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DESCRIPCION
Organismo de levadura que produce isobutanol a un alto rendimiento
Campo técnico

Se proporcionan microorganismos con metabolismo modificado por ingenieria genética y métodos para producir
dichos organismos. También se proporcionan métodos para producir metabolitos que son biocombustibles poniendo
en contacto un sustrato adecuado con microorganismos con metabolismo modificado por ingenieria genética y
preparaciones enzimaticas de los mismos.

Antecedentes

Los biocombustibles tienen una larga historia que comienza a principios del siglo XX. Ya en 1900, Rudolf Diesel
demostré en la Exposicién Universal de Paris, Francia, un motor que funcionaba con aceite de cacahuete. Poco
después, Henry Ford demostré su modelo T que funcionaba con etanol derivado de maiz. Los combustibles
derivados del petréleo desplazaron a los biocombustibles en los afios 30 y 40 debido al mayor suministro, y eficacia
a menor coste.

Las fluctuaciones del mercado en los afios 70 unidas a la reduccién de la produccion de petréleo en los Estados
Unidos condujeron a un aumento en los precios del crudo y un nuevo interés en los biocombustibles. En la
actualidad, muchos grupos de interés, incluyendo responsables politicos, planificadores de la industria, ciudadanos
concienciados y la comunidad financiera, estan interesados en la sustitucién de combustibles derivados del petréleo
con biocombustibles derivados de biomasa. Los motivos principales para desarrollar biocombustibles son de
naturaleza econémica, politica y ambiental.

Uno es la amenaza del “pico del petréleo”, el punto en el que la velocidad de consumo de crudo exceda la velocidad
de suministro, conduciendo de este modo a un aumento significativo del coste del combustible que da como
resultado un aumento de la demanda de combustibles alternativos. Ademas, la inestabilidad en el Medio Oriente y
otras regiones ricas en petréleo ha aumentado la demanda de biocombustibles producidos nacionalmente. Ademas,
las preocupaciones ambientales con respecto a la posibilidad de cambio climatico relacionado con el diéxido de
carbono son una fuerza motriz social y ética importante que esta comenzando a dar como resultado regulaciones y
politicas gubernamentales tales como limites en las emisiones de diéxido de carbono de automdéviles, impuestos a
las emisiones de didxido de carbono e incentivos fiscales para el uso de biocombustibles.

El etanol es el combustible producido por fermentacion mas abundante en la actualidad pero tiene varias
desventajas en comparacion con la gasolina. El butanol, en comparacion, tiene varias ventajas sobre el etanol como
combustible: puede prepararse a partir de las mismas materias primas que el etanol pero, a diferencia del etanol, es
compatible con la gasolina en cualquier proporcion y también puede usarse como un combustible puro en motores
de combustidn existentes sin modificaciones. A diferencia del etanol, el butanol no absorbe agua y puede por lo
tanto almacenarse y distribuirse en la infraestructura petroquimica existente. Debido a su mayor contenido de
energia que es cercano al de la gasolina, el consumo de combustible (kilbmetros por litro) es mejor que el del etanol.
Ademas, las mezclas de butanol-gasolina tienen menor presién de vapor que las mezclas de etanol- gasolina, lo que
es importante en la reduccion de las emisiones de hidrocarburos de evaporacion.

El isobutanol tiene las mismas ventajas que el butanol pero con la ventaja adicional de tener un mayor indice de
octano debido a su cadena de carbono ramificada. El isobutanol también es Gtil como un producto quimico de
consumo y también es un precursor de MTBE. El isobutanol puede producirse en microorganismos que expresan
una ruta metabdlica heteréloga, pero estos microorganismos no tienen relevancia comercial debido a sus
caracteristicas de bajo rendimiento inherentes, que incluyen baja productividad, baja titulacion, bajo rendimiento y la
necesidad de oxigeno durante el proceso de fermentacion.

Sumario de la invencion
La invencién es como se define en las reivindicaciones.

En una realizacién, un método proporcionado en el presente documento incluye un microorganismo recombinante de
levadura del clado de Saccharomyces.

En otra realizacién, un método proporcionado en el presente documento incluye un organismo recombinante que es
un microorganismo de levadura Saccharomyces en sentido estricto. En un aspecto, un microorganismo de levadura
Saccharomyces en sentido estricto se selecciona de una de las especies: S. cerevisiae, S. cerevisiae, S.
kudriavzevii, S. mikatae, S. bayanus, S. uvarum, S. carocanis o hibridos de las mismas.

En otra realizaciéon, un método proporcionado en el presente documento incluye un microorganismo de levadura
recombinante positivo para Crabtree. En un aspecto, un microorganismo de levadura positivo para Crabtree se
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selecciona de uno de los géneros: Saccharomyces, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, Debaryomyces, Pichia o
Schizosaccharomyces. En otros aspectos, un microorganismo de levadura positivo para Crabtree se selecciona de
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces paradoxus,
Saccharomyces castelli, Saccharomyces kluyveri, Kluyveromyces, thermotolerans, Candida glabrata, Z. bailli, Z.
rouxii, Debaryomyces hansenii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe, o Saccharomyces uvarum.

En otra realizaciéon, un método proporcionado en el presente documento incluye un microorganismo de levadura
post-WGD (duplicacién de genoma completo). En un aspecto, una levadura post-WGD se selecciona de uno de los
géneros Saccharomyces o Candida. En otro aspecto, una levadura post-WGD se selecciona de Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces paradoxus, Saccharomyces castelli,
y Candida glabrata.

En otra realizacion, se proporciona un método para producir isobutanol como se reivindica. En algunos aspectos, el
microorganismo es una levadura del clado de Saccharomyces. En otros aspectos, el microorganismo se modifica por
ingenieria genética para crecer con glucosa independientemente de compuestos C2 a una velocidad de crecimiento
sustancialmente equivalente a la velocidad de crecimiento de un microorganismo parental sin actividad PDC
alterada. En un aspecto, el microorganismo es una levadura Saccharomyces en sentido estricto. En otros aspectos,
el microorganismo se modifica por ingenieria genética para crecer con glucosa independientemente de compuestos
C2 a una velocidad de crecimiento sustancialmente equivalente a la velocidad de crecimiento de un microorganismo
parental sin actividad PDC alterada.

En otros aspectos, el microorganismo es un microorganismo de levadura negativo para Crabtree seleccionado de
uno de los géneros: Kluyveromyces, Pichia, Hansenula o Candida. En otros aspectos, el microorganismo de
levadura negativo para Crabtree se selecciona de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Pichia anomala,
Pichia stipitis, Hansenula anomala, Candida utilis o Kluyveromyces waltii. En otros aspectos, un microorganismo de
levadura negativo para Crabtree se selecciona de Tricosporon pullulans, Rhodotorula lignophila, o Myxozyma
vanderwaltii, Candida ethanolica, Debaromyces carsonii, Pichia castiflae.

En otro aspecto, el microorganismo es un microorganismo de levadura positivo para Crabtree. En algunos aspectos,
el microorganismo se modifica por ingenieria genética para crecer con glucosa independientemente de compuestos
C2 a una velocidad de crecimiento sustancialmente equivalente a la velocidad de crecimiento de un microorganismo
parental sin actividad PDC alterada. Un microorganismo de levadura positivo para Crabtree puede seleccionarse de
uno de los géneros: Saccharomyces, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, Debaryomyces, Pichia o
Schizosaccharomyces. En otros aspectos, el microorganismo de levadura positivo para Crabtree se selecciona de
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces paradoxus,
Saccharomyces castelli, Saccharomyces kluyveri, Kluyveromyces thermotolerans, Candida glabrata, Z. bailli, Z.
rouxii, Debaryomyces hansenii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe, o Saccharomyces uvarum. En otros
aspectos, el microorganismo se modifica por ingenieria genética para crecer con glucosa independientemente de
compuestos C2 a una velocidad de crecimiento sustancialmente equivalente a la velocidad de crecimiento de un
microorganismo parental sin actividad PDC alterada.

En otros aspectos, el microorganismo es una levadura post-WGD (duplicacion de genoma completo) seleccionada
de uno de los géneros Saccharomyces o Candida. En otros aspectos, la levadura post-WGD se selecciona de
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces paradoxus,
Saccharomyces castelli y Candida glabrata. En otros aspectos, el microorganismo se modifica por ingenieria
genética para crecer con glucosa independientemente de compuestos C2 a una velocidad de crecimiento
sustancialmente equivalente a la velocidad de crecimiento de un microorganismo parental sin actividad PDC
alterada.

En otro aspecto el microorganismo es una levadura pre-WGD (duplicacién de genoma completo) de uno de los
géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Debaryomyces, Hansenula, Pachysolen, Yarrowia o
Schizosaccharomyces. En otros aspectos, la levadura pre-WGD se selecciona de Saccharomyces Kkluyveri,
Kluyveromyces thermotolerans, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces waltii, Kluyveromyces lactis, Candida
tropicalis, Pichia pastoris, Pichia anomala, Pichia stipitis, Debaryomyces hansenii, H. anomala, Pachysolen
tannophilis, Yarrowia lipolytica y Schizosaccharomyces pombe.

En otros aspectos, un método proporcionado en el presente documento incluye un microorganismo que es un
microorganismo de levadura no fermentador seleccionado de uno de los géneros: Tricosporon, Rhodotorula o
Myxozyma.

En otra realizacién, se proporcionan microorganismos de levadura recombinantes segun se reivindica. El
microorganismo incluye una ruta metabdlica productora de isobutanol y se selecciona para producir el isobutanol a
partir de una fuente de carbono. El microorganismo también incluye una reduccién de la actividad piruvato
descarboxilasa (PDC) en comparacion con un microorganismo parental. En diversos aspectos, un microorganismo
proporcionado en el presente documento incluye microorganismos de levadura negativos para Crabtree,
microorganismo del clado de Saccharomyces, microorganismos de levadura Saccharomyces en sentido estricto,
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microorganismos de levadura positivos para Crabtree, microorganismos de levadura post-WGD (duplicaciéon de
genoma completo), microorganismos de levadura pre-WGD (duplicaciéon de genoma completo) y microorganismos
de levadura no fermentadores.

En algunas realizaciones, un microorganismo proporcionado en el presente documento se ha modificado por
ingenieria genética para crecer con glucosa independientemente de compuestos C2 a una velocidad de crecimiento
sustancialmente equivalente a la velocidad de crecimiento de un microorganismo parental sin actividad PDC
alterada.

Breve descripcién de los dibujos
Se ilustran realizaciones ilustrativas de la invencion en los dibujos, en los que:

La Figura 1 ilustra una realizacion ejemplar de una ruta de isobutanol;

La Figura 2A ilustra la produccion de piruvato mediante glucdlisis, junto con una ruta de isobutanol que convierte
el piruvato en isobutanol y una ruta de PDC que convierte el piruvato en acetaldehido y diéxido de carbono;

La Figura 2B ilustra una ruta de isobutanol que recibe piruvato adicional para formar isobutanol a mayor
rendimiento debido a la delecion o reduccion de la ruta de PDC;

La Figura EX4-1 ilustra la composicion de fuente de carbono y la velocidad de alimentacién a lo largo del tiempo
durante la evoluciéon quimiostatica de la cepa de S. cerevisiae Pdc menos GEVO1584. Esta grafica muestra
cémo se redujo el acetato a lo largo de un periodo de 480 horas desde 0,375 g/l a 0 g/l. También muestra la
velocidad de alimentacion total. Una velocidad de alimentacién mayor significa que la velocidad de crecimiento
fue mayor. Ya que el quimiostato contenia 200 ml de cultivo, se pudo calcular la velocidad de dilucién dividiendo
la velocidad de alimentacion por 200 ml.

La Figura EX4-2 ilustra el crecimiento de la cepa mutante Pdc menos GEVO1863 evolucionada en YPD en
comparacion con la cepa parental, GEV0O1187.

La Figura EX4-3 ilustra que el mutante PCD evolucionado, GEVO1863, no produce etanol en medio YPD, a
diferencia de la cepa parental GEV0O1187.

La Figura EX1-1 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1503.

La Figura EX1-2 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1537.

La Figura EX5-1 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1429.

La Figura EX5-2 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1430.

La Figura EX5-3 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1431.

La Figura EX5-4 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1472.

La Figura EX5-5 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1473.

La Figura EX5-6 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1475.

La Figura EX6-1 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1254.

La Figura EX6-2 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1295.

La Figura EX6-3 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1390.

La Figura EX6-4 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1438.

La Figura EX7-1 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1590.

La Figura EX7-2 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1726.

La Figura EX7-3 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1727.

La Figura EX8-1 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1056.

La Figura EX8-2 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1062.

La Figura EX8-3 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1102.

La Figura EX8-4 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1103.

La Figura EX8-5 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1104.

La Figura EX8-6 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1106.

La Figura EX8-7 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1649.

La Figura EX8-8 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1664.

La Figura EX8-9 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1672.

La Figura EX8-10 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1673.

La Figura EX8-11 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1677.

La Figura EX8-12 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1679.

La Figura EX8-13 ilustra un mapa esquematico del plasmido pGV1683.

Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un," "y," y "el"
incluyen referentes plurales a no ser que el contexto claramente dicte otra cosa. Por tanto, por ejemplo la referencia
a "un polinucledtido” incluye una pluralidad de dichos polinucledtidos y la referencia a “el microorganismo” incluye
referencia a uno 0 mas microorganismos, y asi sucesivamente.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece
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la presente divulgacion. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica de los métodos y las composiciones desvelados, los métodos, dispositivos y
materiales ejemplares se describen en el presente documento.

Cualquier publicacion analizada anteriormente y a lo largo del texto se proporciona solamente para su divulgacion
antes de la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en el presente documento debe interpretarse como
una admisién de que los inventores no tienen derecho a antedatar dicha divulgacién en virtud de la divulgacion
previa.

El término “microorganismo” incluye especies microbianas procariotas y eucariotas de los dominios Archaea,
Bacteria y Eucarya, incluyendo este ultimo levadura y hongos filamentosos, protozoos, algas o protistas superiores.
Las expresiones “células microbianas” y “microbios” se usan indistintamente con el término microorganismo.

Las "bacterias", o "eubacterias”, se refieren a un dominio de organismos procariotas. Las bacterias incluyen al
menos 11 grupos distintos de la siguiente manera: (1) bacterias Gram-positivas (gram+), de las que hay dos
subdivisiones principales: (1) grupo alto en G+C (actinomicetos, micobacterias, micrococos, otros) (2) grupo bajo en
G+C (bacilos, clostridios, lactobacilos, estafilococos, estreptococos, micoplasmas); (2) proteobacterias, por ejemplo,
bacterias Gram negativas fotosintéticas purpuras + no fotosintéticas (incluye la mayoria de las bacterias Gram-
negativas “comunes”); (3) cianobacterias, por ejemplo, fotétrofos oxigénicos; (4) espiroquetas y especies
relacionadas; (5) planctomicetos; (6) bacteroides, flavobacterias; (7) clamidia; (8) bacterias verdes del azufre; (9)
bacterias verdes no de azufre (también fotétrofos anaerobios); (10) micrococos radiorresistentes y relacionados; (11)
terméfilos Thermotoga y Thermosipho.

Las “bacterias Gram negativas " incluyen cocos, bacilos no entéricos y bacilos entéricos. Los géneros de bacterias
Gram negativas incluyen, por ejemplo, Neisseria, Spirillum, Pasteurella, Brucella, Yersinia, Francisella, Haemophilus,
Bordetella, Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus, Vibrio, Pseudomonas, Bacteroides, Acetobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Spirilla, Serratia, Vibrio, Rhizobium, Chlamydia, Rickettsia, Treponema y
Fusobacterium.

Las "bacterias Gram positivas" incluyen cocos, bacilos no esporulantes, y bacilos esporulantes. Los géneros de
bacterias Gram positivas incluyen, por ejemplo, Actinomyces, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Erysipelothrix,
Lactobacillus, Listeria, Mycobacterium, Myxococcus, Nocardia, Staphylococcus, Streptococcus y Streptomyces.

El término “género” se define como un grupo taxonémico de especies relacionadas segun el Taxonomic Outline of
Bacteria and Archaea (Garrity, G.M., Lilburn, T.G., Cole, J.R., Harrison, S.H., Euzeby, J., y Tindall, B.J. (2007) The
Taxonomic Outline of Bacteria and Archaea. TOBA Release 7.7, marzo 2007. Michigan State University Board of
Trustees. [http://www.taxonomicoutline.org/]).

El término “especie” se define como una coleccién de organismos estrechamente relacionados con mas del 97 % de
homologia de secuencia de ARN ribosémico 16S y mas del 70 % de hibridacién gendmica y suficientemente
diferentes de todos los otros organismos para reconocerse como una unidad definida.

La expresion “microorganismo recombinante” y “célula hospedadora recombinante” se usan indistintamente en el
presente documento y se refieren a microorganismos que se han modificado genéticamente para expresar o
sobreexpresar polinucleétidos endégenos, o para expresar polinucleétidos heterélogos, tales como los desvelados
en un vector, o que tienen una alteracion en la expresion de un gen endogeno. Por “alteracion” se entiende que la
expresion del gen, o el nivel de una molécula de ARN o moléculas de ARN equivalentes que codifican uno o mas
polipéptidos o subunidades polipeptidicas, o la actividad de uno o mas polipéptidos o subunidades polipeptidicas
esta regulada positivamente o regulada negativamente, de modo que la expresion, el nivel o la actividad es mayor
que o menor que la observada en ausencia de la alteracion. Por ejemplo, el término “alterar” puede significar
“inhibir”, pero el uso de la palabra “alterar” no se limita a esta definicién.

El término “expresion” con respecto a una secuencia génica se refiere a la transcripcion del gen y, segin sea
apropiado, la traduccion del transcrito de ARNm resultante a una proteina. Por lo tanto, como resultara evidente a
partir del contexto, la expresion de una proteina resulta de transcripcion y traducciéon de la secuencia de la fase
abierta de lectura. El nivel de expresion de un producto deseado en una célula hospedadora puede determinarse
basandose en la cantidad de ARNm correspondiente que esta presente en la célula, o la cantidad del producto
deseado codificado por la secuencia seleccionada. Por ejemplo, ARNm transcrito a partir de una secuencia
seleccionada puede cuantificarse por PCR o por hibridacién de northern (véase Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). La proteina codificada por una secuencia
seleccionada puede cuantificarse por diversos métodos, por ejemplo, por ELISA, ensayando con respecto a la
actividad biol6gica de la proteina, o empleando ensayos que son independientes de dicha actividad, tales como
transferencia de western o radioinmunoensayo, usando anticuerpos que se reconocen y se unen reaccionando con
la proteina. Véase Sambrook et al., 1989, mencionado anteriormente. El polinucleétido generalmente codifica una
enzima diana implicada en una ruta metabdlica para producir un metabolito deseado. Se entiende que las
expresiones “microorganismo recombinante” y “célula hospedadora recombinante” se refieren no solamente al



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2563040 T3

microorganismo recombinante particular sino a la descendencia o descendencia potencial de dicho microorganismo.
Debido a que ciertas modificaciones pueden producirse en generaciones sucesivas debido a mutacion o influencias
ambientales, dicha descendencia puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero aun se incluye dentro
del alcance de la expresion como se usa en el presente documento.

El término “microorganismo de tipo silvestre” describe una célula que aparece en la naturaleza, es decir que no se
ha modificado genéticamente. Un microorganismo de tipo silvestre puede modificarse genéticamente para expresar
0 sobreexpresar una primera enzima diana. Este microorganismo puede actuar como un microorganismo parental en
la generacién de un microorganismo modificado para expresar o sobreexpresar una segunda enzima diana. A su
vez, el microorganismo modificado para expresar o sobreexpresar una primera y una segunda enzima diana puede
modificarse para expresar o sobreexpresar una tercera enzima diana.

En consecuencia, un “microorganismo parental” actia como una célula de referencia para acontecimientos de
modificacién genética sucesivos. Cada acontecimiento de modificacion puede conseguirse introduciendo una
molécula de acido nucleico en la célula de referencia. La introduccidn facilita la expresion o sobreexpresion de una
enzima diana. Se entiende que el término “facilita” abarca la activacion de polinucle6tidos endégenos que codifican
una enzima diana mediante modificacién genética de por ejemplo una secuencia promotora en un microorganismo
parental. Se entiende adicionalmente que el término “facilita” abarca la introduccion de polinucleétidos heterélogos
gue codifican una enzima diana en un microorganismo parental.

La expresion “modificar por ingenieria genética” se refiere a cualquier manipulaciéon de un microorganismo que dé
como resultado un cambio detectable en el microorganismo, en el que la manipulacién incluye pero sin limitacion
insertar un polinucleétido y/o polipéptido heterélogo en el microorganismo y mutar un polinucleétido y/o polipéptido
nativo del microorganismo. La expresion “modificado metabdlicamente” o “modificacion metabdlica” implica disefios
de ruta racional y ensamblaje de genes biosintéticos, genes asociados con operones, y elementos de control de
dichos polinucleétidos, para la produccion de un metabolito deseado. “Modificado metabdlicamente” puede incluir
ademas la optimizacion del flujo metabdlico por regulacién y optimizacién de la trascripcion, la traduccion, la
estabilidad de proteinas y la funcionalidad de proteinas usando ingenieria genética y condiciones de cultivo
apropiadas incluyendo la reduccion, alteracién o anulacién de una ruta metabodlica competidora que compite con un
intermedio que conduce a una ruta deseada.

Las expresiones “microorganismo modificado metabdlicamente” y “microorganismo modificado” se usan
indistintamente en el presente documento y se refieren no solamente a la célula objeto particular sino a la
descendencia o descendencia potencial de dicha célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden producirse en
generaciones sucesivas debido a mutacién o influencias ambientales, dicha descendencia puede, de hecho, no ser
idéntica a la célula parental, pero incluirse aun dentro del alcance de la expresion como se usa en el presente
documento.

El término “mutacion” como se usa en el presente documento indica cualquier modificacién de un acido nucleico y/o
polipéptido que dé como resultado un acido nucleico o polipéptido alterado. Las mutaciones incluyen, por ejemplo
mutaciones puntuales, deleciones o inserciones de restos individuales o mdltiples en un polinucleétido, lo que
incluye alteraciones que surgen dentro de una region codificante de proteinas de un gen asi como alteraciones en
regiones fuera de una secuencia codificante de proteinas, tal como, pero sin limitacién, secuencias reguladoras o
promotoras. Una alteracién genética puede ser una mutacion de cualquier tipo. Por ejemplo, la mutacion puede
constituir una mutacién puntual, una mutaciéon de desplazamiento de fase, una insercién o una deleccién de parte de
o todo un gen. Ademas, en algunas realizaciones del microorganismo modificado, una parte del genoma del
microorganismo se ha reemplazado con un polinucleétido heterélogo. En algunas realizaciones, las mutaciones son
de origen natural. En otras realizaciones, las mutaciones son los resultados de presién de seleccion artificial. En
otras realizaciones mas, las mutaciones en el genoma del microorganismo son resultado de ingenieria genética.

