<220>
<221> misc_feature
<222> (456)..(456)10
<223> n es a, c, g o t

<400> 8
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<210> 9
<211> 4285
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector

10
<400> 9
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<210> 10
<211> 7112
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> vector
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<400> 10
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<210> 12
<211> 11309
<212> ADN5
<213> Yersinia mollaretii

<400> 12
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<210> 13
<211> 11247
<212> ADN5
<213> Salmonella typhimurium

<400> 13
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<210> 14
<211> 9310
<212> ADN5
<213> Candida boidinii

<400> 14
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<210> 15
<211> 11309
<212> ADN5
<213> Yersinia mollaretii

<400> 15
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<210> 16
<211> 2628
<212> ADN5
<213> Pasteurella DSM 18541 

<400> 16
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<210> 17
<211> 876
<212> PRT5
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 17
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<210> 18
<211> 7284
<212> ADN5
<213> artificial

<220>
<223> plásmido de integración

10
<400> 18
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<210> 19
<211> 5210
<212> ADN5
<213> Wolinella succinogenes

<400> 19
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<210> 20
<211> 13415
<212> ADN5
<213> Wolinella succinogenes

<400> 20
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<210> 21
<211> 1026
<212> ADN5
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 21
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<210> 22
<211> 342
<212> PRT5
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 22
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<210> 23
<211> 2310
<212> ADN5
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 23
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<210> 24
<211> 770
<212> PRT5
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 24

10

ES 2 559 385 T3

 



85

ES 2 559 385 T3

 



86

ES 2 559 385 T3

 



87

ES 2 559 385 T3

 



88

REIVINDICACIONES

1. Una célula bacteriana del género Pasteurella que comprende un polipéptido heterólogo que tiene actividad 
isocitrato liasa y un polipéptido heterólogo que tiene actividad malato sintasa.

2. La célula bacteriana de la reivindicación 1, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad isocitrato 
liasa es codificado por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado de entre el grupo que 5
consiste en:

a. un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 1;
b. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 2;
c. un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 10
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

3. La célula bacteriana de la reivindicación 1 o 2, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad malato 
sintasa es codificado por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado de entre el grupo que 
consiste en:

a. un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 3;15
b. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 4;
c. un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

4. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho polipéptido heterólogo que 20
tiene actividad isocitrato liasa se expresa a partir de un polinucleótido heterólogo.

5. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho polipéptido heterólogo que 
tiene actividad malato sintasa se expresa a partir de un polinucleótido heterólogo.

6. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha célula bacteriana comprende 
además un polipéptido heterólogo que tiene actividad formiato deshidrogenasa.25

7. La célula bacteriana de la reivindicación 6, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad formiato 
deshidrogenasa es codificado por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado de entre el grupo 
que consiste en:

a. un ácido nucleico que tiene una secuencia de nucleótidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 5 o 18;
b. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos como la que se muestra en la SEC ID Nº 6;30
c. un ácido nucleico que es idéntico al menos en un 70% al ácido nucleico de a) o b); y
d. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es idéntica al menos en un 70% a la 
secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

8. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha célula bacteriana tiene 
actividad lactato deshidrogenasa reducida.35

9. La célula bacteriana de la reivindicación 8, en la que dicha célula bacteriana tiene actividad piruvato formiato liasa 
reducida.

10. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que dicha célula bacteriana se obtiene 
introduciendo de manera exógena un polinucleótido heterólogo o polinucleótidos heterólogos que codifican dichos 
polipéptidos heterólogos en la cepa DD1 de Pasteurella como la depositada bajo DSM 18541 en el DSMZ, Alemania.40

11. Un procedimiento de fabricación de ácido succínico que comprende

i) cultivar una célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 bajo condiciones de cultivo 
adecuadas; y
ii) obtener ácido succínico de las células bacterianas cultivadas.

12. El uso de la célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la fabricación de ácido 45
succínico.
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Fig.: 11

SEC 
ID Nº

Nº Descripción Secuencia

1 1 ADN 
Isocitrato
Liasa (icl) de 
Y.
molaretii

ATGACAACCTCTCGTACTCAACAAATTCAGCAGTTGGAACAGGAATGGAAAT-
CACCGCGCTGGAAGGGCATCACCCGCCCCTATAGCGCCGAAGAAGTGATCA-
AACTGCGCGGTTCCGTTAACCCAGAATGTACGCTGGCACAGCACGGCGCGAAAA-
GATTGTGGGAGTTGCTGCACGGCGAATCGCGTAAAGGCTACAT-
CAACTGTCTGGGGGCGCTAACAGGCGGTCAGGCATTGCAACAGGCA-
AAGGCCGGTGTTGAAGCGATTTATCTGTCGGGTTGGCAGGTCGCCGCCGATGCCAA-
TACCGCCTCCAGCATGTAT.CCCGATCAATCTCTTTACCCGGTC-
GA'CTCTGTTCCGGCCGTGGTTAAGCGTATTAATAACAGCTTCCGCCGTGCAGATCA-
GATTCAGTGGTCGAATAATATTGAGCCGGGCAGCAAAGGCTATACCGAC-
TATTTCCTGCCGATTGTGGCGGATGCCGAAGCGGGTTTTGGCGGCGTATT-
GAATGCGTTTGAATTGATGAAAGCCATGATTGAAGCCGGTGCTGCGGGCGTTCACTTT-
GAAGATCAATTGGCGGCGGTGAAGAAATGCGGCCATATGGGCGGCA-
AAGTTTTGGTGCCAACACAAGAAGCGATTCAGAAGCTGGTTGCTGCCCGCT-
TAGCCGCTGACGTTCTTGGCGTGCCAACACTGCTGATTGCGCGCACTGATGCT-
GATGCTGCGGATTTGCTGACCTCTGATTGCGACCCTTATGACAGCGAATT-
TATTGCTGGTGATCGTACTGCTGAGGGCTTCTTCCGCACTCACGCGGGCATTGAG-
CAAGCCATCAGCCGTGGTCTGGCCTATGCCCCTTACGCCGACTTGGTGTGGTGTGA-
AACCTCGACGCCAGATCTGGCGCTGGCTAAACGCTTTGCAGATGCGGTTCACGCTA-
AATTCCCCGGTAAATTATTGGCTTATAACTGTTCGCCATCATTTAACTGGAAAAA-
GAACCTGACTGACCAGCAGATCGCCAGCTTCCAAGATGACCTCTCCGCGATGGGCTA-
CAAATATCAATTTATTACCTTGGCGGGCATCCACAGTATGTGGTTCAACATGTTC-
GACTTGGCCCATGCTTACGCGCAAGGCGAGGGCATGAAGCACTATGTTGAGAAAGTG-
CAGCAGCCAGAATTTGCCTCCGTTGAACGCGGCTACACCTTTGCTTCCCATCAACAA-
GAAGTGGGCACGGGCTATTTTGATAAAGTCACCAATATCATTCAGGGCGGCGAGTCAT-
CAGTCACTGCACTGACTGGCTCGACGGAAGAGCAGCAGTTCTAA

2 2 Prot. 
Isocitrato
Liasa (Icl) de 
Y.
molaretii

MTTSRTQQIQQLEQEWKSPRWKGITRPYSAEEVIKLRGSVNPECTLAQHGAKRLWELLH-
GESRKGYINCLGALTGGQALQQAKAGVEAIYLSGWQVAADANTASSMYPDQSLYPVDSV-
PAWKRINNSFRRADQIQWSNNIEPGSKGYTDYFLPIVADAEAGFGGVLNAFELMKAMIEA-
GAAGVHFEDQLAAVKKCGHMGGKVLVPTQEAIQKLVAARLAADVLGVPTLLIARTDA-
DAADLLTSDCDPYDSEFIAGDRTAEGFFRTHAGIEQAISRGLAYAPYADLVWCETSTPDLA-
LAKRFADAVHAKFPGKLLAYNCSPSFNWKKNLTDQQIASFQDDLSAMGYKYQFITLA-
GIHSMWFNMFDLAHAYAQGEGMKHYVEKVQQPEFASVERGYTFASHQQEVGT-
GYFDKVTNIIQGGESSVTALTGSTEEQQF

3 3 ADN
Malato 
sintasa (ms)
de Y.
molaretii

ATGATCGTCGAGAGATGGGGAAGGGGAAGGGGAATGACACAACAGATAGTCGG-
CACGGAGTTAGTTTTCACCCAGCATTTTAATGCTGCTGAGCGGCAGGTTTTGCCCGAT-
GAGGCCATCGAATTTTTGGCAGAATTGGTGGCGAAATTTGCAGAGCCGCGTAGCA-
AACTCCTTGCTGCACGGGCCGCTTGGCAACAGGCCATTGACCAAGGCGCATTGCCT-
GATTTCATTTCGGAAACCAATTCCATTCGTAATGGTGACTGGAAAATTCAAAG-
TATTCCTGCGGATTTACGTGATCGTGGCGTCGAGATCACCGGGCCGGTTGAGCGCAA-
AATGGTGATTAATGCCCTCAATGCGAATGTGAAAGTCTTTATGGCTGACTTTGAG-
GATTCGCTGGCACCCAGTTGGGATAAGGTTATCGAAGGTCAGATTAATTTGCAC-
GATGCGGTCAAAGGCACAATCTCTTACGCGAATGAATCCGGTAAGATTTATCAGCTAA-
AACCCAATCCAGCGGTGTTGATTGCTCGGGTGCGTGGTCTGCACTTGCCAGAAAAA-
CACGTGAAGTGGCAGGGGGAGGATATCCCCGGTGGCTTATTCGATTTCGCGTTG-
TATTTCTACCATAACTATAAGTTACTGCTTGCCAATGGCAGCGGCCCCTATTTCTATC-
TACCCAAGATGCAGTCTTATCAGGAAGCGGCTTGGTGGAGTGATGTTTTCAGCTT-
TACCGAGCAGCGTTTCGATCTGCCGCAAGGCACCATTAAGGCCACAGTATTAATCGA-
GACATTGCCTGCGGTATTCCAGATGGATGAGATCCTCTACCATCTGCGCCATCA-
CATTGTTGCCCTGAATTGTGGCCGTTGGGACTACATTTTCAGCTATATCAAAACGCTGA-
AAAATCACAGCGATCGCGTGCTGCCCGATCGCCAGTCGGTCACGATGACGA-
AACCCTTCCTGAGTGCCTACTCTCGTTTACTGATCAAAACCTGCCA-
TAAGCGCGGTGCCTTGGCGATGGGCGGCATGGCGGCCTTTATCCCGAACAAAGATC-
CAGAAAAAAATGCGCTGGTCTTAGATAAAGTTCGCGCTGACAAAGAGCTGGAAGC-
CAGCAACGGCCACGATGGTACATGGGTCGCACACCCCGGTCTGGCCGATACCGT-
GATGGACGTTTTCAACAAAGTACTGGGCGATCGTCCAAACCAATTAGAGGT-
GAGTCGCGCGCAAGATAAACCAATCACTGCCGCTGAGTTGCTAGAGCCTTG-
CACGGGTGAGCGCACCGAAGAGGGGATGCGGGCEAATATCCGGGTCGCAGTGCAA-
TACATCGAAGCATGGATATCGGGCAATGGCTGTGTACCGATTTATGGCCTGATGGAA-
GATGCCGCGACGGCTGAGATTTCCCGTACTTCTATCTGGCAATGGATACATCACCAGA-
AAAGCCTGAGCAATGGTCAGACGGTGACCAAAGAGCTGTTCCGTAACATGTTGAGT-
GAAGAAATGCAGGTCGTGAAACTTGAACTTOGCGCAGAGCGTTTT-
GATGGCGGGCGGTTTGAAGAAGCCGCACGTCTGATGGAGCGGATTACAACACAA-
GACGAGCTTATCGACTTTCTGACGTTGCCGGGCTACGCATTACTCGCCTAG

4 4 Prot. Malato
sintasa (Ms)

MIVERWGRGRGMTQQIVGTELVFTQHFNAAERQVLPDEAIEFLAELVAKFAEPRSKLLAA-
RAAWQQAIDQGALPDFISETNSIRNGDWKIQSIPADLRDRRVEITGPVERKMVINAL-
NANVKVFMADFEDSLAPSWDKVIEGQINLHDAVKGTISYANESGKIYQLKPNPAVLI-

ES 2 559 385 T3

 



100

de Y.
molaretii

ARVRGLHLPEKHVKWQGEDIPGGLFDFALYFYHNYKLLLANGSGPYFYLPKMQSY-
QEAAWWSDVFSFTEQRFDLPQGTIKATVLIETLPAVFQMDEILYHLRHHIVALNCGRWDY-
IFSYIKTLKNHSDRVLPDRQSVTMTKPFLSAYSRLLIKTCHKRGALAMGGMAAFIPNKD-
PEKNALVLDKVRADKELEASNGHDGTWVAHPGLADTVMDVFNKVLGDRPNQLEVS-
RAQDKPITAAELLEPCTGERTEEGMRANIRVAVQYIEAWISGNGCVPIYGLMEDAA-
TAEISRTSIWQWIHHQKSLSNGQTVTKELFRNMLSEEMQWKLEL-
GAERFDGGRFEEAARLMERITTQDELIDFLTLPGYALLA

5 5 ADN Formiato
deshidrogenasa
(fdh) de
C. boidinii

ATGAAGATCGTTTTAGTCTTATATGATGCTGGTAAGCACGCTGCTGATGAAGAAAAAT-
TATATGGTTGTACTGAAAATAAATTAGGTATTGCTAATTGGTTAAAAGATCAAGGTCAT-
GAACTAATTACTACTTCTGATAAAGAAGGTGAAACAAGTGAATTGGATAAACATATCC-
CAGATGCTGATATTATCATCACCACTCCTTTCCATCCTGCTTATATCACTAAGGAAA-
GACTTGACAAGGCTAAGAACTTAAAATTAGTCGTTGTCGCTGGTGTTGGTTCTGATCA-
CATTGATTTAGATTATATTAATCAAACAGGTAAGAAAATCTCAGTCTTGGAAGTTA-
CAGGTTCTAATGTTGTCTCTGTTGCTGAACACGTTGTCATGACCATGCTTGTCTTGGT-
TAGAAATTTCGTTCCAGCACATGAACAAATTATTAACCACGATTGGGAGGTTGCTGC-
TATCGCTAAGGATGCTTACGATATCGAAGGTAAAACTATTGCTACCATTGGTGCTGG-
TAGAATTGGTTACAGAGTCTTGGAAAGATTACTCCCTTTTAATCCAAAAGAATTATTA-
TACTACGATTATCAAGCTTTACCAAAAGAAGCTGAAGAAAAAGTTGGTGCTAGAA-
GAGTTGAAAATATTGAAGAATTAGTTGCTCAAGCTGATATCGTTACAGTTAATGCTC-
CATTACACGCAGGTACAAAAGGTTTAATTAATAAGGAATTATTATCTAAATTTAAAA-
AAGGTGCTTGGTTAGTCAATACCGCAAGAGGTGCTATTTGTGTTGCTGAAGATGTTG-
CAGCAGCTTTAGAATCTGGTCAATTAAGAGGTTACGGTGGTGATGTTTGGTTCCCA-
CAACCAGCTCCAAAGGATCACCCATGGAGAGATATGAGAAATAAATATGGTGCTGG-
TAATGCCATGACTCCTCACTACTCTGGTACTACTTTAGATGCTCAAACAAGATACGCT-
GAAGGTACTAAAAATATCTTGGAATCATTCTTTACTGGTAAATTTGATTACAGACCA-
CAAGATATTATCTTATTAAATGGTGAATACGTTACTAAAGCTTACGGTAAACACGATAA-
GAAA

6 6 Prot. Formiato
deshidrogenasa
(Fdh) de
C. boidinii

MKIVLVLYDAGKHAADEEKLYGCTENKLGIANWLKDQGHELITTSDKEGETSELDKHIPDA-
DIIITTPFHPAYITKERLDKAKNLKLVWAGVGSDHIDLDYINQTGKKISVLEVTGSNWS-
VAEHWMTMLVLVRNFVPAHEQIINHDWEVAAIAKDAYDIEGKTIATIGAGRIGYRV-
LERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEEKVGARRVENIEELVAQADIVTVNAPLHAGTKGLIN-
KELLSKFKKGAWLVNTARGAICVAEDVAAALESGQLRGYGGDVWFPQ-
PAPKDHPWRDMRNKYGAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNILESFFTGKFDYRPQ-
DIILLNGEYVTKAYGKHDKK

7 7 rADN16S ATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATG-
CAAGTCGAACGGTAGCGGGAGGAAAGCTTGCTTTCTTTGCCGACGAGTGGCG-
GACGGGTGAGTAATGCTTGGGGATCTGGCTTATGGAGGGGGATAACGACGGGA-
AACTGTCGCTAATACCGCGTAATATCTTCGGATTAAAGGGTGGGACTTTCGGGC-
CACCCGCCATAAGATGAGCCCAAGTGGGATTAGGTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC-
CAAGCCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGA-
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGG-
GAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGAATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA-
AAGTTCTTTCGGTGACGAGGAAGGTGTTTGTTTTAATAGGACAAGCAATTGACGT-
TAATCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG-
GAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATAACTGGGCGTAAAGGGCATGCAGGCGGACTTT-
TAAGTGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGAATTGCATTTCAGACTGG-
GAGTCTAGAGTACTTTAGGGAGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA-
GAGATGTGGAGGAATACCGAAGGCGAAGGCAGCCCCTTGGGAAGATACTGACGCT-
CATATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCGGTA-
AACGCTGTCGATTTGGGGATTGGGCTTTAGGCCTGGTGCTCGTAGCTAACGTGATA-
AATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT-
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAA-
GAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATCCTGTAGAGATACGG-
GAGTGCCTTCGGGAGCTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGT-
GAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCATG-
TAAAGATGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT-
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGCA-
TACAGAGGGCGGCGATACCGCGAGGTAGAGCGAATCTCAGAAAGTGCATCG-
TAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG-
CAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA-
CACCATGGGAGTGGGTTGTACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGGGGCGTTTAC-
CACGGTATGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGG-
GAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTAC

8 8 rADN23S GTTAAGTGACTAAGCGTACAAGGTGGATGCCTTGGCAATCAGAGGCGAAGAAG-
GACGTGCTAATCTGCGAAAAGCTTGGGTGAGTTGATAAGAAGCGTCTAACCCAAGA-
TATCCGAATGGGGCAACCCAGTAGATGAAGAATCTACTATCAATAACCGAATCCA-
TAGGTTATTGAGGCAAACCGGGAGAACTGAAACATCTAAGTACCCCGAGGAAAAGA-
AATCAACCGAGATTACGTCAGTAGCGGCGAGCGAAAGCGTAAGAGCCGGCAAGTGA-
TAGCATGAGGATTAGAGGAATCGGCTGGGAAGCCGGGCGGCACAGGGTGA-
TAGCCCCGTACTTGAAAATCATTGTGTGGTACTGAGCTTGCGAGAAGTAGGGCGGGA-
CACGAGAAATCCTGTTTGAAGAAGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAAATACTCCT-
GATTGACCGATAGTGAANAGTACTGTGAAGGAAAGGCGAAAAGAACCCCGGTGAGGG-
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GAGTGAAATAGAACCTGAAACCTTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCGCGAGGGT-
GACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTATATTATGTAGCGAGGTTAACC-
GAATAGGGGAGCCGAAGGGAAACCGAGTCTTAACTGGGCGTCGAGTTGCATGATATA-
GACCCGAAACCCGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGGGTAACACTAACTG-
GAGGACCGAACCGACTAATGTTGAAAAATTAGCGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGA-
AAGGCCAATCAAACCGGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGAAATCTATTTAGGTAGAGCCT-
TATGTGAATACCTTCGGGGGTAGAGCACTGTTTCGGCTAGGGGGCCATCCCGGCT-
TACCAACCCGATGCAAACTGCGAATACCGAAGAGTAATGCATAGGAGACA-
CACGGCGGGTGCTAACGTTCGTCGTGGAGAGGGAAACAACCCAGACCGCCAGC-
TAAGGTCCCAAAGTTTATATTAAGTGGGAAACGAAGTGGGAAGGCTTAGACAGCTAG-
GATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAAAGCGTAATAGCTCACTAGTC-
GAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCAAATATAGCACCGAAGCTGCGG-
CATCAGGCGTAAGCCTGTTGGGTAGGGGAGCGTCGTGTAAGCGGAA-
GAAGGTGGTTCGAGAGGGCTGCTGGACGTATCACGAGTGCGAATGCTGACATAAG-
TAACGATAAAACGGGTGAAAAACCCGTTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTC-
CAACGTTAATCGGGGCAGGGTGAGTCGGCCCCTAAGGCGAGGCTGAAGAGCG-
TAGTCGATGGGAAACGGGTTAATATTCCCGTACTTGTTATAATTGCGATGTGGGGACG-
GAGTAGGTTAGGTTATCGACCTGTTGGAAAAGGTCGTTTAAGTTGGTAGGTG-
GAGCGTTTAGGCAAATCCGGACGCTTATCAACACCGAGAGATGATGACGAGGCGC-
TAAGGTGCCGAAGTAACCGATACCACACTTCCAGGAAAAGCCACTAAGCGTCAGATTA-
TAATAAACCGTACTATAAACCGACACAGGTGGTCAGGTAGAGAATACTCAGGCGCTT-
GAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCAAAATAGCACCGTAACTTCGGGA-
GAAGGTGCGCCGGCGTAGATTGTAGAGGTATACCCTTGAAGGTTGAACCGGTC-
GAAGTGACCCGCTGGCTGCAACTGTTTATTAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGA-
AAGTGGACGTATAGGGTGTGATGCCTGCCCGGTGCTGGAAGGTTAATTGATGGCGT-
TATCGCAAGAGAAGCGCCTGATCGAAGCCCCAGTAAACGGCGGCCGTAACTA-
TAACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGG-
CATAATGATGGCCAGGCTGTCTCCACCCGAGACTCAGTGAAATTGAAATCGCCGT-
GAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGAAAGACCCCGTGAACCTTTACTA-
TAGCTTGACACTGAACCTTGAATTTTGATGTGTAGGATAGGTGGGAGGCTTT-
GAAGCGGTAACGCCAGTTATCGTGGAGCCATCCTTGAAATACCACCCTTTAACGTTT-
GATGTTCTAACGAAGTGCCCGGAACGGGTACTCGGACAGTGTCTGGTGGGTAGTTT-
GACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTTGCTAAT-
GACGGTCGGACATCGTCAGGTTAGTGCAATGGTATAAGCAAGCTTAACTGCGAGACG-
GACAAGTCGAGCAGGTGCGAAAGCAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATG-
GAAGGGCCATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCC-
CAAGAGTTCATATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCA-
CATCCTGGGGCTGAAGTAGGTCCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGG-
TACGCGAGCTGGGTTTAAAACGTCGTGAGACAGTTTGGTCCC-
TATCTGCCGTGGGCGTTGGAGAATTGAGAGGGGCTGCTCCTAGTACGAGAGGACCG-
GAGTGGACGCATCACTGGTGTTCCGGTTGTGTCGCCAGACGCATTGCCGGGTAGCTA-
CATGCGGAAGAGATAAGTGCTGAAAGCATCTAAGCACGAAACTTGCCTCGAGAT-
GAGTTCTCCCAGTATTTAATACTGTAAGGGTTGTTGGAGACGACGACGTAGA-
TAGGCCGGGTGTGTAAGCGTTGCGAGACGTTGAGCTAACCGGTACTAATTGCCCGA-
GAGGCTTA

9 9 pSacB TCGAGAGGCCTGACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTCATATGACTAGTTCGGACC-
TAGGGATATCGTCGACATCGATGCTCTTCTGCGTTAATTAACAATTGGGATCCTCTA-
GACTCCATAGGCCGCTTTCCTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCTCCGGAGAG-
TACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGA-
TAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCA-
GATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCA-
GAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAA-
TACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG-
GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTAT-
TAATCAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCG-
CAGGGAACACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCAC-
CAAACTCGATATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTT-
TATCCGCTGATGATTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCG-
GATGGCACTGAAAGACAATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTT-
TACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCG-
GATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGA-
TACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCAT-
TACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACCGGAAATGATGAT-
TATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCAGCAGGAAGGTGACCGCGTATTAT-
TACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGCAGCACGGTT-
TATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAATTCTGTATT-
TAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTT.TAACCGTAATCTG-
TAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATGAGCTCGCTTGGACTCCTGTTGATAGATC-
CAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCA-
GAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCAC-
TAGCGGCGCGCCGGCCGGCCCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAA-
TACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACT-
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GACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA-
AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGT-
GAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAA-
AAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAA-
AATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC-
CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCT-
TACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCT-
CACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTG-
CACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTT-
GAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG-
GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCC-
TAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGT-
TACCTT.CGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG-
TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAA-
GAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGT-
TAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTA-
AAGGCCGGCCGCGGCCGCCATCGGCATTTTCTTTTGCGTTTTTATTTGTTAACTGT-
TAATTGTCCTTGTTCAAGGATGCTGTCTTTGACAACAGATGTTTTCTTGCCTTTGATGTT-
CAGCAGGAAGCTCGGCGCAAACGTTGATTGTTTGTCTGCGTAGAATCCTCTGTTTGT-
CATATAGCTTGTAATCACGACATTGTTTCCTTTCGCTTGAGGTACAGCGAAGTGTGAG-
TAAGTAAAGGTTACATCGTTAGGATCAAGATCCATTTTTAACACAAGGCCAGTTTTGTT-
CAGCGGCTTGTATGGGCCAGTTAAAGAATTAGAAACATAACCAAGCATGTAAA-
TATCGTTAGACGTAATGCCGTCAATCGTCATTTTTGATCCGCGGGAGTCAGTGAA-
CAGGTACCATTTGCCGTTCATTTTAAAGACGTTCGCGCGTTCAATTTCATCTGT-
TACTGTGTTAGATGCAATCAGCGGTTTCATCACTTTTTTCAGTGTGTAATCATCGTT-
TAGCTCAATCATACCGAGAGCGCCGTTTGCTAACTCAGCCGTGCGTTTTT-
TATCGCTTTGCAGAAGTTTTTGACTTTCTTGACGGAAGAATGATGTGCTTTTGCCATAG-
TATGCTTTGTTAAATAAAGATTCTTCGCCTTGGTAGCCATCTTCAGTTC-
CAGTGTTTGCTTCAAATACTAAGTATTTGTGGCCTTTATCTTCTACGTAGTGAG-
GATCTCTCAGCGTATGGTTGTCGCCTGAGCTGTAGTTGCCTTCATCGATGAACTGCTG-
TACATTTTGATACGTTTTTCCGTCACCGTCAAAGATTGATTTATAATCCTCTACACCGTT-
GATGTTCAAAGAGCTGTCTGATGCTGATACGTTAACTTGTGCAGTTGT-
CAGTGTTTGTTTGCCGTAATGTTTACCGGAGAAATCAGTGTAGAATAAACG-
GATTTTTCCGTCAGATGTAAATGTGGCTGAACCTGACCATTCTTGTGTTTGGTCTTT-
TAGGATAGAATCATTTGCATCGAATTTGTCGCTGTCTTTAAAGACGCGGC-
CAGCGTTTTTCCAGCTGTCAATAGAAGTTTCGCCGACTTTTTGATAGAACATGTAAATC-
GATGTGTCATCCGCATTTTTAGGATCTCCGGCTAATGCAAAGACGATGTGGTAGCCGT-
GATAGTTTGCGACAGTGCCGTCAGCGTTTTGTAATGGCCAGCTGTCCCAAACGTC-
CAGGCCTTTTGCAGAAGAGATATTTTTAATTGTGGACGAATCAAATTCAGAAACTTGA-
TATTTTTCATTTTTTTGCTGTTCAGGGATTTGCAGCATATCATGGCGTGTAATATGGGA-
AATGCCGTATGTTTCCTTATATGGCTTTTGGTTCGTTTCTTTCGCAAACGCTT-
GAGTTGCGCCTCCTGCCAGCAGTGCGGTAGTAAAGGTTAATACTGTTGCTTGTTTTG-
CAAACTTTTTGATGTTCATCGTTCATGTCTCCTTTTTTATGTACTGTGT-
TAGCGGTCTGCTTCTTCCAGCCCTCCTGTTTGAAGATGGCAAGTTAGTTACGCACAA-
TAAAAAAAGACCTAAAATATGTAAGGGGTGACGCCAAAGTATACACTTTGCCCTTTACA-
CATTTTAGGTCTTGCCTGCTTTATCAGTAACAAACCCGCGCGATTTACTTTTCGACCT-
CATTCTATTAGACTCTCGTTTGGATTGCAACTGGTCTATTTTCCTCTTTTGTTTGATAGA-
AAATCATAAAAGGATTTGCAGACTACGGGCCTAAAGAACTAAAAAATC-
TATCTGTTTCTTTTCATTCTCTGTATTTTTTATAGTTTCTGTTGCATGGGCATA-
AAGTTGCCTTTTTAATCACAATTCAGAAAATATCATAATATCTCATTTCACTAAATAA-
TAGTGAACGGCAGGTATATGTGATGGGTTAAAAAGGATCGGCGGCCGCTCGATTTA-
AATC