La expresién “ruta biosintética”, también denominada “ruta metabdlica”, se refiere a un conjunto de reacciones
bioquimicas anabdlicas o catabolicas para convertir una especie quimica en otra. Los productos génicos pertenecen
a la misma “ruta metabdlica” si actdan, en paralelo o en serie, en el mismo sustrato, producen el mismo producto, o
acttan en o producen un intermedio metabdlico (es decir, metabolito) entre el mismo sustrato y el producto final de
metabolito.

El término “heterdlogo” como se usa en el presente documento en referencia a moléculas y en particular enzimas y
polinucleétidos, indica moléculas que se expresan en un organismo distinto del organismo del que se originaron o se
encuentran en la naturaleza, independientemente del nivel de expresién que puede ser menor, igual o0 mayor que el
nivel de expresion de la molécula en el microorganismo nativo.

Por otro lado, el término “nativo” o “enddgeno” como se usa en el presente documento en referencia a moléculas, y
en particular enzimas y polinucledétidos, indica moléculas que se expresan en el organismo en el que se originaron o
se encuentran en la naturaleza, independientemente del nivel de expresién que puede ser menor, igual 0 mayor que
el nivel de expresién de la molécula en el microorganismo nativo. Se entiende que la expresion de enzimas o
polinucleétidos nativos puede modificarse en microorganismos recombinantes.
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La expresion “carga de alimentacién” se define como una materia prima o mezcla de materias primas
proporcionados a un microorganismo o proceso de fermentacién a partir del que pueden prepararse otros productos.
Por ejemplo, una fuente de carbono, tal como biomasa o los compuestos de carbono derivados de biomasa son una
carga de alimentacion para un microorganismo que produce un biocombustible en un proceso de fermentacion. Sin
embargo, una carga de alimentacion puede contener nutrientes distintos de una fuente de carbono.

La expresidn “sustrato” o “sustrato adecuado” se refiere a cualquier sustancia 0 compuesto que se convierta 0 se
pretenda convertir en otro compuesto mediante la accidon de una enzima. La expresion incluye no solamente un
Unico compuesto sino también combinaciones de compuestos, tales como soluciones, mezclas y otros materiales
gue contienen al menos un sustrato, o derivados de los mismos. Ademas, el término “sustrato” abarca no solamente
compuestos que proporcionan una fuente de carbono adecuada para su uso como un material de partida, tal como
cualquier azucar derivado de biomasa, sino también metabolitos intermedios y de productos finales usados en una
ruta asociada con un microorganismo modificado metabdlicamente como se describe en el presente documento.

La expresion “fermentacion” o “proceso de fermentacion” se define como un proceso en el que un microorganismo
se cultiva en un medio de cultivo que contiene materias primas tales como carga de alimentacién y nutrientes, en el
que el microorganismo convierte materias primas, tales como una carga de alimentacién, en productos.

La expresion “peso seco celular” o “CDW” se refiere al peso del microorganismo después de haberse retirado el
agua contenida en el microorganismo usando métodos conocidos por un experto en la materia. CDW se presenta en
gramos.

El término “biocombustible” se refiere a un combustible en el que todo el carbono contenido dentro del combustible
deriva de biomasa y se convierte bioquimicamente, al menos en parte, en un combustible por un microorganismo.
Un biocombustible se define adicionalmente como un compuesto sin etanol que contiene menos de 0,5 atomos de
oxigeno por cada atomo de carbono. Un biocombustible es un combustible en si mismo, pero puede mezclarse con
combustibles derivados de petrdleo para generar un combustible. Un biocombustible puede usarse como un
reemplazo para gasolina, combustible diésel o combustible para aviones derivados petroquimicamente.

La expresion “productividad volumétrica” o “tasa de produccion” se define como la cantidad de producto formado por
volumen de medio por unidad de tiempo. La productividad volumétrica se presenta en gramos por litro por hora

(g/l/h).

El término “rendimiento” se define como la cantidad de producto obtenido por unidad de peso de materia prima y
puede expresarse como gramos de producto por gramos de sustrato (g/g). El rendimiento puede expresarse como
un porcentaje del rendimiento teérico. El “rendimiento tedrico” se define como la cantidad maxima de producto que
puede generarse por una cantidad dada de sustrato como se indica por la estequiometria de la ruta metabdlica
usada para preparar el producto. Por ejemplo, el rendimiento tedrico para una conversion tipica de glucosa en
isobutanol es de 0,41 g/g. Como tal, un rendimiento de isobutanol de glucosa de 0,39 g/g se expresaria como 95 %
de tedrico o rendimiento tedrico 95 %.

El término “titulo” se define como la potencia de una solucién o la concentracion de una sustancia en solucién. Por
ejemplo, el titulo de un biocombustible en un caldo de fermentaciéon se describe como g de biocombustible en
solucién por litro de caldo de fermentacion (g/l).

Un “organismo anaerobio facultativo” o un “microorganismo anaerobio facultativo” se define como un organismo que
puede crecer en presencia o0 ausencia de oxigeno.

Un “organismo estrictamente anaerobio” o un “microorganismo estrictamente anaerobio” se define como un
organismo que no puede crecer en presencia de oxigeno y que no sobrevive a la exposicion a ninguna
concentracion de oxigeno.

Un “organismo anaerobio” o un “microorganismo anaerobio” se define como un organismo que no puede crecer en
presencia de oxigeno.

Las “condiciones aerobias” se definen como condiciones en las que la concentracion de oxigeno en el medio de
fermentacién es suficientemente alta para que un microorganismo aerobio 0 anaerobio facultativo lo use como un
aceptor de electrones terminal.

Por el contrario, las “condiciones anaerobias” se definen como condiciones en las que la concentracion de oxigeno
en el medio de fermentacién es demasiado baja para que el microorganismo lo use como un aceptor de electrones
terminal. Pueden conseguirse condiciones anaerobias rociando un medio de fermentacion con un gas inerte tal
como nitrégeno hasta que ya no esta disponible oxigeno para el microorganismo como un aceptor de electrones
terminal. Como alternativa, pueden conseguirse condiciones anaerobias por el microorganismo consumiendo el
oxigeno disponible de la fermentacion hasta que el oxigeno no esta disponible para el microorganismo como un
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aceptor de electrones terminal.

"Metabolismo aerobio" se refiere a un proceso bioquimico en el que se usa oxigeno como un aceptor de electrones
terminal para obtener energia, normalmente en forma de ATP, de carbohidratos. El metabolismo aerobio se produce
por ejemplo mediante glucdlisis y el ciclo TCA, en el que una Unica molécula de glucosa se metaboliza
completamente en didxido de carbono en presencia de oxigeno.

Por el contrario, el “metabolismo anaerobio” se refiere a un proceso bioquimico en el que el oxigeno no es el aceptor
final de electrones contenido en NADH. El metabolismo anaerobio puede dividirse en respiracion anaerobia, en la
que compuestos distintos del oxigeno actian como el aceptor de electrones terminal, y fosforilacion de nivel de
sustratos, en la que los electrones de NADH se utilizan para generar un producto reducido mediante una “ruta
fermentativa”.

En “rutas fermentativas”, NAD(P)H dona sus electrones a una molécula producida por la misma ruta metabolica que
produjo los electrones portados en NAD(P)H. Por ejemplo, en una de las rutas fermentativas de ciertas cepas de
levadura, NAD(P)H generado a través de glucdlisis transfiere sus electrones a piruvato, produciendo etanol. Las
rutas fermentativas estan habitualmente activas en condiciones anaerobias pero también pueden aparecer en
condiciones aerobias, en condiciones en las que NADH no estd completamente oxidado mediante la cadena
respiratoria. Por ejemplo, por encima de ciertas concentraciones de glucosa, las levaduras positivas para Crabtree
producen grandes cantidades de etanol en condiciones aerobias.

La expresion “producto secundario” significa un producto no deseado relacionado con la produccion de un
biocombustible o precursor de biocombustible. Los productos secundarios se desechan generalmente como
residuos, afiadiendo coste a un proceso de produccion.

La expresion “levadura no fermentadora” es una especie de levadura que no consigue demostrar un metabolismo
anaerobio en el que se utilicen los electrones de NADH para generar un producto reducido mediante una ruta
fermentativa tal como la produccién de etanol y CO2 de glucosa. La levadura no fermentadora puede identificarse
por el “ensayo de tubo de Durham” (J.A. Barnett, RW. Payne, y D. Yarrow. 2000. Yeasts Characteristics and
Identification. Tercera edicion. p. 28-29. Cambridge University Press, Cambridge, Reino Unido) o supervisando la
produccién de producciones de fermentacion tales como etanol y COx.

El término “polinucleétido” se usa en el presente documento indistintamente con la expresion “acido nucleico” y se
refiere a un polimero organico compuesto de dos 0 mas mondmeros incluyendo nucleétidos, nucledsidos o analogos
de los mismos, incluyendo pero sin limitacién un acido desoxirribonucleico monocatenario o bicatenario, con sentido
o antisentido (ADN) de cualquier longitud y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico monocatenario o bicatenario,
con sentido o antisentido (ARN) de cualquier longitud, incluyendo ARNip. El término “nucleétido” se refiere a
cualquiera de varios compuestos que consiste en un azUlcar ribosa o desoxirribosa unido con una base de purina o
una de pirimidina y con un grupo fosfato, y que son las unidades estructurales basicas de acidos nucleicos. El
término “nucledsido” se refiere a un compuesto (como guanosina o adenosina) que consiste en una base de purina o
pirimidina combinada con desoxirribosa o ribosa y se encuentra especialmente en acidos nucleicos. La expresion
“analogo de nucleétido” o “andlogo de nucledsido” se refiere, respectivamente, a un nucleétido o nucleésido en los
que se han reemplazado uno o mas atomos individuales con un atomo diferente o con un grupo funcional diferente.
En consecuencia, el término polinucledtido incluye acidos nucleicos de cualquier longitud, ADN, ARN, analogos y
fragmentos de los mismos. Un polinucledtido de tres o mas nucleétidos también se denomina oligémero nucleotidico
u oligonucleétido.

Se entiende que los polinucledtidos descritos en el presente documento incluyen “genes” y que las moléculas de
acido nucleico descritas en el presente documento incluyen “vectores” o “plasmidos”. En consecuencia, el término
“gen”, también denominado “gen estructural”, se refiere a un polinucledtido que codifica una secuencia particular de
aminoéacidos, que comprende todas o parte de una 0 mas proteinas o enzimas, y puede incluir secuencias de ADN
reguladora (no transcritas), tales como secuencias promotoras, que determinan por ejemplo las condiciones en las
gue se expresa el gen. La region transcrita del gen puede incluir regiones no traducidas, incluyendo intrones, region
no traducida 5’ (UTR) y 3'-UTR, asi como la secuencia codificante.

El término “operdn” se refiere a dos 0 mas genes que se transcriben como una Unica unidad transcripcional de un
promotor comun. En algunas realizaciones, los genes que comprenden el operén son genes contiguos. Se entiende
que la transcripcion de un operon completo puede modificarse (es decir, aumentarse, reducirse o eliminarse)
modificando el promotor comun. Como alternativa, puede modificarse cualquier gen o combinacién de genes en un
operén para alterar la funcién o actividad del polipéptido codificado. La modificacién puede dar como resultado un
aumento de la actividad del polipéptido codificado. Ademas, la modificacién puede trasmitir nuevas actividades en el
polipéptido codificado. Las nuevas actividades ejemplares incluyen el uso de sustratos alternativos y/o la capacidad
para actuar en condiciones ambientales alternativas.

Un “vector” es cualquier medio por el que un acido nucleico puede propagarse y/o transferirse entre organismos,
células o componentes celulares. Los vectores incluyen virus, bacteriéfagos, provirus, plasmidos, fagémidos,
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transposones y cromosomas artificiales tales como YAC (cromosomas artificiales de levadura), BAC (cromosomas
artificiales de bacterias) y PLAC (cromosomas artificiales de plantas), y similares, que son “episomas”, es decir, que
se replican de forma auténoma o pueden integrarse en un cromosoma de una célula hospedadora. Un vector
también puede ser un polinucleétido de ARN desnudo, un polinucleétido de ADN desnudo, un polinucleétido
compuesto tanto de ADN como de ARN dentro de la misma cadena, un ADN o ARN conjugado con polilisina, un
ADN o ARN conjugado con péptido, un ADN conjugado con liposoma o similares, que no son de naturaleza
episémica, o puede ser un organismo que comprenda una o0 mas de las construcciones polinucleotidicas anteriores
tales como una agrobacteria o0 una bacteria.

La “transformacién” se refiere al proceso por el que se introduce un vector en una célula hospedadora. La
transformacion (o transduccion o transfeccion), puede conseguirse por uno cualquier de varios medios incluyendo
transformacion quimica (por ejemplo transformacion con acetato de litio), electroporacién, microinyeccion, biolistica
(para suministro mediado por bombardeo de particulas), o transformacién mediada por Agrobacterium.

El término “enzima” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier sustancia que cataliza o promueve
una o0 mas reacciones quimicas o bioquimicas, que habitualmente incluye enzimas total o parcialmente compuestas
de un polipéptido, pero puede incluir enzimas compuestas de una molécula diferente incluyendo polinucleétidos.

El término “proteina” o “polipéptido” como se usa en el presente documento indica un polimero organico compuesto
de dos 0 mas monédmeros de aminoacidos y/o analogos de los mismos. Como se usa en el presente documento, la
expresion “aminoacido” o “mondémero de aminoacido” se refiere a cualquier aminoacido natural y/o sintético
incluyendo glicina y los isémeros Opticos tanto D como |. La expresién “analogo de aminoacido” se refiere a un
aminoacido en el que se han reemplazado uno o mas atomos individuales, bien con un atomo diferente, o bien con
un grupo funcional diferente. En consecuencia, el término polipéptido incluyen polimero de aminoéacidos de cualquier
longitud incluyendo proteinas de longitud completa, y péptidos asi como analogos y fragmentos de los mismos. Un
polipéptido de tres 0 mas aminoacidos también se denomina un oligémero proteico u oligopéptido.

El término “homologo”, usado con respecto a una enzima o un gen original de una primera familia o especie, se
refiere a distintas enzimas o genes de una segunda familia o especie que se determina por analisis funcionales,
estructurales o genémicos que es una enzima o un gen de la segunda familia o especie que corresponde a la
enzima o el gen original de la primera familia o especie. Mas frecuentemente, los homélogos tendran similitudes
funcionales, estructurales o gendémicas. Se conocen técnicas por las que pueden clonarse facilmente homélogos de
una enzima o un gen usando sondas genéticas y PCR. La identidad de secuencias clonadas como homoélogas
puede confirmarse usando ensayos funcionales y/o por mapeo gendémico de los genes.

Una proteina tiene “homologia” o es “homéloga” de una segunda proteina si la secuencia de acido nucleico que
codifica la proteina tiene una secuencia similar a la secuencia de acido nucleico que codifica la segunda proteina.
Como alternativa, una proteina tiene homologia con una segunda proteina si las dos proteinas tienen secuencias de
aminoacidos “similares” (por lo tanto, se define que la expresion “proteinas homélogas” significa que las dos
proteinas tienen secuencias de aminoacidos similares).

El término “analogo” se refiere a secuencias de acido nucleico o proteinas o estructuras proteicas que estan
relacionadas entre si solamente en funcién y no son descendencia comdn 0 no comparten una secuencia ancestral
comun. Los analogos pueden diferir en su secuencia pero pueden compartir una estructura similar, debido a
evoluciéon convergente. Por ejemplo, dos enzimas son andlogas si las enzimas catalizan la misma reaccion de
conversion de un sustrato a un producto, no estan relacionadas en su secuencia, e independientemente de si las
dos enzimas estan relacionadas en su estructura.

El microorganismo en general

Se conocen productores nativos de 1-butanol, tales como Clostridium acetobutylicum, pero estos organismos
también generan productos secundarios tales como acetona, etanol y butirato durante las fermentaciones. Ademas,
estos microorganismos son relativamente dificiles de manipular, estando disponibles significativamente menos
herramientas que en hospedadores de produccidon mas habitualmente usados tales como S. cerevisiae o E. coli.
Adicionalmente, la fisiologia y regulacion metabdlica de estos productores nativos se entienden mucho menos, lo
gue impide un rapido progreso hacia produccion de alta eficacia. Ademas, no se han identificado microorganismos
nativos que puedan metabolizar la glucosa a isobutanol en cantidades industrialmente relevantes.

La produccion de isobutanol y otros alcoholes de fusel por diversas especies de levaduras, incluyendo
Saccharomyces cerevisiae, es de especial interés para los destiladores de bebidas alcohdlicas, para los que los
alcoholes de fusel constituyen con frecuencia sabores residuales indeseables. La produccion de isobutanol en
levaduras de tipo silvestre se ha documentado en diversos medios de cultivo, que varian de mosto de uva de
vinificacion (Romano, et al., Metabolic diversity of Saccharomyces cerevisiae strains from spontaneously fermented
grape musts, World Journal of Microbiology and Biotechnology. 19: 311-315, 2003), en el que se produjeron 12-
219 mg/l de isobutanol, hasta medio minimo complementado (Oliviera, et al. (2005) World Journal of Microbiology
and Biotechnology 21: 1569-1576), que producia 16-34 mg/l de isobutanol. El trabajo de Dickinson, et al. (J Biol



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2563040 T3

Chem. 272(43): 26871-8, 1997) ha identificado las etapas enzimaticas utilizadas en una ruta de S. cerevisiae
enddgena que convierte aminoacidos de cadena ramificada (por ejemplo, valina o leucina) en isobutanol.

Los microorganismos recombinantes proporcionados en el presente documento pueden expresar una pluralidad de
enzimas heter6logas implicadas en rutas para la produccién de isobutanol a partir de una fuente de carbono
disponible.

En consecuencia, se producen microorganismos “modificados” o “disefiados” metabdlicamente mediante la
introduccion de un material genético en un microorganismo hospedador o parental elegido y/o mediante modificacion
de la expresion de genes nativos, modificando o alterando de este modo la fisiologia celular y la bioquimica del
organismo. Mediante la introduccion de material genético y/o la modificacién de la expresion de genes nativos el
microorganismo parental adquiere nuevas propiedades, por ejemplo, la capacidad para producir un nuevo, o
mayores cantidades de, metabolito intracelular. Como se describe en el presente documento, la introduccion de
material genético en y/o modificacion de la expresion de genes nativos en un microorganismo parental da como
resultado una capacidad nueva o modificada de producir isobutanol. EI material genético introducido en y/o los
genes modificados para la expresion en el microorganismo parental contiene un gen o genes, o partes de genes,
que codifican una o mas de las enzimas implicadas en una ruta biosintética para la produccion de isobutanol y
puede incluir ademas elementos adicionales para la expresién y/o regulacion de la expresion de estos genes, por
ejemplo secuencias promotoras.

Ademas de la introduccion de un material genético en un microorganismo hospedador o parental, un
microorganismo disefiado o modificado también puede incluir alteracidon, rotura, deleciéon o anulacién de un gen o
polinucleétido para alterar la fisiologia celular y bioquimica del microorganismo. Mediante la alteracion, rotura,
delecién o anulacion de un gen o polinucledtido el microorganismo adquiere propiedades nuevas o mejoradas (por
ejemplo, la capacidad de producir un nuevo metabolito o mayores cantidades de un metabolito intracelular, mejorar
el flujo de un metabolito por una ruta deseada y/o reducir la produccién de productos secundarios).

Los microorganismos recombinantes proporcionados en el presente documento también pueden producir
metabolitos en cantidades no disponibles en el microorganismo parental. Un “metabolito” se refiere a cualquier
sustancia producida por metabolismo o una sustancia necesaria para o que forma parte de un proceso metabdlico
particular. Un metabolito puede ser un compuesto organico que sea un material de partida (por ejemplo, glucosa o
piruvato), un intermedio (por ejemplo, 2-cetoisovalerato), o un producto final (por ejemplo, isobutanol) del
metabolismo. Pueden usarse metabolitos para construir moléculas mas complejas, o pueden degradarse en
moléculas mas sencillas. Pueden sintetizarse metabolitos intermedios de otros metabolitos, quizas usarse para
realizar sustancias mas complejas, o degradarse en compuestos mas sencillos, con frecuencia con la liberacion de
energia quimica.

Los metabolitos ejemplares incluyen glucosa, piruvato e isobutanol. EI metabolito isobutanol puede producirse por un
microorganismo recombinante modificado metabdlicamente para expresar o sobreexpresar una ruta metabdlica que
convierte el piruvato en isobutanol. Una ruta metabdlica ejemplar que convierte el piruvato en isobutanol puede estar
comprendida por una acetohidroxiacido sintasa (ALS), una cetolacido reductoisomerasa (KARI), una dihidroxi-acido
deshidratasa (DHAD), una 2-ceto-acido descarboxilasa (KIVD) y una alcohol deshidrogenasa (ADH).

En consecuencia, se proporcionan en el presente documento microorganismos recombinantes que producen
isobutanol y en algunos aspectos pueden incluir la expresion elevada de enzimas diana tales como ALS, KARI,
DHAD, KIVD y ADH.

La divulgacion identifica genes especificos Utiles en los métodos, las composiciones y los organismos de la
divulgacion; sin embardo reconocera que no es necesaria la identidad absoluta con dichos genes. Por ejemplo,
pueden realizarse cambios en un gen o polinucleétido particular que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido 0 enzima y explorarse con respecto a su actividad. Normalmente dichos cambios comprenden mutacion
conservativa y mutaciones silenciosas. Dichos polinucleétido y polipéptidos modificados o mutados pueden
explorarse con respecto a expresiéon de una enzima funcional usando métodos conocidos en la técnica.

Debido a la degradacion inherente del cddigo genético, otros polinucleétidos que codifican sustancialmente los
mismos polipéptidos o polipéptidos funcionalmente equivalentes también pueden usarse para clonar y expresar los
polinucleétidos que codifican dichas enzimas.

Como se entendera por los expertos en la materia, puede ser ventajoso modificar una secuencia codificante para
potenciar su expresion en un hospedador particular. El codigo genético es redundante con 64 posibles codones,
pero la mayoria de los organismos normalmente usan un subconjunto de estos codones. Los codones que se
utilizan mas frecuentemente en una especie se denominan codones éptimos, y los no utilizados muy frecuentemente
se clasifican como codones poco habituales o de uso bajo. Los codones pueden sustituirse para reflejar el uso
codonico preferido del hospedador, un proceso denominado en ocasiones “optimizaciéon de codones” o “controlar
con respecto a la preferencia codénica de la especie”.