10 10 pSacB
(dClta Idh)

TCGAGAGGCCTGACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTCATATGACTAGTTCGGACC-
TAGGGATATCGTCGACATCGATGCTCTTCTGCGTTAATTAACAATTGGGATCCTCTA-
GACCCGGGGATTCCAACCTGAAGACTGGCTCGGTATGACCGAACCCGTCAA-
TATTCCGGGAACCAGCACTCAATATGCTAACTGGCGGCGCCGTTTAACCGCAAATATA-
GAGGATATTTTTGCCGATACGGATATTCAACATCTGTTAAAAGAGGTGAATGCTATTCG-
TAAGGAATAATTTTGTTGCGAACGCAATGTGAI I I IAACGGGTGCCGGATATGG-
CACCCTTATCAAAACGACGAATATTATAGACCTCTTACGATGACGCATCTTTCCCCAGA-
TACGCAGGATTAGACGGATGATGTTACGGAATATCCCGTCCCTGTGCGGCAACATA-
AACCTTAATCCATTCTTCCTCAGTGAAGGAAATTCGTAACGCATCCGCCGCGCTTTT-
TACCCGTTCAATTTTACCGGACCCCATAACCGGCATAATTTTTGCCGGATGCGCCAA-
TAACCAGGCATAAGCCAATGTATCTAAACGGGTTTCTCCTTTCGTTTCACCGATTTC-
GAGTAATGTTTTTTGCACCGCCCGACTGTTCTCATCCTGATTGAATAAAC-
GACCGCCGGCAAGTGGCGACCATGCCATCGGTTGAATACGTTTTTCCAGTAAAAAATC-
CAGGGTACCGTCATCAAAAGCCTGACGATGAAGAGGCGAAATCTCAATTTGATTAGT-
GATTAACGGCTGATTCACATAAGATTGCAACATGGCGAACTTAGCCGGCGTATAGTTA-
GATACCCCGAAATAACGTACTTTYCCGGTTTGATAAAGTTCATCAAAAGCCCGCGC-
GATTTGTTCGGGATCCGCACAGGGAGAAAGWCGGTGAATCAGCAATACATCTAAA-
TAGTCGCATTGCAGTTTTTCAATGGAACGTTGCGCCGACCACATAATATGGCGG-
TAGCTGTTGTCATAGTGATGGGATTTTATATCGGGTAATTCTTCATTAGGATACAA-
AATCCCGCATTTGGTCACCAAAGTAAGCTGTGCGCGCAAGGATTTATCCAGCGC-
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CAGCGCCCGTCCGAATTCCGCCTCGGAAGTAAAAGCCCCGTAACAAGCGGCATGATC-
CAGCGTATCAACGCCTAATTCTAATCCTTGCTTAACGAATGTAAGCAATTCCTGCGGC-
GATTTCCGCCAGCTTTTTAACCGCCAGAATCCTTGAATTAAGCGACTGAATGTTA-
AATCGGGAGCCAGT.TGAATGTGT-TGCATAAAACCTCCAAATAAATTGAATCAAACA-
GACTTAAGTATAAATCTTTAAAGAAAAAGTGCGGTAGAAAAATATGGATTTTCCGCATA-
AAAAAAGCGTACCCGATTAGGTACGCTATTAA'AAATATAAGCGGCGCTATTC-
TACTCTCTTATGGATCTCAGTCAAGAAAGGATCCGGCAACCRCCGAACAAATG-
GAGRCGAARAAATTGAAAAGACGAGGAAATCAGCGCGTTAAAAATTCCCGAAAACC-
CACCGCACTTTTTATTGGAATTTGCTAACCTTAAAAGTGCGGTCAAAAAGTTAAAAATTT-
TAAGATTGCAATTCCAACGGATTCTTACCCGCTTTACGCAAAGCCTGATGTTCTTTAA-
TAATCGCCATAAAAGGCTGTCCGAAGCGCTGCCATTTGATGGCGCCGACACCGTT-
GATTTGCAGCATTTCCACTTTGCTGGTCGGCTGATACAACGACATTTCCTG-
CAAGGTCGCGTCACTGAACACAATATAAGGCGGAATGTTTTCTTTGTCGG-
CAATCTGTTTGCGCAGGAAACGCAGGCGGGCAAATAAATCTTTGTCGTAGTTGGT-
TACCGCATTGCGTTGCGGAGCCTGTACCATGGTAATGGAAGATAATCTCGGCATGGC-
CAGTTCCAAAGACACTTCGCCGCGCAGCACGGGACGCGCGCTTTCGGTGAGCTG-
TAATCTGGTCCCCATGCCGAAATCGCTGATGATTTGTTGCACAAAGCCCAAATGAAT-
CAGCTGACGAATTACCGATTGCCAGTATTCTTTGCTTTTATCTTTGCCAATTCCGTA-
GACTTTCAACTCATCATGTTGATTTTCTTTTATTTTCTGATTCTGCAAACCGCGCAT-
TACGCCGATTACGTATTGCGTGCCGAAACGTTGCCCGGTGCGATAAATGGTCGAAAG-
GATTTTCTGCGCGTCTAATAATCCGTCATATTTTTTCGGCGGATCGAGGCAGATATCA-
CAGTTATTACATGGCGTTTGGCGGTTTTCGCCGAAATAATTTAACAGCACTAAAC-
GACGGCAGGTCTGGCTTTCGGCAAATTCGCCGATGGCTTCCAGCTTATGCCGTTTAA-
TATCCCGTTGCGGGCTTTCCGGCTCTTCCAATAAAATTTTATGCAACCAGGCA-
TAATCCGCCGGCTCGTAAAACAGTACCGCTTCCGCCGG-
CAGGTCGTCCCGCCCCGCGCGCCCGGTTTCCTGATAATACGCCTCAATGCTGCGAGA-
TAAATCAAAATGCGCCACAAAACGCACATTAGATTTGTTGATCCCCATACCAAAAG-
CAATGGTCGCCACCACCACTTGAATATTATCCCGTTGAAACGCCTGTTG-
CACCGCTTCCCGCTGCGACGGCTCCATGCCCGCATGATAAGCGGCTGCGGA-
AATGCCTCTTTTCTTCAGGGCTTCCGCAATGCGCTCCACTTTGCTACGGCTGTTGCAA-
TAGACGATACCGCTTTTACCTTTTTGCGCCGCCACAAAATTGTATAATTGCTC--
CATCGGTTTGAATTTTTCCACOAAGGTATAACGAATATTCGGGCGGTCAAAACTACCTA-
CATACAAGTGCGGTTCGTTCAGGCTGACCCGGGATTTAAATCGCTAGCGGGCTGCTA-
AAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGACCCCGGAT-
GAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAG-
CAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGA-
CAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGG-
GAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCG-
CAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAA-
CAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTAT-
GACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCG-
CAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTG-
CAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCG-
CAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGC-
GMGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATC-
CATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCC-
CATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATG-
GAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGC-
CAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAG-
GATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAA-
AATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT-
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCT-
GACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTC-
TATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGAC-
CAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGA-
AAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTC-
CAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACGC-
TAGCGGCGCGCCGGCCGGCCCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAA-
TACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACT-
GACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA-
AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGT-
GAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAA-
AAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAA-
AATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC-
CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCT-
TACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCT-
CACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTG-
CACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTT-
GAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG-
GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCC-
TAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGT-
TACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG-
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TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAA-
GAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGT-
TAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTA-
AAGGCCGGCCGCGGCCGCCATCGGCATTTTCTTTTGCGT I I I IATTTGTTAACTGT-
TAATTGTCCTTGTTCAAGGATGCTGTCTTTGACAACAGATGTTTTCTTGCCTTTGATGTT-
CAGCAGGAAGCTCGG'CGCAAACGTTGATTGTTTGTCTGCGTAGAATCCTCTGTTTGT-
CATATAGCTTGTAATCACGACATTGTTTCCTTTCGCTTGAGGTACAGCGAAGTGTGAG-
TAAGTAAAGGTTACATCGTTAGGATCAAGATCCATTTTTAACACAAGGCCAGTTTTGTT-
CAGCGGCTTGTATGGGCCAGTTAAAGAATTAGAAACATAACCAAGCATGTAAA-
TATCGTTAGACGTAATGCCGTCAATCGTCATTTTTGATCCGCGGGAGTCAGTGAA-
CAGGTACCATTTGCCGTTCATTTTAAAGAGGTTCGCGCGTTCAATTTCATCTGT-
TACTGTGTTAGATGCAATCAGCGGTTTCATCACTTTTTTCAGTGTGTAATCATCGTT-
TAGCTCAAT-GATAGCGAGAGCGCCGTTTGCTAACTCAGCCGTGCGTTTTT-
TATCGCTTTGCAGAAGTTTTTGACTTTCTTGACGGAAGAATGATGTGCTTTTGCCATAG-
TATGCTTTGTTAAATAAAGATTCTTCGCCTTGGTAGCCATCTTCAGTTC-
CAGTGTTTGCTTCAAATACTAAGTATTTGTGGCCTTTATCTTCTACGTAGTGAG-
GATCTCTCAGCGTATGGTTGTCGCCTGAGCTGTAGTTGCCTTCATCGATGAACTGCTG-
TACATTTTGATACGTTTTTCCGTCACCGTCAAAGATTGATTTATAATCCTCTACACCGTT-
GATGTTCAAAGAGCTGTCTGATGCTGATACGTTAACTTGTGCAGTTGT-
CAGTGTTTGTTTGCCGTAATGTTTACCGGAGAAATCAGTGTAGAATAAACG-
GATTTTTCCGTCAGATGTAAATGTGGCTGAACCTGACCATTCTTGTGTTTGGTCTTT-
TAGGATAGAATCATTTGCATCGAATTTGTCGCTGTCTTTAAAGACGCGGC-
CAGCGTTTTTCCAGCTGTCAATAGAAGTTTCGCCGACTTTTTGATAGAACATGTAAATC-
GATGTGTCATCCGCAI I I ITAGGATCTCCGGCTAATGCAAAGACGATGTGGTAGCCGT-
GATAGTTTGCGACAGTGCCGTCAGCGTTTTGTAATGGCCAGCTGTCCCAAACGTC-
CAGGCCTTTTGCAGAAGAGATATTTTTAATTGTGGACGAATCAAATTCAGAAACTTGA-
TATTTTTCATTTTTTTGCTGTTCAGGGATTTGCAGCATATCATGGCGTGTAATATGGGA-
AATGCCGTATGTTTCCTTATATGGCTTTTGGTTCGTTTCTTTCGCAAACGCTT-
GAGTTGCGCCTCCTGCCAGCAGTGCGGTAGTAAAGGTTAATACTGTTGCTTGTTTTG-
CAAACTTTTTGATGTTCATCGTTCATGTCTCCTTTTTTATGTACTGTGT-
TAGCGGTCTGCTTCTTCCAGCCCTCCTGTTTGAAGATGGCAAGTTAGTTACGCACAA-
TAAAAAAAGACCTAAAATATGTAAGGGG-TGACGCCAAAGTATACACTTTGCCCTTTACA-
CATTTTAGGTCTTGCCTGCTTTATCAGTAACAAACCCGCGCGATTTACTTTTCGACCT-
CATTCTATTAGACTCTCGTTTGGATTGCAACTGGTCTATTTTCCTCTTTTGTTTGATAGA-
AAATCATAAAAGGATTTGCAGACTACGGGCCTAAAGAACTAAAAAATC-
TATCTGTTTCTTTTCATTCTCTGTATTTTTTATAGTTTCTGTTGCATGGGCATA-
AAGTTGCCTTTTTAATCACAATTCAGAAAATATCATAATATCTCATTTCACTAAATAA-
TAGTGAACGGCAGGTATATGTGATGGGTTAAAAAGGATCGGCGGCCGCTCGATTTA-
AATC

11 11 pSacB 
(dClta pfID)

TCGAGAGGCCTGACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTCATATGACTAGTTCGGACC-
TAGGGATGGGATCGAGCTCTTTTCCTTGCCGACAAGGCGGAAGCTTTAGGGGA-
AATTCCCGTAGGTGCCGTATTGGTGGATGAACGGGGCAATATCATTGGTGAAGGCTG-
GAACCTCTCTATTGTGAACTCGGATCCCACCGCCCATGCCGAAATTATTGCGTTGCG-
TAACGCCGCGCAGAAAATCCAAAATTACCGCCTGCTCAATACCACTTTATACGTGACTT-
TAGAACCCTGCACCATGTGCGCCGGCGCGACCCCACACAGCCGAATCAAACGCTTGG-
TATTCGGGGCGTCCGATTACAAAACCGGTGCGGTGGGTTCCAGATTTCATTTTTTT-
GAGGATTATAAAATGAATCATGGGGTTGAGATCACAAGCGGTGTCTTATAGGAT-
CAATGCAGTCAGAAGTTAAGCCGCTTTTTCCAAAAGCGCAGGGAACAGAAAAAACAA-
CAAAAAGCTACCGCACTTTTACAACACCCCCGGCTTAACTCCTCTGAAAAATAGTGA-
CAAAAAAACCGTCATAATGTTTACGACGGTTTTTTTATTTCTTCTAATATGTCACAT-
TAAGCCCGTAGCCTGCAAGCAACCCCTTAACATGCTCCAT-
TAATTCTTTTGTCGGCGGTTTTACATCTTCAAGCTCGTATTTATCGCCGAGTACTTCC-
CATTTATGGGCGCCTAGACGGTGATAAGGTAATAATTCCACTTTTTCGATATTCTTCA-
TATCTTTAATGAAATTCCCCAGCATGTGCAAATCTTCGTCACTATCTGTATAACCCGG-
CACTACAACATGGCGGATCCAGGTACGCTGATTTCGATCCGCTAAATATTTTGC-
GAATTCGAGCACTCTTTTATTCGGCACGCCAATCAGGCTTTCGTGAACCCGTTCATT-
CATTTCTTTCAGGTCAAGCAACACAAGATCCGTGTCATCAATCAATTCATCAATAATAT-
GATCATGATGACGGAGGAAACCGTTGGTATCCAAGCAAGTATTAATTCCTTCTTTATGG-
CAGGCTCTGAACCAGTCCCGTACAAATTCCGCCTGTAAAATAGCTTCACCGCCG-
GAAGCGGTAACTCCGCCGCCCGAGGCGTTCATAAAATGGCGATAGGTCAC-
CACTTCTTTCATTAATTCTTCAACGGAAATTTCTTTACCGCCGTGCAAATCC-
CAGGTGTCTCTGTTATGGCAATATTTACAACGCATTAAGCAGCCTTGTAAAAATAAAA-
TAAAGCGGATTCCCGGCCCGTCAACTGTCCCGCAGGTTTCAAATGAATGAATTCGTCC-
TAAAACCGACATAATATGCCCTTAAATAATCAACAAAATATAGCAAGAAGATTATAGCA-
AAGAATTTCGTTTTTTTCAGAGAATAGTCAAATCTTCGCAAAAAACTACCGCACTTT-
TATCCGCTTTAATCAGGGGAATTAAAACAAAAAAATTCCGCCTATTGAGGCGGAATT-
TATTAAGCAATAAGACAAACTCTCAATTTTAATACTTCCTTCTTTTCTAGTATTGATAA-
GATTGAAACCTTGCAAGGATGACGGCGGATTTGCCGTCACTCTCACCCAACTAATGTG-
GACGACTGGTAAACCATTGCATTAGACCAATGCAAACACCACCACCGACGATGTTACC-
TAAAGTAACAGGAATTAAATTTTTAATTACTAAATGGTACATATCTAAATTTGCA-
AACTGCTCGGCATTTAAACCCGTTGCCTGCCAGAATTCCGGCGATGCGAAATTTG-
CAATTACCATGCCCATAGGGATCATAAACATATTTGCTACGCAGTGTTCAAAGCCT-
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GAAGCGACAAAYAACCCGATCGGCAGGATCATAATAAAAGCTTTATCCGTTAGAG-
TYTTGCCGGCATAGGCCATCCAAACGGCAATACATACCATAATGTTGCAAAGAATACC-
TAAACAGAAGGCTTCAAYCCAGGTATGTTCTATTTTATGTTGTGCCGTATTTAA-
AATGGTTAATCCCCACTGACCGTTTGCCGCCATGATCTGACCGGAAAACCAAAT-
TAATGCAACAATAAATAAACCGCCGACAAAATTACCGAARTAAACCACAATCCAGT-
TACGTAACATCTGAATTGTTGTAATTTTACTCTCAAAGCGGGCAATAGTCGATAAAGTT-
GATGAAGTAAATAGTTCACAGCCGCAAACCGCCACCATAATTACCCCGAGAGAGAA-
CACCAAACCGCCGACCAGTTTAGTTAATCCCCAAGGCGCTCCCGCAGAGGCTGTTT-
GAGTTGTTGTATAAAAAACGAATGCAAGAGCAATAAACATACCGGCAGAGATCGCCGA-
TAAAAATGAATAGGCTTGTTTTTTCGTAGCTTTATAAACGCCGACGTCTAACCCGGTTT-
GAGCCATCTCGGTTGGCGAAGCCATCCAAGCCAATTTAAAATCTTCCGATTTCATT-
GAGCTTTCCTTAGTAATAAAACTACTCGGAAATGAGTAGAACTGCCTTAAAGCATAAAT-
GATAGATTAAAAAATCCAAAATTGTTGAATArrATT.TAACGGGGGGATTATAAAAGATT-
CATAAATTAGATAATAGCTAATTTGAGTGATCCATATCACCTTTTACAGATTTTTTGACC-
TAAATCAAAATTACCCAAATAGAGTAATAATACCATTATAAAGGGTGTGGATT-
TATTCCTTTGGTTTACGAGATAAATTGCTATTTAAGCTGATTTCTGATAAAAAGTGCGG-
TAGATTTTTCCCAAAAATAAGGAAACACAAAATGGCAGAAGAAACAATTTTCAGTAA-
AATTATTCGTAAAGAAATTCCCGCCGACATTATATATCAAGACGATCTTGTCACCG-
CATTTCGCGATATTGCGCCGCAGGCAAAAACTCATATTTTAATTATTCCGAATAAATT-
GATTCCGACAGTAAACGACGTAACCGCCCATCGTCGACATCGATGCTCTTCTGCGT-
TAATTAACAATTGGGATCCTCTAGACTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCTCCGGAGAG-
TACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGA-
TAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCA-
GATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCA-
GAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAA-
TACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG-
GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCAGTAT-
TAATCAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCG-
CAGGGAACACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCAC-
CAAACTCGATATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTT-
TATCCGCTGATGATTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCG-
GATGGCACTGAA-AGACAATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTT-
TACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCG-
GATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGA-
TACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCAT-
TACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACCGGAAATGATGAT-
TATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCAGCAGGAAGGTGACCGCGTATTAT-
TACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGCAGCACGGTT-
TATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAATTCTGTATT-
TAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTTTAACCGTAATCTG-
TAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATGAGCTCGCTTGGACTCCTGTTGATAGATC-
CAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCA-
GAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCAC-
TAGCGGCGCGCCGGCCGGCCCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAA-
TACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACT-
GACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA-
AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGT-
GAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAA-
AAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAA-
AATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATAC-
CAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCT-
TACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCT-
CACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTG-
CACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTT-
GAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAG-
GATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCC-
TAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGT-
TACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG-
TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAA-
GAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGT-
TAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTA-
AAGGCCGGCCGCGGCCGCCATCGGCATTTTCTTTTGCGTTTTTATTTGTTAACTGT-
TAATTGTCCTTGTTCAAGGATGCTGTCTTTGACAACAGATGTTTTCTTGCCTTTGATGTT-
CAGCAGGAAGCTCGGCGCAAACGTTGATTGTTTGTCTGCGTAGAATCCTCTGTTTGT-
CATATAGCTTGTAATCACGACATTGTTTCCTTTCGCTTGAGGTACAGCGAAGTGTGAG-
TAAGTAAAGGTTACATCGTTAGGATCAAGATCCATTTTTAACACAAGGCCAGTTTTGTT-
CAGCGGCTTGTATGGGCCAGTTAAAGAATTAGAAACATAACCAAGCATGTAAA-
TATCGTTAGACGTAATGCCGTCAATCGTCATTTTTGATCCGCGGGAGTCAGTGAA-
CAGGTACCATTTGCCGTTCATTTTAAAGACGTTCGCGCGTTCAATTTCATCTGT-
TACTGTGTTAGATGCAATCAGCGGTTTCATCACTTTTTTCAGTGTGTAATCATCGTT-
TAGCTCAATCATACCGAGAGCGCCGTTTGCTAACTCAGCCGTGCGTTTTT-
TATCGCTTTGCAGAAGTTTTTGACTTTCTTGACGGAAGAATGATGTGCTTTTGCCATAG-
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TATGCTTTGTTAAATAAAGATTCTTCGCCTTGGTAGCCATCTTCAGTTC-
CAGTGTTTGCTTCAAATACTAAGTATTTGTGGCCTTTATCTTCTACGTAGTGAG-
GATCTCTCAGCGTATGGTTGTCGCCTGAGCTGTAGTTGCCTTCATCGATGAACTGCTG-
TACATTTTGATACGTTTTTCCGTCACCGTCAAAGATTGATTTATAATCCTCTACACCGTT-
GATGTTCAAAGAGCTGTCTGATGCTGATACGTTAACTTGTGCAGTTGT-
CAGTGTTTGTTTGCCGTAATGTTTACCGGAGAAATCAGTGTAGAATAAACG-
GATTTTTCCGTCAGATGTAAATGTGGCTGAACCTGACCATTCTTGTGTTTGGTCTTT-
TAGGATAGAATCATTTGCATCGAATTTGTCGCTGTCTTTAAAGACGCGGC-
CAGCGTTTTTCCAGCTGTCAATAGAAGTTTCGCCGACTTTTTGATAGAACATGTAAATC-
GATGTGTCATCCGCATTTTTAGGATCTCCGGCTAATGCAAAGACGATGTGGTAGCCGT-
GATAGTTTGCGACAGTGCCGTCAGCGTTTTGTAATGGCCAGCTGTCCCAAACGTC-
CAGGCCTTTTGCAGAAGAGATATTTTTAATTGTGGACGAATCAAATTCAGAAACTTGA-
TATTTTTCATTTTTTTGCTGTTCAGGGATTTGCAGCATATCATGGCGTGTAATATGGGA-
AATGCCGTATGTTTCCTTATATGGCTTTTGGTTCGTTTCTTTCGCAAACGCTT-
GAGTTGCGCCTCCTGCCAGCAGTGCGGTAGTAAAGGTTAATACTGTTGCTTGTTTTG-
CAAACTTTTTGATGTTCATCGTTCATGTCTCCTTTTTTATGTACTGTGT-
TAGCGGTCTGCTTCTTCCAGCCCTCCTGTTTGAAGATGGCAAGTTAGTTACGCACAA-
TAAAAAAAGACCTAAAATATGTAAGGGGTGACGCCAAAGTATACACTTTGCCCTTTACA-
CATTTTAGGTCTTGCCTGCTTTATCAGTAACAAACCCGCGCGATTTACTTTTCGACCT-
CATTCTATTAGACTCTCGTTTGGATTGCAACTGGTCTATTTTCCTCTTTTGTTTGATAGA-
AAATCATAAAAGGATTTGCAGACTACGGGCCTAAAGAACTAAAAAATC-
TATCTGTTTCTTTTCATTCTCTGTATTTTTTATAGTTTCTGTTGCATGGGCATA-
AAGTTGCCTTTTTAATCACAATTCAGAAAATATCATAATATCTCATTTCACTAAATAA-
TAGTGAACGGCAGGTATATGTGATGGGTTAAAAAGGATCGGCGGCCGCTCGATTTA-
AATC

12 12 pJFF224 (id
ms Y.m.)