Pueden prepararse secuencias codificantes optimizadas que contienen codones preferidos por un hospedador
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procariota 0 eucariota particular (véase también, Murray et al. (1989) Nucl. Acids Res. 17: 477-508), por ejemplo,
para aumentar la velocidad de traduccién o para producir transcritos de ARN recombinante que tienen propiedades
deseables, tales como semivida mas larga, en comparacion con trascritos producidos a partir de una secuencia no
optimizada. Los codones de terminacion de la traduccién también pueden modificarse para reflejar la preferencia del
hospedador. Por ejemplo, los codones de terminacion tipicos para S. cerevisiae y mamiferos son UAA y UGA,
respectivamente. El coddn de terminacion tipico para plantas monocotiledéneas es UGA, mientras que los insectos y
E. coli usan habitualmente UAA como el codén de terminacién (Dalphin et al. (1996) Nucl. Acids Res. 24: 216-218).
Se proporciona metodologia para optimizar una secuencia de nucleétidos para expresion en una planta, por ejemplo,
en la patente de Estados Unidos N.° 6.015.891, y las referencias citadas en la misma.

Los expertos en la materia reconoceran que, debido a la naturaleza degradada del cddigo genético, puede usarse
diversos compuestos de ADN que difieren en sus secuencias de nucledtidos para codificar una enzima dada de la
divulgacion. Se hace referencia en el presente documento a la secuencia de ADN nativa que codifica las enzimas
biosintéticas descritas anteriormente Unicamente para ilustrar una realizacion de la divulgacion, y la divulgacion
incluye compuestos de ADN de cualquier secuencia que codifique las secuencias de aminoacidos de los
polipéptidos y proteinas de las enzimas utilizadas en los métodos de la divulgacién. De manera similar, un
polipéptido puede tolerar normalmente una 0 mas sustituciones, deleciones e inserciones de aminoacidos en su
secuencia de aminoacidos sin pérdida o pérdida significativa de una actividad deseada. La divulgacion incluye
polipéptidos tales con diferentes secuencias de aminoacidos que las proteinas especificas descritas en el presente
documento siempre que los polipéptidos modificados o variantes tengan la actividad anabdlica o catabdlica
enzimatica del polipéptido de referencia. Ademas, las secuencias de aminoacidos codificadas por las secuencias de
ADN mostradas en el presente documento Gnicamente ilustran realizaciones de la divulgacion.

Ademas, analogos de enzimas utiles para generar metabolitos estan abarcados por los microorganismos y métodos
proporcionados en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, dos proteinas (o una regiéon de las proteinas) son sustancialmente
homologas cuando las secuencias de aminoacidos tienen al menos aproximadamente 30 %, 40 %, 50 % 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad. Para
determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos, o de dos secuencias de acido nucleico, las
secuencias se alinean para fines de comparacién optima (por ejemplo, puede introducirse huecos en una o ambas
de una primera y una segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico para alineamiento optimo y pueden
descartarse secuencias no homodlogas para fines de comparacion). En una realizacién, la longitud de una secuencia
de referencia alineada para fines de comparacion es de al menos 30 %, normalmente al menos 40 %, mas
normalmente al menos 50 %, alin mas normalmente al menos 60 %, y ain mas normalmente al menos 70 %, 80 %,
90 %, 100 % de la longitud de la secuencia de referencia. Los restos de aminoacidos o nucleétidos en posiciones de
aminoacidos o posiciones de nucleétidos correspondientes se comparan después. Cuando una posicién en la
primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucledtido que la posicion correspondiente en
la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicibn (como se usa en el presente
documento la “identidad” de aminoacidos o acido nucleico es equivalente a “homologia” de aminoacidos o acido
nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias esta en funcién del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que es
necesario introducir para el alineamiento éptimo de las dos secuencias.

Cuando se usa "homologo” en referencia a proteinas o péptidos, se reconoce que las posiciones de restos que no
son idénticas con frecuencia difieren en sustituciones de aminoacidos conservativas. Una “sustitucion de aminoacido
conservativa” es una en la que un resto de aminoacido se sustituye por otro resto de aminoacido que tiene una
cadena lateral (grupo R) con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una
sustitucion de aminoacidos conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de una proteina.
En casos en los que dos o0 mas secuencias de aminoacidos difieran entre si en sustituciones conservativas, el
porcentaje de identidad secuencia o grado de homologia puede ajustarse hace arriba para corregir la naturaleza
conservativa de la sustitucion. Se conocen bien por los expertos en la materia medios para realizar este ajuste
(véase, por ejemplo, Pearson W.R. Using the FASTA program to search protein and DNA sequence databases,
Methods in Molecular Biology, 1994, 25: 365-89).

Los siguientes seis grupos contienen cada uno aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si: 1) serina
(S), treonina (T); 2) acido aspartico (D), acido glutamico (E); 3) asparagina (N), glutamina (Q); 4) arginina (R), lisina
(K); 5) isoleucina (1), leucina (I), metionina (M), alanina (A), valina (V), y 6) fenilalanina (F), tirosina (1), triptéfano (W).

La homologia de secuencias para polipéptidos, que también se denomina porcentaje de identidad secuencia, se
mide normalmente usando software de analisis de secuencias. Véase, por ejemplo, el paquete de software de
andlisis de secuencias del grupo de informatica genética (GCG), centro de biotecnologia de la universidad de
Wisconsin, 910 University Avenue, Madison, Wis. 53705. El software de andlisis de proteinas empareja secuencias
similares usando una medida de homologia asignada a diversas sustituciones, deleciones y otras modificaciones,
incluyendo sustituciones de aminodacidos conservativas. Por ejemplo, GCG contiene programas tales como “Gap” y
"Bestfit" que pueden usarse con parametros por defecto para determinar la homologia de secuencias o identidad de
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secuencias entre polipéptidos estrechamente relacionados, tales como polipéptidos homdlogos de diferentes
especies de organismos 0 entre una proteina de tipo silvestre y una proteina mutante de la misma. Véase, por
ejemplo, GCG versioén 6.1.

Un algoritmo tipico usado que compara una secuencia de molécula con una base de datos que contiene un gran
numero de secuencias de diferentes organismos es el programa informatico BLAST (Altschul, S.F., et al. (1990)
"Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215: 403-410; Gish, W. y States, D.J. (1993) "Identification of protein
coding regions by database similarity search." Nature Genet. 3: 266-272; Madden, T.I, et al. (1996) "Applications of
network BLAST server" Meth. Enzymol. 260: 131-141; Altschul, S.F., et al. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST:
a new generation of protein database search programs.” Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402; Zhang, J. y Madden, T.I.
(1997) "PowerBLAST: A new network BLAST application for interactive or automated sequence analysis and
annotation." Genome Res. 7: 649-656), especialmente blastp o thlastn (Altschul, S.F., et al. (1997) "Gapped BLAST
and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs." Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). Son
parametros tipicos para BLASTp: valor de expectativa: 10 (por defecto); filtro: s (por defecto); coste para abrir un
hueco: 11 (por defecto); coste para extender un hueco: 1 (por defecto); alineamientos maximos: 100 (por defecto);
tamano de palabra: 11 (por defecto); N.° de descripciones: 100 (por defecto); matriz de penalizacion: BLOWSUMG62.

Cuando se busca en una base de datos que contiene secuencias de un gran nimero de diferentes organismos, es
tipico comparar secuencias de aminoacidos. La busqueda de base de datos usando secuencias de aminoacidos
puede medirse por algoritmos distintos de blastp conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden compararse
secuencias polipeptidicas usando FASTA, un programa en GCG version 6.1. FASTA proporciona alineamientos y
porcentaje de identidad de secuencia de las regiones de mejor solapamiento entre las secuencias de consulta y de
basqueda (Pearson, W.R. (1990) "Rapid and Sensitive Sequence Comparison with FASTP and FASTA" Meth.
Enzymol. 183: 63-98). Por ejemplo, un porcentaje de identidad de secuencia entre secuencias de aminoacidos
puede determinarse usando FASTA con sus parametros por defecto (un tamafio de palabra de 2 y la matriz de
puntuacién PAM250), como se proporciona en GCG version 6.1.

La divulgacién proporciona microorganismos con metabolismo modificado por ingenieria genética que comprenden
una ruta bioquimica para la produccién de isobutanol a partir de un sustrato adecuado a un alto rendimiento. Un
microorganismo modificado metabdlicamente de la divulgacion comprende uno o mas polinucledtidos recombinantes
dentro del genoma del organismo o fuera del genoma dentro del organismo. El microorganismo puede comprender
una reduccion, alteracion o deleciéon de un gen hallado en el organismo de tipo silvestre y/o introduccion de un
polinucleétido heterélogo y/o expresion o sobreexpresion de un polinucleétido enddgeno. La invencion es como se
define en las reivindicaciones.

Pueden seleccionarse microorganismos de levadura para la produccion de isobutanol basandose en ciertas
caracteristicas:

Una caracteristica puede incluir la propiedad de que el microorganismo se selecciona para convertir diversas fuentes
de carbono en isobutanol. En consecuencia, en una realizacion, el microorganismo recombinante desvelado en el
presente documento pude convertir diversas fuentes de carbono en productos, incluyendo pero sin limitacion
glucosa, galactosa, manosa, xilosa, arabinosa, lactosa, sacarosa y mezclas de las mismas.

Otra caracteristica puede incluir la propiedad de que el microorganismo de tipo silvestre o parental no es
fermentador. En otras palabras, no puede metabolizar una fuente de carbono de forma anaerobia mientras que la
levadura es capaz de metabolizar una fuente de carbono en presencia de oxigeno. La levadura no fermentadora se
refiere a levaduras de origen natural asi como levadura modificada genéticamente. Durante la fermentacion
anaerobia con levadura de fermentacion, la ruta principal para oxidar el NADH desde la glucdlisis es mediante la
produccién de etanol. El etanol se produce por la alcohol deshidrogenasa (ADH) mediante la reduccién de
acetaldehido, que se genera a partir de piruvato por piruvato descarboxilasa (PDC). Por lo tanto, en una realizacion,
una levadura de fermentacion puede modificarse por ingenieria genética para ser no fermentativa mediante la
reduccion o eliminacion de la actividad PDC nativa. Por lo tanto, la mayoria del piruvato producido por glucélisis no
se consume por PDC y esta disponible para la ruta de isobutanol. La delecion de esta ruta aumenta el piruvato y los
equivalentes reductores disponibles para la ruta de isobutanol. Las rutas fermentativas contribuyen a bajo
rendimiento y baja productividad de isobutanol. En consecuencia, la delecién de PDC puede aumentar el
rendimiento y la productividad de isobutanol.

Una tercera caracteristica puede incluir la propiedad de que el biocatalizador se selecciona para convertir diversas
fuentes de carbono en isobutanol.

En una realizacién, los microorganismos de levadura pueden seleccionarse del “clado de levadura de
Saccharomyces”, definido como un clase taxondmica de levadura ascomiceta por Kurtzman y Robnett en 1998
("ldentification and phylogeny of ascomycetous yeast from analysis of nuclear large subunit (26S) ribosomal DNA
partial sequences." Antonie van Leeuwenhoek 73: 331-371, figura 2). Fueron capaces de determinar la relacion de
aproximadamente 500 especies de levadura comparando la secuencia de nucleétidos del dominio D1/D2 en el
extremo 5’ del gen que codifica la subunidad ribosémica grande 26S. En comparaciones por pares de las secuencias
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de nucledtidos D1/D2 de S. cerevisiae y de las dos levaduras mas distantes de este clado de levaduras
Saccharomyces, K. lactis y K. marxianus, comparten mas del 80 % de identidad.

La expresién grupo de taxonomia “Saccharomyces en sentido estricto” es un grupo de especies de levadura que
estan muy relacionadas con S. cerevisiae (Rainieri, S. et al 2003. Saccharomyces Sensu Stricto: Systematics,
Genetic Diversity and Evolution. J. Biosci Bioengin 96(1)1-9). Las especies de levadura de Saccharomyces en
sentido estricto incluyen pero sin limitacién S. cerevisiae, S. cerevisiae, S. kudriavzevii, S. mikatae, S. bayanus, S.
uvarum, S. carocanis e hibridos derivados de estas especies (Masneuf et al. 1998. New Hybrids between
Saccharomyces Sensu Stricto Yeast Species Found Among Wine and Cider Production Strains. Yeast 7(1) 61-72).

Se produjo un acontecimiento de duplicacién de genoma completo (WGD) antiguo durante la evolucién de la
levadura hemiascomiceta y se descubrié usando herramientas genémicas comparativas (Kellis et al 2004 "Proof and
evolutionary analysis of ancient genome duplication in the yeast S. cerevisiae." Nature 428: 617-624. Dujon et al
2004 "Genome evolution in yeasts." Nature 430: 35-44. Langkjaer et al 2003 "Yeast genome duplication was followed
by asynchronous differentiation of duplicated genes." Nature 428: 848-852. Wolfe y Shields 1997 "Molecular
evidence for an ancient duplication of the entire yeast genome." Nature 387: 708-713). Usando este acontecimiento
evolutivo importante, la levadura puede dividirse en especies que divergen desde un ancestro comin después del
acontecimiento de WGD (denominado “levadura post WGD” en el presente documento) y especies que divergieron
del linaje de levadura antes del acontecimiento de WGD (denominado “levadura pre WGD” en el presente
documento).

En consecuencia, en una realizacion, el microorganismo de levadura puede seleccionarse a partir de un género de
levadura post WGD, incluyendo pero sin limitacion Saccharomyces y Candida. Las especies de levadura post WGD
preferidas incluyen: S. cerevisiae, S. uvarum, S. bayanus, S. paradoxus, S. castelli y C. glabrata.

En otra realizacion, el microorganismo de levadura puede seleccionarse de un género de levadura pre duplicacion
de genoma completo (pre WGD) incluyendo pero sin limitacion Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Issatchenkia, Debaryomyces, Hansenula, Yarrowia y Schizosaccharomyces. Las especies de levadura pre WGD
representativas incluyen: S. kluyveri, K. thermotolerans, K. marxianus, K. waltii, K. lactis, C. tropicalis, P. pastoris, P.
anomala, P. stipitis, |. orientalis, I. occidentalis, I. scutulata, D. hansenii, H. anomala, Y. lipolyticay S. pombe.

Un microorganismo de levadura puede ser negativo para Crabtree o positivo para Crabtree. Una célula de levadura
que tiene un fenotipo negativo para Crabtree es cualquier célula de levadura que no muestre el efecto Crabtree. La
expresion ‘“negativo para Crabtree” se refiere a organismos tanto de origen natural como modificados
genéticamente. Brevemente, el efecto de Crabtree se define como la inhibicién del consumo de oxigeno por un
microorganismo cuando se cultiva en condiciones aerobias debido a la presencia de una alta concentracion de
glucosa (por ejemplo, 50 g-glucosa I'Y). En otras palabras, una célula de levadura que tiene un fenotipo positivo para
Crabtree continta fermentando independientemente de la disponibilidad de oxigeno debido a la presencia de
glucosa, mientras que una célula de levadura que tiene un fenotipo negativo para Crabtree no muestra inhibicién
mediada por glucosa del consumo de oxigeno.

En consecuencia, en una realizacion de microorganismo de levadura puede seleccionarse de levadura con un
fenotipo negativo para Crabtree incluyendo pero sin limitacion los siguientes géneros: Kluyveromyces, Pichia,
Issatchenkia, Hansenula y Candida. Las especies negativas para Crabtree incluyen pero sin limitacion: K. lactis, K.
marxianus, P. anomala, P. stipitis, I. orientalis, |. occidentalis, I. scutulata, H. anomala y C. utilis.

En otra realizacién, el microorganismo de levadura puede seleccionarse de una levadura con un fenotipo positivo
para Crabtree, incluyendo pero sin limitacion Saccharomyces, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, Debaryomyces,
Pichia y Schizosaccharomyces. Las especies de levaduras positivas para Crabtree incluyen pero sin limitacién: S.
cerevisiae, S. uvarum, S. bayanus, S. paradoxus, S. castelli, S. kluyveri, K. thermotolerans, C. glabrata, Z. bacilli, Z.
rouxii, D. hansenii, P. pastorius y S. pombe.

En una realizacion, un microorganismo de levadura se modifica por ingenieria genética para convertir una fuente de
carbono, tal como glucosa, en piruvato por glucolisis. El piruvato se convierte en isobutanol mediante una ruta de
isobutanol modificada por ingenieria genética (documentos PCT/US2006/041602, PCT/US2008/053514). Se han
descrito rutas alternativas para la produccién de isobutanol en la solicitud de patente internacional N.°
PCT/US2006/041602 y en Dickinson et al., Journal of Biological Chemistry 273: 25751-15756 (1998).

En consecuencia, la ruta de isobutanol modificada por ingenieria genética para convertir piruvato en isobutanol
puede comprender las siguientes reacciones:

1. 2 piruvato — acetolactato + CO2

2. acetolactato + NADPH — 2,3-dihidroxiisovalerato + NADP*
3. 2,3-dihidroxiisovalerato — alfa-cetoisovalerato

4. alfa-cetoisovalerato — isobutiraldehido + CO:

5. isobutiraldehido +NADH — isobutanol + NADP*
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Estas reacciones se llevan a cabo por las enzimas 1) acetolactato sintasa (ALS, EC4.1.3.18), 2) ceto-acido reducto-
isomerasa (KARI, EC1.1.1.86), 3) dihidroxi-acido deshidratasa (DHAD, EC4.2.1.9), 4) ceto-isovalerato
descarboxilasa (KIVD, EC4.1.1.1), y 5) una alcohol deshidrogenasa (ADH, EC1.1.1.1 0 1.1.1.2).

En otra realizacion, el microorganismo de levadura se modifica por ingenieria genética para sobreexpresar estas
enzimas. Por ejemplo, estas enzimas pueden codificarse por genes nativos. Por ejemplo, ALS puede codificarse por
el gen alsS de B. subtilis, alsS de L. lactis, o el gen ilvK de K. pneumonia. Por ejemplo, KARI puede codificarse por
los genes ilvC de E. coli, C. glutamicum, M. maripaludis, o Piromyces sp E2. Por ejemplo, DHAD puede codificarse
por los genes ilvD de E. coli o C. glutamicum. KIVD puede codificarse por el gen kivD de L. lactis. ADH puede
codificarse por ADH2, ADH6 o ADH7 de S. cerevisiae.

El microorganismo de levadura de la invencion puede modificarse por ingenieria genética para tener capacidad
aumentada de convertir piruvato en isobutanol. En una realizacién, el microorganismo de levadura puede
modificarse por ingenieria genética para tener capacidad aumentada para convertir piruvato en isobutiraldehido. En
otra realizacién, el microorganismo de levadura puede modificarse por ingenieria genética para tener capacidad
aumentada para convertir piruvato en ceto-isovalerato. En otra realizacion, el microorganismo de levadura puede
modificarse por ingenieria genética para tener capacidad aumentada para convertir piruvato en
2,3-dihidroxiisovalerato. En otra realizacién, el microorganismo de levadura puede modificarse por ingenieria
genética para tener capacidad aumentada para convertir piruvato en acetolactato.

Ademas, cualquiera de los genes que codifican las enzimas anteriores (o cualquier otro mencionado en el presente
documento (o cualquiera de los elementos reguladores que controlan o modulan la expresion del mismo)) pueden
optimizarse por técnicas de ingenieria genética/proteica, tales como evolucion dirigida o mutagénesis racional, que
se conocen por los expertos en la materia. Dicha accion permite que los expertos en la materia optimicen las
enzimas para expresion y actividad en levadura.

Ademas, pueden identificarse genes que codifican estas enzimas de otras especies flngicas y bacterianas y pueden
expresarse para la modulacion de esta ruta. Diversos organismos podria actuar como fuentes de estas enzimas,
incluyendo, pero sin limitacion, Saccharomyces spp., incluyendo S. cerevisiae y S. uvarum, Kluyveromyces spp.,
incluyendo K. thermatolerans, K. lactis y K. marxianus, Pichia spp., Hansenula sup., incluyendo H. polymorpha,
Candida spp., Trichosporon spp., Yamadazyma spp., incluyendo Y. spp. stipitis, Torulaspora pretoriensis,
Schizosaccharomyces spp., incluyendo S. pombe, Cryptococcus spp., Aspergillus spp., Neurospora spp. o Ustilago
spp. Las fuentes de genes de hongos anaerobios incluyen, pero sin limitacion, Piromyces spp., Orpinomyces spp. o
Neocallimastix spp. Las fuentes de enzimas procariotas que son utiles incluyen, pero sin limitacién, Escherichia coli,
Zymomonas mobilis, Staphylococcus aureus, Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas
spp., Lactococcus spp., Enterobacter spp. y Salmonella spp.

Métodos en general

Identificacién de PDC en un microorganismo de levadura

Puede usarse cualquier método para identificar genes que codifiquen enzimas con actividad piruvato descarboxilasa
(PDC). La PDC cataliza la descarboxilacién de piruvato para formar acetaldehido. En general, pueden identificarse
genes de PDC homdlogos o similares y/o enzimas PDC homologas o similares mediante analisis funcional,
estructural y/o genético. En la mayoria de los casos, los genes de PDC homoélogos o similares y/o enzimas PDC
homologas o similares tendran similitudes funcionales, estructuras o genéticas. Pueden ser adecuadas para
identificar genes homélogos y enzimas homologas técnicas conocidas por los expertos en la materia. En general,
pueden identificarse genes analogos y/o enzimas analogas mediante analisis funcional y tendran similitudes
funcionales. Pueden ser adecuadas para identificar genes analogos y enzimas analogas técnicas conocidas por los
expertos en la materia. Por ejemplo, para identificar genes, proteinas o enzimas homoélogos o analogos, las técnicas
pueden incluir, pero sin limitacion, clonar un gen PDC mediante PCR usando cebadores basados en una secuencia
publicada de un gen/una enzima o mediante PCR degradada usando cebadores degradados disefiados para
amplificar una region conservada entre genes de PDC. Ademas, un experto en la materia puede usar técnicas para
identificar genes homdlogos o anélogos, proteinas o enzimas con homologia o similitud funcional. Las técnicas
incluyen examinar una célula o un cultivo celular con respecto a la actividad catalitica de una enzima mediante
ensayos enzimaticos in vitro para dicha actividad, aislar después la enzima con dicha actividad mediante
purificacién, determinar la secuencia proteica de la enzima mediante técnicas tales como degradacién de Edman,
disefio de cebadores de PCR para la secuencia de acido nucleico probable, amplificacion de dicha secuencia de
ADN mediante PCR y clonar dicha secuencia de acido nucleico. Para identificar genes homaélogos o similares y/o
enzimas homélogas o similares, genes analogos y/o enzimas o proteinas analogas, las técnicas también incluyen
comparacién de datos con respecto a un gen o una enzima candidato con bases de datos tales como BRENDA,
KEGG o MetaCYC. El gen o la enzima candidatos pueden identificarse dentro de las bases de datos anteriormente
mencionadas de acuerdo con las ensefianzas del presente documento. Ademas, la actividad PDC puede
determinarse fenotipicamente. Por ejemplo, puede evaluarse la produccién de etanol en condiciones fermentativas.
Una falta de produccion de etanol puede ser indicativa de un microorganismo de levadura sin actividad PDC.
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Inserciones y deleciones genéticas

Puede usarse cualquier método para introducir una molécula de acido nucleico en levadura y muchos de dichos
métodos se conocen bien. Por ejemplo, la transformacion y electroporacion son métodos habituales para introducir
acido nucleico en células de levadura. Véase, por ejemplo, Gietz et al., Nucleic Acids Res. 27: 69-74 (1992); Ito et al,
J. Bacterol. 153: 163-168 (1983); y Becker y Guarente, Methods in Enzymology 194: 182-187 (1991).