GATCCCCAGTAGATTTACGTTTAAACATTTTTATTTCCTTTTTAATTTAATTTAATTAA-
CAGTTGGTGCTATGACACTTTACCTCATAGCTGGCATAATTCGCAA-
TACTCTGGGTCTTCGAGAGGTATCCAACCTGAGTTGAAATACTTTACCATCGATTTAG-
CAGTTGTATCAGTTATATTTATATTACCTTTAACTCTTCGCCATCCAGGAGTTTTACCG-
TACAGATTAGAGGATAATAATAACACATAATTCTCGTAAGCAATATGAGATAATTTC-
CAAGACTCTATATTAGCTCGTGATGTTTTCCAAGGTCTAAAATCGTCACGGTTCATA-
TAATTAGCCAATCTCATATGCTCTCTAACTTCCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAAT-
TAACGATCTGATAGAGAAGGGTTTGCTCGGGTCGGTGGCTCTGGTAACGACCAG-
TATCCCGATCCCGGCTGGCCGTCCTGGCCGCCACATGAGGCATGTTCCGCGTCCTTG-
CAATACTGTGTTTACATACAGTCTATCGCTTAGCGGAAAGTTCTTTTACCCTCAGCCGA-
AATGCCTGCCGTTGCTAGACATTGCCAGCCAGTGCCCGTCACTCCCGTACTAACTGT-
CACGAACCCCTGCAATAACTGTCACGCCCCCCTGCAATAACTGTCACGAACCCCTG-
CAATAACTGTCACGCCCCCAAACCTGCAAACCCAG-
CAGGGGCGGGGGCTGGCGGGGTGTTGGAAAAATCCATCCATGATTATCTAAGAA-
TAATCCACTAGGCGCGGTTATCAGCGCCCTTGTGGGGCGCTGCTGCCCTTGCCCAA-
TATGCCCGGCCAGAGGCCGGATAGCTGGTCTATTCGCTGCGCTAGGCTACA-
CACCGCCCCACCGCTGCGCGGCAGGGGGAAAGGCGGGCAAAGCCCGCTAAACCC-
CACACCAAACCCCGCAGAAATACGCTGGGAGCGCTTTTAGCCGCTT-
TAGCGGCCTTTCCCCCTACCCGAAGGGTGGGGGCGCGTGTGCAGCCCCG-
CAGGGCCTGTCTCGGTCGATCATTCAGCCCGGCTCATCCTTCTGGCGTGGCGGCA-
GACCGAACAAGGCGCGGTCGTGGTCGCGTTCAAGGTACGCATCCATTGCCGCCAT-
GAGCCGATCCTCCGGCCACTCGCTGCTGTTCACCTTGGCCAAAATCATGGCCCCCAC-
CAGCACCTTGCGCCTTGTTTCGTTCTTGCGCTATTGCTGCTGTTCCCTTGCCCG-
CACCCGCTGAATTTCGGCATTGATTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGCTTGGCCAGCC-
GATCCGCCGCCTTGTTGCTCCCCTTAACCATCTTGACACCCCATTGT-
TAATGTGCTGTCTCGTAGGCTATCATGGAGGCACAGCGGCGGCAATCCCGACCC-
TACTTTGTAGGGGAGGGCCATTGCATGGAGCCGAAAAGCAAAAGCAACAGCGAGG-
CAGCATGGCGATTTATCACCTTACGGCGAAAACCGGCAGCAGGTCGGGCGGC-
CAATCGGCCAGGGCCAAGGCCGACTACATCCAGCGCGAAGGCAAGTATGCCCGCGA-
CATGGATGAAGTCTTGCACGCCGAATCCGGGCACATGCCGGAGTTCGTC-
GAGCGGCCCGCCGACTACTGGGATGCTGCCGACCTGTATGAACGCGC-
CAATGGGCGGCTGTTCAAGGAGGTCGAATTTGCCCTGCCGGTCGAGCTGACCCTC-
GACCAGCAGAAGGCGCTGGCGTCCGAGTTCGCCCAGCACCTGACCGGTGCC-
GAGCGCCTGCCGTATACGCTGGCCATCCATGCCGGTGGCGGCGAGAACCCG-
CACTGCCACCTGATGATCTCCGAGCGGATCAATGACGGCATC-
GAGCGGCCCGCCGCTCAGTGGTTCAAGCGGTACAACGGCAAGACCCCGGA-
GAAGGGCGGGGCACAGAAGACCGAAGCGCTCAAGCCCAAGGCATGGCTTGAGCA-
GACCCGCGAGGCATGGGCCGACCATGCCAACCGGGCATTAGAGCGGGCTGGCCAC-
GACGCCCGCATTGACCACAGAACACTTGAGGCGCAGGGCATC-
GAGCGCCTGCCCGGTGTTCACCTGGGGCCGAACGTGGTGGAGATG-
GAAGGCCGGGGCATCCGCACCGACCGGGCAGACGTGGCCCTGAACATCGACACCGC-
CAACGCCCAGATCATCGACTTACAGGAATACCGGGAGGCAATAGACCATGAACG-
CAATCGACAGAGTGAAGAAATCCAGAGGCATCAACGAGTTAGCGGAGCAGATC-
GAACCGCTGGCCCAGAGCATGGCGACACTGGCCGACGAAGCCCGGCAGGTCAT-
GAGCCAGACCCAGCAGGCCAGCGAGGCGCAGGCGGCGGAGTGGCTGAAAGCC-
CAGCGCCAGACAGGGGCGGCATGGGTGGAGCTGGCCAAAGAGTTGCGGGAGG-
TAGCCGCCGAGGTGAGCAGCGCCGCGCAGAGCGCCCG-
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GAGCGCGTCGCGGGGGTGGCACTGGAAGCTATGGCTAACCGTGATGCTGGCTTC-
CATGATGCCTACGGTGGTGCTGCTGATCGCATCGTTGCTCTTGCTCGACCTGACGC-
CACTGACAACCGAGGACGGCTCGATCTGGCTGCGCTTGGTGGCCCGATGAAGAAC-
GACAGGACTTTGCAGGCCATAGGCCGACAGCTCAAGGCCATGGGCTGT-
GAGCGCTTCGATATCGGCGTCAGGGACGCCACCACCGGCCAGATGATGAACCGG-
GAATGGTCAGCCGCCGAAGTGCTCCAGAACACGCCATGGCTCAAGCGGATGAATGCC-
CAGGGCAATGACGTGTATATCAGGCCCGCCGAGCAGGAGCGG-
CATGGTCTGGTGCTGGTGGACGACCTCAGCGAGTTTGACCTGGATGACATGAAAGCC-
GAGGGCCGGGAGCCTGCCCTGGTAGTGGAAACCAGCCCGAAGAACTATCAGG-
CATGGGTCAAGGTGGCCGACGCCGCAGGCGGTGAACTTCGGGGGCAGATTGCCCG-
GACGCTGGCCAGCGAGTACGACGCCGACCCGGCCAGCGCCGACAGCCGCCAC-
TATGGCCGCTTGGCGGGCTTCACCAACCGCAAGGACAAGCACAC-
CACCCGCGCCGGTTATCAGCCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATCCAAGGGCAA-
GACCGCCACCGCTGGCCCGGCGCTGGTGCAGCAGGCTGGCCAGCAGATCGAG-
CAGGCCCAGCGGCAGCAGGAGAAGGCCCGCAGGCTGGCCAGCCTCGAACTGCCC-
GAGCGGCAGCTTAGCCGCCACCGGCGCACGGCGCTGGACGAGTACCGCAGCGA-
GATGGCGGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGACTT-
TATGGCCGCGCAGAAGCTGGCCAGCCGGGGCCGCAGTGCCGAGGAAATCGG-
CAAGGCCATGGCCGAGGCCAGCCCAGCGCTGGCAGAGCGCAAGCCCGGCCAC-
GAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCCCAGCGTC-
CAGCTTGCGCGGGCCGAGCTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCCAGCGAGGCATG-
GACAGGGGCGGGCCAGATTTCAGCATGTAGTGCTTGCGTTGGTACTCACGCCTGTTA-
TACTATGAGTACTCACGCACAGAAGGGGGTTTTATGGAATACGAAAAAAGCGCTT-
CAGGGTCGGTCTACCTGATCAAAAGTGACAAGGGC-
TATTGGTTGCCCGGTGGCTTTGGTTATACGTCAAACAAGGCCGAGGCTGGCCGCTTTT-
CAGTCGCTGATATGGCCAGCCTTAACCTTGACGGCTGCACCTTGTCCTTGTTCCGC-
GAAGACAAGCCTTTCGGCCCCGGCAAGTTTCTCGGTGACTGATATGAAAGACCAA-
AAGGACAAGCAGACCGGCGACCTGCTGGCCAGCCCTGACGCTGTACGCCAAGCGC-
GATATGCCGAGCGCATGAAGGCCAAAGGGATGCGTCAGCGCAAGTTCTGGCTGACC-
GACGACGAATACGAGGCGCTGCGCGAGTGCCTGGAAGAACTCAGAGCGGCG-
CAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCTAACCACCAACTGCCTGCAAAGGAGG--
CAATCAATGGCTACCGATAAGCCTATCAATATTCTGGAGGCGTTCGCAG-
CAGCGCCGCCACCGCTGGACTACGTTTTGCCCAACATGGTGGCCGG-
TACGGTCGGGGCGCTGGTGTCGCCCGGTGGTGCCGGTAAATCCATGCTGGCCCTG-
CAACTGGCCGCACAGATTGCAGGCGGGCCGGATCTGCTGGAGGTGGGCGAACTGCC-
CACCGGCCCGGTGATCTACCTGCCCGCCGAAGACCCGCCCACCGCCATTCAT-
CACCGCCTGCACGCCCTTGGGGCGCACCTCAGCGCCGAGGAACGG-
CAAGCCGTGGCTGACGGCCTGCTGATCCAGCCGCTGATCGGCAGCCTGCCCAACAT-
CATGGCCCCGGAGTGGTTCGACGGCCTCAAGCGCGCCGCCGAGGGCCGCCGCCT-
GATGGTGCTGGACACGCTGCGCCGGTTCCACATCGAGGAAGAAAACGC-
CAGCGGCCCCATGGCCCAGGTCATCGGTCGCATGGAGGCCATCGCCGCCGA-
TACCGGGTGCTCTATCGTGTTCCTGCACCATGCCAGCAAGGGCGCGGCCAT-
GATGGGCGCAGGCGACCAGCAGCAGGCCAGCCGGGGCAGCTCGGTACTGGTCGA-
TAACATCCGCTGGCAGTCCTACCTGTCGAGCATGACCAGCGCCGAGGCCGAG-
GAATGGGGTGTGGACGACGACCAGCGCCGGTTCTTCGTCCGCTTCGGTGTGAG-
CAAGGCCAACTATGGCGCACCGTTCGCTGATCGGTGGTTCAGGCGGCAT-
GACGGCGGGGTGCTCAAGCCCGCCGTGCTGGAGAGGCAGCGCAAGAG-
CAAGGGGGTGCCCCGTGGTGAAGCCTAAGAACAAGCACAGCCTCAGCCACGTCCGG-
CACGACCCGGCGCACTGTCTGGCCCCCGGCCTGTTCCGTGCCCTCAAGCGGGGC-
GAGCGCAAGCGCAGCAAGCTGGACGTGACGTATGACTACGGCGACGGCAAGCG-
GATCGAGTTCAGCGGCCCGGAGCCGCTGGGCGCTGATGATCTGCGCATCCTG-
CAAGGGCTGGTGGCCATGGCTGGGCCTAATGGCCTAGTGCTTGGCCCGGAACCCAA-
GACCGAAGGCGGACGGCAGCTCCGGCTGTTCCTGGAACCCAAGTGGGAGGCCGT-
CACCGCTGATGCCATGGTGGTCAAAGGTAGCTATCGGGCGCTGGCAAAGGA-
AATCGGGGCAGAGGTCGATAGTGGTGGGGCGCTCAAGCACATACAGGACTGCATC-
GAGCGCCTTTGGAAGGTATCCATCATCGCCCAGAATGGCCGCAAGCGG-
CAGGGGTTTCGGCTGCTGTCGGAGTACGCCAGCGACGAGGCGGACGGGCGCCTG-
TACGTGGCCCTGAACCCCTTGATCGCGCAGGCCGTCATGGGTGGCGGCCAG-
CATGTGCGCATCAGCATGGACGAGGTGCGGGCGCTGGACAGCGA-
AACCGCCCGCCTGCTGCACCAGCGGCTGTGTGGCTGGATCGACCCCGGCAA-
AACCGGCAAGGCTTCCATAGATACCTTGTGCGGCTATGTCTGGCCGTCAGAGGC-
CAGTGGTTCGACCATGCGCAAGCGCCGCCAGCGGGTGCGCGAGGCGTTGCCG-
GAGCTGGTCGCGCTGGGCTGGACGGTAACCGAGTTCGCGGCGGGCAAGTACGACAT-
CACCCGGCCCAAGGCGGCAGGCTGACCCCCCCCACTCTATTGTAAACAAGACATTTTT-
TATCTTTTATATTCAATGGCTTATTTTCCTGCTAATTGGTAATACCATGAAAAATAC-
CATGCTCAGAAAAGGCTTAACAATATTTTGAAAAATTGCCTACTGAGCGCTGCCGCA-
CAGCTCCATAGGCCGCTTTCCTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCTCCGGAGAG-
TACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGA-
TAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCA-
GATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCA-
GAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAA-
TACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG-
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GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTAT-
TAATCAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCG-
CAGGGAACACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCAC-
CAAACTCGATATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTT-
TATCCGCTGATGATTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCG-
GATGGCACTGAAAGACAATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTT-
TACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCG-
GATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGA-
TACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCAT-
TACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACCGGAAATGATGAT-
TATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTGAGCAGGAAGGTGACCGCGTATTAT-
TACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGCAGCACGGTT-
TATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAATTCTGTATT-
TAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTTTAACCGTAATCTG-
TAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATCACTGTACGATAATGCCCCCGCAGTTTGGTAA-
TACCCTTAATAAAAAAGAAACAGCAAAGACTGACAGCAATAATAATAAAGTAAGCAG-
TAACAATAATATTAACAACACCAGATGCAGTTATAATAATAGTATTTAAGACACCAGAAA-
GACTGCTGCGACAGTCATTTTGAACAACACCAAAATGCCGTAAAGGCAGTAGTAACAA-
CACCAGTGAAAACATCACGATAGCATAGTGATATGCCTGAGTGTGTGTAATTAAACAA-
TAAATAAACCGCCATATATAACAGAAGATAGTATTCTGAATGGCATGCTTTTCTGTT-
CAGTATAAACATATCATCCCGGTTGGTATAAGGATGATATATAATAAGTTAAGCTGAA-
CACATATTTATTTTGGTTTTATTTTACAAATAAAGTAAGACGATCCGTTAAGTCA-
AAGCGGGGTATATTTATTATACCCTGCTTTTTTATTTGTCCGCCGGGCGCGGATAATG-
GATCAGATTATGCAGTGTCACAATGGCCTTACCGGGATTGGCGTAAGCGTGCGGGA-
TATCCGCATGGAAGCGCAGGGATTCCCCGGCAGAAACGGTGTGCCACTCATCCCC-
CAGCCGCAGTTGTAATGCGCCTTCCAGTACAATGACATGTTCTCTGGTTCTGAAATC-
CATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTA-
CAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTTATGCTTGTAAACCGTTTTGTGAA-
AAAATTTTTAAAATAAAAAAGGGGACCTCTAGGGTCCCCAATTAATTAGTAATATAATC-
TATTAAAGGTCATTCAAAAGGTCATCCACCGGATCCGGGCCCCCCCTCGAGGTC-
GACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCCATATTGTGCATCGAATCCCTGCAA-
AATTGTCTGAGCGATTAATTGTTCTAATTTTACCGCCATGCTCACCCCCCGCCATACG-
GAACAGAGCCTGCATCAGCAGGCTCCAGATAAAACATAAACTCATTAATCAGTGGCT-
TAGAACTGCTGCTCTTCCGTCGAGCCAGTCAGTGCAGTGACTGAT-
GACTCGCCGCCCTGAATGATATTGGTGACTTTATCAAAATAGCCCGTGCC-
CACTTCTTGTTGATGGGAAGCAAAGGTGTAGCCGCGTTCAACGGAGGCA-
AATTCTGGCTGCTGCACTTTCTCAACATAGTGCTTCATGCCCTCGCCTTGCGCGTAAG-
CATGGGCCAAGTCGAACATGTTGAACCACATACTGTGGATGCCCGCCAAGGTAATA-
AATTGATATTTGTAGCCCATCGCGGAGAGGTCATCTTGGAAGCTGGCGATCTGCTGGT-
CAGTCAGGTTCTTTTTCCAGTTAAATGATGGCGAACAGTTATAAGCCAATAATT-
TACCGGGGAATTTAGCGTGAACCGCATCTGCAAAGCGTTTAGCCAGCGCCA-
GATCTGGCGTCGAGGTTTCACACCACACCAAGTCGGCGTAAGGGGCATAGGCCAGAC-
CACGGCTGATGGCTTGCTCAATGCCCGCGTGAGTGCGGAAGAAGCCCTCAGCAG-
TACGATCACCAGCAATAAATTCGCTGTCATAAGGGTCGCAATCAGAGGTCAGCA-
AATCCGCAGCATCAGCATCAGTGCGCGCAATCAGCAGTGTTGGCACGCCAAGAACGT-
CAGCGGCTAAGCGGGCAGCAACCAGCTTCTGAATCGCTTCTTGTGTTGGCACCAA-
AACTTTGCCGCCCATATGGCCGCATTTCTTCACCGCCGCCAATTGATCTTCAAAGT-
_GAACGCCCGCAGCACCGGCTTCAATCATGGCTTT.CATCAATTCAAACGCATTCAA-
TACGCCGCCAAAACCCGCTTCGGCATCCGCCACAATCGGCAGGAAATAGTCGGTA-
TAGCCTTTGCTGCCCGGCTCAATATTATTCGACCACTGAATCTGATCTGCACGGCG-
GAAGCTGTTATTAATACGCTTAACCACGGCCGGAACAGAGTCGACCGGGTAAAGA-
GATTGATCGGGATACATGCTGGAGGCGGTATTGGCATCGGCGGCGACCTGC-
CAACCCGACAGATAAATCGCTTCAACACCGGCCTTTGCCTGTTGCAATGCCT-
GACCGCCTGTTAGCGCCCCCAGACAGTTGATGTAGCCTTTACGCGATTCGCCGTG-
CAGCAACTCCCACAATCTTTTCGCGCCGTGCTGTGCCAGCGTACATTCTGGGTTAACG-
GAACCGCGCAGTTTGATCACTTCTTCGGCGCTATAGGGGCGGGTGATGCCCTTC-
CAGCGCGGTGATTTCCATTCCTGTTCCAACTGCTGAATTTGTTGAGTACGA-
GAGGTTGTCATGGCGATATTCCTTATTACTTATTTTTGTAGGGTTAAATAACTGGCC-
TAGGCGAGTAATGCGTAGCCCGGCAACGTCAGAAAGTCGA-
TAAGCTCGTCTTGTGTTGTAATCCGCTCCATCAGACGTGCGGCTTCTTCA-
AACCGCCCGCCATCAAAACGCTCTGCGCCAAGTTCAAGTTTCACGACCTGCATTTCTT-
CACTCAACATGTTACGGAACAGCTCTTTGGTCACCGTCTGACCATTGCT-
CAGGCTTTTCTGGTGATGTATCCATTGCCAGATAGAAGTACGGGAAATCT-
CAGCCGTCGCGGCATCTTCCATCAGGCCATAAATCGGTACACAGCCATTGCCCGA-
TATCCATGCTTCGATGTATTGCACTGCGACCCGGATATTGGCCCG-
CATCCCCTCTTCGGTGCGCTCACCCGTGCAAGGCTCTAGCAACTCAGCGGCAGT-
GATTGGTTTATCTTGCGCGCGACTCACCTCTAATTGGTTTGGACGATCGCCCAG-
TACTTTGTTGAAAACGTCCATCACGGTATCGGCCAGACCGGGGTGTGCGACCCATG-
TACCATCGTGGCCGTTGCTGGCTTCCAGCTCTTTGTCAGCGCGAACTTTATCTAAGAC-
CAGCGCATTTTTTTCTGGATCTTTGTTCGGGATAAAGGCCGCCATGCCGCCCATCGC-
CAAGGCACCGCGCTTATGGCAGGTTTTGATCAGTAAACGAGAGTAGGCACTCAG-
GAAGGGTTTCGTCATCGTGACCGACTGGCGATCGGGCAGCACGCGATCGCTGT-
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GATTTTTCAGCGTTTTGATATAGCTGAAAATGTAGTCCCAACGGCCACAATTCAGGG-
CAACAATGTGATGGCGCAGATGGTAGAGGATCTCATCCATCTGGAATACCGCAGG-
CAATGTCTCGATTAATACTGTGGCCTTAATGGTGCCTTGCGGCAGATCGA-
AACGCTGCTCGGTAAAGCTGAAAACATCACTCCACCAAGCCGCTTCCTGATAAGACTG-
CATCTTGGGTAGATAGAAATAGGGGCCGCTGCCATTGGCAAGCAGTAACTTATAGT-
TATGGTAGAAATA'CAACGCGAAATCGAATAAGCCACCGGGGATATCCTCCCCCTGC-
CACTTCACGTGTTTTTCTGGCAAGTGCAGACCACGCACCCGAGCAATCAA-
CACCGCTGGATTGGGTTTTAGCTGATAAATCTTACCGGATTCATTCGCGTAAGA-
GATTGTGCCTTTGACCGCATCGTGCAAATTAATCTGACCTTCGATAACCTTATCC-
CAACTGGGTGCCAGCGAATCCTCAAAGTCAGCCATAAAGACTTTCACATTCGCATT-
GAGGGCATTAATCACCATTTTGCGCTGAACCGGCCCGGTGATCTCGACGCGACGAT-
CACGTAAATCCGCAGGAATACTTTGAATTTTCCAGTCACCATTACGAATG-
GAATTGGTTTCCGAAATGAAATCAGGCAATGCGCCTTGGTCAATGGCCTGTTGC-
CAAGCGGCCCGTGCAGCAAGGAGTTTGCTACGCGGCTCTGCAAATTTCGCCAC-
CAATTCTGCCAAAAATTCGATGGCCTCATCGGGCAAAACCTGCCGCTCAGCAGCATTA-
AAATGCTGGGTGAAAACTAACTCCGTGCCGACTATCTGTTGTGT-
CATTCCCCTTCCCCTTCCCCATCTCTCGACGATCATTTTTCAGTTTCCTTTTGT-
TATTCCCCAAAAGTGCGGTGCAAATTTGGGGAGTTTTAGTTAATTAAAAAAATTATTTTT-
TACGAGCTTCGATTACTGCAGCAGCAACACTTGTTGGCGCTTCAGCATATTT-
TAACGGTTCCATTGAGTATGATGCTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGG

13 13 pJFF224
(idmsS.t.)

GATCCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAGGGTTCCCTCATCCGGCACCACGT-
CATGCCGGATGGCGCGTTCGCTTATCCGGCCTACGCTATCTGTAGGCCCGGTAAGCG-
CAGCGCCACCGGGCATCAATCAAAACTGCGCTTCTTCGGTGGAACCCGTTAACGCGG-
TAACGGATGACGCGCCGCCCTGAATAATGGTGGTGACTTTGTCGAAGTAACCAG-
TACCCACTTCCTGCTGGTGGGAAACAAAGGTGTAGCCATCTTTCGCCGCGGC-
GAACTCGGGTTGTTGAACCTTCTCAACATAGTGCTTCATGCCCTCGCCCTGCGCG-
TATGCATGCGCCAGGTCGAACATGTTGAACCACATGCTGTGGATGCCCGCCAGGG-
TAATAAACTGGTATTTGTAACCCATGTCCGACAACTGCTGCTGGAAGCTGG-
CAATGGTCTTGTCGTCCAGATTCTTCTGCCAGTTGAAGGATGGTGAACAGTTATAGGC-
CAGCAGTTTGCCCGGATACTTCGCGTGGATAGCATCGGCAAAACGACGCGCCAGTTC-
GAGATCCGGCGTAGAGGTTTCGCACCATACCAGATCGGCATACGGGGCATACGCCA-
GACCGCGGCTGATCGCCTGCTCAATGCCCGCATGGGTGCGGTAGA-
AACCTTCGCTGGTGCGTTCGCCGGTAATAAAACCGCTGTCATAGGGATCGCAGTCG-
GAGGTGATCAGATCTGCCGCATCCGCATCGGTACGCGCAATCACCAGCGTCGG-
GACGCCCATCACATCAGCGGCCAGACGCGCAGCAACCAGTTTCT-
GAATCGCCTCCTGCGTGGGGACCAGCACCTTGCCGCCCATATGGCCGCATTTCTT-
CACCGACGCCAGCTGATCTTCGAAGTGAACGGCCGCTGCACCGGCTTCAATCATC-
GATTTCATCAGTTCGAAGGCATTCAGAACGCCGCCAAAACCGGCTTCCGCATCAG-
CAACGATCGGCAGGAAGTAATCCACATAGCGCGGATCGTTGGGTTCAATACCG-
GATGCCCACTGGATCTGATCTGCACGACGAAAAGTGTTGTTGATCCGATCCAC-
TACCGCCGGAACAGAGTTTGCCGGGTACAACGATTGATCCGGATACATGCTGGATGC-
CAGGTTGGCATCTGCCGCCACCTGCCAGCCTGAAAGATAAATCGCCTCAA-
TACCGGCTTTCGCCTGCTGCAACGCCTGACCGCCGGTCAGCGCGCCAAGGCTGTTGA-
TATAGCCTTTTTTCGCTTCACCGTGCAACAGCCGCCACATTTTCGCGGCGCC-
GAGCTGCGCCAGCGTGCATTCCGGGTTAACCGAGCCGCGTAATTTCAC-
CACCTCCTCCGCGCTGTACGGGCGGGTGATGCCTTCCCAGCGCGGTTGTGTC-
CACTCTTTCTGTAATTCTTCGATTTGTTGAGTACGGGTTTTCATGTGCAGATGCTCCA-
TATTGTTATGTGGTGAATTAAGCGAGTAAGCGAIAGCCCGGCAGGGTGAGGAAGTC-
GATTAAGTCATCTGAGGTGGTGATTTGCTCCATCAGACGTGCGGCATCGTC-
GAAGCGCCCGCTGCTGTAGCGGTGCTCGCCCAGTTCGTCCTGGATTACCCG-
CATCTCTTCCGCCAACATTTCGCGGAAAAGCGTTTTCGTTACGGGTTTTCCATTGCT-
CAGTGTTTTCTCATGGTGAATCCACTGCCAGATAGAGGTTCGTGA-
GATTTCCGCCGTCGCGGCATCCTCCATCAGACCGTAAATCGGTACACAGC-
CATTGCCGGAGATCCACGCTTCAATGTACTGCACTGCCACGCGAATATTGGCGCG-
CATTCCCGCTTCTGTGCGTTCGCCTTCACATGGCTCCAGTAACTGTTCAGCGG-
TAATCGGCGCATCTTCATCACGGGTAATGAACAGCTGATTTTTGTGCTCGCCCAG-
TACCTCGTTAAAGACGGCCATTGCGGTATCCGCCAACCCAGGATGCGCAATC-
CACGTGCCGTCGTGGCCGTTGTTCGCTTCCAGCGCTTTATCCGCTTTCACTTTGG-
CAAGGACCTGATTGTTGCGTTCAACGTCTTTGCTCGGGATAAACGCCGCCA-
TACCGCCCATCGCGAACGCGCCGCGCTTGTGGCAGGTTTTGATCAGCAGGCGCGAG-
TAGGCGCTCAGAAACGGTTTGTCCATCGTTACCACCTGCCTGTCCGGCAAAACGC-
GATCCGGGTGATTTTTCAACGTTTTGATATAGCTGAAAATATAATCCCAGCGACCA-
CAGTTGAGACCGACGATATGATCACGCAGGGCATGAAGAATCTCATCCATCTGGAAAA-
CAGCCGGCAGCGTTTCAATCAACAGGGTCGCTTTGATCGTACCGCGCGGCAGGTTA-
AAGCGGTCTTCGGCGTAGCTGAACACTTCGCTCCACCAGGCTGCCTCCTGC-
CAGGCTTGCGTTTTCGGCAGGTAAAAATACGGGCCGCTACCTTTAGCGAG-
CAGCGCTTTATAGTTGTGGAAAAAGTACAGAGCAAAATCAAACAGGCTGCCGG-
GAATGGCTTCCCCCCGCCAGGTAACATGTTTTTCTGGCAGATGTAGACCACGTACAC-
GACAAATCAATACGGCCGGATCGGGCTTGAGCTGATAGATTTTTCCGGCTTCGTTGG-
TATAGCTAATGGTGCCGTTCACCGCATCACGCAGGTTGATTTGACCATCAATAACTT-
TATTCCAGTCCGGCGCCAGCGAGTCTTCAAAATCCGCCATAAACACTTTCA-
CATTTGCGTTCAGGGCATTAATCACCATTTTACGTTCAACCGGCCCGGTAATTTC-
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TACTCGGCGATCCTGTAAATCCGCCGGAATACCACGAATCTGCCAATTACTTTCTC-
TAATGGAAGTGGTTTCCGAAATAAAATCAGGCAACTTACCGTTATCAA-
TATCCTGCTGTTGCTGGATACGGGCAGCCAGGAGTTTATTGCGTTTTGGCGTAA-
AACGGGTGACTAACTCCGT.CAAAAAC.TCGACTGCTT.CAGCGGTCAGGACTTGCTTTTC-
CAGCTCGCCTTGCGGCCTGGTAAAGGTTAATTCATCAGTTGTGGTTGCCTGTGGATT-
CATCATGCA'GCTCCTCGTTGTTGATCCAGATACATCCCCAATGCGAACG'AAGGAT-
CACTGTGCACTTTTCGTTCAACACAACTAAGACTACTCAATTAAATTTCAAAATCAAAAA-
CAATTTCCATTTTTAATTTAATTATGCATTAACCTATTGATAACAATATAAATTAAATT-
TAATTACATGATGAGGTGCGTTTCGGAAAGACGTCAGGCCTCTCGAGGGGGGGCCCG-
GATCCCCAGTAGATTTACGTTTAAACATTTTTATTTCCTTTTTAATTTAATTTAATTAA-
CAGTTGGTGCTATGACACTTTACCTCATAGCTGGCATAATTCGCAA-
TACTCTGGGTCTTCGAGAGGTATCCAACCTGAGTTGAAATACTTTACCATCGATTTAG-
CAGTTGTAICAGT.TATATTTATAT-TACCTTTAACTCTTCGCCATCCAGGAGTTTTACCG-
TACAGATTAGAGGATAATAATAACACATAATTCTCGTAAGCAATATGAGATAATTTC-
CAAGACTCTATATTAGCTCGTGATGTTTTCCAAGGTCTAAAATCGTCACGGTTCATA-
TAATTAGCCAATCTCATATGCTCTCTAACTTCCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAAT-
TAACGATCTGATAGAGAAGGGTTTGCTCGGGTCGGTGGCTCTGGTAACGACCAG-
TATCCCGATCCCGGCTGGCCGTCCTGGCCGCCACATGAGGCATGTTCCGCGTCCTTG-
CAATACTGTGTTTACATACAGTCTATCGCTTAGCGGAAAGTTCTTTTACCCTCAGCCGA-
AATGCCTGCCGTTGCTAGACATTGCCAGCCAGTGCCCGTCACTCCCGTACTAACTGT-
CACGAACCCCTGCAATAACTGTCACGCCCCCCTGCAATAACTGTCACGAACCCCTG-
CAATAACTGTCACGCCCCCAAACCTGCAAACCCAG-
CAGGGGCGGGGGCTGGCGGGGTGTTGGAAAAATCCATCCATGATTATCTAAGAA-
TAATCCACTAGGCGCGGTTATCAGCGCCCTTGTGGGGCGCTGCTGCCCTTGCCCAA-
TATGCCCGGCCAGAGGCCGGATAGCTGGTCTATTCGCTGCGCTAGGCTACA-
CACCGCCCCACCGCTGCGCGGCAGGGGGAAAGGCGGGCAAAGCCCGCTAAACCC-
CACACCAAACCCCGCAGAAATACGCTGGGAGCGCTTTTAGCCGCTT-
TAGCGGCCTTTCCCCCTACCCGAAGGGTGGGGGCGCGTGTGCAGCCCCG-
CAGGGCCTGTCTCGGTCGATCATTCAGCCCGGCTCATCCTTCTGGCGTGGCGGCA-
GACCGAACAAGGCGCGGTCGTGGTCGCGTTCAAGGTACGCATCCATTGCCGCCAT-
GAGCCGATCCTCCGGCCACTCGCTGCTGTTCACCTTGGCCAAAATCATGGCCCCCAC-
CAGCACCTTGCGCCTTGTTTCGTTCTTGCGCTATTGCTGCTGTTCCCTTGCCCG-
CACGCGCTGAATTTCGGCATTGATTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGCTTGGCGAGCC-
GATCCGCCGCCTTGTTGCTCCCCTTAACCATCTTGACACCCCATTGT-
TAATGTGCTGTCTCGTAGGCTATCATGGAGGCACAGCGGCGGCAATCCCGACCC-
TACTTTGTAGGGGAGGGCCATTGCATGGAGCCGAAAAGCAAAAGCAACAGCGAGG-
CAGCATGGCGATTTATCACCTTACGGCGAAAACCGGCAGCAGGTCGGGCGGC-
CAATCGGCCAGGGCCAAGGCCGACTACATCCAGCGCGAAGGCAAGTATGCCCGCGA-
CATGGATGAAGTCTTGCACGCCGAATCCGGGCACATGCCGGAGTTCGTC-
GAGCGGCCCGCCGACTACTGGGATGCTGCCGACCTGTATGAACGCGC-
CAATGGGCGGCTGTTCAAGGAGGTCGAATTTGCCCTGCCGGTCGAGCTGACCCTC-
GACCAGCAGAAGGCGCTGGCGTCCGAGTTCGCCCAGCACCTGACCGGTGCC-
GAGCGCCTGCCGTATACGCTGGCCATCCATGCCGGTGGCGGCGAGAACCCG-
CACTGCCACCTGATGATCTCCGAGCGGATCAATGACGGCATC-
GAGCGGCCCGCCGCTCAGTGGTTCAAGCGGTACAACGGCAAGACCCCGGA-
GAAGGGCGGGGCACAGAAGACCGAAGCGCTCAAGCCCAAGGCATGGCTTGAGCA-
GACCCGCGAGGCATGGGCCGACCATGCCAACCGGGCATTAGAGCGGGCTGGCCAC-
GACGCCCGCATXGACCACAGAACACITGAGGCGCAGGGCATC-
GAGCGCCTGCCCGGTGTTCACCTGGGGCCGAACGTGGTGGAGATG-
GAAGGCCGGGGCATCCGCACCGACCGGGCAGACGTGGCCCTGAACATCGACACCGC-
CAACGCCCAGATCATCGACTTACAGGAATACCGGGAGGCAATAGACCATGAACG-
CAATCGACAGAGTGAAGAAATCCAGAGGCATCAACGAGTTAGCGGAGCAGATC-
GAACCGCTGGCCCAGAGCATGGCGACACTGGCCGACGAAGCCCGGCAGGTCAT-
GAGCCAGACCCAGCAGGCCAGCGAGGCGCAGGCGGCGGAGTGGCTGAAAGCC-
CAGCGCCAGACAGGGGCGGCATGGGTGGAGCTGGCCAAAGAGTTGCGGGAGG-
TAGCCGCCGAGGTGAGCAGCGCCGCGCAGAGCGCCCG-
GAGCGCGTCGCGGGGGTGGCACTGGAAGCTATGGCTAACCGTGATGCTGGCTTC-
CATGATGCCTACGGTGGTGCTGCTGATCGCATCGTTGCTCTTGCTCGACCTGACGC-
CACTGACAACCGAGGACGGCTCGATCTGGCTGCGCTTGGTGGCCCGATGAAGAAC-
GACAGGACTTTGCAGGCCATAGGCCGACAGCTCAAGGCCATGGGCTGT-
GAGCGCTTCGATATCGGCGTCAGGGACGCCACCACCGGCCAGATGATGAACCGG-
GAATGGTCAGCCGCCGAAGTGCTCCAGAACACGCCATGGCTCAAGCGGATGAATGCC-
CAGGGCAATGACGTGTATATCAGGCCCGCCGAGCAGGAGCGG-
CATGGTCTGGTGCTGGTGGACGACCTCAGCGAGTTTGACCTGGATGACATGAAAGCC-
GAGGGCCGGGAGCCTGCCCTGGTAGTGGAAACCAGCCCGAAGAACTATCAGG-
CATGGGTCAAGGTGGCCGACGCCGCAGGCGGTGAACTTCGGGGGCAGATTGCCCG-
GACGCTGGCCAGCGAGTACGACGCCGACCCGGCCAGCGCCGACAGCCGCCAC-
TATGGCCGCTTGGCGGGCTTCACCAACCGCAAGGACAAGCACAC-
CACCCGCGCCGGTTATCAGCCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATCCAAGGGCAA-
GACCGCCACCGCTGGCCCGGCGCTGGTGCAGCAGGCTGGCCAGCAGATCGAG-
CAGGCCCAGCGGCAGCAGGAGAAGGCCCGCAGGCTGGCCAGCCTCGAACTGCCC-
GAGCGGCAGCTTAGCCGCCACCGGCGCACGGCGCTGGACGAGTACCGCAGCGA-
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GATGGCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGACTT-
TATCGCCGCGCAGAAGCTGGCCAGCCGGGGCCGCAGTGCCGAGGAAATCGG-
CAAGGCCATGGCCGAGGCCAGCCCAGCGCTGGCAGAGCGCAAGCCCGGCCAC-
GAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCCCAGCGTC-
CAGCTTGCGCGGGCCGAGCTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCCAGCGAGGCATG-
GACAGGGGCGGGCCAGATTTCAGCATGTAGTGCTTGCGTTGGTACTCACGCCTGTTA-
TACTATGAGTACTCACGCACAGAAGGGGGTTTTATGGAATACGAAAAAAGCGCTT-
CAGGGTCGGTCTACCTGATCAAAAGTGACAAGGGC-
TATTGGTTGCCCGGTGGCTTTGGTTATACGTCAAACAAGGCCGAGGCTGGCCGCTTTT-
CAGTCGCTGATATGGCCAGCCTTAACCTTGACGGCTGCACCTTGTCCTTGTTCCGC-
GAAGACAAGCCTTTCGGCCCCGGCAAGTTTCTCGGTGACTGATATGAAAGACCAA-
AAGGACAAGCAGACCGGCGACCTGCTGGCCAGCCCTGACGCTGTACGCCAAGCGC-
GATATGCCGAGCGCATGAAGGCCAAAGGGATGCGTCAGCGCAAGTTCTGGCTGACC-
GACGACGAATACGAGGCGCTGCGCGAGTGCCTGGAAGAACTCAGAGCGGCG-
CAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCTAACCACCAACTGCCTGCAAAGGAGG-
CAATCAATGGCTACCCATAAGCCTATCAATATTCTGGAGGCGTTCGCAG-
CAGCGCCGCCACCGCTGGACTACGTTTTGCCCAACATGGTGGCCGG-
TACGGTCGGGGCGCTGGTGTCGCCCGGTGGTGCCGGTAAATCCATGCTGGCCCTG-
CAACTGGCCGCACAGATTGCAGGCGGGCCGGATCTGCTGGAGGTGGGCGAACTGCC-
CACCGGCCCGGTGATCTACCTGCCCGCCGAAGACCCGCCCACCGCCATTCAT-
CACCGCCTGCACGCCCTTGGGGCGCACCTCAGCGCCGAGGAACGG-
CAAGCCGTGGCTGACGGCCTGCTGATCCAGCCGCTGATCGGCAGCCTGCCCAACAT-
CATGGCCCCGGAGTGGTTCGACGGCCTCAAGCGCGCCGCCGAGGGCCGCCGCCT-
GATGGTGCTGGACACGCTGCGCCGGTTCCACATCGAGGAAGAAAACGC-
CAGCGGCCCCATGGCCCAGGTCATCGGTCGCATGGAGGCCATCGCCGCCGA-
TACCGGGTGCTCTATCGTGTTCCTGCACCATGCCAGCAAGGGCGCGGCCAT-
GATGGGCGCAGGCGACCAGCAGCAGGCCAGCCGGGGCAGCTCGGTACTGGTCGA-
TAACATCCGCTGGCAGTCCTACCTGTCGAGCATGACCAGCGCCGAGGCCGAG-
GAATGGGGTGTGGACGACGACCAGCGCCGGTTCTTCGTCCGCTTCGGTGTGAG-
CAAGGCCAACTATGGCGCACCGTTCGCTGATCGGTGGTTCAGGCGGCAT-
GACGGCGGGGTGCTCAAGCCCGCCGTGCTGGAGAGGCAGCGCAAGAG-
CAAGGGGGTGCCCCGTGGTGAAGCCTAAGAACAAGCACAGCCTCAGCCACGTCCGG-
CACGACCCGGCGCACTGTCTGGCCCCCGGCCTGTTCCGTGCCCTCAAGCGGGGC-
GAGCGCAAGCGCAGCAAGCTGGACGTGACGTATGACTACGGCGACGGCAAGCG-
GATCGAGTTCAGCGGCCCGGAGCCGCTGGGCGCTGATGATCTGCGCATCCTG-
CAAGGGCTGGTGGCCATGGCTGGGCCTAATGGCCTAGTGCTTGGCCCGGAACCCAA-
GACCGAAGGCGGACGGCAGCTCCGGCTGTTCCTGGAACCCAAGTGGGAGGCCGT-
CACCGCTGATGCCATGGTGGTCAAAGGTAGCTATCGGGCGCTGGCAAAGGA-
AATCGGGGCAGAGGTCGATAGTGGTGGGGCGCTCAAGCACATACAGGACTGCATC-
GAGCGCCTTTGGAAGGTATCCATCATCGCCCAGAATGGCCGCAAGCGG-
CAGGGGTTTCGGCTGCTGTCGGAGTACGCCAGCGACGAGGCGGACGGGCGCCTG-
TACGTGGCCCTGAACCCCTTGATCGCGCAGGCCGTCATGGGTGGCGGCCAG-
CATGTGCGCATCAGCATGGACGAGGTGCGGGCGCTGGACAGCGA-
AACCGCCCGCCTGCTGCACCAGCGGCTGTGTGGCTGGATCGACCCCGGCAA-
AACCGGCAAGGCTTCCATAGATACCTTGTGCGGCTATGTCTGGCCGTCAGAGGC-
CAGTGGTTCGACCATGCGCAAGCGCCGCCAGCGGGTGCGCGAGGCGTTGCCG-
GAGCTGGTCGCGCTGGGCTGGACGGTAACCGAGTTCGCGGCGGGCAAGTACGACAT-
CACCCGGCCCAAGGCGGCAGGCTGACCCCCCCCACTCTATTGTAAACAAGACATTTTT-
TATCTTTTATATTCAATGGCTTATTTTCCTGCTAATTGGTAATACCATGAAAAATAC-
CATGCTCAGAAAAGGCTTAACAATATTTTGAAAAATTGCCTACTGAGCGCTGCCGCA-
CAGCTCCATAGGCCGCTTTCCTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCTCCGGAGAG-
TACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGA-
TAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCA-
GATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCA-
GAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAA-
TACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG-
GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTAT-
TAATCAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCG-
CAGGGAACACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCAC-
CAAACTCGATATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTT-
TATCCGCTGATGATTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCG-
GATGGCACTGAAAGACAATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTT-
TACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCG-
GATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGA-
TACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCAT-
TACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACCGGAAATGATGAT-
TATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCAGCAGGAAGGTGACCGCGTATTAT-
TACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGCAGCACGGTT-
TATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAATTCTGTATT-
TAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTTTAACCGTAATCTG-
TAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATCACTGTACGATAATGCCCCCGCAGTTTGGTAA-
TACCCTTAATAAAAAAGAAACAGCAAAGACTGACAGCAATAATAATAAAGTAAGCAG-
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TAACAATAATATTAACAACACCAGATGCAGTTATAATAATAGTATTTAAGACACCAGAAA-
GACTGCTGCGACAGTCATTTTGAACAACACCAAAATGCCGTAAAGGCAGTAGTAACAA-
CACCAGTGAAAACATCACGATAGCATAGTGATATGCCTGAGTGTGTGTAATTAAACAA-
TAAATAAACCGCCATATATAACAGAAGATAGTATTCTGAATGGCATGCTTTTCTGTT-
CAGTATAAACATATCATCCCGGTTGGTATAAGGATGATATATAATAAGTTAAGCTGAA-
CACATATTTATTTTGGTTTTATTTTACAAATAAAGTAAGACGATCCGTTAAGTCA-
AAGCGGGGTATATTTATTATACCCTGCTTTTTTATTTGTCCGCCGGGCGCGGATAATG-
GATCAGATTATGCAGTGTCACAATGGCCTTACCGGGATTGGCGTAAGCGTGCGGGA-
TATCCGCATGGAAGCGCAGGGATTCCCCGGCAGAAACGGTGTGCCACTCATCCCC-
CAGCCGCAGTTGTAATGCGCCTTCCAGTACAATGACATGTTCTCTGGTTCTGAAATC-
CATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTA-
CAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTTATGCTTGTAAACCGTTTTGTGAA-
AAAATTTITAAAATAAAAAAGGGGACCJCTAGGGTCCCCAATTAATTAGTAATATAATC-
TATTAAAGGTCATTCAAAAGGTCATCCACCG

14 14 pJFF224
(PpckA fdh
C.b.)

CTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGATCCCCAGTAGATTTACGTTTAAA-
CATTTTTATTTCCTTTTTAATTTAATTTAATTAACAGTTGGTGCTATGACACTTTACCTCA-
TAGCTGGCATAATTCGCAATACTCTGGGTCTTCGAGAGGTATCCAACCTGAGTTGAAA-
TACTTTACCATCGATTTAGCAGTTGTATCAGTTATATTTATATTACCTTTAACTCTTCGC-
CATCCAGGAGTTTTACCGTACAGATTAGAGGATAATAATAACACATAATTCTCGTAAG-
CAATATGAGATAATTTCCAAGACTCTATATTAGCTCGTGATGTTTTCCAAGGTCTAA-
AATCGTCACGGTTCATATAATTAGCCAATCTCATATGCTCTCTAACTTCCGATGA-
TAAGCTGTCAAACATGAGAATTAACGATCTGATAGA-
GAAGGGTTTGCTCGGGTCGGTGGCTCTGGTAACGACCAGTATCCC-
GATCCCGGCTGGCCGTCCTGGCCGCCACATGAGGCATGTTCCGCGTCCTTGCAA-
TACTGTGTTTACATACAGTCTATCGCTTAGCGGAAAGTTCTTTTACCCTCAGCCGA-
AATGCCTGCCGTTGCTAGACATTGCCAGCCAGTGCCCGTCACTCCCGTACTAACTGT-
CACGAACCCCTGCAATAACTGTCACGCCCCCCTGCAATAACTGTCACGAACCCCTG-
CAATAACTGTCACGCCCCCAAACCTGCAAACCCAG-
CAGGGGCGGGGGCTGGCGGGGTGTTGGAAAAATCCATCCATGATTATCTAAGAA-
TAATCCACTAGGCGCGGTTATCAGCGCCCTTGTGGGGCGCTGCTGCCCTTGCCCAA-
TATGCCCGGCCAGAGGCCGGATAGCTGGTCTATTCGCTGCGCTAGGCTACA-
CACCGCCCCACCGCTGCGCGGCAGGGGGAAAGGCGGGCAAAGCCCGCTAAACCC-
CACACCAAACCCCGCAGAAATACGCTGGGAGCGCTTTTAGCCGCTT-
TAGCGGCCTTTCCCCCTACCCGAAGGGTGGGGGCGCGTGTGCAGCCCCG-
CAGGGCCTGTCTCGGTCGATCATTCAGCCCGGCTCATCCTTCTGGCGTGGCGGCA-
GACCGAACAAGGCGCGGTCGTGGTCGCGTTCAAGGTACGCATCCATTGCCGCCAT-
GAGCCGATCCTCCGGCCACTCGCTGCTGTTCACCTTGGCCAAAATCATGGCCCCCAC-
CAGCACCTTGCGCCTTGTTTCGTTCTTGCGCTATTGCTGCTGTTCCCTTGCCCG-
CACCCGCTGAATTTCGGCATTGATTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGCTTGGCCAGCC-
GATCCGCCGCCTTGTTGCTCCCCTTAACCATCTTGACACCCCATTGT-
TAATGTGCTGTCTCGTAGGCTATCATGGAGGCACAGCGGCGGCAATCCCGACCC-
TACTTTGTAGGGGAGGGCCATTGCATGGAGCCGAAAAGCAAAAGCAACAGCGAGG-
CAGCATGGCGATTTATCACCTTACGGCGAAAACCGGCAGCAGGTCGGGCGGC-
CAATCGGCCAGGGCCAAGGCCGACTACATCCAGCGCGAAGGCAAGTATGCCCGCGA-
CATGGATGAAGTCTTGCACGGCGAATCCGGGCACATGCCGGAGTTCGTC-
GAGCGGCCCGCCGACTACTGGGATGCTGCCGACCTGTATGAACGCGC-
CAATGGGCGGCTGTTCAAGGAGGTCGAATTTGCCCTGCCGGTCGAGCTGACCCTC-
GACCAGCAGAAGGCGCTGGCGTCCGAGTTCGCCCAGCACCTGACCGGTGCC-
GAGCGCCTGCCGTATACGCTGGCCATCCATGCCGGTGGCGGCGAGAACCCG-
CACTGCCACCTGATGATCTCCGAGCGGATCAATGACGGCATC-
GAGCGGCCCGCCGCTCAGTGGTTCAAGCGGTACAACGGCAAGACCCCGGA-
GAAGGGCGGGGCACAGAAGACCGAAGCGCTCAAGCCCAAGGCATGGCTTGAGCA-
GACCCGCGAGGCATGGGCCGACCATGCCAACCGGGCATTAGAGCGGGCTGGCCAC-
GACGCCCGCATTGACCACAGAACACTTGAGGCGCAGGGCATC-
GAGCGCCTGCCCGGTGTTCACCTGGGGCCGAACGTGGTGGAGATG-
GAAGGCCGGGGCATCCGCACCGACCGGGCAGACGTGGCCCTGAACATCGACACCGC-
CAACGCCCAGATCATCGACTTACAGGAATACCGGGAGGCAATAGACCATGAACG-
CAATCGACAGAGTGAAGAAATCCAGAGGCATCAACGAGTTAGCGGAGCAGATC-
GAACCGCTGGCCCAGAGCATGGCGACACTGGCCGACGAAGCCCGGCAGGTCAT-
GAGCCAGACCCAGCAGGCCAGCGAGGCGCAGGCGGCGGAGTGGCTGAAAGCC-
CAGCGCCAGACAGGGGCGGCATGGGTGGAGCTGGCCAAAGAGTTGCGGGAGG-
TAGCCGCCGAGGTGAGCAGCGCCGCGCAGAGCGCCCG-
GAGCGCGTCGCGGGGGTGGCACTGGAAGCTATGGCTAACCGTGATGCTGGCTTC-
CATGATGCCTACGGTGGTGCTGCTGATCGCATCGTTGCTCTTGCTCGACCTGACGC-
CACTGACAACCGAGGACGGCTCGATCTGGCTGCGCTTGGTGGCCCGATGAAGAAC-
GACAGGACTTTGCAGGCCATAGGCCGACAGCTCAAGGCCATGGGCTGT-
GAGCGCTTCGATATCGGCGTCAGGGACGCCACCACCGGCCAGATGATGAACCGG-
GAATGGTCAGCCGCCGAAGTGCTCCAGAACACGCCATGGCTCAAGCGGATGAATGCC-
CAGGGCAATGACGTGTATATCAGGCCCGCCGAGCAGGAGCGG-
CATGGTCTGGTGCTGGTGGACGACCTCAGCGAGTTTGACCTGGATGACATGAAAGCC-
GAGGGCCGGGAGCCTGCCCTGGTAGTGGAAACCAGCCCGAAGAACTATCAGG-
CATGGGTCAAGGTGGCCGACGCCGCAGGCGGTGAACTTCGGGGGCAGATTGCCCG-
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GACGCTGGCCAGCGAGTACGACGCCGACCCGGCCAGCGCCGACAGCCGCCAC-
TATGGCCGCTTGGCGGGCTTCACCAACCGCAAGGACAAGCACAC-
CACCCGCGCCGGTTATCAGCCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATCCAAGGGCAA-
GACCGCCACCGCTGGCCCGGCGCTGGTGCAGCAGGCTGGCCAGCAGATCGAG-
CAGGCCCAGCGGCAGCAGGAGAAGGCCCGCAGGCTGGCCAGCCTCGAACTGCCC-
GAGCGGCAGCTTA'G'CCGCCACCGGCGCACGGCGCTGGACGAGTACCGCAGCGA-'
GATGGCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGACTT-
TATCGCCGCGCAGAAGCTGGCCAGCCGGGGCCGCAGTGCCGAGGAAATCGG-
CAAGGCCATGGCCGAGGCCAGCCCAGCGCTGGCAGAGCGCAAGCCCGGCCAC-
GAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCCCAGCGTC-
CAGCTTGCGCGGGCCGAGCTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCGAGCGAGGCATG-
GACAGGGGCGGGCCAGATTTCAGCATGTAGTGCTTGCGTTGGTACTCACGCCTGTTA-
TACTATGAGTACTCACGCACAGAAGGGGGTTTTATGGAATACGAAAAAAGCGCTT-
TATTGGTTGCCCGGTGGCTTTGGTTATACGTCAAACAAGGCCGAGGCTGGCCGCTTTT-
CAGTCGCTGATATGGCCAGCCTTAACCTTGACGGCTGCACCTTGTCCTTGTTCCGC-
GAAGACAAGCCTTTCGGCCCCGGCAAGTTTCTCGGTGACTGATATGAAAGACCAA-
AAGGACAAGCAGACCGGCGACCTGCTGGCCAGCCCTGACGCTGTACGCCAAGCGC-
GATATGCCGAGCGCATGAAGGCCAAAGGGATGCGTCAGCGCAAGTTCTGGCTGACC-
GACGACGAATACGAGGCGCTGCGCGAGTGCCTGGAAGAACTCAGAGCGGCG-
CAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCTAACCACCAACTGCCTGCAAAGGAGG-
CAATCAATGGCTACCCATAAGCCTATCAATATTCTGGAGGCGTTCGCAG-
CAGCGCCGCCACCGCTGGACTACGTTTTGCCCAACATGGTGGCCGG-
TACGGTCGGGGCGCTGGTGTCGCCCGGTGGTGCCGGTAAATCCATGCTGGCCCTG-
CAACTGGCCGCACAGATTGCAGGCGGGCCGGATCTGCTGGAGGTGGGCGAACTGCC-
CACCGGCCCGGTGATCTACCTGCCCGCCGAAGACCCGCCCACCGCCATTCAT-
CACCGCCTGCACGCCCTTGGGGCGCACCTCAGCGCCGAGGAACGG-
CAAGCCGTGGCTGACGGCCTGCTGATCCAGCCGCTGATCGGCAGCCTGCCCAACAT-
CATGGCCCCGGAGTGGTTCGACGGCCTCAAGCGCGCCGCCGAGGGCCGCCGCCT-
GATGGTGCTGGACACGCTGCGCCGGTTCCACATCGAGGAAGAAAACGC-
CAGCGGCCCCATGGCCCAGGTCATCGGTCGCATGGAGGCCATCGCCGCCGA-
TACCGGGTGCTCTATCGTGTTCCTGCACCATGCCAGCAAGGGCGCGGCCAT-
GATGGGCGCAGGCGACCAGCAGCAGGCCAGCCGGGGCAGCTCGGTACTGGTCGA-
TAACATCCGCTGGCAGTCCTACCTGTCGAGCATGACCAGCGCCGAGGCCGAG-
GAATGGGGTGTGGACGACGACCAGCGCCGGTTCTTCGTCCGCTTCGGTGTGAG-
CAAGGCCAACTATGGCGCACCGTTCGCTGATCGGTGGTTCAGGCGGCAT-
GACGGCGGGGTGCTCAAGCCCGCCGTGCTGGAGAGGCAGCGCAAGAG-
CAAGGGGGTGCCCCGTGGTGAAGCCTAAGAACAAGCACAGCCTCAGCCACGTCCGG-
CACGACCCGGCGCACTGTCTGGCCCCCGGCCTGTTCCGTGCCCTCAAGCGGGGC-
GAGCGCAAGCGCAGCAAGCTGGACGTGACGTATGACTACGGCGACGGCAAGCG-
GATCGAGTTCAGCGGCCCGGAGCCGCTGGGCGCTGATGATCTGCGCATCCTG-
CAAGGGCTGGTGGCCATGGCTGGGCCTAATGGCCTAGTGCTTGGCCCGGAACCCAA-
GACCGAAGGCGGACGGCAGCTCCGGCTGTTCCTGGAACCCAAGTGGGAGGCCGT-
CACCGCTGATGCCATGGTGGTCAAAGGTAGCTATCGGGCGCTGGCAAAGGA-
AATCGGGGCAGAGGTCGATAGTGGTGGGGCGCTCAAGCACATACAGGACTGCATC-
GAGCGCCTTTGGAAGGTATCCATCATCGCCCAGAATGGCCGCAAGCGG-
CAGGGGTTTCGGCTGCTGTCGGAGTACGCCAGCGACGAGGCGGACGGGCGCCTG-
-TACGTGGCCCT-GAACCCCTTGATCGCGCAGGCCGTCATGGGTGGCGGCCAG-
CATGTGCGCATCAGCATGGACGAGGTGCGGGCGCTGGACAGCGA-
AACCGCCCGCCTGCTGCACCAGCGGCTGTGTGGCTGGATCGACCCCGGCAA-
AACCGGCAAGGCTTCCATAGATACCTTGTGCGGCTATGTCTGGCCGTCAGAGGC-
CAGTGGTTCGACCATGCGCAAGCGCCGCCAGCGGGTGCGCGAGGCGTTGCCG-
GAGCTGGTCGCGCTGGGCTGGACGGTAACCGAGTTCGCGGCGGGCAAGTACGACAT-
CACCCGGCCCAAGGCGGCAGGCTGACCCCCCCCACTCTATTGTAAACAAGACATTTTT-
TATCTTTTATATTCAATGGCTTATTTTCCTGCTAATTGGTAATACCATGAAAAATAC-
CATGCTCAGAAAAGGCTTAACAATATTTTGAAAAATTGCCTACTGAGCGCTGCCGCA-
CAGCTCCATAGGCCGCTTTCCTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCTCCGGAGAG-
TACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGA-
TAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCA-
GATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCA-
GAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAA-
TACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG-
GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTAT-
TAATCAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCG-
CAGGGAACACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCAC-
CAAACTCGATATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTT-
TATCCGCTGATGATTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCG-
GATGGCACTGAAAGACAATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTT-
TACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCG-
GATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGA-
TACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCAT-
TACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACCGGAAATGATGAT-
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TATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCAGCAGGAAGGTGACCGCGTATTAT-
TACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGCAGCACGGTT-
TATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAATTCTGTATT-
TAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTTTAACCGTAATCTG-
TAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATCACTGTACGATAATGCCCCCGCAGTTTGGTAA-
TACCCTTAATAAAAAA'GAAACAGCAAAGACTGACAGCAATAATA»TAAAGTAAGCAG-
TAACAATAATATTAACAACACCAGATGCAGTTATAATAATAGTATTTAAGACACCAGAAA-
GACTGCTGCGACAGTCATTTTGAACAACACCAAAATGCCGTAAAGGCAGTAGTAACAA-
CACCAGTGAAAACATCACGATAGCATAGTGATATGCCTGAGTGTGTGTAATTAAACAA-
TAAATAAACCGCCATATATAACAGAAGATAGTATTCTGAATGGCATGCTTTTCTGTT-
CAGTATAAACATATCATCCCGGTTGGTATAAGGATGATATATAATAAGTTAAGCTGAA-
CACATATTTATTTTGGTTTTATTTTACAAATAAAGTAAGACGATCCGTTAAGTCA-
AAGCGGGGTATATT^ATTATACCCTGCTTTTTTATTTGTCCGCCGGGCGCGGATAATG-
GATCAGATTATGCA'GTGTCA'CAATGGCCTTACCGGGATTGGCGTAAGCGTGCGGGA-
TATCCGCATGGAAGCGCAGGGATTCCCCGGCAGAAACGGTGTGCCACTCATCCCC-
CAGCCGCAGTTGTAATGCGCCTTCCAGTACAATGACATGTTCTCTGGTTCTGAAATC-
CATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTA-
CAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTTATGCTTGTAAACCGTTTTGTGAA-
AAAATTTTTAAAATAAAAAAGGGGACCTCTAGGGTCCCCAATTAATTAGTAATATAATC-
TATTAAAGGTCATTCAAAAGGTCATCCACCGGGGGCCCCCCCTCGAGAGGCCT-
GACGTCGGGCCCGGTACCACGCGTTTATTTCTTATCGTGTTTACCGTAAGCTTTAG-
TAACGTATTCACCATTTAATAAGATAATATCTTGTGGTCTGTAATCAAATTTACCAGTA-
AAGAATGATTCCAAGATATTTTTAGTACCTTCAGCGTATCTTGTTTGAGCATCTAAAG-
TAGTACCAGAGTAGTGAGGAGTCATGGCATTACCAGCACCATATTTATTTCTCA-
TATCTCTCCATGGGTGATCCTTTGGAGCTGGTTGTGGGAACCAAACATCACCACCG-
TAACCTCTTAATTGACCAGATTCTAAAGCTGCTGCAACATCTTCAGCAACACAAATAG-
CACCTCTTGCGGTATTGACTAACCAAGCACCTTTTTTAAATTTAGATAATAATTCCTTAT-
TAATTAAACCTTTTGTACCTGCGTGTAATGGAGCATTAACTGTAACGATATCAGCTT-
GAGCAACTAATTCTTCAATATTTTCAACTCTTCTAGCACCAACTTTTTCTT-
CAGCTTCTTTTGGTAAAGCTTGATAATCGTAGTATAATAATTCTTTTGGATTAAAAGG-
GAGTAATCTTTCCAAGACTCTGTAACCAATTCTACCAGCACCAATGGTAGCAATAGTTT--
T^ce-TTeGAT-AT-eGT-A-AGeA-TeeTT-AGeGATAGeAGeAAeeT-eeCAATCGTGGTTAA-
TAATTTGTTCATGTGCTGGAACGAAATTTCTAACCAAGACAAGCATGGTCATGA-
CAACGTGTTCAGCAACAGAGACAACATTAGAACCTGTAACTTCCAAGACTGA-
GATTTTCTTACCTGTTTGATTAATATAATCTAAATCAATGTGATCAGAACCAACACCAGC-
GACAACGACTAATTTTAAGTTCTTAGCCTTGTCAAGTCTTTCCTTAGTGATATAAGCAG-
GATGGAAAGGAGTGGTGATGATAATATCAGCATCTGGGATATGTTTATCCAATT-
CACTTGTTTCACCTTCTTTATCAGAAGTAGTAATTAGTTCATGACCTTGATCTTTTAAC-
CAATTAGCAATACCTAATTTATTTTCAGTACAACCATATAATTTTTCTTCATCAG-
CAGCGTGCTTACCAGCATCATATAAGACTAAAACGATCTTCATACATCACCTCATAAAA-
TAAATTAAAAAATAATAAAAACTAATGTTTCGCATTATAGGACAAAAGATACCTAAAA-
AATGTTATCTAGATCAAATTATTGGAAAATATATGAAAATAATTTTTGTTTAAAAAGC-
GAACGACATTAGTATTTTTCATAAAAATACGTACATTGTTATCCGTCGCTATTTAA
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GATCCCCAGTAGATTTACGTTTAAACATTTTTATTTCCTTTTTAATTTAATTTAATTAA-
CAGTTGGTGCTATGACACTTTACCTCATAGCTGGCATAATTCGCAA-
TACTCTGGGTCTTCGAGAGGTATCCAACCTGAGTTGAAATACTTTACCATCGATTTAG-
CAGTTGTATCAGTTATATTTATATTACCTTTAACTCTTCGCCATCCAGGAGTTTTACCG-
-TACAGAT-TAGAGGATAAT-AATAACACATAATTCTCGTAAGCAATATGAGATAATTTC-
CAAGACTCTATATTAGCTCGTGATGTTTTCCAAGGTCTAAAATCGTCACGGTTCATA-
TAATTAGCCAATCTCATATGCTCTCTAACTTCCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAAT-
TAACGATCTGATAGAGAAGGGTTTGCTCGGGTCGGTGGCTCTGGTAACGACCAG-
TATCCCGATCCCGGCTGGCCGTCCTGGCCGCCACATGAGGCATGTTCCGCGTCCTTG-
CAATACTGTGTTTACATACAGTCTATCGCTTAGCGGAAAGTTCTTTTACCCTCAGCCGA-
AATGCCTGCCGTTGCTAGACATTGCCAGCCAGTGCCCGTCACTCCCGTACTAACTGT-
CACGAACCCCTGCAATAACTGTCACGCCCCCCTGCAATAACTGTCACGAACCCCTG-
CAATAACTGTCACGCCCCCAAACCTGCAAACCCAG-
CAGGGGCGGGGGCTGGCGGGGTGTTGGAAAAATCCATCCATGATTATCTAAGAA-
TAATCCACTAGGCGCGGTTATCAGCGCCCTTGTGGGGCGCTGCTGCCCTTGCCCAA-
TATGCCCGGCCAGAGGCCGGATAGCTGGTCTATTCGCTGCGCTAGGCTACA-
CACCGCCCCACCGCTGCGCGGCAGGGGGAAAGGCGGGCAAAGCCCGCTAAACCC-
CACACCAAACCCCGCAGAAATACGCTGGGAGCGCTTTTAGCCGCTT-
TAGCGGCCTTTCCCCCTACCCGAAGGGTGGGGGGGCGTGTGCAGCCCCG-
CAGGGCCTGTCTCGGTCGATCATTCAGCCCGGCTCATCCTTCTGGCGTGGCGGCA-
GACCGAACAAGGCGCGGTCGTGGTCGCGTTCAAGGTACGCATCCATTGCCGCCAT-
GAGCCGATCCTCCGGCCACTCGCTGCTGTTCACCTTGGCCAAAATCATGGCCCCCAC-
CAGCACCTTGCGCCTTGTTTCGTTCTTGCGCTATTGCTGCTGTTCCCTTGCCCG-
CACCCGCTGAATTTCGGCATTGATTCGCGCTCGTTGTTCTTCGAGCTTGGCCAGCC-
GATCCGCCGCCTTGTTGCTCCCCTTAACCATCTTGACACCCCATTGT-
TAATGTGCTGTCTCGTAGGCTATCATGGAGGCACAGCGGCGGCAATCCCGACCC-
TACTTTGTAGGGGAGGGCCATTGCATGGAGCCGAAAAGCAAAAGCAACAGCGAGG-
CAGCATGGCGATTTATCACCTTACGGCGAAAACCGGCAGCAGGTCGGGCGGC-
CAATCGGCCAGGGCCAAGGCCGACTACATCCAGCGCGAAGGCAAGTATGCCCGCGA-
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CATGGATGAAGTCTTGCACGCCGAATCCGGGCACATGCCGGAGTTCGTC-
GAGCGGCCCGCCGACTACTGGGATGCTGCCGACCTGTATGAACGCGC-
CAATGGGCGGCTGTTCAAGGAGGTCGAATTTGCCCTGCCGGTCGAGCTGACCCTC-
GACCAGCAGAAGGGGCXGGCGTCGGAGTTCGGCCCAGCACCTGACGGGTGCC-
GAGCGCCTGCCGTATACGCTGGCCATCCATGCCGGTGGCGGCGAGAACCCG-
CACTGCCACCTGATGATCTCCGA'GCGGATCAATGAC'GGCATC-
GAGCGGCCCGCCGCTCAGTGGTTCAAGCGGTACAACGGCAAGACCCCGGA-
GAAGGGCGGGGCACAGAAGACCGAAGCGCTCAAGCCCAAGGCATGGCTTGAGCA-
GACCCGCGAGGCATGGGCCGACCATGCCAACCGGGCATTAGAGCGGGCTGGCCAC-
GACGCCCGCATTGACCACAGAACACTTGAGGCGCAGGGCATC-
GAGCGCCTGCCCGGTGTTCACCTGGGGCCGAACGTGGTGGAGATG-
GAAGGCCGGGGCATCCGCACCGACCGGGCAGACGTGGCCCTGAACATCGACACCGC-
CAACGCCCAGAT.CAT.CGAC.T-TACAGGAATACCGGGAGGCAATAGACCATGAACG-
CAATCGACAGAGTGAAGAAATCCAGAGGCATCAACGAGTTAGCGGAGCAGATC-
GAACCGCTGGCCCAGAGCATGGCGACACTGGCCGACGAAGCCCGGCAGGTCAT-
GAGCCAGACCCAGCAGGCCAGCGAGGCGCAGGCGGCGGAGTGGCTGAAAGCC-
CAGCGCCAGACAGGGGCGGCATGGGTGGAGCTGGCCAAAGAGTTGCGGGAGG-
TAGCCGCCGAGGTGAGCAGCGCCGCGCAGAGCGCCCG-
GAGCGCGTCGCGGGGGTGGCACTGGAAGCTATGGCTAACCGTGATGCTGGCTTC-
CATGATGCCTACGGTGGTGCTGCTGATCGCATCGTTGCTCTTGCTCGACCTGACGC-
CACTGACAACCGAGGACGGCTCGATCTGGCTGCGCTTGGTGGCCCGATGAAGAAC-
GACAGGACTTTGCAGGCCATAGGCCGACAGCTCAAGGCCATGGGCTGT-
GAGCGCTTCGATATCGGCGTCAGGGACGCCACCACCGGCCAGATGATGAACCGG-
GAATGGTCAGCCGCCGAAGTGCTCCAGAACACGCCATGGCTCAAGCGGATGAATGCC-
CAGGGCAATGACGTGTATATCAGGCCCGCCGAGCAGGAGCGG-
CATGGTCTGGTGCTGGTGGACGACCTCAGCGAGTTTGACCTGGATGACATGAAAGCC-
GAGGGCCGGGAGCCTGCCCTGGTAGTGGAAACCAGCCCGAAGAACTATCAGG-
CATGGGTCAAGGTGGCCGACGCCGCAGGCGGTGAACTTCGGGGGCAGATTGCCCG-
GACGCTGGCCAGCGAGTACGACGCCGACCCGGCCAGCGCCGACAGCCGCCAC-
TATGGCCGCTTGGCGGGCTTCACCAACCGCAAGGACAAGCACAC-
CACCCGCGCCGGTTATCAGCCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATCCAAGGGCAA-
GACCGCCACCGCTGGCCCGGCGCTGGTGCAGCAGGCTGGCCAGCAGATCGAG-
CAGGCCCAGCGGCAGCAGGAGAAGGCCCGCAGGCTGGCCAGCCTCGAACTGCCC-
GAGCGGCAGCTTAGCCGCCACCGGCGCACGGCGCTGGACGAGTACCGCAGCGA-
GATGGCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACCTCAGCAAGTGCGACTT-
TATCGCCGCGCAGAAGCTGGCCAGCCGGGGCCGCAGTGCCGAGGAAATCGG-
CAAGGCCATGGCCGAGGCCAGCCCAGCGCTGGCAGAGCGCAAGCCCGGCCAC-
GAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCCCAGCGTC-
CAGCTTGCGCGGGCCGAGCTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCCAGCGAGGCATG-
GACAGGGGCGGGCCAGATTTCAGCATGTAGTGCTTGCGTTGGTACTCACGCCTGTTA-
TACTATGAGTACTCACGCACAGAAGGGGGTTTTATGGAATACGAAAAAAGCGCTT-
CAGGGTCGGTCTACCTGATCAAAAGTGACAAGGGC-
TATTGGTTGCCCGGTGGCTTTGGTTATACGTCAAACAAGGCCGAGGCTGGCCGCTTTT-
CAGTCGCTGATATGGCCAGCCTTAACCTTGACGGCTGCACCTTGTCCTTGTTCCGC-
GAAGACAAGCCTTTCGGCCCCGGCAAGTTTCTCGGTGACTGATATGAAAGACCAA-
AAGGACAAGCAGACCGGCGACCTGCTGGCCAGCCCTGACGCTGTACGCCAAGCGC-
GATATGCCGAGCGCATGAAGGCCAAAGGGATGCGTCAGCGCAAGTTCTGGCTGACC-
-GACGACGAAXACGAGGCGCXGCGCGAGTGCCTGGAAGAACTCAGAGCGGCG-
CAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCTAACCACCAACTGGCTGCAAAGGAGG-
CAATCAATGGCTACCCATAAGCCTATCAATATTCTGGAGGCGTTCGCAG-
CAGCGCCGCCACCGCTGGACTACGTTTTGCCCAACATGGTGGCCGG-
TACGGTCGGGGCGCTGGTGTCGCCCGGTGGTGCCGGTAAATCCATGCTGGCCCTG-
CAACTGGCCGCACAGATTGCAGGCGGGCCGGATCTGCTGGAGGTGGGCGAACTGCC-
CACCGGCCCGGTGATCTACCTGCCCGCCGAAGACCCGCCCACCGCCATTCAT-
CACCGCCTGCACGCCCTTGGGGCGCACCTCAGCGCCGAGGAACGG-
CAAGCCGTGGCTGACGGCCTGCTGATCCAGCCGCTGATCGGCAGCCTGCCCAACAT-
CATGGCCCCGGAGTGGTTCGACGGCCTCAAGCGCGCCGCCGAGGGCCGCCGCCT-
GATGGTGCTGGACACGCTGCGCCGGTTCCACATCGAGGAAGAAAACGC-
CAGCGGCCCCATGGCCCAGGTCATCGGTCGCATGGAGGCCATCGCCGCCGA-
TACCGGGTGCTCTATCGTGTTCCTGCACCATGCCAGCAAGGGCGCGGCCAT-
GATGGGCGCAGGCGACCAGCAGCAGGCCAGCCGGGGCAGCTCGGTACTGGTCGA-
TAACATCCGCTGGCAGTCCTACCTGTCGAGCATGACCAGCGCCGAGGCCGAG-
GAATGGGGTGTGGACGACGACCAGCGCCGGTTCTTCGTCCGCTTCGGTGTGAG-
CAAGGCCAACTATGGCGCACCGTTCGCTGATCGGTGGTTCAGGCGGCAT-
GACGGCGGGGTGCTCAAGCCCGCCGTGCTGGAGAGGCAGCGCAAGAG-
CAAGGGGGTGCCCCGTGGTGAAGCCTAAGAACAAGCACAGCCTCAGCCACGTCCGG-
CACGACCCGGCGCACTGTCTGGCCCCCGGCCTGTTCCGTGCCCTCAAGCGGGGC-
GAGCGCAAGCGCAGCAAGCTGGACGTGACGTATGACTACGGCGACGGCAAGCG-
GATCGAGTTCAGCGGCCCGGAGCCGCTGGGCGCTGATGATCTGCGCATCCTG-
CAAGGGCTGGTGGCCATGGCTGGGCCTAATGGCCTAGTGCTTGGCCCGGAACCCAA-
GACCGAAGGCGGACGGCAGCTCCGGCTGTTCCTGGAACCCAAGTGGGAGGCCGT-
CACCGCTGATGCCATGGTGGTCAAAGGTAGCTATCGGGCGCTGGCAAAGGA-
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AATCGGGGCAGAGGTCGATAGTGGTGGGGCGCTCAAGCACATACAGGACTGCATC-
GAGCGCCTTTGGAAGGTATCCATCATCGCCCAGAATGGCCGCAAGCGG-
CAGGGGTTTCGGCTGCTGTCGGAGTACGCCAGCGACGAGGCGGACGGGCGCCTG-
TACGTGGC.CCTGAACCCCTTGATCGCGCAGGCCGTCATGGGTGGCGGCCAG-
CATGTGCGCATCAGCATGGACGAGGTGCGGGCGCTGGACAGCGA-
AACCGCCCGCCTGCTGCACCAGCGGCTGTGTGGCTGGATCGACCCCGGCAA-
AACCGGCAAGGCTTCCATAGATACCTTGTGCGGCTATGTCTGGCCGTCAGAGGC-
CAGTGGTTCGACCATGCGCAAGCGCCGCCAGCGGGTGCGCGAGGCGTTGCCG-
GAGCTGGTCGCGCTGGGCTGGACGGTAACCGAGTTCGCGGCGGGCAAGTACGACAT-
CACCCGGCCCAAGGCGGCAGGCTGACCCCCCCCACTCTATTGTAAACAAGACATTTTT-
TATCTTTTATATTCAATGGCTTATTTTCCTGCTAATTGGTAATACCATGAAAAATAC-
CATGCTCAGAAAAGGCTTAACAATATTTTGAAAAATTGCCTACTGAGCGCTGCCGCA-
CAGCTCCATAGGCCGCTTTG.CTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCJCCGGAGAG-
TACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGA-
TAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCA-
GATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCA-
GAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAA-
TACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG-
GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTAT-
TAATCAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCG-
CAGGGAACACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCAC-
CAAACTCGATATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTT-
TATCCGCTGATGATTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCG-
GATGGCACTGAAAGACAATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTT-
TACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCG-
GATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGA-
TACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCAT-
TACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACCGGAAATGATGAT-
TATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCAGCAGGAAGGTGACCGCGTATTAT-
TACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGCAGCACGGTT-
TATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAATTCTGTATT-
TAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTTTAACCGTAATCTG-
TAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATCACTGTACGATAATGCCCCCGCAGTTTGGTAA-
TACCCTTAATAAAAAAGAAACAGCAAAGACTGACAGCAATAATAATAAAGTAAGCAG-
TAACAATAATATTAACAACACCAGATGCAGTTATAATAATAGTATTTAAGACACCAGAAA-
GACTGCTGCGACAGTCATTTTGAACAACACCAAAATGCCGTAAAGGCAGTAGTAACAA-
CACCAGTGAAAACATCACGATAGCATAGTGATATGCCTGAGTGTGTGTAATTAAACAA-
TAAATAAACCGCCATATATAACAGAAGATAGTATTCTGAATGGCATGCTTTTCTGTT-
CAGTATAAACATATCATCCCGGTTGGTATAAGGATGATATATAATAAGTTAAGCTGAA-
CACATATTTATTTTGGTTTTATTTTACAAATAAAGTAAGACGATCCGTTAAGTCA-
AAGCGGGGTATATTTATTATACCCTGCTTTTTTATTTGTCCGCCGGGCGCGGATAATG-
GATCAGATTATGCAGTGTCACAATGGCCTTACCGGGATTGGCGTAAGCGTGCGGGA-
TATCCGCATGGAAGCGCAGGGATTCCCCGGCAGAAACGGTGTGCCACTCATCCCC-
CAGCCGCAGTTGTAATGCGCCTTCCAGTACAATGACATGTTCTCTGGTTCTGAAATC-
CATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTA-
CAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTTATGCTTGTAAACCGTTTTGTGAA-
AAAATTTTTAAAATAAAAAAGGGGACCTCTAGGGTCCCCAATTAATTAGTAATATAATC-
TAITAAAGGTCATTCAAAAGGTCAT.CCACCGGATCCGGGCCCCCCCTCGAGGTC-
GACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCCATATTGTGCATCGAATCCCTGCAA-
AATTGTCTGAGCGATTAATTGTTCTAATTTTACCGCCATGCTCACCCCCCGCCATACG-
GAACAGAGCCTGCATCAGCAGGCTCCAGATAAAACATAAACTCATTAATCAGTGGCT-
TAGAACTGCTGCTCTTCCGTCGAGCCAGTCAGTGCAGTGACTGAT-
GACTCGCCGCCCTGAATGATATTGGTGACTTTATCAAAATAGCCCGTGCC-
CACTTCTTGTTGATGGGAAGCAAAGGTGTAGCCGCGTTCAACGGAGGCA-
AATTCTGGCTGCTGCACTTTCTCAACATAGTGCTTCATGCCCTCGCCTTGCGCGTAAG-
CATGGGCCAAGTCGAACATGTTGAACCACATACTGTGGATGCCCGCCAAGGTAATA-
AATTGATATTTGTAGCCCATCGCGGAGAGGTCATCTTGGAAGCTGGCGATCTGCTGGT-
CAGTCAGGTTCTTTTTCCAGTTAAATGATGGCGAACAGTTATAAGCCAATAATT-
TACCGGGGAATTTAGCGTGAACCGCATCTGCAAAGCGTTTAGCCAGCGCCA-
GATCTGGCGTCGAGGTTTCACACCACACCAAGTCGGCGTAAGGGGCATAGGCCAGAC-
CACGGCTGATGGCTTGCTCAATGCCCGCGTGAGTGCGGAAGAAGCCCTCAGCAG-
TACGATCACCAGCAATAAATTCGCTGTCATAAGGGTCGCAATCAGAGGTCAGCA-
AATCCGCAGCATCAGCATCAGTGCGCGCAATCAGCAGTGTTGGCACGCCAAGAACGT-
CAGCGGCTAAGCGGGCAGCAACCAGCTTCTGAATCGCTTCTTGTGTTGGCACCAA-
AACTTTGCCGCCCATATGGCCGCATTTCTTCACCGCCGCCAATTGATCTTCAAAGT-
GAACGCCCGCAGCACCGGCTTCAATCATGGCTTTCATCAATTCAAACGCATTCAA-
TACGCCGCCAAAACCCGCTTCGGCATCCGCCACAATCGGCAGGAAATAGTCGGTA-
TAGCCTTTGCTGCCCGGCTCAATATTATTCGACCACTGAATCTGATCTGCACGGCG-
GAAGCTGTTATTAATACGCTTAACCACGGCCGGAACAGAGTCGACCGGGTAAAGA-
GATTGATCGGGATACATGCTGGAGGCGGTATTGGCATCGGCGGCGACCTGC-
CAACCCGACAGATAAATCGCTTCAACACCGGCCTTTGCCTGTTGCAATGCCT-
GACCGCCTGTTAGCGCCCCCAGACAGTTGATGTAGCCTTTACGCGATTCGCCGTG-
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CAGCAACTCCCACAATCTTTTCGCGCCGTGCTGTGCCAGCGTACATTCTGGGTTAACG-
GAACCGCGCAGTTTGATCACTTCTTCGGCGCTATAGGGGCGGGTGATGCCCTTC-
CAGCGCGGTGATTTCCATTCCTGTTCCAACTGCTGAATTTGTTGAGTACGA-
GAGGTTGTCATGGCGATATTCCTTATTACTTATTTTTGTAGGGTTAAATAACTGGCC-
TAGGCGAGTAATGCGTAGCCCGGCAACGTCAGAAAGTCGA-
TAAGCTCGTCTTGTGTTGTAATCCGCTCCATCAGACGTGCGGCTTCTTCA-
AACCGCCCGCCATCAAAACGCTCTGCGCCAAGTTCAAGTTTCACGACCTGCATTTCTT-
CACTCAACATGTTACGGAACAGCTCTTTGGTCACCGTCTGACCATTGCT-
CAGGCTTTTCTGGTGATGTATCCATTGCCAGATAGAAGTACGGGAAATCT-
CAGCCGTCGCGGCATCTTCCATCAGGCCATAAATCGGTACACAGCCATTGCCCGA-
TATCCATGCTTCGATGTATTGCACTGCGACCCGGATATTGGCCCG-
CATCCCCTCTTCGGTGCGCTCACCCGTGCAAGGCTCTAGCAACTCAGCGGCAGT-
GATTGGTTTATCTTGCGCGCGACTCACCTCTAATTGG.TTTGGACGATCGCGCAG-
TACTTTGTTGAAAACGTCCATCACGGTATCGGCCAGACCGGGGTGTGCGACCCATG-
TACCATCGTGGCCGTTGCTGGCTTCCAGCTCTTTGTCAGCGCGAACTTTATCTAAGAC-
CAGCGCATTTTTTTCTGGATCTTTGTTCGGGATAAAGGCCGCCATGCCGCCCATCGC-
CAAGGCACCGCGCTTATGGCAGGTTTTGATCAGTAAACGAGAGTAGGCACTCAG-
GAAGGGTTTCGTCATCGTGACCGACTGGCGATCGGGCAGCACGCGATCGCTGT-
GATTTTTCAGCGTTTTGATATAGCTGAAAATGTAGTCCCAACGGCCACAATTCAGGG-
CAACAATGTGATGGCGCAGATGGTAGAGGATCTCATCCATCTGGAATACCGCAGG-
CAATGTCTCGATTAATACTGTGGCCTTAATGGTGCCTTGCGGCAGATCGA-
AACGCTGCTCGGTAAAGCTGAAAACATCACTCCACCAAGCCGCTTCCTGATAAGACTG-
CATCTTGGGTAGATAGAAATAGGGGCCGCTGCCATTGGCAAGCAGTAACTTATAGT-
TATGGTAGAAATACAACGCGAAATCGAATAAGCCACCGGGGATATCCTCCCCCTGC-
CACTTCACGTGTTTTTCTGGCAAGTGCAGACCACGCACCCGAGCAATCAA-
CACCGCTGGATTGGGTTTTAGCTGATAAATCTTACCGGATTCATTCGCGTAAGA-
GATTGTGCCTTTGACCGCATCGTGCAAATTAATCTGACCTTCGATAACCTTATCC-
CAACTGGGTGCCAGCGAATCCTCAAAGTCAGCCATAAAGACTTTCACATTCGCATT-
GAGGGCATTAATCACCATTTTGCGCTCAACCGGCCCGGTGATCTCGACGCGACGAT-
CACGTAAATCCGCAGGAATACTTTGAATTTTCCAGTCACCATTACGAATG-
GAATTGGTTTCCGAAATGAAATCAGGCAATGCGCCTTGGTCAATGGCCTGTTGC-
CAAGCGGCCCGTGCAGCAAGGAGTTTGCTACGCGGCTCTGCAAATTTCGCCAC-
CAATTCTGCCAAAAATTCGATGGCCTCATCGGGCAAAACCTGCCGCTCAGCAGCATTA-
AAATGCTGGGTGAAAACTAACTCCGTGCCGACTATCTGTTGTGT-
CATTCCCCTTCCCCTTCCCCATCTCTCGACGATCATTTTTCAGTTTCCTTTTGT-
TATTCCCCAAAAGTGCGGTGCAAATTTGGGGAGTTTTAGTTAATTAAAAAAATTATTTTT-
TACGAGCTTCGATTACTGCAGCAGCAACACTTGTTGGCGCTTCAGCATATTT-
TAACGGTTCCATTGAGTATGATGCTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGG
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ATGATTATGAGTAACGCTGTTGAAAACACAGTAAGCCCCGCTCAAGCGGAGGTGAACTC
ACTGGTTGAGAAAGGTTTAGTGGCACTGGAGCAATTCCGCCAACTAAATCAGGAACAG
GTGGACTACATTGTAGCGAAAGCTTCTGTTGCCGCTTTAGACCAACATGGAGCATTGGC
GCTACATGCGTTAGAGGAAACCGGGCGCGGCGTGTTCGAGGACAAAGCCACTAAAAAC
CTGTTTGCCTGCGAACATGTAGTGAACAAAATGCGACATTGGAAAACCGCCGGGATTAT
CAGTGACGACGATGTCACAGGTATCACCGAAATTGCCGATCCGGTGGGAGTGGTCTGC
GGCATTACACCTACCACTAATCCTACTTCCACGGCTATCTTCAAATCACTGATCGCTTTA
AAAACCCGCAATCCTATTGTTTTCGCTTTCCACCCTTCCGCCCAACAGTCTTCCGCTCAT
GCCGCACAAATTGTGCGCGATGCCGCGGTAGCCGCCGGTGCGCCGGAAAACTGTATT
CAATGGATTGCACAACCCT-CTATGGAAGGAACTAATGCGTTAATGAACCATCCGGGTAT
TGCCACCATTCTGGCTACCGGCGGTAACGCTATGGTGCAGGCCGCTTATTCATGCGGC
AAGCCGGCGTTGGGAGTCGGTGCCGGAAATGTACCCGCTTATGTGGAAAAATCCGCCG
ATATTAAACAGGCAACTCACGATATCGTGATGTCGAAATCCTTTGATAACGGTATGGTAT
GCGCTTCAGAGCAAGCCGCTATTGCCGATGCGGAAATTTATGACGAATTCGTCAACGAA
TTAAAATCCTACGGTGTGTATTTCGTCAATAAAAAAGAAAAAACTTTATTGGAAGAATTTA
TGTTCGGTGTAAAAGCTAACGGTGCAAATTGCGCCGGTGCGAAACTAAACGCCGACGT
GGTAGGTAAATCCGCATACTGGATTGCTCAACAAGCGGGCTTTGAAGTGCCGAAAAAAA
CCAATATTCTTGCCGCAGAATGTAAAGAAGTCAGCCCGAAAGAACCTTTAACCCGGGAA
AAATTATCACCGGTGCTTGCCGTTTTAAAATCCCGTTCTACCGAAGAGGGATTAACGCTT
GCCGAAGCCATGGTGGAATTTAACGGTTTAGGACACTCCGCGGCAATTCACACCAAAG
ATGCGGCGCTTGCCAAACGCTTCGGCGAGCGCGTTAAAGCCATTCGCGTTATCTGGAA
TTCGCCTTCTACCTTCGGCGGTATCGGCGACGTTTATAACGCTTTCCTGCCTTCATTAAC
CCTGGGTTGCGGTTCTTACGGCAAAAATTCCGTCAGCAACAATGTCAGCGCCATGAACT
TAGTAAATATCAAACGTGTGGGAAGACGGAGAAATAATATGCAATGGTTTAAAGTACCTT
CAAAAATCTATTTTGAACGGGATTCAATTCAATATTTACAATCCGTACCGGATATGCGAC
GAGTAGTTATCGTAACCGACCGCACTATGGTGGATCTTGGGTTTGTACAAAAAATCGCC
CATCAGTTGGAATCCCGTCGCGATCCGGTTTCTTACCAGTTATTTGCCGATGTAGAACC
GGATCCGAGTATTCAAACCGTGCGCCGCGGTGTGGATTTAATCCGTAATTTCAAACCGG
ACACTATTATCGCGCTTGGCGGCGGTTCCGCCATGGATGCGGCAAAAGTGATGTGGTT
ATTCTATGAACAACCGGAAATTGACTTCCGTGATTTGGTTCAAAAATTCATGGATATTCG
TAAACGTGCCTTTAAATTTCCATCATTGGGAAAAAAAGCCCGCTATATCGGCATTCCGAC
CACATCCGGTACGGGTTCGGAAGTGACCCCGTTTGCGGTGATTACCGAAGGTAACAAA
AAATATCCGATTGCGGACTATTCGCTAACGCCGACTATCGCTTTAGTGGATCCGGCATT
AGTTATGACGGTACCCGCCCATGTAGCGGCGGATACGGGATTAGACGTATTAACTCAT
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GCCACCGAAGCTTATGTTTCCGTACTGGCCAACGATTATACCGACGGTCTTGCTTTACA
GGCGATTAAACTGGTATTCCGGTATTTGGAAAAATCCGTAAAAGAAAATGATCCGGAGG
CAAGAGAAAAGATGCATAATGCGTCCACCATTGCGGGTATGGCGTTTGCCAATGCATTC
TTAGGTATGAATCATTCCCTTGCGCATAAACT-T.GGCGGCCATTTCCATACGCCTCACGG
GCGCACTAATGCGATCTTAATGCCGCACGTGATCCGTTATAACGGTACTAAACCGACGA
AAACCGCCACATGGCCGAMTACA7VCTATTACAAAGCGGACGAAAAATATCAGGATATC
GCCCGTTTATTAGGCTTACCTGCGGCGACCCCGGAAGAGGGCGTGAAATCTTATGCCA
AAGCGGTTTACGATTTAGCGGTACGTTGCGGTATTAAAATGTCCTTCAAAGAACAGGGA
CTGGAAGAACAGGCCTGGATGGACGCCCGCCATGAAATTGCATTGCTTGCCTATGAAG
ACCAATGTTCGCCGGCAAATCCGCGATTACCGATTGTGGCGGACATGGAAGAAATTCTC
ACTAACGCCTACTATGGTTATGACGAAAGCAAATAC