En una realizacion, la integracion de un gen de interés en un fragmento de ADN o gen diana de un microorganismo
de levadura sucede segun el principio de recombinacion homologa. Segun esta realizacion, un casete de integracion
que contiene un médulo que comprende al menos un gen marcador de levadura y/o el gen para integrar (médulo
interno) esta flanqueado en ambos lados por fragmentos de ADN homadlogos de los extremos del sitio de integracion
diana (secuencias recombinogénicas). Después de transformar la levadura con el casete por métodos apropiados,
una recombinacion homéloga entre las secuencias recombinogénicas puede dar como resultado el reemplazo con el
médulo interno de la regién cromosomica entre los dos sitios del genoma correspondientes a las secuencias
recombinogénicas del casete de integracién (Orr-Weaver et al., Proc Natl Acad Sci U S A 78: 6354-6358 (1981))

En una realizacion, el casete de integracion para integracion de un gen de interés en un microorganismo de levadura
incluye el gen heterélogo bajo el control de un promotor y terminador apropiados junto con el marcador
seleccionable flanqueado por secuencias recombinogénicas para integracion de un gen heterélogo en el cromosoma
de levadura. En una realizacion, el gen heter6logo incluye un gen nativo apropiado deseado para aumentar el
namero de copias de un gen o genes nativos. El gen marcador seleccionable puede ser cualquier gen marcador
usado en levadura, incluyendo pero sin limitacién, HIS3, TRP1, LEU2, URAS, bar, ble, hph y kan. Las secuencias
recombinogénicas pueden seleccionarse a voluntad, dependiendo del sitio de integracién deseado adecuado para la
aplicacion deseada.

En otra realizacion, la integracion de un gen en el cromosoma del microorganismo de levadura puede producirse
mediante integracion aleatoria (Kooistra, R., Hooykaas, P.J.J., Steensma, H.Y. 2004. Yeast 21: 781-792).

Adicionalmente, en una realizacion, ciertos genes marcadores introducidos se retiran del genoma usando técnicas
bien conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, la pérdida del marcado URA3 puede obtenerse
sembrando en placas células que contienen URA3 en medio que contiene FOA (acido 5-fluoro-orético) y
seleccionando con respecto a colonias resistentes a FOA (Boeke, J. et al, 1984, Mol. Gen. Genet, 197, 345-47).

La molécula de acido nucleico exdégena contenida dentro de una célula de levadura de la divulgacion puede
mantenerse dentro de esa célula en cualquier forma. Por ejemplo, pueden integrarse moléculas de acido nucleico
exogenas en el genoma de la célula o mantenerse en un estado episémico que puede pasarse de forma estable
(“heredarse”) a células descendientes. Dichos elementos genéticos extra cromosémicos (tales como plasmidos, etc.)
pueden contener adicionalmente marcadores de seleccion que aseguran la presencia de dichos elementos
genéticos en células descendientes. Ademas, las células de levadura pueden transformarse de forma estable o
transitoria. Ademas, las células de levadura descritas en el presente documento pueden contener una Unica copia, 0
multiples copias de una molécula de acido nucleico exdgena particular como se ha descrito anteriormente.

Reduccién de actividad enzimatica

Los microorganismos de levadura dentro del alcance de la invencién tienen actividad piruvato descarboxilasa
reducida. El término “reducida” como se usa en el presente documento con respecto a una actividad enzimatica
particular se refiere a un menor nivel de actividad enzimatica que el medido en una célula de levadura comparable
de la misma especie. El término reducido también se refiere a la eliminacién de actividad enzimatica frente a la
medida en una célula de levadura comparable de la misma especie. Por lo tanto, se considera que las células de
levadura que carecen de actividad piruvato descarboxilasa tienen actividad piruvato descarboxilasa reducida ya que
la mayoria, si no todas, las cepas de levadura comparables tienen al menos algo de actividad piruvato
descarboxilasa. Dichas actividades enzimaticas reducidas pueden ser el resultado de menor concentracién de
enzima, menor actividad especifica de una enzima, o una combinacién de las mismas. Pueden usarse muchos
métodos diferentes para preparar levadura que tenga actividad enzimatica reducida. Por ejemplo, una célula de
levadura puede modificarse por ingenieria genética para tener un locus codificante de enzima alterado usando
mutagénesis habitual o tecnologia de delecion. Véase, por ejemplo, Methods in Yeast Genetics (edicion de 1997),
Adams, Gottschling, Kaiser, y Stems, Cold Spring Harbor Press (1998). Ademas, pueden introducirse ciertas
mutaciones puntuales que dan como resultado una enzima con actividad reducida.

Como alternativa, puede usarse tecnologia antisentido para reducir la actividad enzimatica. Por ejemplo, la levadura
puede modificarse por ingenieria genética para contener un ADNc que codifica una molécula antisentido que evita
gue se realice una enzima. La expresion “molécula antisentido” como se usa en el presente documento abarca
cualquier molécula de acido nucleico que contiene secuencias que corresponden a la cadena codificante de un
polipéptido enddgeno. Una molécula antisentido también puede tener secuencias flanqueantes (por ejemplo,
secuencias reguladoras). Por lo tanto las moléculas antisentido pueden ser ribozimas u oligonucleétidos antisentido.
Una ribozima puede tener cualquier estructura general incluyendo, sin limitacién, estructuras en horquilla, en cabeza
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de martillo o en cabeza de hacha, siempre que la molécula escinda ARN.

Puede identificarse levadura que tenga una actividad enzimatica reducida usando muchos métodos. Por ejemplo,
puede identificarse facilmente levadura que tiene actividad piruvato descarboxilasa reducida usando métodos
habituales, que pueden incluir, por ejemplo, medir la formacion de etanol mediante cromatografia de gases.

Sobreexpresion de genes heterélogos

Se conocen bien métodos para la sobreexpresién de un polipéptido a partir de una molécula de acido nucleico nativa
0 heterdloga. Dichos métodos incluyen, sin limitacion, construir una secuencia de acido nucleico de modo que un
elemento regulador promueva la expresién de una secuencia de acido nucleico que codifique el polipéptido deseado.
Normalmente, los elementos reguladores son secuencias de ADN que regulan la expresion de otras secuencias de
ADN al nivel de transcripcion. Por lo tanto, los elementos reguladores incluyen, sin limitacion, promotores,
potenciadores y similares. Por ejemplo, los genes exdgenos pueden estar bajo el control de un promotor inducible o
un promotor constitutivo. Ademas, se conocen bien métodos para expresar un polipéptido a partir de una molécula
de acido nucleico exégena en levadura. Por ejemplo, se conocen bien construcciones de acido nucleico que se usan
para la expresion de polipéptidos exdgenos dentro de Kluyveromyces y Saccharomyces (véase, por ejemplo,
patentes de Estados Unidos N.° 4.859.596 y 4.943.529, para Kluyveromyces vy, por ejemplo, Gellissen et al., Gene
190(1): 87-97 (1997) para Saccharomyces). Los plasmidos de levadura tienen un marcador seleccionable y un
origen de replicacién. Ademas ciertos plasmidos también pueden contener una secuencia centromérica. Estos
plasmidos centroméricos son generalmente un plasmido de una Unica copia o de bajo nimero de copias. Los
plasmidos sin una secuencia centromérica y que utilizan un origen de replicacion de 2 micrémetros (S. cerevisiae) o
de 1,6 micrometros (K. lactis) son plasmidos de alto ndmero de copias. El marcador seleccionable puede ser
prototréfico, tal como HIS3, TRP1, LEU2, URA3 o ADEZ2, o resistencia a antibidticos, tal como, bar, ble, hph o kan.

En otra realizacién, los elementos de control heterélogos pueden usarse para activar o reprimir la expresién de
genes enddgenos. Adicionalmente, cuando la expresién va a reprimirse o eliminarse, el gen para la enzima, proteina
o ARN relevante puede eliminarse por técnicas de delecién conocidas.

Como se describe en el presente documento, puede identificarse cualquier levadura dentro del alcance de la
divulgacion mediante técnicas de seleccion especificas para la enzima en particular que se exprese, sobreexprese o
reprima. Se conocen bien por los expertos en la materia métodos para identificar las cepas con el fenotipo deseado.
Dichos métodos incluyen, sin limitacién, PCR, RT-PCR, y técnicas de hibridacién de acido nucleico tales como
analisis de Northern y Southern, capacidades de crecimiento alteradas en un sustrato particular o en presencia de
un sustrato particular, un compuesto quimico, un agente de seleccion y similares. En algunos casos, pueden usarse
técnicas de inmunohistoquimica y bioquimicas para determinar si una célula contiene un acido nucleico particular
detectando la expresion del polipéptido codificado. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene especificidad por una
enzima codificada puede usarse para determinar si una célula de levadura particular contiene o no esa enzima
codificada. Ademas, pueden usarse técnicas bioquimicas para determinar si una célula contiene una molécula de
acido nucleico particular que codifica un polipéptido enzimatico detectando un producto producido como resultado de
la expresion del polipéptido enzimatico. Por ejemplo, la transformaciéon de una célula con un vector que codifica
acetolactato sintasa y deteccion de las concentraciones de acetolactato aumentadas en comparacién con una célula
sin el vector indica que el vector esta presente y que el producto génico esta activo. Se conoce bien por los expertos
de la materia métodos para detectar actividades enzimaticas especificas o la presencia de productos particulares.
Por ejemplo, la presencia de acetolactato puede determinarse como se describe en Hugenholtz y Starrenburg, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 38: 17-22 (1992).

Aumento de la actividad enziméatica

Los microorganismos de levadura de la invencion pueden modificarse por ingenieria genética adicionalmente para
tener mayor actividad de enzimas. El término “aumentado” como se usa en el presente documento con respecto a
una actividad enzimatica particular se refiere a un mayor nivel de actividad enzimatica que la medida en una célula
de levadura comparable de la misma especie. Por ejemplo, la sobreexpresion de una enzima especifica puede
conducir a un nivel de actividad aumentado en las células para esa enzima. Las actividades aumentadas para
enzimas implicadas en la glucdlisis o la ruta de isobutanol darian como resultado aumento de la productividad y el
rendimiento de isobutanol.

Se conocen por los expertos en la materia métodos para aumentar la actividad enzimatica. Dichas técnicas pueden
incluir aumentar la expresion de la enzima por nimero de copias aumentado y/o uso de un promotor fuerte,
introduccion de mutaciones para aliviar la regulacion negativa de la enzima, introduccién de mutaciones especificas
para aumentar la actividad especifica y/o reducir la Km para el sustrato, o evolucion dirigida. Véase, por ejemplo,
Methods in Molecular Biology (vol. 231), ed. Arnold y Georgiou, Humana Press (2003).

Fuente de carbono

El biocatalizador desvelado en el presente documento puede convertir diversas fuentes de carbono en isobutanol. La

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2563040 T3

expresion “fuente de carbono” se refiere en general a una sustancia adecuada para usar como una fuente de
carbono para crecimiento celular procariota o eucariota. Las fuentes de carbono incluyen, pero sin limitacion,
hidrolizados de biomasa, almidén, sacarosa, celulosa, hemicelulosa, xilosa y lignina, asi como componentes
monoméricos de estos sustratos. Las fuentes de carbono pueden comprender diversos compuestos organicos en
diversas formas, incluyendo, pero sin limitacién, polimeros, carbohidratos, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
aminoacidos, péptidos, etc. Estos incluyen, por ejemplo, diversos monosacaridos tales como glucosa, dextrosa (D-
glucosa), maltosa, oligosacaridos, polisacaridos, acidos grasos saturados o insaturados, succinato, lactato, acetato,
etanol, etc., 0 mezclas de los mismos. Los organismos fotosintéticos pueden producir adicionalmente una fuente de
carbono como un producto de fotosintesis. En algunas realizaciones, pueden seleccionarse fuentes de carbono a
partir de hidrolizados de biomasa y glucosa.

La expresion “compuesto de C2” como se usa como una fuente de carbono para microorganismos de levadura
modificados por ingenieria genética con mutaciones en todos los genes de piruvato descarboxilasa (PDC) dando
como resultado una reduccion de la actividad piruvato descarboxilasa de dichos genes se refiere a compuestos
organicos comprendidos por dos atomos de carbono, incluyendo pero sin limitacion etanol y acetato.

La expresién “carga de alimentacion” se define como una materia prima o una mezcla de materias primas
proporcionados a un microorganismo o proceso de fermentacion a partir del que pueden prepararse otros productos.
Por ejemplo, una fuente de carbono, tal como biomasa o los compuestos de carbono derivados de biomasa son una
carga de alimentacién para un microorganismo que produce un biocombustible en un proceso de fermentacion. Sin
embargo, una carga de alimentacion puede contener nutrientes distintos de una fuente de carbono.

La expresion “carbohidratos tradicionales” se refiere a azlUcares y almidones generados de plantas especializadas,
tales como cafia de azUcar, maiz y trigo. Frecuentemente, estas plantas especializadas concentran azlcares y
almidones en partes de la planta, tales como granos, que se recolectan y se procesan para extraer los azlcares y
almidones. Los carbohidratos tradicionales se usan como alimento y también en menor medida como fuentes de
carbono para procesos de fermentacion para generar biocombustibles, tales como productos quimicos.

El término “biomasa” como se usa en el presente documento se refiere principalmente a los tallos, las hojas y las
partes que contienen almidon de plantas verdes y esta principalmente comprendido por almidén, lignina, celulosa,
hemicelulosa y/o pectina. La biomasa puede descomponerse por tratamiento quimico o enzimatico en los azlcares
monomeéricos y fenoles de los que estd compuesta (Wyman, C.E. 2003 Biotechnological Progress 19: 254-62). Este
material resultante, denominado hidrolizado de biomasa, se neutraliza y se trata para retirar cantidades traza de
material organico que pueden afectar de forma adversa al biocatalizador, y después se usa como una carga de
alimentacioén para fermentaciones usando un biocatalizador.

El término “almidon” como se usa en el presente documento se refiere a un polimero de glucosa facilmente
hidrolizado por enzimas digestivas. El almidén habitualmente esta concentrado en partes especializadas de plantas,
tales como patatas, granos de maiz, granos de arroz, granos de trigo y tallos de cafias de azUcar.

El término “lignina” como se usa en el presente documento se refiere a un material polimérico, compuesto
principalmente de compuestos monoméricos fendlicos unidos, tales como alcohol p-coumarilico, alcohol coniferilico,
y alcohol sinapilico, que forma la base de la rigidez estructural en plantas y se denomina frecuentemente la parte
lefiosa de las plantas. También se considera que la lignina es la parte no de carbohidrato de la pared celular de
plantas.

El término “celulosa” como se usa en el presente documento se refiere a un carbohidrato polisacarido polimérico de
cadena larga de beta-glucosa de formula (C6H1005)n, habitualmente hallado en paredes celulares de plantas en
combinacién con lignina y cualquier hemicelulosa.

El término “hemicelulosa” se refiere a una clase de polisacaridos de pared celular vegetal que pueden ser cualquiera
de varios heteropolimeros. Estos incluyen xilano, xiloglucano, arabinoxilano, arabinogalactano, glucuronoxilano,
glucomanano y galactomanano. Los componentes monoméricos de hemicelulosa incluyen, pero sin limitacién: D-
galactosa, Il-galactosa, I-manosa, |-ramnosa, I-fucosa, I-xilosa, I-arabinosa y acido D-glucurdnico. Esta clase de
polisacaridos se encuentra en casi todas las paredes celulares junto con celulosa. La hemicelulosa es de menor
peso que la celulosa y no puede extraerse por agua caliente o agentes quelantes, pero puede extraerse por alcali
acuoso. Las cadenas poliméricas de hemicelulosa se unen con pectina y celulosa en una red de fibras
entrecruzadas que forman las paredes celulares de la mayoria de células vegetales.

Microorganismo caracterizado por la producciéon de isobutanol a alto rendimiento

Para que un biocatalizador produzca isobutanol de la forma mas econémica, se desea producir un alto rendimiento.
Preferentemente, el Gnico producto producido es isobutanol. Los productos extra conducen a una reduccién en el
rendimiento de producto y un aumento en los costes capitales y operativos, particularmente si los productos extra
tienen poco o ningun valor. Los productos extra también requieren capital adicional y costes operativos para separar
estos productos del isobutanol.
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Mas especificamente, el microorganismo de levadura convierte glucosa, que puede derivar de biomasa en
isobutanol con un rendimiento de mas del 10 % del tedrico. En una realizacién, el rendimiento es mayor del 50 % del
tedrico. En una realizacion el rendimiento es mayor del 60 % del tedrico. En otra realizacién, el rendimiento es mayor
del 70 % del tedrico. En otra realizacion mas, el rendimiento es mayor del 80 % del tedrico. En otra realizacion mas,
el rendimiento es mayor del 85 % del teérico. En otra realizacién mas el rendimiento es mayor del 90 % del tedrico.
En otra realizacién mas, el rendimiento es mayor del 95 % del tedrico. En otra realizacion mas, el rendimiento es
mayor del 97,5 % del tedrico.

Microorganismo caracterizado por la produccién de isobutanol a partir de piruvato mediante una ruta de isobutanol
sobreexpresado y un fenotipo Pdc menos

En levadura, la conversion de piruvato a acetaldehido es un factor importante en la reduccion del grupo de piruvato
(Figura 2A) y, por lo tanto, una fuente importante de competicion con la ruta del isobutanol. Esta reaccion se cataliza
por la enzima piruvato descarboxilasa (PDC). La reducciéon de esta actividad enzimatica en el microorganismo de
levadura da como resultado un aumento de la disponibilidad de piruvato y reduccién de equivalentes a la ruta de
isobutanol y puede mejorar la produccion de isobutanol y el rendimiento en un microorganismo de levadura que
expresa una ruta de isobutanol dependiente de piruvato (Figura 2B).

Puede conseguirse reduccién de la actividad PDC mediante 1) mutacién o delecién de un regulador de transcripcion
positivo para los genes estructurales que codifican PDC o 2) mutacion o delecion de todos los genes de PDC en un
organismo dado. La expresion “regulador de la transcripcion” puede especificar una proteina o un acido nucleico que
actla en trans para aumentar o reducir la transcripcion de un locus diferente en el genoma. Por ejemplo, en S.
cerevisiae, el gen PDC2,que codifica un regulador de la transcripcion positivo de los genes PDC1, 5, 6 puede
suprimirse; se ha indicado que una S. cerevisiae en la que el gen de PDC?2 esta suprimido tiene solamente ~10 % de
la actividad PDC de tipo silvestre (Hohmann, Mol Gen Genet, 241: 657-606 (1993)). Como alternativa, por ejemplo,
todos los genes estructurales para PDC (por ejemplo en S. cerevisiae, PDC1, PDC5, y PDC6, o en K. lactis, PDC1)
estan suprimidos.

Las cepas de levadura positivas para Crabtree tales como cepa de Saccharomyces cerevisiae que contiene
alteraciones en los tres alelos de PDC no producen ya etanol por fermentacién. Sin embargo, un producto corriente
abajo de la reaccion catalizada por PDC, acetil-CoA, es necesario para la produccién anabdlica de moléculas
necesarias. Por lo tanto, el mutante Pdc- es incapaz de crecer solamente con glucosa, y requiere una fuente de
carbono de dos carbonos, bien etanol o bien acetato, para sintetizar acetil-CoA. (Flikweert MT, de Swaaf M, van
Dijken JP, Pronk JT. FEMS Microbiol Lett. 1 May 1999; 174 (1): 73-9. PMID: 10234824 y van Maris AJ, Geertman
JM, Vermeulen A, Groothuizen MK, Winkler AA, Piper MD, van Dijken JP, Pronk JT. Appl Environ Microbiol. Ene
2004; 70 (1): 159-66. PMID: 14711638).

Por lo tanto, en una realizacion, dicha cepa de levadura positiva para Crabtree puede hacerse evolucionar para
generar variantes de la levadura mutante de PDC que no tienen el requisito de una molécula de dos carbonos y
tiene una velocidad de crecimiento similar al tipo silvestre con glucosa. Puede utilizarse cualquier método,
incluyendo evolucion quimiostatica o dilucion seriada para generar variantes de cepas con delecion de tres alelos de
PDC que pueden crecer con glucosa como la Unica fuente de carbono a una velocidad similar al tipo silvestre (van
Maris et al., Directed Evolution of Pyruvate Decarboxylase- Negative Saccharomyces cerevisiae, Yielding a C2-
Independent, Glucose-Tolerant, and Pyruvate-Hyperproducing Yeast, Applied and Environmental Microbiology, 2004,
70(1), 159-166).

Método para usar un microorganismo para fermentacion de isobutanol de alto rendimiento

En un método para producir isobutanol a partir de una fuente de carbono a alto rendimiento, el microorganismo de
levadura se cultiva en un medio de cultivo apropiado que contiene una fuente de carbono.

Otra realizacién ejemplar proporciona un método para producir isobutanol que comprende un microorganismo de
levadura recombinante de la invencion en un medio de cultivo adecuado que contiene una fuente de carbono que
puede convertirse en isobutanol por el microorganismo de levadura de la invencion.

En ciertas realizaciones, el método incluye ademas aislar isobutanol del medio de cultivo. Por ejemplo, el isobutanol
puede aislarse del medio de cultivo por cualquier método conocido por los expertos en la materia, tales como
destilacion, pervaporacién o extraccion de liquido-liquido.

Ejemplos

Métodos generales

Preparacién de muestras: se almacenaron muestras (2 ml) del caldo de fermentaciéon a -20 °C para analisis de
sustrato y producto posterior. Antes del andlisis, las muestras se descongelaron y después se centrifugaron a 14.000
X g durante 10 min. El sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0,2 ym. Se realizd analisis de sustratos y
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productos usando patrones auténticos (>99 %, obtenido de Sigma-Aldrich), y una curva de calibraciéon de 5 puntos
(con 1-pentanol como un patrén interno para analisis por cromatografia de gases).

Determinacion de la densidad éptica y el peso celular seco: la densidad 6ptica de los cultivos de levadura se
determin6é a 600 nm usando un espectrofotdmetro DU 800 (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, Estados Unidos). Las
muestras se diluyeron segun fue necesario para producir una densidad éptica de entre 0,1 y 0,8. El peso celular
seco se determin6 centrifugando 50 ml de cultivo antes de decantar el sobrenadante. El sedimento celular se lavé
una vez con 50 ml de H20 milliQ, se centrifugd y el sedimento se lavé de nuevo con 25 ml de H20 milliQ. El
sedimento celular se secé después a 80 °C durante al menos 72 horas. El peso celular seco se calculé restando el
peso del tubo de centrifuga del peso del tubo de centrifuga que contenia el sedimento celular.

Cromatografia de gases: se realizo andlisis de etanol e isobutanol en un cromatdgrafo de gases HP 5890 equipado
con una columna DB-FFAP (Agilent Technologies; 30 m de longitud, 0,32 mm ID, 0,25 um de grosor de pelicula) o
equivalente conectada a un detector de ionizaciéon de llama (FID). El programa de temperaturas fue el siguiente:
200 °C para el inyector, 300 °C para el detector, horno a 100 °C durante 1 minuto, gradiente de 70 °C/minuto hasta
235 °C, y después mantenimiento durante 2,5 min.

Cromatografia liguida de alto rendimiento: se realiz6 andlisis de glucosa y &cidos organicos en un sistema de
cromatografia liquida de alto rendimiento HP-1100 equipado con una columna de exclusién iénica Aminex HPX-87H
(BioRad, 300x7,8 mm) o equivalente y una precolumna catiénica de H* (Bio-Rad) o equivalente. Se detectaron
acidos organicos usando un detector UV HP-1100 (210 nm, 8 nm 360 nm de referencia) mientras que la glucosa se
detect6 usando un detector de indice refractario HP-1100. La temperatura de la columna fue de 60 °C. Este método
fue isocratico con acido sulfirico 0,008 N en agua como fase mavil. El flujo se ajusté a 0,6 ml/min. El tamafio de
inyeccion fue de 20 ul y el tiempo de procesamiento fue de 30 minutos.

Fermentaciones discontinuas anaerobias: se realizaron cultivos discontinuos anaerobios a 30 °C en frascos de suero
de 100 ml con tapdn. Se us6é un total de 20 ml de medio sintético con una concentracion de glucosa inicial de 20 g-
glucosa I'* (Kaiser et al., Methods in Yeast Genetics, a Cold Spring Harbor Laboratory Manual (1994)). Se tomaron
muestras de 2 ml a las 24 y 48 horas. La fermentacion termina después de 48 horas o cuando se ha consumido toda
la glucosa. Las muestras se procesan y se analizan por cromatografia de gases y/o cromatografia liquida de alto
rendimiento como se ha descrito anteriormente.

Transformaciones de levadura- K. lactis: se realizaron transformaciones por electroporacién segin Kooistra et al.,
Yeast 21: 789-792 (2004).

Transformaciones con acetato de litio de S. cerevisiae: se transformaron cepas por el método de acetato de litio
(Gietz et al., Nucleic Acids Res. 27: 69-74 (1992). Las células se recogieron de cultivos de una noche cultivados en
50 ml de medio de etanol definido (SC) a una DOsoo de aproximadamente 0,8 a 1,0 por centrifugacién a 2700 rcf
durante 2 minutos a temperatura ambiente. El sedimento celular se resuspendio en 50 ml de agua estéril, se recogiod
por centrifugacion (2700 rcf; 2 min; temperatura ambiente), y se resuspendié en 25 ml de agua estéril. Las células se
recogieron por centrifugacion (2700 rcf; 2 min; temperatura ambiente), y se resuspendieron en 1 ml de acetato de
litio 100 mM. La suspension celular se transfirio a un tubo de 1,5 ml estéril y se recogié por centrifugacién a maxima
velocidad durante 10 segundos. Las células se resuspendieron en acetato de litio 100 mM con un volumen cuatro
veces el volumen del sedimento celular (por ejemplo 400 pl para 100 pl de sedimento celular). A la mezcla de ADN
preparada (72 pl de PEG 50 %, 10 pl de acetato de litio 1 M, 3 pl de ADN de esperma de salmén hervido, y 5 pl de
cada plasmido), se afiadieron 15 pl de la suspension celular y se mezclaron agitando vorticialmente con cinco pulsos
cortos. Las suspensiones celulares/de ADN se incubaron a 30 °C durante 30 minutos y a 42 °C durante 22 minutos.
Las células se recogieron por centrifugacion durante 10 segundos a maxima velocidad y se resuspendieron en
100 pI de SOS (sorbitol 1 M, extracto de levadura 0,34 % (p/v), peptona 0,68 % (p/v), CaCl 6,5 mM). Las
suspensiones celulares se extendieron sobre placas de agar selectivas apropiadas.

PCR de colonias de levadura: se tomaron células de levadura de medio de agar y se transfirieron a 30 pl de SDS
0,2 % y se calentaron durante 4 minutos a 90 °C. Las células se sedimentaron por centrifugacién y se usé 1 ul del
sobrenadante para PCR usando Taq convencional (NEB).

Biologia molecular: se usaron en general métodos de biologia molecular convencionales para clonacion y
construccion de plasmidos, a no ser que se indique de otro modo (Sambrook y Russell).

Medios:

YP: contiene extracto de levadura 1 % (p/v), peptona 2 % (p/v). YPD es YP que contiene glucosa 2 % (p/v), YPE es
YP que contiene etanol 2 % (p/v).

SC+completo: glucosa 20 g/l, complemento de medio con aminoacidos ausentes sintético Sigma™ 14 g/l (incluye
aminoacidos y nutrientes excluyendo histidina, triptéfano, uracilo y leucina) y base de nitrégeno de levadura Difco™
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6,7 g/l. Histidina 0,076 g/l, triptéfano 0,076 g/l, leucina 0,380 g/l y uracilo 0,076 g/I.

SC-HWUL: glucosa 20 g/l, complemento de medio con aminoacidos ausentes sintético Sigma™ 14 g/l (incluye
aminoacidos y nutrientes excluyendo histidina, triptéfano, uracilo y leucina) y base de nitrégeno de levadura Difco™
6,7 g/l.

SC-WLU: glucosa 20 g/l, complemento de medio con aminoacidos ausentes sintético Sigma™ 14 g/l (incluye
aminoacidos y nutrientes excluyendo histidina, triptéfano, uracilo y leucina) y base de nitrégeno de levadura Difco™
6,7 g/l sin aminoacidos, e histidina 0,076 g/l.

SC-HWU: glucosa 20 g/l, complemento de medio con aminoacidos ausentes sintético Sigma™ 14 g/l (incluye
aminoacidos y nutrientes excluyendo histidina, triptéfano, uracilo y leucina) y base de nitrégeno de levadura Difco™
6,7 g/l sin aminoécidos, y leucina 0,380 g/l.

SC-Etanol-HWU: etanol 2 % (p/v), complemento de medio con aminodcidos ausentes sintético Sigma™ 14 g/l
(incluye aminoacidos y nutrientes excluyendo histidina, triptéfano, uracilo y leucina), base de nitrégeno de levadura
Difco™ 6,7 g/l y leucina 0,380 g/l.

Las versiones sélidas del medio anteriormente descrito contienen agar 2 % (p/v).

Cepas, pladsmidos y secuencias de cebadores

La tabla 1 detalla el genotipo de cepas desveladas  en el presente documento:
GEVO N.° Genotipo y/o referencia
GEV01187 S. cerevisiae CEN.PK MAT a ho his3-leu2 trpl ura3 PDC1 PDC5 PDC6
GEV01188 S. cerevisiae CEN.PK MAT alfa ho his3-leu2 trp1 ura3 PDC1 POC5 PDC6
GEV01287 K. lactis MATa uraAl trpl leur2 lysAl adel lac4-8 [pKD1] (ATCC N.° 87365)
S. cerevisiae HO/HO pdcl::Tn5ble/pdcl::Tn5ble pdc5::Tn5ble/pdc5::Tn5ble|

GEVO015372 pdc6::APT1/pdc6::APT1 HIS3/HIS, LEU2/LEU2, URA3/URA3, TRP1/TRP1

Gevo1538 S. cerevisiae MAT a/a, HIS3, LEU2, TRP1, URA3, pdcl:ble/pdcl::ble, pdc5::ble/pdc5::ble,
pdc6::aptl(kanR)/pdc6::aptl(kanR), HO/HO

GEVO1581 S. cerevisiae MAT a/alfa, his3/his3, trpl/trpl, ura3/ura3, LEU2/LEUZ2, pdcl::ble/pdcl::ble,

pdc5::ble/pdc5::ble, pdc6::aptl(kanR)/pdc6::aptl(kanR), HO/HO

Gevol715 S. cerevisiae MAT a, leu2, ura3, pdcl:ble, pdc5::ble, pdc6::aptl(kanR), ho

GEVO01584 S. cerevisiae MAT a, his3, trpl, ura3, leu2, pdcl::ble, pdc5::ble, pdc6::aptl(kanR), ho-
GEVO01742 K. lactis MAT a uraAl trpl leur2 lysAl adel lac4-8 [pKD1] KlpdcU:pGV1537 (G418R)]

GEVO1794 K lactis MATalfa uraAl trpl leu2 lysAl adel lac4-8 [pKD1]pdcl::kan {LI-kivd;Sc- Adh7:KmURA3
integrado}

K. lactis MATalfa uraAl trpl leu2 lysAl adel lac4-8[pKD1]pdcl::kan {Ec-ilvC-deltaN;Ec-ilvD-
deltaN(codén opc para K. lactis):Sc-LEU2 integrado} {LI-kivd;Sc-Adh7:KmURA3 integrado}

K. lactis MATalfa uraAl trpl leu2 lysAl ade2 lac4-8[pKD1]pdcl::kan {Ec-ilvC-deltaN;Ec-ilvD-
GEVO01829 deltaN(coddn opc para K. lactis):Sc-LEU2 integrado} {LI-kivd;Sc-Adh7:KmURA3 integrado}
{promotor ScCUP1-1: Bs alsS, TRP1 aleatorio integrado}

S. cerevisiae MAT a, his3, trpl, ura3, leu2, pdcl:ble, pdc5:ble, pdc6::aptl(kanR), ho-,
evolucionado quimiostaticamente para ser independiente de C2.

ligual que ATCC200826

%las cepas Gevol537 y Gevol538 se designaron originalmente GG570 (derivada de la cepa T2-3D) y se
obtuvo de Paul van Heusden de la universidad de Leiden, Paises Bajos. Para referencias completas de ambas
cepas, véase: Flikweert, M.T. et al., (1996) Yeast 12:247-257.

GEVO01818

Gevol863

La Tabla 2 perfila los pladsmidos desvelados en el p  resente documento:

GEVO N.° | Figura Genotipo o referencia
; — - -
pGV1056 EX8-1 bla(amp_) S.c. promotor TDH3- polienlazador - terminador de CYC1 CEN6/ARSH4
HIS3 ori pUC
bla(amp") S.c. promotor TDH3- polienlazador - terminador de CYC1 CEN6/ARSH4
pGV1062 EX8-2 URA3 ori pUC

bla(amp”) S.c. promotor TEF1 - marcador HA - polienlazador - terminador de CYC1|
2 micrometros URA3 ori pUC

bla(amp”) S.c. promotor TDH3- marcador myc - polienlazador - terminador de CYC]|
2 micrémetros HIS3 ori pUC

bla(amp") S.c. promotor TDH3 - marcador myc - polienlazador - terminador de
CYC1 2 micréometros TRP1 ori pUC

pGV1102 EX8-3

pGV1103 | EX8-4

pGV1104 EX8-5
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bla(amp") S.c. promotor TDH3 - marcador myc - polienlazador - terminador de

PGV1106 | EX8-6 CYE:l g znicrémgtros URA3 ori pUC e P
bla(amp") S.c. promotor TEF1 - HA-L.I. KIVD - S.c. promotor TDH3- myc-S.c. ADH2

pGV1254 EX6-1 - te(rmir?a)dor depCYC1 2 micrometros URA3 ori pUCp g

pGV1295 EX6-2 ElrziiE)aLr}g)f) S.c. promotor TDH3- myc-ilvC - terminador de CYC1 2 micrémetros TRP1

pGV1390 EX6-3 bla(amp") S.c. promotor CUP1-1 - L.I. alsS - terminador de CYC1 2 micrémetros
HIS3 ori pUC
bla(amp") S.c. promotor TDH3- myc-ilvD- terminador de CYC1 2 micrémetros LEU2

pGV1438 EX6-4 ori puC

pGV1503 EX1-1 bla(amp") S.c. promotor TEF1 - KanR ori pUC

pGV1537 EX1-2 Ibla(_ampf) S.c. pr,om(,)tor TEF1 - KanR ori pUC K. lactis PDC1 regién 5" - Pmll - K.
actis PDC1 region 3
bla(amp”) S.c. promotor ADH3 - marcador myc - polienlazador - terminador de

pGV1429 | EX5-1 CYE:l ff)s micrc')Fr)netros TRP1 ori pUC erp
bla(amp”) S.c. promotor TDH3- marcador myc - polienlazador - terminador de CYC1|

PGV1430 | EX5-2 1,6(mic$(’3metroz LEU2 ori puC yerp
bla(amp") S.c. promotor TDH3 - marcador myc - polienlazador - terminador de

pGV1431 | EX5-3 CYE:l ff)s micrc')Fr)netros K.m. URA3 ori pUC erp

pGV1472 EX5-4 blfi(a,mpf) S.c. promotor TEF1 - AUL1(x2)-L.l. alsS - terminador de CYC1l 1,6
micrometros LEU2 ori pUC

pGV1473 EX5-5 pla(ampf) Sc promotor TEF1 - .AU,l (x2)-E.c. ilvD -.S.c. promotor TDH3- myc-E.c.
ilvC - terminador de CYC1 1,6 micrémetros TRP1 ori pUC

pGV1475 EX5-6 bla(anjpf) S.c. promotor TEF_l - HA-L.I. KIVD - S.c. promotor TDH3- myc-S.c. ADH7|
- terminador de CYC1 1,6 micrometros K.m. URA3 ori pUC

pGV1590 EX7-1 bIa(e}mpf) S.c. promotor TEEl - L.I. KIVD - S.c. .promotor TDH3- S.c. ADH7 -
terminador de CYC1 1,6 micrometros K.m. URA3 ori pUC

pGV1726 EX7-2 bla(amp”) S.c. promotor CUP1-1 - B.s. alsS - terminador de CYC1
TRP1 ori pUC

pGV1727 EX7-3 _bla(ampf) S.c. _promotor TEF1 - E.c_. ilvD deltaN-S.c. promotor TDH3-E.c.
ilvCdeltaN- terminador de CYC1 LEU2 ori pUC

pGV1649 EX8-7 bla(amp") S.c. promotor CUP1-1 - B.s. alsS- terminador de CYC1 2 micrometros
TRP1 ori pUC

pGV1664 EX8-8 bIa(e}mpf) S.c. promotor_T[EFl - L. KIVD_- S.c. promotor TDH3- S.c. ADH7 -
terminador de CYC1 2 micrometros URA3 ori pUC

PGV1672 EX8-9 bla(amp”) S.c. promqtor CUP1-1 - polienlazador - terminador de CYCI]
CEN6/ARSH4 TRP1 ori puC

EX8-10 bla(amp") S.c. promotor CUP1-1 - B.s. alsS - terminador de CYC1 CEN6/ARSH4

pGV1673 ;
TRP1 ori puC

PGV1677 EX8-11 pla(ampf) S.c. 'promotor TEF1 - E:c. ivD deltal\!-S.c. promotor TDH3-E.c.
ilvCdeltaN- terminador de CYC1 2 micrometros HIS3 ori pUC

pGV1679 EX8-12 bla(amp”) S._c. promotor TEF1 - E.c. ilvD deItaN-_ S.c. promotor TDH3-E.c. ilvC
deltaN- terminador de CYC1 CEN6/ARSH4 HIS3 ori pUC

PGV1683 EX8-13 bla(gmpf) S.c. promotor TEF1 - L.l KIVD'- S.c. promotor TDH3- S.c. ADH7 -
terminador de CYC1 CEN6/ARSN4 URAS3 ori pUC

La Tabla 3 perfila las secuencias de cebadores desv

eladas en el presente documento:

N.° Nombre Secuencia

489 | MAT comun AGTCACATCAAGATCGTTTATGG

490 | MAT alfa GCACGGAATATGGGACTACTTCG

491 | MAT a ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG

838 | pGV1423-seql (838) TATTGTCTCATGAGCGGATAC

965 | KIPDC1 -616 DIR ACAACGAGTGTCATGGGGAGAGGAAGAGG
966 | KIPDC1 +2528 INV GATCTTCGGCTGGGTCATGTGAGGCGG

995 | KIPDCL1 interno ACGCTGAACACGTTGGTGTCTTGC

996 | KIPDC1 interno AACCCTTAGCAGCATCGGCAACC

1010| KI-PDC1-prom-seq-c TATTCATGGGCCAATACTACG

1006| KI-PDC1-prom-3c GTAGAAGACGTCACCTGGTAGACCAAAGATG
1009| KI-PDC1-term-5c CATCGTGACGTCGCTCAATTGACTGCTGCTAC
1016| KI-PDC1-prom-5-v2 (1016) ACTAAGCGACACGTGCGGTTTCTGTGGTATAG
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1017| KI-PDC1-term-3c-v2 (1017) GAAACCGCACGTGTCGCTTAGTTTACATTTCTTTCC
1019 TEF1prom-5c (1019) TTTGAAGTGGTACGGCGATG
1321] Bs-alsS-Q-A5 (1321) AATCATATCGAACACGATGC
1324] Bs-alsS-Q-B3 (1324) AGCTGGTCTGGTGATTCTAC
1325| Ec-ilvC-dN-Q-A5 (1325) TATCACCGTAGTGATGGTTG
1328| Ec-ilvC-dN-Q-B3 (1328) GTCAGCAGTTTCTTATCATCG

1330| Ec-ilvD-dN-co-KI-Q-A3 (1330) GCGAAACTTACTTGACGTTC
1331| Ec-ilvD-dN-co-KI-Q-B5 (1331) ACTTTGGACGATGATAGAGC

1334 LI-kivd-co-Ec-Q-A3 (1334) GCGTTAGATGGTACGAAATC
1335| LI-kivd-co-Ec-Q-B5 (1335) CTTCTAACACTAGCGACCAG
1338] Sc-ADH7-Q-A3 (1338) AAAGATGATGAGCAAACGAC
1339] Sc-ADH7-Q-B5 (1339) CGAGCAATACTGTACCAATG
1375/ HO +1300 D TCACGGATGATTTCCAGGGT
1376/ HO +1761 | CACCTGCGTTGTTACCACAA

Ejemplo 1 : construccién y confirmacién de delecién de PDC en K. lactis

El fin de este Ejemplo es describir como se construyé y confirmé una variante de delecién de PDC de un miembro
del clado de Saccharomyces, levadura negativa para Crabtree, levadura pre WGD, K. lactis.

Construccién de pldsmido pGV1537: el plasmido pGV1537 (SEC ID N°: 1.1) se construy6 por la siguiente serie de
etapas. Todas las reacciones de PCR llevadas a cabo para generar pGV1537 usaron KOD polimerasa (Novagen,
Inc., Gibbstown, NJ) y condiciones de reaccion convencionales segun el fabricante. Se llevé a cabo un primer ciclo
de dos reacciones de PCR, en el que una reacciébn de PCR contenia los cebadores 1006 y 1016 y uso6
aproximadamente 100 ng de ADN gendmico de la cepa de K. lactis GEVO1287 como un molde. La otra reaccion de
PCR de primer ciclo contenia los cebadores 1017 y 1009 y aproximadamente 100 ng de ADN gendmico de cepa de
K. lactis GEVO1287 como molde. Los dos productos de PCR resultantes (aproximadamente 530 pb y 630 pb de
tamano, respectivamente) se purificaron en gel usando un kit de extraccién de ADN en gel Zymo Research (Zymo
Research, Orange, CA) segun las instrucciones del fabricante y se eluyeron en 10 pl de agua. Se usaron después
dos (2) microlitros de cada producto de PCR eluido como un molde para un ciclo final de PCR catalizada por KOD
polimerasa, que también incluyé los cebadores 1006 mas 1009. El producto resultante se purificé (Zymo Research
DNA Clean & Concentrate kit, Zymo Research, Orange, CA), se digirié hasta su complecién con las enzimas Mfel y
Aatll, y el producto resultante se purificé en gel y se eluyé como se ha descrito anteriormente. Este ADN se lig6 en el
vector pGV1503 (Figura EX1-1), que se habia digerido con EcoRl mas Aatll, se tratd con fosfatasa alcalina de
ternero, y se purific6 en gel como se ha descrito anteriormente. Se exploraron colonias que surgian de la
transformacion del ADN ligado mediante analisis de digestion de restriccion y se confirm6 por reacciones de
secuenciacion de ADN usando los cebadores 838, 1010 y 1019. El ADN recombinante correcto resultante del
ligamiento y el andlisis posterior se nombré pGV1537 (Figuras EX1-2).

Construccién de una cepa de K. lactis KlpdclA: la cepa GEV0O1287 se transformé con plasmido linealizado, digerido
con Pmll pGV1537. La transformacion se llevd a cabo por electroporacion con aproximadamente 300 ng de
pGV1537 linealizado, esencialmente como se describe en Kooistra et al. (Kooistra, R., Hooykaas, P.J.J., y
Steensman, H.Y. (2004) "Efficient gene targeting in Kluyveromyces lactis". Yeast 21: 781-792). Las células
transformadas se seleccionaron sembrando en placas de YPD que contenian geneticina 0,2 mg/ml (G418). Las
colonias que surgieron de la transformacion se seleccionaron adicionalmente sembrando colonias en placas YPD y
después sembrando repeticiones en YPD que contenia 5puM (concentraciéon final) del inhibidor respiratorio
antimicina A, ya que las variantes de Pdc de K. lactis son incapaces de crecer en glucosa en presencia de antimicina
A (Bianchi, M., et al., (1996). "The 'petite negative yeast Kluyveromyces lactis has a single gene expressing pyruvate
decarboxylase activity". Molecular Microbiology 19(1): 27-36) y puede por lo tanto identificarse por este método. De
las 83 colonias resistentes a G418 sembradas en placas con YPD + antimicina A, seis colonias (~7 %) fueron
incapaces de crecer y se identificaron por lo tanto como cepas de alteracion de Klpdcl::pGV1537 candidatas.

Confirmacién de una cepa de K. lactis KipdclA por PCR de colonias: las cepas de alteracion de Klpdcl::pGV1537
candidatas se confirmaron por andlisis de PCR de colonias. Para hacer esto, se obtuvo ADN genémico de lineas
candidatas por el siguiente método. Se resuspendié una cantidad pequefia (equivalente a una cabeza de cerilla) de
células de levadura en 50 pL de SDS 0,2 % y se calentaron a 95 °C durante 6 minutos. La suspension se sediment6
por centrifugacion (30 s, 16.000xg) y se us6 1 pL del sobrenadante como un molde en reacciones de PCR de 50 pL.
Ademas de componentes convencionales, las reacciones contenian Triton X-100 a una concentracion final de 1,5 %
y DMSO a una concentracion final de 5 %. Los diversos conjuntos de cebadores usados, y los tamafios de amplicon
esperados, se indican en la Tabla EX1-1. Por estos andlisis, se identifico una cepa de Klpdcl A::pGV1537 correcta y
se nombré GEVO1742.
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Tabla EX1-1. Pares de cebadores y tamafios de amplicon  esperados predichos para exploracion por PCR de
colonias de células Klpdcl A::pGV1537 candidatas.