17 16 DNA Alcohol
deshidrogenasa
(adhE)
de DD1

M I M S N A V E N T V S P A Q A E V N S L V E K G L V A L E Q
F R Q L N Q E Q V D Y I V A K A S V A A L D Q H G A L A L H A L
E E T G R G V F E D K A T K N L F A C E H V V N K M R H W K T
A G I I S D D D V T G I T E I A D P V G V V C G I T P T T N P T S
T A I F K S L I A L K T R N P I V F A F H P S A Q Q S S A H A A Q
I V R D A A V A A G A P E N C I Q W I A Q P S M E G T N A L M
N H P G I A T I L A T G G N A M V Q A A Y S C G K P A L G V G
A G N V P A Y V E K S A D I K Q A T H D I V M S K S F D N G M
V C A S E Q A A I A D A E I Y D E F V N E L K S Y G V Y F V N K
K E K T L L E E F M F G V K A N G A N C A G A K L N A D V V G
K S A Y W I A Q Q A G F E V P K K T N I L A A E C K E V S P K E
P L T R E K L S P V L A V L K S R S T E E G L T L A E A M V E F
N G L G H S A A I H T K D A A L A K R F G E R V K A I R V I W N
S P S T F G G I G D V Y N A F L P S L T L G C G S Y G K N S V S
N N V S A M N L V N I K R V G R R R N N M Q W F K V P S K I Y
F E R D S I Q Y L Q S V P D M R R V V I V T D R T M V D L G F V
Q K I A H Q L E S R R D P V S Y Q L F A D V E P D P S I Q T V R  
R G V D L I R N F K P D T I I A L G G G S A M D A A K V M W L F  
Y E Q P E I D F R D L V Q K F M D I R K R A F K F P S L G K K A  
R Y I G I P T T S G T G S E V T P F A V I T E G N K K Y P I A D Y  
S L T P T I A L V D P A L V M T V P A H V A A D T G L D V L T H  
A T E A Y V S V L A N D Y T D G L A L Q A I K L V F R Y L E K S  
V K E N D P E A R E K M H N A S T I A G M A F A N A F L G M N  
H S L A H K L G G H F H T P H G R T N A I L M P H V I R Y N G T  
K P T K T A T W P K Y N Y Y K A D E K Y Q D I A R L L G L P A A  
T P E E G V K S Y A K A V Y D L A V R C G I K M S F K E Q G L  
E E Q A W M D A R H E I A L L A Y E D Q C S P A N P R L P I V A  
D M E E I L T N A Y Y G Y D E S K Y

18 17 pSacB
(delta adhE)

TCGAGATAAATTCGCGGAACCGGCGCAGGCTCACCTGGCTGTTGCGATCGATAGGTAC
GTTGATTATGGTGTTGATTACATCTCTTGTACCTGGCACATTTGCCGTTTTATCAATTTCA 
CTGCTCACCTCGTTTTGTGCGTTCACGTTGATTACAATGATGTTTTTTAATTGATTCTTTA 
CCGCTTCCTGATACATACCTTCCTGACCCGCAACATCATAAATATCAATTAAGCCGGACA 
GTCCTAAATTATCCGTTAAACCGCCGTCCACCAAATGAATAAAAGGGCGTTCTTTGCTGT
TTTGATATAAAGACAAGGTATTTTTTAATTCTTCCAGATTTTTTGATTTTTGCGCATCATTG
CTGATATTTTGGCTGATTTGAATTAATTCCGGTATATCGAAATGGCAGTTGCCGCCGTTG
TTGTTTAAAGTCAACGGGCTGAACAGCAACGGTACCGAACTTGATGCGGCGACGGCAC
GGGAAATTTCCATTTTACTTAAGTCAATACAAAGACCGTCGAAAAATTCTTGCGTAAAGG
TTATTTTTTGTCCTAAATTCATATCCGTCGCACTCACTACGACAAACGGTCCTTTACGTTT
TCGCTCAAGATCACCGAAGGTAGCGCCTTTGTATAATGTTTGATCCAGCTGTTCCTGTA
ATAAGTCGCCGCGACCGAATTGAGGGGAGGTTATTCGCGGTAAATTGGAAAGGGATAA
AACCTGACTGATAATTTCCCGCTGGAAATTTTTTTTTAGGAAGTTTTCTTCAAATTTAGGC
ACCGCATCCCGCCCGTATAGGGAATAATAAGTGGCTAAAACGGATCCGCCGGATACGC
CGTATACCAAATCCACATTATCAATTAGGGTTGTACCI I I IGCCGTCGGGCGCACGGCG
GCGTTTTTAAATTCCTCTAACACGCCGTAGCCCAAACTTGCCGCCCGGCTGCCGCCGC
CCGAAAACATTAAAATAATCAAATTGCCGTCGGGTTGCTGAATGGCATTTCTCATTCGAT
ACCCTTGCTTAGCGTTCACATGGCTGATGGTATCAACGGGCTGATAAGTCACTAAGGTA
CAAGCTGACAACAACAAAACAGTCAAACCGGCGAAAATATTTTTTAGCATCATAGTTGTA 
ACGGATAAATCTAAATTTTTATTTATAGAAAAAGAAAATAATATGCTACATCGTACTATATT 
AATTTTATCCTGCGTTCATATCTTATCAGAAGGCAAACCGCI I I ITCTATGCAAGGAAAA 
TTTTATAAATGACTAATGTACTCAAATAATGAAGAAAGATAAACAAACATTTTTTCATGAG 
AAAATTCTTATGAATTCTAAGCCTCGGTAATTCCTATTGGTATTTTATTTTGAAACCGATT
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ACCTTTTAAATTAAAATTTTTTATTTGATTTAAATCAATTTAATCGCATTATTAATCCCATTT
CATAACTCCAAAGTAGTAAAATTCGCACCAGTAACCAAATTTAAATATTAAACAACTTTAG
GAGAATAATTTGTAAAATTCTTAAAAATCGTACCGCACTTTTTCTAAAAGTGCGGTATTTT
TTTGATTGTTTTTATCGGTCTAAAGGGTAAAATCAACGGGATTTATTGATATTAAAGGAAA
CAATTATGGCAACAACTATTCATACAGAAAACGCGCCCGCAGCAATCGGTCCTTATGTT
CAAGCGGTAGATTTAGGCAATTTAGTGCTGACTTCGGGGCAAATTCCGGTGAATCCGG
CAACCGGCGAAGTGCCGGCGGATATTAGCGCACAAGCCCGCCAATCTTTAGAAAACGT
TAAAGCGATTATCGAACAGGCAGGGTTAACCGTGGCGGATATTGTAAAAACTACGGTTT
TTGTTAAGGATTTAAACGATTTTGCCACCGTAAATGCGGAATACGAACGTTTTTTCAAAG
AGAATGACCATCCGAATTTCCCTGCTCGCTCATGCGTTGAAGTGGCGCGTTTACCGAAA
GACGTCGGCTTGGAAATTGAAGCTATTGCGGTGCGCAAATAAGGCTGGGTTAAGCGCT
TATTTATACAAAAGTGCGGTCAAAAAATCCGTTTTTTGTAAAAGAAAAGGCATAGTTTTAT
TGACCGTGCCTTTTTGCTATTTGATGATTTATTTGCGCAACTTCACTTCTTGTACCGCAT
GGTCGGCACCTTTGCGTAAAATTAAA'TTTGCCCGTTCACGGGTCGGCAAAATATTTTGC
CGTAAATTTAAGCCGTTAATAGTATTCCAAATATTAGCGGCGGTTTCAACCGCTTCTTCT
TTAGAGAGTTTTGCATAATCTTTAAAATAGGAATTCGGATCGGTAAACGCGCTTTCACGG
AATTTCAAAAAGCGGCGAATATACCATTCCTTTAATAAGGCTTCATCGGCGTCCACATAA
ACGGAAAAATCAACAAAATCGGAGACAAAAGTCTGTTCCGCTTTGCGCGAACCGGTTTG
TAATACGTTTAAACCTTCCAATATAAGAATATCCGGGCGATCTACCTTGTTAAATTTATCG
GGGATAATATCATAGGTCAAATGCGAATAAATCGGCGCCGACACGTTCGGTTTGCCGG
ATTTTACGTCCGCCAGAAATTTGATTAATTTGGGCGTATCGTAAGAGACGGGGAAGCCT
TTTTTATGCAATAAATTTTCTTTTTTTAATTTTTCTAAAGGATAGAGAAAACCGTCGGTGG
TAATCAAATCCACTTTGCGATTTTCAGGCCAGTTAGACAGTAAAGACTGCAAAATACGCG
CGGAAGTGCTTTTCCCGACCGAAACGCTGCCGGCAATACTGATAATATAAGGTACATTG
GCGTTGGTATTGCCGAGAAAACGGTTCATTACGGTCTGGCGACGTAAATTTTCTTCAAT
ATAATAATTAATTAAACGCGCAAGAGGCAGGTAAATGGTGCTGACTTCTTCCAACGATAA
TTCTTCGTTAAAACCGAGTAAAGGCTTTAAATCTTGTTCTGTCAGTTTTAAAGGCACGGA
TTTCCGCAATTCCGCCCATTGTTTACGGGTAAATGTCAAAAACGGGCTGAATTTCTCTGA
AACTGACGATTGGCTTTCTATGTTCACGGCTCATTCTAATGTTAAGAAAGTAAAAATCTA
GACTGCATAGGCCGCTTTCCTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCTCCTCCGGAGAGTA
CCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATACGGCGATAGTTTC
CTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACCTGTCAGATGGAGA 
TTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCGCAGAACTGATCCG 
CTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTAATACAGATTAAGC 
CCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACGGAATGTTACCCAT 
TGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTATTAATCAGAAGGAATAAC
CATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCGCAGGGAACACTTTGCCCTTT
ATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCACCAAACTCGATATTACCGCTTTG
CGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTTTATCCGCTGATGATTTACCTGATCTC
CCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCGGATGGCACTGAAAGACAATGAACTTATTT
ACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTTTACTGTCTTTCATAAAGAAACCGAAACATTCTCT
GCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCGGATCTCAGTGAGTTTATGGCAGGTTATAATGCGGT
AACGGCAGAATATCAGCATGATACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATTTACCGGAGAATC
ACCTGAATATATCATCATTACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAACCTGAACATCACC
GGAAATGATGATTATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCAGCAGGAAGGTGA
CCGCGTATTATTACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTGATGGCTTTCATGC
AGCACGGTTTATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGAAATAAATTAATTAA
TTCTGTATTTAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTTTATATTTTAACCG
TAATCTGTAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATGAGCTCGCTTGGACTCCTGTTGATAG
ATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGG
GCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCACTAGCGGCGCGCCGGCCGGCCCGGTGTGAA
ATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGC
TCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAA
GGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCA
AAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATA
GGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAA
CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCT
CCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCG
TGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCC
AAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTA
ACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACT
GGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCA
GTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAG
CGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG
ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGG
ATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAGGCCGGCCGC
GGCCGCCATCGGCATTTTCTTTTGCGTTTTTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTTGTTCAA
GGATGCTGTCTTTGACAACAGATGTTTTCTTGCCTTTGATGTTCAGCAGGAAGCTCGGC
GCAAACGTTGATTGTTTGTCTGCGTAGAATCCTCTGTTTGTCATATAGCTTGTAATCACG
ACATTGTTTCCTTTCGCTTGAGGTACAGCGAAGTGTGAGTAAGTAAAGGTTACATCGTTA
GGATCAAGATCCATTTTTAACACAAGGCCAGTTTTGTTCAGCGGCTTGTATGGGCCAGT
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TAAAGAATTAGAAACATAACCAAGCATGTAAATATCGTTAGACGTAATGCCGTCAATCGT
CATTTTTGATCCGCGGGAGTCAGTGAACAGGTACCATTTGCCGTTCATTTTAAAGACGTT
CGCGCGTTCAATTTCATCTGTTACTGTGTTAGATGCAATCAGCGGTTTCATCACTTTTTT
CAGTGTGTAATCATCGITJAGCTCAATCATACCGAGAGCGCCGTTTGCTAACTCAGCCG
TGCGTTTTTTATCGCTTTGCAGAAGTTTTTGACTTTCTTGACGGAAGAATGATGTGCTTTT
GCCATAGTATGCTTTGTTAAATAAAGATTCTTCGCCTTGGTAGCCATCTTCAGTTCCAGT
GTTTGCTTCAAATACTAAGTATTTGTGGCCTTTATCTTCTACGTAGTGAGGATCTCTCAG
CGTATGGTTGTCGCCTGAGCTGTAGTTGCCTTCATCGATGAACTGCTGTACATTTTGATA
CGTTTTTCCGTCACCGTCAAAGATTGATTTATAATCCTCTACACCGTTGATGTTCAAAGA
GCTGTCTGATGCTGATACGTTAACTTGTGCAGTTGTCAGTGTTTGTTTGCCGTAATGTTT
ACCGGAGAAATCAGTGTAGAATAAAGGGATTTTGCGTCAGATGTAAATGTGGCTGAAC
CTGACCATTCTTGTGTTTGGTCTTTTAGGATAGAATCATTTGCATCGAATTTGTCGCTGT
CTTTAAAGACGCGGCCAGCGTTTTTCCAGCTGTCAATAGAAGTTTCGCCGACTTTTTGAT
AGAACATGTAAATCGATGTGTCATCCGCATTTTTAGGATCTCCGGCTAATGCAAAGACG
ATGTGGTAGCCGTGATAGTTTGCGACAGTGCCGTCAGCGTTTTGTAATGGCCAGCTGTC
CCAAACGTCCAGGCCTTTTGCAGAAGAGATATTTTTAATTGTGGACGAATCAAATTCAGA
AACTTGATATTTTTCATTTTTTTGCTGTTCAGGGATTTGCAGCATATCATGGCGTGTAATA
TGGGAAATGCCGTATGTTTCCTTATATGGCTTTTGGTTCGTTTCTTTCGCAAACGCTTGA
GTTGCGCCTCCTGCCAGCAGTGCGGTAGTAAAGGTTAATACTGTTGCTTGTTTTGCAAA
CTTTTTGATGTTCATCGTTCATGTCTCCTTTTTTATGTACTGTGTTAGCGGTCTGCTTCTT
CCAGCCCTCCTGTTTGAAGATGGCAAGTTAGTTACGCACAATAAAAAAAGACCTAAAATA
TGTAAGGGGTGACGCCAAAGTATACACTTTGCCCTTTACACATTTTAGGTCTTGCCTGCT
TTATCAGTAACAAACCCGCGCGATTTACTTTTCGACCTCATTCTATTAGACTCTCGTTTG
GATTGCAACTGGTCTATTTTCCTCTTTTGTTTGATAGAAAATCATAAAAGGATTTGCAGAC
TACGGGCCTAAAGAACTAAAAAATCTATCTGTTTCTTTTCATTCTCTGTATTTTTTATAGTT
TCTGTTGCATGGGCATAAAGTTGCCTTTTTAATCACAATTCAGAAAATATCATAATATCTC
ATTTCACTAAATAATAGTGAACGGCAGGTATATGTGATGGGTTAAAAAGGATCGGCGGC
CGCTCGATTTAAATC