Tamafio de producto esperado para Tamafio de producto esperado para
Par de cebadores KlpgclA::pGV1237 P pKIPDC1+ P P
965y 838 796 pb (ninguno)
1019y 966 947 pb (ninguno)
995y 996 (ninguno) 765 pb

Confirmaciéon de GEVO1742 KlpdclA::pGV1537 por fermentacion: se ha mostrado que las cepas de K. lactis que

carecen de KIPdclp (KlpdclA) producen niveles significativamente menores de etanol cuando se cultivan con
glucosa (Bianchi, M., et al., (1996). "The 'petite negative yeast Kluyveromyces lactis has a single gene expressing
pyruvate decarboxylase activity". Molecular Microbiology 19(1): 27-36). Para confirmar este fenotipo, se llevaron a
cabo fermentaciones con las cepas GEV0O1287 y GEVO1742. Brevemente, se inoculé un cultivo de una noche
saturado (3 ml) de cada cepa que habia crecido en YPD en 25 ml de YPD a una DOsoo de partida de 0,1 y se cultivd
de forma aerobia en un matraz con tapén suelto en un agitador durante 24 horas a 30 °C, 250 rpm. Después del
crecimiento, se recogieron 2 ml de cultivo, las células se sedimentaron por centrifugacion (5 minutos, 14.000xg) y el
sobrenadante se sometid a andlisis por cromatografia de gases y cromatografia liquida. Se resume un sumario de
los datos de estos analisis en la Tabla EX1-2. La produccién muy reducida de etanol y la acumulacién aumentada de
piruvato en el medio de fermentacion son caracteristicos de cepas de K. lactis en las que se ha suprimido PDC1. Por
lo tanto, estas observaciones confirman las conclusiones genéticas moleculares de que la cepa GEVO1742 es de
hecho Klpdc1lA.

Tabla EX1-2. Etanol y piruvato producido y glucosa con sumida en fermentaciones aerobias de GEVO1287 y
GEV0O1742.

Cepa Etanol producido (g/l) Piruvato producido (g/l) Glucosa consumida (g/l)
GEV01287 8,129 (no detectado) 17,56
GEVO01742 0,386 1,99 5,25

Ejemplo 2: _construccién y confirmacién de delecidon de PDC en S. cerevisiae

El fin de este Ejemplo es describir como se construyd y confirmé una variante de delecion de PDC de un miembro
del grupo de levadura de Saccharomyces en sentido estricto, el clado de levadura de Saccharomyces, una levadura
positiva para Crabtree, y una levadura post WGD, S. cerevisiae.

Se incubaron las cepas GEVO1537 y GEVO1538 en acetato potasico 1% durante 3-4 dias lo que induce
esporulacion. Las esporas haploides resultantes se recuperaron por analisis de esporas aleatorio. Brevemente, se
examin6 un cultivo de células esporulantes microscopicamente para asegurar que habia esporulado una fraccién
suficiente de células (>10 %). Se recogieron cinco (5) ml de un cultivo de células esporuladas por centrifugacion (5
minutos a 3000xg) y se lavaron una vez en 1 ml de agua. Las células se resuspendieron en 5 ml de agua a los que
se afiadieron 0,5 ml de una solucién 1 mg/ml (recién hecha) de zimoliasa-T (en agua) asi como 10 ul de B-
mercaptoetanol. La suspension celular se incub6 durante una noche a 30 °C en un agitador a 50 rpm. Se afiadieron
cinco ml de Triton X-100 1,5 % y la mezcla se incub6 en hielo durante 15 minutos. La solucién se sonico tres veces
durante 30 segundos por ciclo a 50 % de potencia, con 2 minutos de reposo en hielo entre ciclos de sonicacion. La
suspension se centrifugd (1200 x g, 5 minutos) y se lavo dos veces con 5 ml de agua. El sedimento celular final se
resuspendié en 1 ml de agua y las células se sembraron en placas a YP+ EtOH 2 %.

Después de este procedimiento, las esporas individuales separadas se sembraron en medio sélido para obtener
colonias, todas del genotipo HO pdcl::Tn5ble pdc5::Tn5ble pdc6:APT1 HIS3 LEU2 TRP1 URA3 y de tipo de
apareamiento desconocido. Alguna fraccion de las células fue diploide (homozigota) debido al estado génico HO+ y
cambio de tipo de apareamiento resultante y reapareamiento para formar diploides.

El genotipo de locus de tipo de apareamiento de las colonias Pdc menos potenciales se confirmé por PCR usando
Taq ADN polimerasa (New England BiolLabs, Ipswich, MA) en condiciones convencionales usando cebadores
especificos para el locus MAT a (cebadores n.° 489 y n.° 491) o locus MAT a (cebadores n.° 490 y n.° 491). Las
colonias que generaron un dnico producto de PCR con uno de los dos posibles conjuntos de cebadores y ningin
producto cuando se ensayaron con el otro fueron cepas Pdc menos haploides potenciales. Para confirmar el tipo de
apareamiento, las cepas se cruzaron con Gevol187 y Gevo1188 (CEN.PK). La descendencia diploide resultante se
seleccion6 en medio que contenia glucosa (para seleccionar con respecto a la presencia de genes PDC+
introducidos por fondo de CEN.PK) y que también carecen de al menos uno de los siguientes nutrientes: histidina,
leucina, triptéfano o uracilo (para seleccionar con respecto a la prototrofia apropiada como se proporciona por el
alelo de tipo silvestre del gen correspondiente del fondo de Gevo1537 o GEVO1538.

Las células diploides se esporularon y germinaron en placas de agar que contenian YP + etanol 2 % (para permitir el

crecimiento de aislados Pdc menos). Para identificar candidatos Pdc menos, se sembraron en estrias colonias
viables en placas de agar YPD y se aislaron colonias que eran inviables en glucosa. La incapacidad de crecer con
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glucosa confirma que estos candidatos son pdcl::ble y pdc5::ble. El pdc6::aptl confirmé su capacidad para crecer
en placas de YP + etanol que contenian el antibiético G418. El genotipo del locus de tipo de apareamiento de las
colonias Pdc menos potenciales se confirmé por PCR usando Taq ADN polimerasa (New England BioLabs, Ipswich,
MA) en condiciones convencionales usando cebadores especificos para el locus de MAT a (cebadores n.° 489 y n.°
491) o locus MAT a (cebadores n.° 490 y n.° 491). La presencia de un producto de ambos conjuntos de reacciones
de PCR indic6 que ambos alelos de tipo de apareamiento estaban presentes en la poblacién, como consecuencia
del cambio del alelo de tipo de apareamiento por una enzima codificada por HO activa. La presencia de un producto
de PCR para un conjunto de cebadores especificos de locus MAT pero no el otro indicé que la cepa carece de esta
actividad y era por lo tanto ho-. Basandose en estos analisis, se identificaron seis colonias candidatas como cepas
ho- y un candidato n.° 4 fue HO.

Estas cepas Pdc menos se sembraron en estrias en placas de SC + etanol sin una de: leucina, histidina, triptéfano o
uracilo, para determinar la presencia de mutaciones auxotréficas dentro de estas cepas. Una cepa Pdc menos,
GEVO01581, fue auxotrofica para histidina, uracilo y triptéfano, y por lo tanto portaba tres de los marcadores (his3,
ura3 y trpl). Otra cepa Pdc menos, GEVO1715, era auxotréfica para uracilo y leucina y por tanto portaba los dos
marcadores, ura3y leu2.

GEVO01581 y GEVO1715 se exploraron por andlisis de RFLP para verificar la presencia del alelo ho. Se amplificd
una parte de 447 pb del locus HO por PCR que contenia el codon que esta alterado en el alelo ho (H475L) usando
los cebadores 1375 y 1376. Esta mutacién introduce un sitio de restriccién Alul, y en consecuencia, la digestion con
Alul (New England BioLabs, Ipswich, MA) produjo un fragmento de 447 pb (HO) o un fragmento de 122 pb mas un
fragmento de 325 pb (ho). Basandose en el analisis de RFLP, GEVO1581 fue HO y GEVO1715 fue ho.

Para obtener una cepa Pdc menos con los cuatro marcadores auxotréficos, se cruzé GEVO1795 con GEVO1188 y
se generaron diploides como se ha descrito anteriormente. El diploide resultante se esporul6 y los candidatos a Pdc
menos se aislaron sembrando en placas con YP + etanol que contenian tanto fleomicina como G418. Estos
candidatos se sembraron después en estrias en placas de agar YPD y se ensayaron con respecto a su inviabilidad
en glucosa. Los que no crecian con glucosa se aislaron como este fenotipo, ademas de su resistencia a fleomicina y
G418 confirma que estos candidatos son pdcl::ble, pdc5::ble y pdc6::aptl. Estos aislados se sembraron en estrias
en placas de SC + etanol sin uno de: leucina, histidina, triptéfano o uracilo, para determinar la presencia de
mutaciones auxotréficas dentro de estas cepas. Una de estas cepas Pdc menos, GEVO1584, fue auxotréfica para
histidina, uracilo, triptéfano y leucina y por lo tanto portaba los cuatro marcadores, his3, ura3, trpl y leu2. También se
confirm6 que GEVO1584 es MATa y ho por andlisis de PCR y RFLP de colonias, respectivamente, como se ha
descrito anteriormente.

Tabla EX2-1: tabla sumario de cepas Pdc menos de  S. cerevisiae obtenidas

GEVO N.°| GENOTIPO FUENTE DE LA CEPA

1537 MAT a/a, HIS3, LEU2, TRP1, URAS3, pdcl:ble/pdcl:ble, Cepa GG570 de Paul van
pdc5::ble/pdc5::ble, pdc6::aptl(kanR)/pdc6::aptl(kanR),| Heusden, Universidad de
HO/HO Leiden, Paises Bajos

1538 MAT al/a, HIS3, LEU2, TRP1, URA3, pdcl:ble/pdcl:ble| Cepa GG570 de Paul van
pdc5::ble/pdc5::ble, pdc6::aptl(kanR)/pdc6::aptl(kanR), Heusden, Universidad de
HO/HO Leiden, Paises Bajos

1581 MAT al/a, his3/his3, trpl/trpl, ura3/ura3, LEU2/LEU2, candidato n.°4
pdcl::ble/pdcl::ble, pdc5.:ble/pdc5::ble, GEVO1537xGEV01187
pdc6::aptl(kanR)/pdc6::aptl(kanR), HO/HO

1584 MAT a, his3, trpl, ura3, leu2, pdcl:ble, pdc5::ble| candidato n.°201
pdc6::aptl(kanR), ho GEVO1715xGEV01188

1715 MAT a, leu2, ura3, pdcl:ble, pdc5::ble, pdc6::aptl (kanR), ho candidato n.° 104 GEV0O1187x

GEVO1537

Ejemplo 3: _otras cepas de S. cerevisiae Pdc menos.

Se han descrito previamente S. cerevisiae modificadas por ingenieria genética para ser deficientes en la actividad
PDC: (Flikweert, M.T., van der Zanden, |l., Janssen, W.M.T.M, Steensma, H.Y., van Dijken J.P., Pronk J.T. (1996)
Yeast 12(3): 247-57). Dichas cepas pueden obtenerse de estas fuentes.

Ejemplo 4: _evolucién guimiostatica de mutante triple de PDC de S. cerevisiae

Este ejemplo demuestra que puede hacerse evolucionar una variante de delecién de PDC de un miembro del grupo
de levadura de Saccharomyces en sentido estricto, la levadura del clado de Saccharomyces, positiva para Crabtree,
levadura post WGD, S. cerevisiae, de modo que no tenga el requisito de una molécula de dos carbonos y tenga una
velocidad de crecimiento similar a la cepa parental con glucosa.

Se esterilizé un recipiente fermentador DasGip y se cargd con 200 ml de YNB (base de nitrégeno de levadura; que
contiene por cada litro de agua destilada: 6,7 g de YNB sin aminoacidos de Difco, se afiadié lo siguiente por cada
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litro de medio: 0,076 g de histidina, 0,076 g de triptéfano, 0,380 g de leucina, y/o 0,076 g de uracilo; se ajusté el pH
del medio a 5 afiadiendo algunas gotas de HCL o KOH) y contenia etanol al 2 % p/v. El recipiente se instal6 y todas
las sondas se calibraron segun las instrucciones de DasGip. El recipiente también se unié a un analizador de gas
emitido del sistema de DasGip, asi como a un espectrometro de masas. Se tomaron mediciones en linea de
oxigeno, diéxido de carbono, isobutanol y etanol a lo largo del experimento. Las dos sondas que estaban dentro del
recipiente midieron el pH y los niveles de oxigeno disuelto en todo momento. También se prepararon una entrada y
una salida del medio en el recipiente. El tubo de salida se coloc6 a una altura justo por encima del nivel de 200 ml, y
la velocidad de bombeo se establecié al maximo. Esta disposicion ayuda a mantener el volumen en el recipiente a
200 ml. Se roci6 aire en el fermentador a 12 litros por hora convencionales (siph) en todo momento. La temperatura
del recipiente se mantuvo constante a 31,8 °C y la velocidad de agitacion se mantuvo a 300 rpm. El gas emitido se
analiz6 con respecto a concentraciones de CO2, Oz, etanol e isobutanol. La cantidad de didxido de carbono (Xcoz2) y
niveles de oxigeno (Xoz) en el gas emitido se usaron para evaluar el estado metabdlico de las células. Un aumento
de los niveles de Xcoz y reduccion de los niveles de Xoz indicé un aumento en la velocidad de crecimiento y
velocidad de consumo de glucosa. Los niveles de etanol se supervisaron para asegurar que no hubo contaminacion,
de otras células de levadura ni de inversores potenciales de la cepa mutante ya que el mutante triple de PDC de S.
cerevisiae no produce etanol. EI pH minimo en el recipiente se ajusté a 5, y se preparé un control de base para
bombear hidréxido de potasio en el recipiente cuando el pH caia por debajo de 5.

Se inoculé GEVO1584 en 10 ml de medio YNB con etanol 2 % p/v como la fuente de carbono. El cultivo se incubé a
30 °C durante una noche con agitacién. El cultivo de una noche se usé para inocular el recipiente DasGip.
Inicialmente el recipiente se procesé en modo discontinuo, para acumular una alta densidad celular. Cuando se
alcanz6 aproximadamente 3 g de CDWI/I de biomasa celular, el recipiente se cambi6 a modo quimiostatico y
comenzo la dilucion del cultivo. El medio bombeado al recipiente era YNB con glucosa 7,125 g/l y acetato 0,375 g/l
(equivalente a carbono 5 %). La velocidad de dilucién inicial se ajusté a 0,1 ht, pero a medida que comenzé a
reducirse la densidad celular, la velocidad de dilucién se redujo a 0,025 h! para evitar la dilucion excesiva.
GEVO01584 era de tipo de apareamiento a. Una comprobacion por PCR del tipo de apareamiento de la poblacién
quimiostatica después de varios dias en el experimento indico que la cepa aun presente era de tipo de apareamiento
a.

El cultivo en el quimiostato se estabilizé y la velocidad de dilucion aument6 a 0,1 h'. Después de alcanzarse el
estado estacionario a la velocidad de dilucion 0,1 h'l, se redujo lentamente la concentracion de acetato. Esto se
consiguidé usando un sistema de dos bombas, que producia eficazmente un esquema de bombeo de gradiente.
Inicialmente la bomba A bombeaba YNB con glucosa 7,125 g/l, y acetato 0,6 g/l a una velocidad de 12,5 ml/h y la
bomba C bombeaba YNB solamente con glucosa 7,125 g/l a una velocidad de 7,5 ml/h. El acetato combinado que
entraba en el recipiente era de 0,375 g/l. Después, durante un periodo de 3 semanas, la velocidad de la bomba A se
redujo lentamente y la velocidad de la bomba C se aumentd en la misma cantidad de modo que la velocidad
combinada de alimentacion fue siempre de 20 mi/h. Cuando la velocidad de la bomba A cayé por debajo de 3 ml/h el
cultivo comenzo6 a diluirse en exceso lentamente. Para evitar la dilucién completa la velocidad de dilucion se redujo a
0,075 h! desde 0,1 h'* (Figura EX4-1). A esta velocidad de dilucion, la velocidad de la bomba A se redujo finalmente
a 0, y la cepa evolucionada pudo crecer con glucosa solamente. Durante el periodo de aproximadamente 5
semanas, se retiré ocasionalmente una muestra, bien del recipiente directamente o bien de la linea de efluente. Las
muestras se analizaron con respecto a glucosa, acetato y piruvato usando HPLC, y se sembraron en placas con
YNB con glucosa, YNB con etanol, e YNB (sin uracilo) mas glucosa o etanol como control negativo. Las cepas
aisladas del quimiostato no crecieron en las placas con YNB sin uracilo. Se tomé regularmente la DOeoo para
asegurar que el quimiostato no se diluia excesivamente. Se realizaron regularmente reservas de muestras en
congelador del cultivo para futura caracterizacion de las cepas.

Para caracterizar el crecimiento de las cepas evolucionadas YNB, YPD (extracto de levadura, peptona, dextrosa), e
YPE (extracto de levadura, peptona, dextrosa) se usaron con diversas concentraciones de glucosa o etanol. La
caracterizacion de crecimiento se realizé en tubos de ensayo con tap6n con cierre de resorte o placas de 48 pocillos
(7,5 ml). Los tubos de ensayo con tapon con cierre de resorte no se cerraron completamente de modo que podria
ventilarse aire hacia afuera o hacia dentro de los tubos, y las placas de 48 pocillos se cubrieron con una membrana
permeable al aire para permitir la transferencia de oxigeno. Para comprobar con respecto a contaminaciones, se
usaron placas de agar con YPD o YPE con los antibiéticos G418 y fleomicina. La cepa de mutante triple de PDC
(GEVO1584) tiene marcadores de resistencia tanto a G418 como a fleomicina, de modo que la descendencia de esa
cepa podra crecer con los antibidticos. Se estudiaron colonias individuales aisladas de cada muestra quimiostatica
con respecto a velocidades de crecimiento. Se selecciond una Unica colonia aislada de la poblacién de quimiostato
de 35 dias debido a altas velocidades de crecimiento con glucosa como Unica fuente de carbono, era resistente
tanto a G418 como a fleomicina, y crecié sin necesidad de etanol o acetato. La colonia individual se hizo evolucionar
adicionalmente mediante 24 transferencias seriadas sucesivas en tubos de ensayo con YPD a 30 °C, con agitacion a
250 rpm. La cepa resultante, GEVO1863, crecié de forma similar al parental de levadura de tipo silvestre con
glucosa (Figura EX4-2), no produjo etanol (Figura EX4-3), y no requirié etanol o acetato para el crecimiento.

Ejemplo 5: produccion de isobutanol en K. lactis Pdc mas

Este ejemplo demuestra la produccion de isobutanol en un miembro del clado de Saccharomyces, negativo para
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Crabtree, levadura pre WGD, K. lactis.

La ruta de producciéon de isobutanol se clondé en un sistema de expresion basado en vector de K. lactis: un
fragmento Sacl-Mlul que contiene el promotor de TEF1. Se cloné alsS de Lactococcus lactis y parte de la secuencia
terminadora de CYC1 en los mismos sitios del plasmido de expresion de K. lactis, pGV1430 (Figura EX5-2), para
generar pGV1472 (Figura EX5-4, SEC ID N° 5-1). Se clon6 un fragmento de Sacl-Mlul que contenia el promotor de
TEF1, E. ilvD de E. coli, promotor de TDH3, ilvC de E. coli, y parte del terminador de CYC1 en los mismos sitios de
plasmido de expresion de K. lactis, pGV1429 (Figura EX5-1), para generar pGV1473 (Figura EX5-5, SEC ID N°: 5.2).
Un fragmento de BssHII-Notl contenia el promotor de TEF1, kivD de L. lactis, promotor de TDH3 y ADH7 de S.
cerevisiae. Se clond ScAdh7 en el plasmido de expresion de K. lactis, pGV1431 (Figura EX5-3), para obtener
pGV1475 (Figura EX5-6, SEC ID N°: 5.3).

La cepa de K. lactis GEVO1287 se transformd con los plasmidos anteriores, pGV1472, pGV1473 y pGV1475 (Tabla
EX5-1) para expresar la ruta de isobutanol. Como control, también se transformé K. lactis GEVO1287 con los
vectores vacios pGV1430, pGV1429 y pGV1431 (Tabla EX5-1).

Tabla EX5-1. Ruta de isobutanol de expresion de los ¢ lones de K. lactis

Clon |Hospedador [Plasmido 1 |Plasmido 2 [Plasmido 3 ALS KARI DHAD KIVD ADH
iB165| GEVO128 7 | pGV143 0 | pGV1429 | pGV1431 - - - - -
iB173| GEVO128 7 | pGV147 2 | pGV1473 | pGV1475 | Ptefl-Ll. alsS | Ec.ilvC| Ec. ilvD | LI. Kivd | Sc. Adh7

Se cultivaron células transformadas durante una noche y se transfirieron a frascos de fermentacion de 100 ml
usando 20 ml de medio SC-WLU. Se tomaron muestras de dos ml a las 24 y 48 horas para andlisis de GC. Cada
punto temporal, se afiadieron 2 ml de una glucosa al 20 % después de retirar muestras para analisis de GC. A las 48
horas terminé la fermentacion. Se procesaron muestras de GC como se describe. Los resultados se muestran en la
Tabla EX5-2. Se produjeron hasta 0,25 g/l de isobutanol en K. lactis transformada con una ruta de isobutanol
mientras que la cepa de control sin la ruta solamente produjo 0,022 g/l en 48 horas.

Tabla EX5-2. Resultados de la fermentacion de K. lactis
Clon Titulo de Isobutanol Produccion de Isobutanol (% Etanol (g/l)
(mg/l) tedrico)
iB 165 0,022 0,13 114
iB173 0,25 15 12,6

Para determinar si pueden aumentarse los titulos de isobutanol usando un medio complejo rico, se realizaron
fermentaciones como se ha descrito anteriormente con iB165 (control solamente de vector) e iB173 usando YPD en
lugar de medio de SC-WLU. Ademas, también se llevaron a cabo fermentaciones en matraces de tapon de rosca de
250 ml (condiciones microaerobias) y en matraces de tapon metdlico de 125 ml (condiciones aerobias). Se tomaron
muestras a las 24, 48 y 72 horas y se muestran los niveles de isobutanol obtenidos en la Tabla EX5-3.

Tabla EX5-3. Resultados de fermentacion de K. lactis usando YPD

Clon Condicién . Titulo de Rendimiento d'e.isobutanol (% Etanol (g/l)
isobutanol(mg/l) tedrico)
iB165 Anaerobia 66 0,4 27,4
iB165 Microaerobia 117 0,7 24,5
iB165 Aerobia 104 0,6 11,7
iB173 Anaerobia 297 1,8 25,8
iB173 Microaerobia 436 2,6 23,4
iB173 Aerobia 452 2,7 13,4

Ejemplo 6: produccion de isobutanol en S. cerevisiae Pdc mas

Este ejemplo demuestra la producciéon de isobutanol en un miembro del grupo de Saccharomyces en sentido
estricto, clado de Saccharomyces, positivo para Crabtree, levadura post WGD, S. cerevisiae.

Se construyeron diversos plasmidos que portaban la ruta de produccién de isobutanol para expresién de esta ruta
metabdlica en una variante Pdc mas de S. cerevisiae, GEVO1187. Los plasmidos pGV1254 (Figura EX6-1; SEC ID
N°: 6.6), pGV1295 (Figura EX6-2; SEC ID N°: 6.7) pGV1390 (Figura EX6-3; SEC ID N°: 6.8), y pGV1438 (Figura
EX6-4; SEC ID N°: 6.9) fueron plasmidos de S. cerevisiae de alto nimero de copias que expresaban juntos los cinco
genes de la ruta de isobutanol. (TABLA EX6-1). Se generé pGV1390 clonando un fragmento Sall- BamHI que
contenia el alsS de L. lactis (SEC ID N°: 6.1) en el plasmido de expresion de S. cerevisiae, de alto nimero de copias,
pGV1387, en el que el alsS de L. lactis se expresaria bajo el promotor de CUP1. Se generé pGV1295 clonando un
fragmento Sall -BamHI que contenia el ilvC de E. coli (SEC ID N°: 6.2) en el plasmido de expresion de S. cerevisiae
de alto nimero de copias, pGV1266, en el que el ilvC de E. coli se expresaria usando el promotor de TDH3. Se
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generd pGV1438 clonando un fragmento Sall -BamHI que contenia el ilvD de E. coli (SEC ID N°: 6.3) en el plasmido
de expresion de S. cerevisiae de alto nimero de copias, pGV1267, en el que el ilvD de E. coli se expresaria usando
el promotor de TDH3. Se realiz6 pGV1254 clonando un fragmento EcoRI (relleno por tratamiento con polimerasa de
Klenow) - Xhol que contenia el promotor de TDH3 y ADH2 de S. cerevisiae de pGV1241 en los sitios BamHI (relleno
por Klenow) y Xhol de pGV1186. Se prepar6é pGV1186 clonando un fragmento de Sall -BamHI que contenia el kivD
de L. lactis (SEC ID N°: 6.4) en un plasmido de expresién de S. cerevisiae de alto nUmero de copias, pGV1102, en el
que el kivD de L. lactis se expresaria usando el promotor de TEF1. Se preparé pGV1241 clonando un fragmento de
Sall-BamHI que contenia el ADH2 de S. cerevisiae (SEC ID N°: 6.5) en un plasmido de expresion de S. cerevisiae
de alto nimero de copias, pGV1106, en el que el ADH2 de S. cerevisiae se expresaria usando el promotor de TDH3.

GEV01187 se transformd con plasmidos como se muestra en la Tabla EX6-1. Como un control de ruta de isobutanol
defectuosa, se transformaron células con pGV1056 (Figura EX8-1, control de vector vacio) en lugar de pGV1390.
Los transformantes se sembraron en placas de seleccion apropiadas. Se aislaron colonias individuales de la
transformacion y se ensayaron con respecto a produccion de isobutanol por fermentacion.

TABLA EX6-1
pGVn.° Promotor Gen Tipo de plasmido Marcador de plasmido
pGV1254 | Sc TEF1 | L. lactis kivD |Alto nimero de copias Sc URA3
pGV1295 | Sc TDH3 E. coliilvC | Alto numero de copias Sc TRP1
pGV1390 | Sc CUP1 | L. lactis alsS |Alto numero de copias Sc HIS3
pGV1438 | Sc TDH3 E. coliilvD |Alto nimero de copias Sc LEU1

Las células se cultivaron durante una noche y se llevaron a cabo fermentaciones discontinuas anaerobias como se
ha descrito en los métodos generales. Se us6 SC-HWUL como el medio. Se tomaron muestras de 2 ml a las 24, 48 y
72 horas para GC. En cada punto temporal, se administraron a los cultivos 2 ml de una solucién de glucosa al 40 %.
La fermentacion se termind después de 72 horas. Se procesaron y analizaron las muestras como se ha descrito. Los
resultados se muestran en la Tabla EX6-2. Como se muestra, se produjo isobutanol en GEVO1187 transformado
con los plasmidos que contienen ruta de isobutanol.

Tabla EX6-2. Produccién de isobutanol en  S. cerevisiae, GEV01187, después de 72 horas

Isobutanol Etanol
Cepa Plasmidos . 1, | Rendimiento | . .17 |Rendimiento
Titulo [g Y] [%] Titulo[gl] (%]
GEVO01187 | pGV1254, pGV1438, pGV1390, pGV1438 0,13 0,31 31 60
GEVO01187 | pGV1056, pGV1296, pGV1438, pGV1254 0,04 0,10 42 82

Este ejemplo demuestra la produccion de isobutanol en un miembro Pdc menos del clado de Saccharomyces,
negativo para Crabtree, levadura pre WGD, K. lactis.

Descripcion de los plasmidos pGV1590, pGV1726, pGV1727: pGV1590 (Figura EX7-1, SEC ID N°: 7.1) es un
plasmido de expresion de K. lactis usado para expresar kivD de L. lactis (bajo promotor de TEF1) y ADH7 de S.
cerevisiae (bajo el promotor de TDH3). Este plasmido también porta el gen URA3 de K. marxianus y el origen de
replicacién de 1,6 micrémetros que permite la replicacion de ADN en K. lactis. pGV1726 (Figura EX7-2, SEC ID N°:
7.2) es un plasmido de integracién de levadura que porta el marcador TRP1 y que expresa alsS de B. subtilis
usando el promotor de CUP1. pGV1727 (Figura EX7-3, SEC ID N°: 7.3) es un plasmido de integracién de levadura
que porta el marcador LEU2 y que expresa ilvD de E. coli bajo el promotor de TEF1 e ilvC de E. coli bajo el promotor
de TDH3. Ni pGV1726 ni pGV1727 portan un origen de replicacion de levadura.

Construcciéon de GEVO1829, una cepa de K. lactis con ruta integrada: la ruta de isobutanol se introdujo en la cepa
de K. lactis Pdc menos GEVO1742 por integraciones aleatorias de los genes de la ruta. GEVO1742 se transformé
con el fragmento de Acc65l -NgoMIV de pGV1590 que contenia el kivd de L. lactis y ADH7 de S. cerevisiae pero sin
el origen de replicacion de levadura, para generar GEVO1794. La presencia tanto de kivd de L. lactis como de ADH7
de S. cerevisiae se confirmé por PCR de colonias usando los conjuntos de cebadores 1334 + 1335 y 1338 + 1339,
respectivamente. Se transformé GEVO1794 con pGV1727, un plasmido de integracion de levadura que porta ilvD de
E. coli (bajo el promotor de TEF1) e ilvC de E. coli (bajo el promotor de TDH3), que se habian linealizado por
digestion con Bcgl. La cepa resultante, GEVO1818, se confirmo por PCR de colonias con respecto a la presencia de
ilvD de E. coli e ilvC de E. coli usando los conjuntos de cebadores 1330 + 1331 y 1325 + 1328, respectivamente.
Después se transformé GEVO1818 con pGV1726, un plasmido de integracién de levadura que porta alsS de B.
subtilis (bajo el promotor de CUP1), que se habia linealizado por digestion con Ahdl para generar GEVO1829. La
presencia de alsS de B. subtilis se confirmé por PCR de colonias usando los cebadores 1321 + 1324.
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Se llevaron a cabo fermentaciones aerobias para ensayar la produccion de isobutanol por la cepa Pdc menos que
portaba la ruta de isobutanol, GEVO1829. La cepa Pdc menos sin la ruta de isobutanol, GEVO1742, se us6 como un
control. Estas cepas se cultivaron en YPD durante una noche a 30 °C, 250 rpm, después se diluyeron en 20 ml de
YPD nuevo en un matraz de 125 ml y se cultivaron a 30 °C, 250 rpm. Se tomaron muestras de 2 ml a las 24 y 48
horas, las células se sedimentaron durante 5 minutos a 14.000 x g y el sobrenadante se analizd con respecto al
isobutanol por GC. Ademas se analizaron las concentraciones de glucosa por LC. Los resultados se muestran en la
Tabla EX7-1. A las 48 horas, la DO de la cepa GEVO1742 habia alcanzado mas de 8,5 mientras que la DO de la
GEV01829 era menor de 5. GEVO1829 consumié aproximadamente 15,7 g/l de glucosa mientras que GEVO1742
consumié aproximadamente 7,7 g/l de glucosa. GEVO1829 produjo 0,17 g/l de isobutanol mientras que GEVO1742
no produjo nada de isobutanol por encima del fondo del medio.

Tabla EX7-1. Resultados de fermentacion de K. lactis

Clon Titulo de isobutanol Rendimiento de isobutanol Etanol (mg/l)
(mg/l) (% del tedrico) 9
GEV0O1742 0 0 17
GEV01829 170 2,6 53

Ejemplo 8A: produccién de isobutanol en S. cerevisiae Pdc menos GEVO1581

Este ejemplo demuestra la produccion de isobutanol en un miembro Pdc menos del grupo de Saccharomyces en
sentido escrito, levadura del clado de Saccharomyces, levadura positiva para Crabtree, levadura post WGD, S.
cerevisiae.

La cepa GEVO1581 con los tres genes que codifican la actividad PDC suprimida (pdclA, pdc5A y pdc6A) se uso para
producir isobutanol. Se codificaron enzimas de la ruta de isobutanol por genes clonados en tres plasmidos. pGV1103
(Figura EX8-4, SEC ID N°: 8.4), pGV1104 (Figura EX8-5, SEC ID N°: 8.5) y pGV1106 (Figura EX8-6, SEC ID N°: 8.6)
eran vectores de expresion de alto nimero de copias vacios que portan como genes marcadores, URA3, HIS3 y
TRP1, respectivamente. El gen alsS de B. subtilis, que se expresa usando el promotor de CUP1, estaba codificado
en un plasmido CEN de bajo nimero de copias, pGV1673 (Figura EX8-10, SEC ID N°: 8.10) o un plasmido de alto
namero de copias, pGV1649 (Figura EX8-7, SEC ID N°: 8.7). Ambos de estos plasmidos usaron TRP1 como un gen
marcador. Se expresaron ilvD de E. coli (expresado usando el promotor de TEF1) y el ilvC de E. coli (expresado
usando el promotor de TDH3) a partir del plasmido de alto nimero de copias pGV1677 (Figura EX8-11, SEC ID Ne:
8.11). Este plasmido utilizaba HIS3 como un gen marcador. kivd de L. lactis (expresado usando el promotor de
TEF1) y ADH7 de S. cerevisiae (expresado usando el promotor de TDH3) se expresaron a partir del plasmido de alto
numero de copias pGV1664 (Figura EX8-8, SEC ID N°: 8.8). Este plasmido utilizé URA3 como un gen marcador. Se
introdujo una combinacion de estos plasmidos (Tabla EX8-1) para reconstituir la ruta de isobutanol en GEVO1581
por transformacion con acetato de litio (descrito en Métodos generales).

Tabla EX8-1. Plasmidos transformados en GEVO1581

Fermentacién n.°|Cepa Plasmido Notas
iB250 GEVO01581 | pGV1103, pGV1104, pGV1106 | Control de vector
iB251 GEVO01581 | pGV1677, pGV1649, pGV1664 | Ruta de iBuOH, alsS en plasmido de
2 micrémetros
iB252 GEVO1581 | pGV1677, pGV1673, pGV1664 | Ruta de iBuOH, alsS en plasmido de CEN

Se llevaron a cabo experimentos de fermentacion con GEVO1581 transformado con plasmidos segun la Tabla EX8-
1 para determinar la cantidad de isobutanol producido (titulo) y el porcentaje de isobutanol con respecto a glucosa
consumida (rendimiento).

Fermentaciones con transformantes de GEVO1581: usando células cultivadas en 3 ml de medio definido (SC-
etanol), se inocularon cultivos de 20 ml con transformantes de GEVO1581 (3 colonias independientes por conjunto
de transformacion) hasta una DOeoo de aproximadamente 0,1. Los cultivos se incubaron a 30 °C 250 RPM en
matraces de tapon metélico de 125 ml hasta que alcanzaron una DOeoo de aproximadamente 1. Se afiadid glucosa
hasta una concentracion final de 5 % y se retiré una alicuota de 2 ml de cada muestra (muestra de T=0). Se midio la
DOsoo de cada muestra, las células en cada muestra se sedimentaron por centrifugacion (14.000 x g, 5 min), y el
sobrenadante de cada muestra se almacend a -20 °C. Los cultivos restantes se incubaron a 30°C a 125 RPM
durante otras 48 horas. Se retiraron muestras (2 ml) después de 24 y 48 horas y se prepararon con se acaba de
describir. Las muestras se descongelaron, y se prepararon como se ha descrito en los Métodos Generales. Se
usaron tres transformantes individuales para cada conjunto de plasmidos durante las fermentaciones. La cantidad de
glucosa consumida y la cantidad de piruvato, glicerol, etanol e isobutanol producida después de 48 horas se
enumeran en la Tabla EX8A-2.
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Tabla EX8A-2: se muestran los datos del punto tempora

| de 48 horas como un promedio de tres repeticiones

Rendimiento
Glucosa consumida (g/l) Isobutanol (mg/l) (% tedrico)
iB250 3,6+7 4,7 £0,00 0,31+0,04
iB251 28+16 122 +41 11,0 £5,0
iB252 12+5 62 +11 128+2,8

Usando de nuevo células cultivadas en 3 ml de medio definido (SC-etanol), se inocularon cultivos de 20 ml con
transformantes de GEVO1581 hasta una DOsoo de aproximadamente 0,1. Los cultivos se incubaron a 30 °C a
250 RPM en matraces de tapon metalico de 125 ml hasta que alcanzaron una DOeoo de aproximadamente 1. La
biomasa se sediment6 y se resuspendio en 20 ml de medio con glucosa al 2 % como la Gnica fuente de carbono y se
retird una % y se retird una alicuota de 2 ml de cada muestra (muestra de T=0). La DOsoo de cada muestra se midio
y cada muestra se almacend a -20 °C. Los cultivos restantes se incubaron a 30 °C a 125 RPM durante otras 48
horas. Se retiraron muestras (2 ml) después de 24 y 48 horas y se almacenaron a -20°C. Las muestras se
descongelaron, y se prepararon como se ha descrito en los Métodos Generales. Las cantidades de etanol e
isobutanol producidas después de 48 horas se enumeran en la Tabla EX8A-3.

Tabla EX8A-3: datos de punto temporal de 48 horas par  a fermentacion en glucosa, mostrados como un
promedio de tres repeticiones

Rendimiento de isobutanol Etanol (mg/)I Rendimiento de etanol

(% tedrico) (% tedrico)

iB250 0 0 0 0

iB251 210 35 110 1,8

Isobutanol (mg/l)

Ejemplo 8B: _produccién de isobutanol en S. cerevisiae Pdc menos GEVO1584

Este ejemplo demuestra la produccion de isobutanol en un miembro Pdc menos del grupo de Saccharomyces en
sentido escrito, clado de Saccharomyces, levadura positiva para Crabtree, levadura WGD, S. cerevisiae.

GEVO01581 es una cepa diploide, por lo tanto, se realiz6 un segundo retrocruzamiento de una levadura Pdc menos
en el fondo CEN.PK, produciendo una cepa haploide Pdc menos GEVO1584 con los marcadores auxotroficos
requeridos para propagacion de plasmidos.

Transformaciones de GEVO1584: se transformaron las siguientes combinaciones de plasmidos en GEVO1584
(Tabla EX8B-1) usando transformacion con acetato de litio (descrito en Métodos generales) seguido de seleccion en
medio minimo apropiado. pGV1672 (Figura EX8-9, SEC ID N°: 8.9), pGV1056 (Figura EX8-1, SEC ID N°: 8.1), y
pGV1062 (Figura EX8-2, SEC ID N°: 8.2) eran vectores de expresién de CEN de bajo nimero de copias vacios que
portan como genes marcadores, TRP1, HIS3 y URA3. pGV1103 (Figura EX8-4, SEC ID N°: 8.4), pGV1104 (Figura
EX8-5, SEC ID N°: 8.5) y pGV1102 (Figura EX8-3, SEC ID N°: 8.3) eran vectores de expresion de alto nimero de
copias vacios que portan como genes marcadores, URA3, HIS3 y TRP1, respectivamente. La ruta de isobutanol se
expres6 a partir de plasmidos de CEN de bajo nimero de copias pGV1673 (Figura EX8-10, SEC ID N°: 8.10),
pGV1679 (Figura EX8-12, SEC ID N°: 8.12) y pGV1683 (Figura EX8-13, SEC ID N°: 8.13). pGV1673 portaba el alsS
de B. subtilis bajo el promotor CUP1 y utilizé el gen marcador TRP1. pGV1679 portaba los genes ilvD de E. coli e
ilvC de E. coli expresados usando los promotores de TEF1 y TDH3 respectivamente, y utilizaron el gen de marcador
HIS3. pGV1683 portaba los genes kivd de L. lactis y ADH7 de S. cerevisiae expresados usando los promotores de
TEF1 y TDHS3, respectivamente, y utilizé el gen marcador URA3. La ruta de isobutanol también se expres6 a partir
de los plasmidos de alto nimero de copias pGV1649 (Figura EX8-7, SEC ID N°: 8.7), pGV1677 (Figura EX8-11, SEC
ID N°: 8.11) y pGV1664 (Figura EX8-8, SEC ID N°: 8.8). pGV1649 portaba el alsS de B. subtilis bajo el promotor de
CUP1 y utilizaba el gen marcador TRP1. pGV1677 portaba los genes ilvD de E. coli e ilvC de E. coli expresados
usando los promotores de TEF1 y TDH3, respectivamente, y utilizé el gen marcador de HIS3. pGV1664 portaba los
genes kivd de L. lactis y ADH7 de S. cerevisiae expresados usando los promotores TEF1 y TDH3, respectivamente,
y utilizé el gen marcador URA3

Tabla EX8B-1
Fermentacion n.° |Cepa Plasmidos Notas
iB300 GEVO1584 |pGV1672, pGV1056, pGV1062 [Control de vector (Plasmidos CEN)
iB301 GEVO1584 |pGV1673, pGV1679, pGV1683 |Ruta de isobutanol (Plasmidos CEN)
iB302 GEVO1584 pGV1103, pGV1104, pGV1102 |Control de vector (plasmidos 2u)
iB303 GEVO1584 |pGV1677, pGV1649, pGV1664 [Ruta de isobutanol (plasmidos 2u)

Fermentaciones con transformantes de GEVO1584: usando células cultivadas en 3 ml de medio definido (SC) que
contenia etanol (SC+ Etanol- HWU), se inocularon cultivos de 200 ml con transformantes de GEVO1584 y se
incubaron en SC+ etanol- HWU a 30 °C a 250 RPM en matraces de agitaciéon de 500 ml durante 72 horas. Los
valores de DOsoo medidos después de 72 horas variaron de 1,4 a 3,5. Los cultivos se diluyeron 1:10 en 250 ml de
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medio SC+Etanol-HWU nuevo y se incubaron a 30 °C at 250 RPM en 500 ml con agitacién durante 24 horas. Las
células se recogieron por centrifugacion a 3000 RPM durante 3 minutos y se resuspendieron en 20 ml de medio
SC+Glucosa-HWU en matraces de tapén metalico de 125 ml. Se afiadieron 250 pl de etanol al 100 % a cada cultivo
para llevar la concentracion de etanol al 1 %. Se retird6 una alicuota 2 ml, se midi6 la DOsoo usando 100 pl, se
centrifugé la alicuota restante para sedimentar células (14.000 x g, 5 min) y los sobrenadantes se almacenaron a -
20 °C. Los cultivos se incubaron a 125 rpm a 30 °C. Se retir6 una alicuota de 2 ml de cada cultivo después de 24 y
48 horas de incubacién, y se midi6 la DOsoo como antes (véase Tabla 3, t=24 y t=48) y la muestra se centrifugd y se
almacen6 como se ha descrito anteriormente. Las muestras se descongelaron, y las muestras se prepararon y se
analizaron mediante GC y HPLC como se ha descrito de los Métodos generales. Los resultados se muestran en la
Tabla EX8B-2.

Tabla EX8B-2: se muestran los datos del punto tempora | de 48 horas como un promedio de tres repeticiones

Fermentacion Titulo de Glucosa consumida| Etanol consumido | Rendimiento

n.c isobutanol (g/l) (a/l) (a/l) (% de teorico)

. Control de vector o

iB300 (Plasmidos CEN) 0,012 +0,003 9,75 +4,17 2,47 0,30 0,30 %

. Ruta de isobutanol o

iB301 (Plasmidos CEN) 0,392 +0,087 9,31 +5,03 0,95 + 0,64 10,27 %

. Control de vector

iB302 . 0,013 + 0,006 8,61 +4,51 0,64 +0,17 0,37 %
(plasmidos 2)

iB303 Ruta de isobutanol 0,248 + 0,032 9,51+1,25 0,77 +0,59 6,36 %
(pldsmidos 2)

Toda la levadura Pdc menos (GEVO1584) consumié aproximadamente 10 g/l de glucosa y menos de 2 g/l de etanol
después de 48 horas de incubacion (Figura 1, A y B). Todas las cepas acumularon ~1,5 g/l de piruvato, excepto por
las que portaban la ruta de isobutanol en plasmidos 2u (<0,5 g/l). La acumulacion de piruvato e incapacidad de la
levadura para producir etanol a partir de glucosa es una confirmacion de que todas carecian de actividad PDC.
Después de 48 horas, la levadura Pdc menos con la ruta de isobutanol codificada en plasmidos 2u generé
isobutanol 0,248 + 0,032 g/l a un rendimiento teérico de 6,36 % de la glucosa consumida (Tabla EX8B-2). La cepa
de ruta de isobutanol de plasmido CEN generé 0,392 + 0,087 g/l de isobutanol a un rendimiento de 10,27 % (Tabla
EX8B-2). Los titulos de isobutanol estaban muy por encima de las cepas de control de vector equivalente.