19 18 ADN Formiato
deshidrogenasa
(fdh) de
Wolinella
succinogenes

ATGAGTGAAGCGTTAAGCGGACGCGGGAACGATCGAAGAAAGTTCCTAAAGATGTCGG
CTTTAGCAGGAGTCGCAGGCGTGAGTCAAGCGGTTGGCTCCGACCAAAGCAAAGTGCT
TAGACCTGCAACAAAACAAGAGTTAATCGAAAAATACCCAGTGTCCAAAAAGGTAAAAA
CGATTTGCACCTATTGCTCGGTCGGATGTGGAATTATAGCGGAAGTGGTCGATGGTGTA
TGGGTACGCCAAGAGGTCGCTCAAGATCACCCCATTAGTCAAGGGGGTCACTGCTGCA
AGGGCGCCGATATGATTGATAAGGCTCGAAGCGAAACAAGACTTCGATACCCCATTGA
GAAAGTTGGCGGAAAATGGCGTAAAACTTCATGGGATAGCGCCATGGATAAGATTGCC
AAGCAGCTTCAGGATCTCACCCAAAAATATGGCCCTGATAGCGTCATGTTCATTGGCGG
CTCCAAGTGTTCGATTGAACAATCCTATTATTTTAGAAAGTTTGCCGCCTTTTTTGGCAC
CAACAATCTCGATACCATCGCACGAATCTGCCATGCCCCAACAGTTGCTGGAGTCTCCA
ATACCCTTGGATATGGCGGTATGACCAATCACTTGGCAGACATGATGCACTCCAAGGCG
ATTTTTATCATTGGTGGAAATCCCGCAGTGAATCACCCTGTAGGCATGGTGCATATCTTG
CGCGCTAAAGAGGCAGGAGCAAAAATCATCGTTGTGGATCCCCACTTCAGTCGAACAG
CAACTAAAGCCGATCACTATGTGAGATTGCGCAATGGCACGGATGTCGCCTTCATGTAT
GGGATGATTCGCCATATTGTAAAAAATGGACTAGAAGATAAAGAATTTATTCGACAACGC
CTATTTGGCTACGAAGAGATTCTTAAAGAGTGCGAACAGTACACCCCTGAAGTGGTCGA
AGAGGTCACAGGCGTGCCCGCCCAACAACTTATTGAGATCACGGAGATCTTCGCTAAA
GCCAAGCCTGCTTCACTGATCTGGGGGATGGGTCTCACCCAGCACACCACAGGTACAA
GCAACACTCGTTTGGCCCCTATTTTACAGATGATTCTTGGAAACATTGGCAAACGAGGT
GGAGGCACTAACGTTTTACGAGGTCATGACAATGTCCAAGGCGCGACGGACATGGGCA
ACCTAGCCGACAGTCTTCCTGGCTATTATGGGTTAGACAAAAATGCATGGAATCACTTC
TGTGGAATCTGGAAAGTGGATTTCGAAGCAATGCAAAAACGCTTTAAGACCCCTGATAT
GATGCATAAAAAAGGTTTCAGTGTATCCACATGGAGATATGGGGTGACTGAAGAGGAGA
ACATCCCCCACAATGCAGGCACTAAACTTCGATCCTTGATTGTCGTGGGAAGCGGAATC
TCTACGATCGCACGCGTGGATACCACCAAAGACGCTCTAGACAAGATGGATTTAGTCGT
CTTTTTTGATCCCTATTTCAATGATGCAGCCGCCCTCACCAACCGAAAAGATAATCTCTA
TATCCTTCCTGCCGCCACACAGATGGAGACCAGCGGAAGAGTCGCAGCGACGAATCGA
AGCTATCAGTGGCGATCCATGGTTATGAAGCCACTCTTTGAGTGTCGACCTGACGAAGA
GATTCTCTTTGATTTAGCTAAGCGACTTGGATTCTATGAGGAGTACACTCGCTCTTTGGG
GGATGGCAAAGGAAACTTTGTATGGCCCGATGATGCGACTAGAGAGGTGGCCAAGGCT
ATACGAACTGTCGGCTTCCAAGGCAGAACTCCAGAACGACTCAAGGCTCATGCAGAAA
ACTGGCATATGTTTGATAAGTTCACCCTCAGAGGAAAGGGCGGCCCCGTCAAAGGCGA
ATACTATGGTCTTCCTTGGCCTTGCTGGAGCGAAAAGCATCCTGGAACACCAAATCTAT
GGGATGACAGCATCCCTGTAATGGATGGAGGTCTTGGCTTTAGGGTTCGATGGGGTGA
TGTGTCACCCACAGGAGAAAGTTTGTTGGCCAGCCAGGACAGCTCTTTGCCCGGCTCA
AAATTCAAGGGCGGTCATAGCATGATCACCGATAAAAATGTCGAAGCTATCACTGGAAT
CGCCCTCACCGAAGAGGAAAAAGCCAAAGTGGCAGGCAAGACATGGGCGACTGACAC
CACCAATATCTTGGTTGAAAAAGCACTCGCCGCAGGTCTCTCCCCTATGGGTAATGGTA
GAGCTAGAGCGATTGTTTGGGAGTGGACGGATCAGATTCCTAAACACCGTGAACCCAT
CTACACAATTCGACACGATCTCATTAGCCAATATCCAACCTTCAAAGACAAGCCCAACCA
CTTTAGGGCAAATATTCGCTATGAGAGCCGCCAAAAAGAGAAAGATTGGACCAAAGAGT
TCCCGCTTAATATGCTTTCTGGACGACTAGTAGCACAGTTTGGCACAGGCACAGAGACA
AGATCAGCTCATTACCTCGCCGAGGTTCAGCCTGAGATGTTTGTGGAGATTCATCCCGA
AACAGCCACGGATTTAGGCGTGAAGCATGGTGACATGGTTTGGGTGCACGGCACCAAT
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GGGGCAAAGATTCTCGTGAAAGCGAGACATAGCTACAAGGTCAACAAAACAAGTGTTTT 
CCTCCCCCAGAATTTCGGAGGAATGTATCAAGGAGAGTCACTGGTTCCGTATCATATTG 
CAGGCACAGAGCCTTATGTTATTGGTGAATCATGCAATACCATCACAAGTGATGCATAC 
GACATCAACACCAGTACTCCTGAAACCAAGTGCGGCCTCTGCCGCATCGAAAAAGCGT 
AGGGGGTGAAGCATGGAAAGTCAAGCTAGAGTCAAGTTCTATTGTGATGAGGCTAGAT 
GTATTGATTGTCATGGATGTGATGTGGCTTGTAAAGAGGCCCATCACCTTCCTGTGGGA 
GTCAACCGAAGAAGAGTGGTGACCCTCAATGAAGGTCTTGTAGGCAAAGAGAAATCCC 
TCTCTATTGCCTGCATGCACTGCTCTGATGCCCCTTGTGCTCAGGTCTGCCCAGTGGAC 
TGCTTCTATGTTCGAGCCGATGGGATTGTATTGCATGACAAAGAGAAGTGCATTGGATG 
CGGTTACTGCCTCTATGCCTGCCCCTTTGGTGCTCCTCAATTCCCCAAGAGTGGAATCT 
TTGGTTCAAGAGGACCTATGGATAAGTGCACCTTCTGTGCTGGAGGTCCTGAAGAGACT 
CACAGCGAGAAGGAGTATAAGCTCTATGGACAGAATCGTATCGCTGAGGGCAAAGTCC 
CTGTATGTGCAGCGATGTGCTCCAC.CAAGGCAC.ICCTAGCAGGAGATTCTGATAGCATC 
TCGCTCATCATTCGTGAGAGAGTGCTCAAGCGAGGCAGTGGAACAGCCAGTGTTCCTT 
ACACCTGGTCACAAGCCTACAAGGATTAAGAATGAAAAAGCCTCTATTGCCCCTCCTCT 
CCCTTCTGGGAGCCTTGGGGGCACAAGCTTCTGAGAATCTCAAGGAGCCCTTGGATTT 
CAGCTACAACACCCAAATCTATGGAAAGCCCATGATTGAGGCAATCCCCACTTGGGGAA 
GTGGAGGGATTCTAGGTCTTGGAGAGATTGGAGGAATAGGAGGATTAGGAGAGCTCTT 
CACCTTCTTGCAAAGTGGTTACTTTGCTCTTATCTTCCTAGCGATCATCATCGCTATCCC 
TTTGGTCTTCCTAGGTCACTATATGGTGATTGGACCCAAGCGATTCTCTCATGAGGGGA 
AGAAGATCAAGGTCTTTAACACCTTCAACATCATGGTGCACTGGATTGCAGGGATTCCC 
TTTGTGCTTCTTTGCATCACAGGACTTCTGATGGTCTTTGGAGATGCCCTAGGGGGTGG 
AGCTTTTATTCGATTCGCTAGAGATGTGCATGGATTAGCCACGATCATCTTTGCGATCTT 
TGGTCCCCTCATGTTCATCATGTGGGTGAAGCACGCTCTCTTTAAGATGTATGACATCG 
ACTGGATGCTCATTCTTGGAGGGTATCTAAGCAAGGTGAAGAGACCTATTCCTGCAGGC 
AAATTCAATGCGGGTCAGAAGATGTGGTTCTGGGTCTGCACGATGGGAGGATTCTTCAT 
GGTCTATAGTGGCTATGTGATGTTCTTCCAAGAGGGCAATATTGAGACCCTAAGACTCA 
TGGCGATCTTGCACAATGTAGTGGGGTTTGCTGTGGTGGCTCTCCTTATGACTCACATC 
TATATGGCAGCCTTTGCGATTGAGGGTGCATTGCACTCCATCCTAGATGGTCATATGGG 
TGAAGAGGAGGTAGCGATTCTTCATAGTTTCTACTATAAAGAGTTGCAGGCGGAGGGGA 
AAGTATGAGACACACCGATAGATTTGTTAAAAAGGTGGTGATTGAACGAATCGGCGATC 
AGAGAGTGC-TCGCCGAGGAGGAAGATGTGGTGATCAAAGAGGAGAGAATCTCTCTCTA 
TCTTAATGGCACCAAGCTTATGTCCATGATGTCTCTTCCTTCCGATCAAGATGCTCATGC 
GGTGGGCTTCTTGATGAGTGAGGGGGTGATTGAGAAGATCGAAGACTTAAAGAGTGTT 
CAAATCTCTTCTGATGGGAGCTCTGTCTATGTAGAGGCTCTCATCAACCATGAGAACAT 
CACCAATCTCTTCAAAGAGAAGACACTCACTTCAGGTTGTTGTGTCGGAGTGACGGGGA 
ATCTTGAAGGCAATGTCCTAAGAAAGTTCATCGCTACTCCCATGCAGATTTCTTTGGAGA 
GAATCTGGGAAGGGATGGAAGAGTTTGAGATGAGCAGCCATCTCTTTCATGAGACAGG 
CTGCGTTCATAAAGCCTCCCTTCTCTTAGAAGATGGAAGCAAGATCACGGCTGAGGATA 
TTGGTCGTCATAATGCAATTGATAAGGTGATGGGTAAAGGCAGGCTAGGGAGAATAGAT 
ACAGAGAAGGCTGTGCTAGTGGTGAGCGGAAGACTCTCCATGGAGATGGTGGTTAAAG 
CTGTCATGCACAACATTCCCATGATTGTCTCTAGGGCAGCAGCAACCTTTCTTGGAATC 
AAGACAGCCCAAGAGCTAGGGGTGACTCTAGTGGGCTTTGCTAGAGGGGAGAAGATGA 
ATATCTACACCCATTCTGGTCGAGTGGACTTGAGGGCTTGCAAGAGGAAAAGAGGGGT 
GACTCTTCACGCTCCAAATCAATCTAGCTCTCTTCTTCGT

20 19 pJFF224
(fdh W.s.)

TCGAGGGGGGGCCCGGATCCCCAGTAGATTTACGTTTAAACATTTTTATTTCCTTTTTAA
TTTAATTTAATTAACAGTTGGTGCTATGACACTTTACCTCATAGCTGGCATAATTCGCAAT
ACTCTGGGTCTTCGAGAGGTATCCAACCTGAGTTGAAATACTTTACCATCGATTTAGCA
GTTGTATCAGTTATATTTATATTACCTTTAACTCTTCGCCATCCAGGAGTTTTACCGTACA
GATTAGAGGATAATAATAACACATAATTCTCGTAAGCAATATGAGATAATTTCCAAGACT
CTATATTAGCTCGTGATGTTTTCCAAGGTCTAAAATCGTCACGGTTCATATAATTAGCCA
ATCTCATATGCTCTCTAACTTCCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTAACGATCTGA
TAGAGAAGGGTTTGCTCGGGTCGGTGGCTCTGGTAACGACCAGTATCCCGATCCCGGC
TGGCCGTCCTGGCCGCCACATGAGGCATGTTCCGCGTCCTTGCAATACTGTGTTTACAT
ACAGTCTATCGCTTAGCGGAAAGTTCTTTTACCCTCAGCCGAAATGCCTGCCGTTGCTA
GACATTGCCAGCCAGTGCCCGTCACTCCCGTACTAACTGTCACGAACCCCTGCAATAAC
TGTCACGCCCCCCTGCAATAACTGTCACGAACCCCTGCAATAACTGTCACGCCCCCAAA
CCTGCAAACCCAGCAGGGGCGGGGGCTGGCGGGGTGTTGGAAAAATCCATCCATGAT
TATCTAAGAATAATCCACTAGGCGCGGTTATCAGCGCCCTTGTGGGGCGCTGCTGCCC
TTGCCCAATATGCCCGGCCAGAGGCCGGATAGCTGGTCTATTCGCTGCGCTAGGCTAC
ACACCGCCCCACCGCTGCGCGGCAGGGGGAAAGGCGGGCAAAGCCCGCTAAACCCC
ACACCAAACCCCGCAGAAATACGCTGGGAGCGCTTTTAGCCGCTTTAGCGGCCTTTCC
CCCTACCCGAAGGGTGGGGGCGCGTGTGCAGCCCCGCAGGGCCTGTCTCGGTCGATC
ATTCAGCCCGGCTCATCCTTCTGGCGTGGCGGCAGACCGAACAAGGCGCGGTCGTGG
TCGCGTTCAAGGTACGCATCCATTGCCGCCATGAGCCGATCCTCCGGCCACTCGCTGC
TGTTCACCTTGGCCAAAATCATGGCCCCCACCAGCACCTTGCGCCTTGTTTCGTTCTTG
CGCTATTGCTGCTGTTCCCTTGCCCGCACCCGCTGAATTTCGGCATTGATTCGCGCTCG
TTGTTCTTCGAGCTTGGCCAGCCGATCCGCCGCCTTGTTGCTCCCCTTAACCATCTTGA
CACCCCATTGTTAATGTGCTGTCTCGTAGGCTATCATGGAGGCACAGCGGCGGCAATC
CCGACCCTACTTTGTAGGGGAGGGCCATTGCATGGAGCCGAAAAGCAAAAGCAACAGC
GAGGCAGCATGGCGATTTATCACCTTACGGCGAAAACCGGCAGCAGGTCGGGCGGCC
AATCGGCCAGGGCCAAGGCCGACTACATCCAGCGCGAAGGCAAGTATGCCCGCGACA
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TGGATGAAGTCTTGCACGCCGAATCCGGGCACATGCCGGAGTTCGTCGAGCGGCCCG
CCGACTACTGGGATGCTGCCGACCTGTATGAACGCGCCAATGGGCGGCTGTTCAAGGA
GGTCGAATTTGCCCTGCCGGTCGAGCTGACCCTCGACCAGCAGAAGGCGCTGGCGTC
CGAGTTCGCCCAGCACCTGACCGGTGCCGAGCGCCTGCCGTATACGCTGGCCATCCA
TGCCGGTGGCGGCGAGAACCCGCACTGCCACCTGATGATCTCCGAGCGGATCAATGA
CGGCATCGAGCGGCCCGCCGCTCAGTGGTTCAAGCGGTACAACGGCAAGACCCCGGA
GAAGGGCGGGGCACAGAAGACCGAAGCGCTCAAGCCCAAGGCATGGCTTGAGCAGAC
CCGCGAGGCATGGGCCGACCATGCCAACCGGGCATTAGAGCGGGCTGGCCACGACG
CCCGCATTGACCACAGAACACTTGAGGCGCAGGGCATCGAGCGCCTGCCCGGTGTTC
ACCTGGGGCCGAACGTGGTGGAGATGGAAGGCCGGGGCATCCGCACCGACCGGGCA
GACGTGGCCCTGAACATCGACACCGCCAACGCCCAGATCATCGACTTACAGGAATACC
GGGAGGCAATAGACCATGAACGCAATCGACAGAGTGAAGAAATCCAGAGGCATCAACG
AGTTAGCGGAGCAGATGGAACCGCTGGCCCAGAGCATGGCGACACTGGCCGACGAAG
CCCGGCAGGTCATGAGCCAGACCCAGCAGGCCAGCGAGGCGCAGGCGGCGGAGTGG
CTGAAAGCCCAGCGCCAGACAGGGGCGGCATGGGTGGAGCTGGCCAAAGAGTTGCGG
GAGGTAGCCGCCGAGGTGAGCAGCGCCGCGCAGAGCGCCCGGAGCGCGTCGCGGG
GGTGGCACTGGAAGCTATGGCTAACCGTGATGCTGGCTTCCATGATGCCTACGGTGGT
GCTGCTGATCGCATCGTTGCTCTTGCTCGACCTGACGCCACTGACAACCGAGGACGGC
TCGATCTGGCTGCGCTTGGTGGCCCGATGAAGAACGACAGGACTTTGCAGGCCATAGG
CCGACAGCTCAAGGCCATGGGCTGTGAGCGCTTCGATATCGGCGTCAGGGACGCCAC
CACCGGCCAGATGATGAACCGGGAATGGTCAGCCGCCGAAGTGCTCCAGAACACGCC
ATGGCTCAAGCGGATGAATGCCCAGGGCAATGACGTGTATATCAGGCCCGCCGAGCAG
GAGCGGCATGGTCTGGTGCTGGTGGACGACCTCAGCGAGTTTGACCTGGATGACATGA
AAGCCGAGGGCCGGGAGCCTGCCCTGGTAGTGGAAACCAGCCCGAAGAACTATCAGG
CATGGGTCAAGGTGGCCGACGCCGCAGGCGGTGAACTTCGGGGGCAGATTGCCCGGA
CGCTGGCCAGCGAGTACGACGCCGACCCGGCCAGCGCCGACAGCCGCCACTATGGC
CGCTTGGCGGGCTTCACCAACCGCAAGGACAAGCACACCACCCGCGCCGGTTATCAG
CCGTGGGTGCTGCTGCGTGAATCCAAGGGCAAGACCGCCACCGCTGGCCCGGCGCTG
GTGCAGCAGGCTGGCCAGCAGATCGAGCAGGCCCAGCGGCAGCAGGAGAAGGCCCG
CAGGCTGGCCAGCCTCGAACTGCCCGAGCGGCAGCTTAGCCGCCACCGGCGCACGG
CGCTGGACGAGTACCGCAGCGAGATGGCCGGGCTGGTCAAGCGCTTCGGTGATGACC
TCAGCAAGTGCGACTTTATCGCCGCGCAGAAGCTGGCCAGCCGGGGCCGCAGTGCCG
AGGAAATCGGCAAGGCCATGGCCGAGGCCAGCCCAGCGCTGGCAGAGCGCAAGCCC
GGCCACGAAGCGGATTACATCGAGCGCACCGTCAGCAAGGTCATGGGTCTGCCCAGC
GTCCAGCTTGCGCGGGCCGAGCTGGCACGGGCACCGGCACCCCGCCAGCGAGGCAT
GGACAGGGGCGGGCCAGATTTCAGCATGTAGTGCTTGCGTTGGTACTCACGCCTGTTA
TACTATGAGTACTCACGCACAGAAGGGGGTTTTATGGAATACGAAAAAAGCGCTTCAGG
GTCGGTCTACCTGATCAAAAGTGACAAGGGCTATTGGTTGCCCGGTGGCTTTGGTTATA
CGTCAAACAAGGCCGAGGCTGGCCGCTTTTCAGTCGCTGATATGGCCAGCCTTAACCT
TGACGGCTGCACCTTGTCCTTGTTCCGCGAAGACAAGCCTTTCGGCCCCGGCAAGTTT
CTCGGTGACTGATATGAAAGACCAAAAGGACAAGCAGACCGGCGACCTGCTGGCCAGC
CCTGACGCTGTACGCCAAGCGCGATATGCCGAGCGCATGAAGGCCAAAGGGATGCGT
CAGCGCAAGTTCTGGCTGACCGACGACGAATACGAGGCGCTGCGCGAGTGCCTGGAA
GAACTCAGAGCGGCGCAGGGCGGGGGTAGTGACCCCGCCAGCGCCTAACCACCAACT
GCCTGCAAAGGAGGCAATCAATGGCTACCCATAAGCCTATCAATATTCTGGAGGCGTTC
GCAGCAGCGCCGCCACCGCTGGACTACGTTTTGCCCAACATGGTGGCCGGTACGGTC
GGGGCGCTGGTGTCGCCCGGTGGTGCCGGTAAATCCATGCTGGCCCTGCAACTGGCC
GCACAGATTGCAGGCGGGCCGGATCTGCTGGAGGTGGGCGAACTGCCCACCGGCCC
GGTGATCTACCTGCCCGCCGAAGACCCGCCCACCGCCATTCATCACCGCCTGCACGCC
CTTGGGGCGCACCTCAGCGCCGAGGAACGGCAAGCCGTGGCTGACGGCCTGCTGATC
CAGCCGCTGATCGGCAGCCTGCCCAACATCATGGCCCCGGAGTGGTTCGACGGCCTC
AAGCGCGCCGCCGAGGGCCGCCGCCTGATGGTGCTGGACACGCTGCGCCGGTTCCA
CATCGAGGAAGAAAACGCCAGCGGCCCCATGGCCCAGGTCATCGGTCGCATGGAGGC
CATCGCCGCCGATACCGGGTGCTCTATCGTGTTCCTGCACCATGCCAGCAAGGGCGCG
GCCATGATGGGCGCAGGCGACCAGCAGCAGGCCAGCCGGGGCAGCTCGGTACTGGT
CGATAACATCCGCTGGCAGTCCTACCTGTCGAGCATGACCAGCGCCGAGGCCGAGGA
ATGGGGTGTGGACGACGACCAGCGCCGGTTCTTCGTCCGCTTCGGTGTGAGCAAGGC
CAACTATGGCGCACCGTTCGCTGATCGGTGGTTCAGGCGGCATGACGGCGGGGTGCT
CAAGCCCGCCGTGCTGGAGAGGCAGCGCAAGAGCAAGGGGGTGCCCCGTGGTGAAG
CCTAAGAACAAGCACAGCCTCAGCCACGTCCGGCACGACCCGGCGCACTGTCTGGCC
CCCGGCCTGTTCCGTGCCCTCAAGCGGGGCGAGCGCAAGCGCAGCAAGCTGGACGTG
ACGTATGACTACGGCGACGGCAAGCGGATCGAGTTCAGCGGCCCGGAGCCGCTGGGC
GCTGATGATCTGCGCATCCTGCAAGGGCTGGTGGCCATGGCTGGGCCTAATGGCCTAG
TGCTTGGCCCGGAACCCAAGACCGAAGGCGGACGGCAGCTCCGGCTGTTCCTGGAAC
CCAAGTGGGAGGCCGTCACCGCTGATGCCATGGTGGTCAAAGGTAGCTATCGGGCGC
TGGCAAAGGAAATCGGGGCAGAGGTCGATAGTGGTGGGGCGCTCAAGCACATACAGG
ACTGCATCGAGCGCCTTTGGAAGGTATCCATCATCGCCCAGAATGGCCGCAAGCGGCA
GGGGTTTCGGCTGCTGTCGGAGTACGCCAGCGACGAGGCGGACGGGCGCCTGTACGT
GGCCCTGAACCCCTTGATCGCGCAGGCCGTCATGGGTGGCGGCCAGCATGTGCGCAT
CAGCATGGACGAGGTGCGGGCGCTGGACAGCGAAACCGCCCGCCTGCTGCACCAGC
GGCTGTGTGGCTGGATCGACCCCGGCAAAACCGGCAAGGCTTCCATAGATACCTTGTG
CGGCTATGTCTGGCCGTCAGAGGCCAGTGGTTCGACCATGCGCAAGCGCCGCCAGCG
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GGTGCGCGAGGCGTTGCCGGAGCTGGTCGCGCTGGGCTGGACGGTAACCGAGTTCG
CGGCGGGCAAGTACGACATCACCCGGCCCAAGGCGGCAGGCTGACCCCCCCCACTCT
ATTGTAAACAAGACATTTTTTATCTTTTATATTCAATGGCTTATTTTCCTGCTAATTGGTAA
TACCATGAAAAATAGCATGCXCAGAAAAGGCTTAACAATATTTTGAAAAATTGCCTACTG
AGCGCTGCCGCACAGCTCCATAGGCCGCTTTCCTGGCTTTGCTTCCAGATGTATGCTCT
CCTCCGGAGAGTACCGTGACTTTATTTTCGGCACAAATACAGGGGTCGATGGATAAATA
CGGCGATAGTTTCCTGACGGATGATCCGTATGTACCGGCGGAAGACAAGCTGCAAACC
TGTCAGATGGAGATTGATTTAATGGCGGATGTGCTGAGAGCACCGCCCCGTGAATCCG
CAGAACTGATCCGCTATGTGTTTGCGGATGATTGGCCGGAATAAATAAAGCCGGGCTTA
ATACAGATTAAGCCCGTATAGGGTATTATTACTGAATACCAAACAGCTTACGGAGGACG
GAATGTTACCCATTGAGACAACCAGACTGCCTTCTGATTATTAATATTTTTCACTATTAAT
CAGAAGGAATAACCATGAATTTTACCCGGATTGACCTGAATACCTGGAATCGCAGGGAA
CACTTTGCCCTTTATCGTCAGCAGATTAAATGCGGATTCAGCCTGACCACCAAACTCGA
TATTACCGCTTTGCGTACCGCACTGGCGGAGACAGGTTATAAGTTTTATCCGCTGATGA
TTTACCTGATCTCCCGGGCTGTTAATCAGTTTCCGGAGTTCCGGATGGCACTGAAAGAC
AATGAACTTATTTACTGGGACCAGTCAGACCCGGTCTTTACTGTCTTTCATAAAGAAACC
GAAACATTCTCTGCACTGTCCTGCCGTTATTTTCCGGATCTCAGTGAGTTTATGGCAGG
TTATAATGCGGTAACGGCAGAATATCAGCATGATACCAGATTGTTTCCGCAGGGAAATT
TACCGGAGAATCACCTGAATATATCATCATTACCGTGGGTGAGTTTTGACGGGATTTAA
CCTGAACATCACCGGAAATGATGATTATTTTGCCCCGGTTTTTACGATGGCAAAGTTTCA
GCAGGAAGGTGACCGCGTATTATTACCTGTTTCTGTACAGGTTCATCATGCAGTCTGTG
ATGGCTTTCATGCAGCACGGTTTATTAATACACTTCAGCTGATGTGTGATAACATACTGA
AATAAATTAATTAATTCTGTATTTAAGCCACCGTATCCGGCAGGAATGGTGGCTTTTTTTT
TATATTTTAACCGTAATCTGTAATTTCGTTTCAGACTGGTTCAGGATCACTGTACGATAAT
GCCCCCGCAGTTTGGTAATACCCTTAATAAAAAAGAAACAGCAAAGACTGACAGCAATA
ATAATAAAGTAAGCAGTAACAATAATATTAACAACACCAGATGCAGTTATAATAATAGTAT
TTAAGACACCAGAAAGACTGCTGCGACAGTCATTTTGAACAACACCAAAATGCCGTAAA
GGCAGTAGTAACAACACCAGTGAAAACATCACGATAGCATAGTGATATGCCTGAGTGTG
TGTAATTAAACAATAAATAAACCGCCATATATAACAGAAGATAGTATTCTGAATGGCATG
CTTTTCTGTTCAGTATAAACATATCATCCCGGTTGGTATAAGGATGATATATAATAAGTTA
AGCTGAACACATATTTATTTTGGTTTTATTTTACAAATAAAGTAAGACGATCCGTTAAGTC
AAAGCGGGGTATATTTATTATACCCTGCTTTTTTATTTGTCCGCCGGGCGCGGATAATG 
GATCAGATTATGCAGTGTCACAATGGCCTTACCGGGATTGGCGTAAGCGTGCGGGATA 
TCCGCATGGAAGCGCAGGGATTCCCCGGCAGAAACGGTGTGCCACTCATCCCCCAGC 
CGCAGTTGTAATGCGCCTTCCAGTACAATGACATGTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCT 
GTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGC 
CTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTTATGCTTGTAAACCGTTTTGTGAAAAAATTTTTAA 
AATAAAAAAGGGGACCTCTAGGGTCCCCAATTAATTAGTAATATAATCTATTAAAGGTCA 
TTCAAAAGGTCATCCACCGGATCCCACCGCGGTGGCGGCCGTCTAACGAAGAAGAGAG 
CTAGATTGATTTGGAGCGTGAAGAGTCACCCCTCTTTTCCTCTTGCAAGCCCTCAAGTC 
CACTCGACCAGAATGGGTGTAGATATTCATCTTCTCCCCTCTAGCAAAGCCCACTAGAG 
TCACCCCTAGCTCTTGGGCTGTCTTGATTCCAAGAAAGGTTGCTGCTGCCCTAGAGACA 
ATCATGGGAATGTTGTGCATGACAGCTTTAACCACCATCTCCATGGAGAGTCTTCCGCT 
CACCACTAGCACAGCCTTCTCTGTATCTATTCTCCCTAGCCTGGCTTTACCCATCACCTT 
ATCAATTGCATTATGACGACCAATATCCTCAGCCGTGATCTTGCTTCCATCTTCTAAGAG 
AAGGGAGGCTTTATGAACGCAGCCTGTCTCATGAAAGAGATGGCTGCTCATCTCAAACT 
CTTCCATCCCTTCCCAGATTCTCTCCAAAGAAATCTGCATGGGAGTAGCGATGAACTTT 
CTTAGGACATTGCCTTCAAGATTCCCCGTCACTCCGACACAACAACCTGAAGTGAGTGT 
CTTCTCTTTGAAGAGATTGGTGATGTTCTCATGGTTGATGAGAGCCTCTACATAGACAGA 
GCTCCCATCAGAAGAGATTTGAACACTCTTTAAGTCTTCGATCTTCTCAATCACCCCCTC 
ACTCATCAAGAAGCCCACCGCATGAGCATCTTGATCGGAAGGAAGAGACATCATGGAC 
ATAAGCTTGGTGCCATTAAGATAGAGAGAGATTCTCTCCTCTTTGATCACCACATCTTCC 
TCCTCGGCGAGCACTCTCTGATCGCCGATTCGTTCAATCACCACCTTTTTAACAAATCTA 
TCGGTGTGTCTCATACTTTCCCCTCCGCCTGCAACTCTTTATAGTAGAAACTATGAAGAA 
TCGCTACCTCCTCTTCACCCATATGACCATCTAGGATGGAGTGCAATGCACCCTCAATC 
GCAAAGGCTGCCATATAGATGTGAGTCATAAGGAGAGCCACCACAGCAAACCCCACTA 
CATTGTGCAAGATCGCCATGAGTCTTAGGGTCTCAATATTGCCCTCTTGGAAGAACATC 
ACATAGCCACTATAGACCATGAAGAATCCTCCCATCGTGCAGACCCAGAACCACATCTT 
CTGACCCGCATTGAATTTGCCTGCAGGAATAGGTCTCTTCACCTTGCTTAGATACCCTC 
CAAGAATGAGCATCCAGTCGATGTCATACATCTTAAAGAGAGCGTGCTTCACCCACATG 
ATGAACATGAGGGGACCAAAGATCGCAAAGATGATCGTGGCTAATCCATGCACATCTCT 
AGCGAATCGAATAAAAGCTCCACCCCCTAGGGCATCTCCAAAGACCATCAGAAGTCCTG 
TGATGCAAAGAAGCACAAAGGGAATCCCTGCAATCCAGTGCACCATGATGTTGAAGGT 
GTTAAAGACCTTGATCTTCTTCCCCTCATGAGAGAATCGCTTGGGTCCAATCACCATATA 
GTGACCTAGGAAGACCAAAGGGATAGCGATGATGATCGCTAGGAAGATAAGAGCAAAG 
TAACCACTTTGCAAGAAGGTGAAGAGCTCTCCTAATCCTCCTATTCCTCCAATCTCTCCA 
AGACCTAGAATCCCTCCACTTCCCCAAGTGGGGATTGCCTCAATCATGGGCTTTCCATA 
GATTTGGGTGTTGTAGCTGAAATCCAAGGGCTCCTTGAGATTCTCAGAAGCTTGTGCCC 
CCAAGGCTCCCAGAAGGGAGAGGAGGGGCAATAGAGGCTTTTTCATTCTTAATCCTTGT 
AGGCTTGTGACCAGGTGTAAGGAACACTGGCTGTTCCACTGCCTCGCTTGAGCACTCT 
CTCACGAATGATGAGCGAGATGCTATCAGAATCTCCTGCTAGGAGTGCCTTGGTGGAG 
CACATCGCTGCACATACAGGGACTTTGCCCTCAGCGATACGATTCTGTCCATAGAGCTT
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ATACTCCTTCTCGCTGTGAGTCTCTTCAGGACCTCCAGCACAGAAGGTGCACTTATCCA 
TAGGTCCTCTTGAACCAAAGATTCCACTCTTGGGGAATTGAGGAGCACCAAAGGGGCA 
GGCATAGAGGCAGTAACCGCATCCAATGCACTTCTCTTTGTCATGCAATACAATCCCAT 
CGGCTCGAACATAGAAGCAGTCCACTGGGCAGACCTGAGCACAAGGGGCATCAGAGC 
AGTGCATGCAGGCAATAGAGAGGGATTTCTCTTTGCCTACAAGACCTTCATTGAGGGTC 
ACCACTCTTCTTCGGTTGACTCCCACAGGAAGGTGATGGGCCTCTTTACAAGCCACATC 
ACATCCATGACAATCAATACATCTAGCCTCATCACAATAGAACTTGACTCTAGCTTGACT 
TTCCATGCTTCACCCCCTACGCTTTTTCGATGCGGCAGAGGCCGCACTTGGTTTCAGGA 
GTACTGGTGTTGATGTCGTATGCATCACTTGTGATGGTATTGCATGATTCACCAATAACA 
TAAGGCTCTGTGCCTGCAATATGATACGGAACCAGTGACTCTCCTTGATACATTCCTCC 
GAAATTCTGGGGGAGGAAAACACTTGTTTTGTTGAGCTTGTAGCTATGTCTCGCTTTCAC 
GAGAATCTTTGCCCCATTGGTGCCGTGCACCCAAACCATGTCACCATGCTTCACGCCTA 
AATCCGTGGCT.GTT_TCGGGATGAATCXCCACAAACATCTCAGGCTGAACCTCGGCGAG 
GTAATGAGCTGATCTTGTCTCTGTGCCTGTGCCAAACTGTGCTACTAGTCGTCCAGAAA 
GCATATTAAGCGGGAACTCTTTGGTCCAATCTTTCTCTTTTTGGCGGCTCTCATAGCGAA 
TATTTGCCCTAAAGTGGTTGGGCTTGTCTTTGAAGGTTGGATATTGGCTAATGAGATCGT 
GTCGAATTGTGTAGATGGGTTCACGGTGTTTAGGAATCTGATCCGTCCACTCCCAAACA 
ATCGCTCTAGCTCTACCATTACCCATAGGGGAGAGACCTGCGGCGAGTGCTTTTTCAAC 
CAAGATATTGGTGGTGTCAGTCGCCCATGTCTTGCCTGCCACTTTGGCTTTTTCCTCTTC 
GGTGAGGGCGATTCCAGTGATAGCTTCGACATTTTTATCGGTGATCATGCTATGACCGC 
CCTTGAAI I I IGAGCCGGGCAAAGAGCTGTCCTGGCTGGCCAACAAACTTTCTCCTGTG 
GGTGACACATCACCCCATCGAACCCTAAAGCCAAGACCTCCATCCATTACAGGGATGCT
GTCATCCCATAGATTTGGTGTTCCAGGATGCTTTTCGCTCCAGCAAGGCCAAGGAAGAC 
CATAGTATTCGCCTTTGACGGGGCCGCCCTTTCCTCTGAGGGTGAACTTATCAAACATA 
TGCCAGTTTTCTGCATGAGCCTTGAGTCGTTCTGGAGTTCTGCCTTGGAAGCCGACAGT 
TCGTATAGCCTTGGCCACCTCTCTAGTCGCATCATCGGGCCATACAAAGTTTCCTTTGC 
CATCCCCCAAAGAGCGAGTGTACTCCTCATAGAATCCAAGTCGCTTAGCTAAATCAAAG 
AGAATCTCTTCGTCAGGTCGACACTCAAAGAGTGGCTTCATAACCATGGATCGCCACTG 
ATAGCTTCGATTCGTCGCTGCGACTCTTCCGCTGGTCTCCATCTGTGTGGCGGCAGGA 
AGGATATAGAGATTATCTTTTCGGTTGGTGAGGGCGGCTGCATCATTGAAATAGGGATC 
AAAAAAGACGACTAAATCCATCTTGTCTAGAGCGTCTTTGGTGGTATCCACGCGTGCGA 
TCGTAGAGATTCCGCTTCCCACGACAATCAAGGATCGAAGTTTAGTGCCTGCATTGTGG 
GGGATGTTCTCCTCTTCAGTCACCCCATATCTCCATGTGGATACACTGAAACCTTTTTTA 
TGCATCATATCAGGGGTCTTAAAGCGTTTTTGCATTGCTTCGAAATCCACTTTCCAGATT 
CCACAGAAGTGATTCCATGCATTTTTGTCTAACCCATAATAGCCAGGAAGACTGTCGGC 
TAGGTTGCCCATGTCCGTCGCGCCTTGGACATTGTCATGACCTCGTAAAACGTTAGTGC 
CTCCACCTCGTTTGCCAATGTTTCCAAGAATCATCTGTAAAATAGGGGCCAAACGAGTG 
TTGCTTGTACCTGTGGTGTGCTGGGTGAGACCCATCCCCCAGATCAGTGAAGCAGGCT 
TGGCTTTAGCGAAGATCTCCGTGATCTCAATAAGTTGTTGGGCGGGCACGCCTGTGAC 
CTCTTCGACCACTTCAGGGGTGTACTGTTCGCACTCTTTAAGAATCTCTTCGTAGCCAAA 
TAGGCGTTGTCGAATAAATTCTTTATCTTCTAGTCCAT I I I ITACAATATGGCGAATCATC 
CCATACATGAAGGCGACATCCGTGCCATTGCGCAATCTCACATAGTGATCGGCTTTAGT 
TGCTGTTCGACTGAAGTGGGGATCCACAACGATGATTTTTGCTCCTGCCTCTTTAGCGC 
GCAAGATATGCACCATGCCTACAGGGTGATTCACTGCGGGATTTCCACCAATGATAAAA 
ATCGCCTTGGAGTGCATCATGTCTGCCAAGTGATTGGTCATACCGCCATATCCAAGGGT 
ATTGGAGACTCCAGCAACTGTTGGGGCATGGCAGATTCGTGCGATGGTATCGAGATTG 
TTGGTGCCAAAAAAGGCGGCAAACTTTCTAAAATAATAGGATTGTTCAATCGAACACTTG 
.GAGCCGCCAAXGAACATGACGCTAT.CAGGGCCATATTXTTGGGTGAGATCCTGAAGCT 
GCTTGGCAATCTTATCCATGGCGCTATCCCATGAAGTTTTACGCCAI II ICCGCCAACTT 
TCTCAATGGGGTATCGAAGTCTTGTTTCGCTTCGAGCCTTATCAATCATATCGGCGCCC 
TTGCAGCAGTGACCCCCTTGACTAATGGGGTGATCTTGAGCGACCTCTTGGCGTACCC 
ATACACCATCGACCACTTCCGCTATAATTCCACATCCGACCGAGCAATAGGTGCAAATC 
GTTTTTACCTTTTTGGACACTGGGTATTTTTCGATTAACTCTTGTTTTGTTGCAGGTCTAA 
GCACTTTGCTTTGGTCGGAGCCAACCGCTTGACTCACGCCTGCGACTCCTGCTAAAGC 
CGACATCTTTAGGAACTTTCTTCGATCGTTCCCGCGTCCGCTTAACGCTTCACTCATACA 
TCACCTCATAAAATAAATTAAAAAATAATAAAAACTAATGTTTCGCATTATAGGACAAAAG 
ATACCTAAAAAATGTTATCTAGATCAAATTATTGGAAAATATATGAAAATAATTTTTGTTTA 
AAAAGCGAACGACATTAGTATTTTTCATAAAAATACGTACATTGTTATCCGTCGCTATTTA 
GGTACCGGGCCCGACGTCAGGCCTC

21 20 ADN Lactato
Deshidrogenasa
(Idh)
de DD1

ttgacaaaatcagtatgtttaaataaggagctaactatgaaagttgccgtttacagtactaaaaattatga
tcgcaaacatctggatttggcgaataaaaaatttaattttgagcttcatttctttgattttttacttgatgaaca
aaccgcgaaaatggcggagggcgccgatgccgtctgtattttcgtcaatgatgatgcgagccgcccg
gtgttaacaaagttggcgcaaatcggagtgaaaattatcgctttacgttgtgccggttttaataatgtggat
ttggaggcggcaaaagagctgggattaaaagtcgtacgggtgcctgcgtattcgccggaagccgttg
ccgagcatgcgatcggattaatgctgactttaaaccgccgtatccataaggcttatcagcgtacccgcg
atgcgaatttttctctggaaggattggtcggttttaatatgttcggcaaaaccgccggagtgattggtacg
ggaaaaatcggcttggcggctattcgcattttaaaaggcttcggtatggacgttctggcgtttgatcctttta
aaaatccggcggcggaagcgttgggcgcaaaatatgtcggtttagacgagctttatgcaaaatcccat
gttatcactttgcattgcccggctacggcggataattatcatttattaaatgaagcggcttttaataaaatgc
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gcgacggtgtaatgattattaataccagccgcggcgttttaattgacagccgggcggcaatcgaagcg 
ttaaaacggcagaaaatcggcgctctcggtatggatgtttatgaaaatgaacgggatttgtttttcgagg 
ataaatctaacgatgttattacggatgatgtattccgtcgcctttcttcctgtcataatgtgctttttaccggtc
atcaggcgtttttaacggaagaagcgctgaataatatcgccgatgtgactttatcgaatattcaggcggt 
ttccaaaaatgcaacgtgcgaaaatagcgttgaaggc

22 21 Prot. Lactato 
Deshidrogenasa
(Ldh) de DD1

MTKSVCLNKELTmkvavystknydrkhldlankkfnfelhffdflldeqtakmaegadavcifv
nddasrpvltklaqigvkiialrcagfnnvdleaakelglkvvrvpayspeavaehaiglmltlnrrihkay
qrtrdatifsleglvgfnmfgktagvigtgkiglaairilkgfgmdvlafdpfknpaaealgakyvgldelya 
kshvitlhcpatadnyhllneaafnkmrdgvmiintsrgvlidsraaiealkrqkigalgmdvyenerdlf 
fedksndvitddvfrrlsschnvlftghqaflteealnriiadvtlsniqavsknatcensveg*

23 22 ADN Piruvato
formiato liasa
(pflD) de 
DD1

ATGGCTGAATTAACAGAAGCTCAAAAAAAAGCATGGGAAGGATTCGTTCCCGGT
GAATGGCAAAACGGCGTAAATTTACGTGACTTTATCCAAAAAAACTATACTCCG
TATGAAGGTGACGAATCATTCTTAGCTGATGCGACTCCTGCAACCAGCGAGTTG
TGGAACAGCGTGATGGAAGGCATCAAAATCGAAAACAAAACTCACGCACCTTTA
GATTTCGACGAACATACTCCGTCAACTATCACTTCTCACAAGCCTGGTTATATC
AATAAAGATTTAGAAAAAATCGTTGGTCTTCAAACAGACGCTCCGTTAAAACGT
GCAATTATGCCGTACGGCGGTATCAAAATGATCAAAGGTTCTTGCGAAGTTTAC
GGTCGTAAATTAGATCCGCAAGTAGAATTTATTTTCACCGAATATCGTAAAACC
CATAACCAAGGCGTATTCGACGTTTATACGCCGGATATTTTACGCTGCCG-
TAAATCAGGCGTGTTAACCGGTTTACCGGATGCTTACGGTCGTGGTCGTATTAT
CGGTGACTACCGTCGTTTAGCGGTATACGGTATTGATTACCTGATGAAAGATAA
AAAAGCCCAATTCGATTCATTACAACCGCGTTTGGAAGCGGGCGAAGACATTCA
GGCAACTATCCAATTACGTGAAGAAATTGCCGAACAACACCGCGCTTTAGG-
CAAAATCAAAGAAATGGCGGCATCTTACGGTTACGACATTTCCGGCCCTGCGAC
-AAACGCACAGGAAGCAATCCAATGGACATATTTTGCTTATCTGGCAGCGGTTAA
ATCACAAAACGGTGCGGCAATGTCATTCGGTCGTACGTCTACATTCTTAGATAT
CTATATCGAACGTGACTTAAAACGCGGTTTAATCACTGAACAACAGGCGCAGGA
ATTAATGGACCACTTAGTAATGAAATTACGTATGGTTCGTTTCTTACGTACGCC
GGAATACGATCAATTATTCTCAGGCGACCCGATGTGGGCAACCGAAACTATCGC
CGGTATGGGCTTAGACGGTCGTCCGTTGGTAACTAAAAACAGCTTCCGCGTATT
ACATACTTTATACACTATGGGTACTTCTCCGGAACCAAACTTAACTATTCTTTG
GTCCGAACAATTACCTGAAGCGTTCAAACGTTTCTGTGCGAAAGTATCTATT-
GATACTTCCTCCGTACAATACGAAAATGATGACTTAATGCGTCCTGACTTCAAC
AACGATGACTATGCAATCGCATGCTGCGTATCACCGATGGTCGTAGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCGCGCGCAAACTTAGCTAAAACTATGTTATACGCAATT
AACGGCGGTATCGATGAGAAAAATGGTATGCAAGTCGGTCCTAAAACTGCGC-
CGATTACAGACGAAGTATTGAATTTCGATACCGTAATCGAACGTATGGACAGTT
TCATGGACTGGTTGGCGACTCAATATGTAACCGCATTGAACATCATCCACTTCA
TGCACGATAAATATGCATATGAAGCGGCATTGATGGCGTTCCACGATCGCGACG
TATTCCGTACAATGGCTTGCGGTATCGCGGGTCTTTCCGTGGCTGCGGACT-
CATTATCCGCAATCAAATATGCGAAAGTTAAACCGATTCGCGGCGACATCAAAG
ATAAAGACGGTAATGTCGTGGCCTCGAATGTTGCTATCGACTTCGAAATTGAAG
GCGAATATCCGCAATTCGGTAACAATGATCCGCGTGTTGATGATTTAGCGGTAG
ACTTAGTTGAACGTTTCATGAAAAAAGTTCAAAAACACAAAACTTACCGCAACG
CAACTCCGACACAATCTATCCTGACTATCACTTCTAACGTGGTATACGGTAAGA
AAACCGGTAATACTCCGGACGGTCGTCGAGCAGGCGCGCCATTCGGACCGGGTG
CAAACCCAATGCACGGTCGTGACCAAAAAGGTGCGGTTGCTTCACTTACTTCTG
TGGCTAAACTTCCGTTCGCTTACGCGAAAGACGGTATTTCATATACCTTCTCTA
TCGTACCGAACGCATTAGGTAAAGATGACGAAGCGCAAAAACGCAACCTTGC-
CGGTTTAATGGACGGTTATTTCCATCATGAAGCGACAGTGGAAGGCGGTCAACA
CTTGAATGTTAACGTTCTTAACCGTGAAATGTTGTTAGACGCGATGGAAAATCC
GGAAAAATACCCGCAATTAACCATTCGTGTTTCAGGTTACGCGGTTCGTTTCAA
CTCATTAACTAAAGAGCAACAACAAGACGTCATCACTCGTACGTTTACACAAT-
CAATG

24 23 Prot. Piruvato
formiato liasa

MAELTEAQKKAWEGFVPGEWQNGVNLRDFIQKNYTPYEGDESFLADATPATSEL
WNSVMEGIKIENKTHAPLDFDEHTPSTITSHKPGYINKDLEKIVGLQTDAPLKR
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126

(PflD) de
DD1

AIMPYGGIKMIKGSCEVYGRKLDPQVEFIFTEYRKTHNQGVFDVYTPDILRCRK
SGVLTGLPDAYGRGRIIGDYRRLAVYGIDYLMKDKKAQFDSLQPRLEAGEDIQA 
TIQLREEIAEQHRALGKIKEMAASYGYDISGPATNAQEAIQWTYFAYLAAVKSQ 
NGAAMSFGRTSTFLDIYIERDLKRGLITEQQAQELMDHLVMKLRMVRFLRTPEY
DQLFSGDPMWATETTAGMGLDGRPLVTKNSFRVLHTLYTMGTSPEPNETILWSE 
QLPEAFKRFCAKVSIDTSSVQYENDDLMRPDFNNDDYAIACCVSPMWGKQMQF 
FGARANLAKTMLYAINGGIDEKNGMQVGPKTAPITDEVLNFDTVIERMDSFMD-
WLATQYVTALNIIHFMHDKYAYEAALMAFHDRDVFRTMACGIAGLSVAADSLSA 
IKYAKVKPIRGDIKDKDGNVVASNVAIDFEIEGEYPQFGNNDPRVDDLAVDLVE 
RFMKKVQKHKTYRNATPTQSILTITSNWYGKKTGNTPDGRRAGAPFGPGANPM 
HGRDQKGAVASLTSVAKLPFAYAKDGISYTFSIVPNALGKDDEAQKRNLAGLMD 
GYFHHEATVEGGQHLNVNVLNREMLLDAMENPEKYPQLTIRVSGYAVRFNSLTK 
EQQQDVITRTFTQSM
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