=SEC ID N°: 1
SEC ID N° 1.1: (pGV1537)
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gettagtitacatitcittcecaagtitaattcaatitcitcaacaaagatttagagagtatactigegcegicatcatactggetgectitcogtttcatcaataa
atatalgtaticictaattaattitatgcicataatatatcggtigeacgagatggtcaticegatggtitcagactctagttaaaagaagaagcetagatgetg
alaatattgatitcggatgtiactgatigaatattitgagctattataatastalcaacaaagazaatittaacgtgggtigaticttaggtitaaazagacce
atcgtatatcicaccaaatatcggtaccgtaticgaaggataaggactaacgacitaatcictaactigtagtaactaaatttagicetttatctacaatttct
clatagagcaticaacaaagatigtggtititatctatcaagtattaticcattactatiaatgtacttataaaaticigtatatgaagagtatcaagaaaact
gtgactictecacatcagtatagtaaagecaacaaaggogatacctitgcagtigtagcaactatiggegtaaacgtiicasatggggtaaaagaaa
gaaataaagagtatatcgttcatatatatcatitagaaatcaaatcactaaaaticgatiagticttagegttggtagcageagtcaattcgagetcatag
clicaaaatgiitclactectttittactcticcagattitcicggactcogegeategoegtaceacticanaacacecaageacageatactaaatitcee
cietttcticetetaggatotegttaatiaccegtactaaaggtitggaaaagaaaaaagagaccgectcgitictitticticgtcgaaaaaggcaataaa
aatititatcacgttictititctigaaaatittitititgatttttttcictticgatg acetcecatigatatitaagitaatas acggicticaatitctcaagttitcagttt
cattttictigtictattacaacittitttactictigcicattagasagasagcatagcaatctaatctaagtitictagiatgatigaacaagatggatigeacg
caggtictccggecgettgggiggagaggotaticggetatgactgggcacaacagacaatcggotgetetgatgcegeegtgticeggctgleage
gcaggggcgeccggttctitiigtcaagaccgacetgtcoggtgecelgaatoaactgcaggacgaggcagegeggcetategtggetagccacgac
gggcgitcctigegcagoigtgetegacytigicactgaagcgggaagagactggcigctatigggecgaagtgecggggeaggatetectgteatete
acctigctectgecgagaaagtatccatcatggetgatgeaatgeggeggetgcatacgettgatccggetacctgeceaticgaccaccaagcgaa
acatcgealcgagegagceacgtacteggalggaageeggtctigtecgatcaggatgatclggacgaagageatcaggggetegegecagecgaa
ctgltcgccaggcetcaaggegegcatgeccgacggegaggateicgtegtgacecatggegatgecigetigcogaatateatggtggaaaatgge
cgcittictggattcatcgactgiggoecggctgggtgtgacggaccactatcaggacatagegtiggetacccgtgatatigetgaagagettggegge
gaatgggctgaccgcitectegigetttacggtategecgctecegaticgeagegeategectictalegeciteitgacgagtictictgaaccggtag
agitciccgagaacaagcagaggticgagtgtactcggatcagaagtiacaagtigatcotitatalataaaciatacagagatgitagagigtaatgg
caltgegtaagettggegtaatcalggtcatageigtiteotgtgtgaaatigttatecgetcacaaticcacacaacstacgagecggaageataaagt
giaaagcctggagtacctaatgagtgagetaacicacattaatigegttgegctcactgoccgetiiccagicgggaaacetgtegtaccagetgeatt
aatgaatcggecaacgegeggagagagacggttigegtatigggegeteticegeticelcgeteactgactegetgegeteggteatteggetgegg
cgagcggtatcagotcactcaaaggcgataatacggttatccacagaatcaggagataacgeaggaaagaacatgtgageaaaaggocagea
aaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggcgtitticcataggcetecgocecootigacgagcatcacaaasalcgacygcioaagivags
ggtggcgaaaccegacaggactataaagataccaggegiticeccetggaagetcoctegtgegetetcetgttecgaceeigecgettaceggata
cctgicegectitcicocticgggaagegtogegcittcicatageteacgetgtaggtatetcagticggtataggtegticaciccaagetggaciataty
cacgaaceccccgttcagescgacegelgegecttatccggtaactategictigagtecaacecegotaagacacgactiategecactggeagea
gccactggtaacaggattagcagagcgaggtalgtapgegagigctacagagtictigaagtgglggectaactacggetacactagaaggacagt
atttggtatcigegcictgetgaagecagttacciticggaaaaagagttggtagcetcttgatccggcaaacaaaccaccgetggtagegotggtitttty
titgcaagcagcagatiacgcgoagaaaaaaaggatctcaagaagatecitigatcttitctacggggictgacactcaglggaacgaasacicacy
ttaagggatittggicatgagatiatcaaaaaggatcticacctagatecttitazatiaaazatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaact
tagictgacapttaccaatgctiaatcagtgaggeacctatctcagegatctgtetatticgticatccatagttgestgacteccoglegtgtagataacta
cgatacgggagggctiaccatetggecceagtgetgeaatgatacegegagacecacgetcaccggetecagatitaicagcaataaacecageca
gecggaagggecgagegceagaagiggiccigeaactiitatcegeciceatceagtctatiaatigtigecgggaagetagagtaagtagttcgocagt
tastagtitgcgcaacgiigtigecaligctacaggeategtggtatcacgclcgtegtttggiatggettcaticagetecggticccaacgatcaaggeg
agttacatgatccccoatgtigtgcasaaaagcegottagetecticggicctecgategtigicagaaglaagtiggecgeagigttatcactcatggtial
ggcageactgeataaticictiactgicatgecateogtaagatgctiftctgtgactggigagtacicaaccaagtcaticlgagaalagtgtatgcgge
gaccoagtigctetigecceggegtcaatacgggataatacegegecacatageagaacittaaaagtgcetcatcattggaaaacg ticitcggogeg
aaaactictcaaggatcitaccgcetgitgagatccagticgatgtaacccactegtgeacccaacigalcticagcalctittactitcaccagegtttetgg
glgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgeaaasaagggaaiazagggcgacacggaaatytigaatacicatacicticciitticaatatiatig
aagcattiatcagggttattgictcatgageggatacatatttgaatgtatitagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatitcccegaaaaglg
ccaccltgacgicacctggtagaccaaagatggitigascticgactgctitaatetttcgaacaagtaacgacctaaigtaatitecagacatigtaatiia
agttggttttgagitgtagititatccttaatattaatagitaatactataatatgtitggetitagtggatggittigaggtaatcaaaagtatataattaagatta
tgattaagacatgatgagaaactctagecattacagataatcatgoccatgtatttatacitiatctgagttaactaaaaaaaatagaaaggteatatica
ccacecagecagecetgecicteaccteactcteceooctiaatggataatigacacaagtggtactactaticcaaccttaagataticatgggecaat
actacgtatacaccltaaaaggtigaatctiticacanatattgeataatctaleceatggiictacatageaaatlacagaatatgeaaaatacaggaca
cacacaagggecageaatygttagotaatligaataatttccaataccatgaaatiatceccascitttacctiggtigactetcattico gatitictata
cagaaaccgcacgigte :

=SEC ID N°: 2
SEC ID N° 5.1 (pGV1472)
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ceagtiaaciglgggaatactcagatatcgtaagatgcaagagticgaatotctiageaaccattatititticetcaacatracgagaacacacagog
gcgctatecgeacagaatcaaaticgatgactggaaattittigttaatitcagagotcgectgacgcatatacettiticaactgaaaaatigggagaaa
amsggaaaggtgagagcgecggaaccggctiticatatagaatagagaagegticatgactaaatgctigeatcacaatacitgaagtigacaatatt
atitaagpacctatigtitittccaataggtggttagcaategicttacttictaactiticttacctittacatitcageaat atatatatatatatitcaaggatata
ceattctaatglotgecectaagaagategtegtittgecaggtgaccacgttygicaagaealcacagecgaagcecattaagg ttcttaaagetattict
gatglicgitccaatgtcaagitcgatiicgaaasteatitaatiggtggtgeigctategatgetacaggtgticcacitccagatgaggegetggaagec
tccaagaapgctgatgccatittgitaggtactatgggtggtectaaatgggglaccggtagtgtiagacctgaacaaggiitactaaaaatecgtaaa
gaacticaatigtacgocaactiaagaccaigtaacittgcatecgactetetittagacttatciccaatcaagecacaatitgetasaggtactgacttc
gttgtigtcagagaatlagigggaggtatttacitiggtaagagaaaggaagacgatggigatggigicgeitgggatagtgaacaatacacegticea
gaagigcaaagaatcacaagaatggecgcetticatggecctacaacatgagecaccatigeciatitggtecttggataaagetaatgitttggecictt
caagattatggagaaaaactgtggaggaaaccatcaagaacgaaticectacatigaagaticaacatcaatigatigaticigecgceatgatecta
gitaagaacccaacccacctaaatggtatiataaicaccagcaacaigtttggtgatatcatctcegatgaagectcogttateccaggticetigggtit
gttgecatetgegteciiggectettigecagacaagaacaccegeatitggttigtacgaaccatgcracggitctgciccagalitgccaaagaataag
gtcaaccctatogecactatetigictoctgeasatgatgitgaaatigtcattoaactigectgaagaaggtaaggecattgaagatgeagitaaaaagg
fiitggatgcaggtatcagaactggtyatttagglggttccaacagiaccacegaagteggtgatgclgicgecgaagaagttaagaaaatectigett
aasaagaiicictititttalgatatitgtacataaactitataastgaaattcataatagaaacgacacgaaatiacaaaatggaatatgticatagggta
gacgaaactatatacgcaatctacatacatitatcaagaaggagaaaaaggaggatgtaanggaatacaggltaagcaaattgatactaatggete
aacgtgataaggaaaaagaatigcacttaacatizatatigacazggaggagggcaccacacaaaaagttaggigtaacagasaatecatgaaa
ctatgaticctaatttatatattggaggatiticictaaaaa anaaaaaatacaacaaataaaaascactcaatgacetgaccattigatggagtigecg
gcgatcacageggacggtggtogeatgatggggotigepatgctatgtitgtitgiitigtgatgatgtatattattattgaaaaacgatateagacattigt
ctgataatgcticattatcagacaaatgictgatategtitggagaaaaagaasaggaaaacaaactaaatalctactatataccacigtattitatacta
atgacittctacgcctagtgtcaccctoicgtgtaceeattgacectgtatcggegegtigectcgegttcetgtaceatatatititgttiatitaggtattaaa
atttactttcctcatacaaatattasaticaccaaactictcasaaactaattattegtagttacaaactetatitiacaatcacgtttaticaaccattctacat
ccaataaccaaaatgeccaigtaceicicagegaagiccaacggtactgiccaatatictcattzaatagictitcatetatateicagaaggtaatiata
attagagatitcgaatcatiaccgtgecgattcgeacgetgeaacggeatygcatcactaatgaaaagealacgacgectgegictgacatgeactcat
tctgaagaagaltictgggegegtitegtictegtittcetetgiatattgtacictggtggacaattigaacataacgtetitcacetegocatictcastaatag
gticeaatictatccaggtageggttaatigacggtoctizageegtatgetcactelaacgetacegtigteccaaacaacggaccesttigtgacyagt
gtaagaccceatcatgaagtaaaacatcictaacggtatggasaagagtggtacggicaagttitectggtacgagtcaatiticcetcticgtytagate
gotaccggecgeaaatiaaagecticgagegicccaaascetictcaageaaggitticagtataatgttacatgegtacacgegtctgtacagaaaa
azaaagaaaaaitigaaatataaalaacgtictaatactaacataactataasaaaaataaatagggacctagacttcaggtigtctaacteeticetittc
ggltagagcggatotggggagaggscoigaatgtaagegtgacataaciasttacatgacicgageggecgeggatectcaataaaactcticag
gcaataattitictgctaattiaatgtiatcagaataptccaaaggaacgicaatiactactggiccagtagtatctgggattgatitaagaatticageaag
ticitctitgcigtgigeacggtaacctittgeicecatigoticageatattitacgtaatcaacatagccaaaatcaacggctgcigaacgaccatatiica
tiicticttggaatitaaccatatcataatggoecgtcattccagatlaattigaacpatiggaagatticaaacgtacagcigtttccaactctigeectgigaa
aaggaagcciccatcaccagagigigaataaacttititaccigggegeaacaatgeggctgtaatigeccaaggaagtgeaactccaagigttige
attcegtiigagaagaggagatgacgiggticgtatgatitgaaatgacygtgcecatccaaatgtagagigaacctacgicaacggitacigtitcatcat
ctitaacgatitctiiggaaagtgctgaccaaatcaagagggtgcattctaccticitcagtattticagtateaaaticgtgtigectcagcaactitcatgaag
gccatcgagataatcititgticcttitggaatitigtatccacgaacagetggiaaaagatiatccaatgitgetgeg atatcaccaattaaticacgticlg
gtiggtagtaagtatcaatitcageaatggceatiaicaataacgataaticgactaicaatticlgcaticcagitacgagcttcatattcaattigggtcata
accaacagcaataacaaggicagaacgtitcagaageatateteotggtigattgeggaaaagaccgalacgtccataaaaagtatgitctaaatca
tgtgaaataaccectgecacctiggaatgtttcaacgacaggaalattaacatgagitaatagatiacgcaatgatgaagegactitageatctgaage
accagctccaaccazaatiactggcaatacageattittaatigetigtgctaaataattaatgticatcaatagaggeaticoocattttagggictgaaa
gtggttgaatggecttgattgatacttcggeatecgtiacatetigggagatigataagaaagitgcacciggatgtectgaitttgcaatacgataagegt
tggcaatigattcagasagtgtalcaggglcaagaactcigetgastatttigttgetgatigeateaticcageattatccattgatiggtgegcacgttia
agacggtcacticgtttaacttgiccaccgatagecaaaatagcatcacctictgaagicgeggtcaaaageggagtegcaaggtitgatacaccag
geccaclcgiaacaactactacaccaggticgccagtcaaacgaccaacagetigagecatgaaagceagctocttgetcatgacgagtcacgacce
atttgagggccticticatitictaatasatcaaaaacceggtcaatitittgeiceiggasticecaaatacalacticactttatgg ttaatcaaactategae
aaccaagticgecceaaatigtitctcagacaigtcgacacegatatacclgtatglglcaccaccaatgtatctataagtateecatgetagtictagaaa
acttagattagattgctatgctitctitctaatgageaagaagtaaaaasagtigtaatagaacaagaaaaatgaaactgaaactigagaaaligaag
accgtitatiaacttaaatatcaatgggaggtcatcgaaagagaaaaasatcaanaaaaaaattiicaagasaaagaaacgtgataaasatittiate
gectittcgacgaagaaaaagaaacgaggeggtetctitttictiticcaaaccittagiacgggtaattaacgacacectagaggaagaaagaggg
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gaaatttagtatgctgtgettagatattttgaagtggtacggegatgegeggagtccgagaaaatctggaagagtaaaaaaggagtagaaacattttg
aagctatgagctccagctitigticectttagtgagggttaattgegegettggegtaatcatggteatagetgtitcctgtgtgaaattgttatccgeteaca
attccacacaacataggagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgaggtaactcacattaattgegttgegetecactgece
gctttccagtcgggaaacctgtecgtgecagetgcattaatgaatcggeccaacgegeggggagaggeggatitgegtatigggegetettecgetiecte
gctcactgactcgctgegcteggtegticggetgecggegageggtatcageteactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataa
cgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggcecaggaaccgtaaaaaggeecgegtigetggegttittccataggetecgeceece
tgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttccecctggaagceteecte
gtgcgctcteetgticcgacccetgecgettaccggatacctgteegectitctceccttcgggaagegtggegcetitctcatagetcacgetgtaggtatete
agttcggtgtaggtcgttcgcteccaagetgggetgtgtgecacgaaccceecgtticagececgaccgetgegectiatccggtaactategtcetigagtee
aacccggtaagacacgacttatcgecactggcageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgctacagagticttgaa
gtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatetgegcetetgctgaagecagtiaccticggaaaaagagtiggtagcetcttgate
cggcaaacaaaccaccgctggtageggtggttittttgtitgcaagcageagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectitgatctitic
tacggggtctgacactcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcticacctagatecttttaaattaaaa
atgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttegt
tcatccatagttgcctgactcceegtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggecceagtgcetgecaatgataccgegagacceac
gctcaccggceteccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegcagaagtggtectgeaactttatccgectecatecagteta
ttaattgttgccgggaagctagagtaagtagticgccagttaatagtitgegeaacgttgtigecattgctacaggeatcgtggtgtcacgetegtegtity
gtatggcttcattcagetceggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcceccatgttgtgcaaaaaageggttagetecticggtectecgategtt
gtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgcettitctgtgactgatg
agtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgagttgcetettgeceggegtcaatacgggataatacecgecgecacatagcagaa
ctitaaaagtgctcatcattggaaaacgticttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgtigagatecagticgatgtaacccactcegtgecacce
caactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtitctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataaggdcgacac
ggaaatgttgaatactcatactcticcttittcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatitgaatgtatttagaaaaata
aacaaataggggttccgegcacatttcccecgaaaagtgecacctgacgtSEC

=SEC ID N 3
SEC ID N° 5.2 (pGV1473)

cagacaagigcacaaacaatacttaaataaatactacticagtaataacctattteitageatitiigacgaaatitgctattitatiagagtetittecaccatt
tgtetecacaccicegetiacatcaacaccaataacgecattiaatciaagegeateaccaacatiticlggegicagtecaccagctaacataaaaty
taagetiteggggotcicttgecticCaaccoagicagaaatcgagticcaatccaaaagticacctgicecacctgeticlgaatcaaacaagyggaat
aaacgaatgaggtitciglgaagcigcactyagtagtatgtigcagiciittggaaatacgagictittaataactygcaaaccgaggaacictiggtatt
ciigecacgactcatetecatgcagtiggacyatatcaatgccgtaatcattgaccagagecaaaacatecicetiaggtigatiacgaaacacgeca
accaagtatitcggagtgcctgaactatititatatgcitttacaagactigaaattticctigeaataaccgggicaatigticictttctatigggeacacata
taatacccageaagtcagcateggaatetagageacattetgeggectetgtgelctgcaageegeaaactticaccaatggaceagaactacetgt
gaaattaataacagacatactccaagetgectitgigtgetiaatcacgtatacicacgtigetcaatagtcaccaaigeccicectetiggescictecttit
cltttitcgaccgaattaatictaatcggcasaaaaagaaaagetccggatcaagatigtacstaaggtg acaagetatititcaataaagaatatcttc
cactactgccatctggegtcataactigeaaagtacacatatattacgatgclgtctattaaatgcticctatatiatatatatagtaatgtcgttgacgtege
cggcgatcacagcggacggliggtggcatgatggggetigegatgetatgtiigtttgtittgigatgatgtatattatiattgaaaaacgatatcagacattt
glclgataatgcitcattatcagacaaatgtcigatatcgittggagaaaaagaaaagyaaaacaaaciaaatatoetactatataccacigtattitatac
taatgactitclacgectagtgtcacectictegtatacceattgacceeigtatcggegentigectegegttectgtaceatatattitigtitatitaggtatiaa
aattiactitcctcatacaaatattaaaticaccaaactictcaaaaactaaltaticgtaghtacaaactctatittacasteacgtitaticaaccattctaca
tecaataaccaaaatgeccatgtacoictcagcgaagtccaacggtactgicsaatalicicatiaaatagtetttcatctatalatcagaaggtaattata
aftagagatilcgaatcattaccgtgecgaticgeacgeigeaacggeatgcatcactaatgaaaageatacgacgectgegictgacatgeacicat
tetgaagaagatteigggcgegtitcgtictogtittcctctgtatatigltaciciggtggacaatttgaacataacgtcticaceicgecatictecaataaltgg
pticcaattctalccagatageggitaatigacgglgctiaagocgtatgcicactctaacgetaccgtigtccaaacaacggaccectitgtgacgggt
gtaagacccatcatgaagtaaaacatctetaacggtatggaaaagagtggtacgglcaagittectggeacgagicaatiticectettegtatagate
getaccggecgcaaattagagecticgagegteccaaaacclicicaageaagatiticagtataatgitacatgegtacacgcgteigtacagaasa
aaaaganaaatiigaaatataaataacgticttaatactaacataactataaaaaaatasatagggacctagacticaggitgtctaactecticetitic
ggttagagcggatglogougggagggcgtgaatigtaagcgtgacataactaattacatgactcgageggecgcggatecttaaccegcaacagea
atacgtiticatatcigtcatatageogegeagtitcttacctacetgeicaategoalggetgegaatogeticgttcacatcacgeagtigeccgttatcta
ccgegocticeggaatagetitacceaggtegeccggttgcagetetgecataaacgglitcageaacggeacacaagegtaagagaacagsiagt
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taccgtacteageggtatcagagataaccacgticattitegtacagacgctiacgggegatggtgtiggeaatcagegacagetcgigeagigaticat
aatatgcagacicticaatgatgccggaatcgaccatggtiicgaacgecagttcaacgecegetitcaccategcaateatcagtacgectttatcga
agtacicectgetegecgalttigecticatactgeggegeggtticaaacgeggittigeeggletettcacgecaggteageagtticitatcategtigge
ccagtccgcocalcataceggaagagaaticgecggagatgatgtegiceaiatgtitetggaacaggyugtgccatgatetctticageigitcagasag
cgcataageacgceagittcgecgggattagagagacggtccatcatcagggitgatgecgeccigiticagtgeticggtgatgotticeccaaccgaact
gaatcagtttitctacgtatgetggateggtaceticliccaccagetiglcgaagcacagcagagagecagecigecaacaiaccgcacaggatggttt
getcgeccatcaggtcagatticacticcgcaacgaaggacgaticcageacaccocgeacggtgaccaceggttgeagecgeccaggetitggea
atcgecatgecticgectticggategitticegggtgaacggeaateageqteggtacgecgaacecacgtitgtacicticacgeacticggtacctg
ggcatticggegeaaccatcactacggtgatatetitacggatetgeicgeccacticgacgatgitgaaacegtgegagtageceagegoegeges
gictttcatcagtggetgtacggtgegeactacatcagagtactgetiglccggeogtcagottaatcaccagatecgeetgtgggateagticticgtaag
tacccacttiaaaaccattttcggicgetitacgccaggacgegegettctcggcaateoceitctttacgcagagegtaggagatatcgagaccagaat
cacgcatgticaggecctggticagaccetgtgegecacagecgacgatgactacitiittacecigaaggtagetegegecateggegaattcateg
cggcccataaagegacatitgcceagetgtoecagetgetggcgcagalicagtatattgaagtagitagecatgtegacacceatetictictgagaty
agitttigitccatgctagtictagaatcegtcgaaactaagtictggtgtittaaaactanaanaaagaciaactataaaagtagaatitaagaagtttaa
gaaatagatttacagaattacaatcaatacctacegtcttatatactiattagteaagtaggggaataatttcagggaactggiticaaccttttittticage
giticcagatcagagagagecagaaggtaatagaaggigtaagaaaatgagatagatacatgegtgggtcaattgectigtgteatcatitactccagy
caggltgcatcactccattgaggtigtgccegititiigecigttigtgeccetgiteictgtagttgegetaagagastggacctatgaactgalggtiggtg
aagaaaacaatatitygtgctgggattctititittictggatgecagettaaaaagegggcetecattatatitaglygatgocaggassteaactgitcace
cagacacciacgatotiatatatictgtotaacccgeccectatitigggeatgtecgggttacagcagaatiaaaaggetaattitttgactaaataaagt
taggaaaatcactactattaattatttacgtatictitgaaatggcgagtatigataatgataaactgagctagatctgggecgcggatectiaaceceoe
agittcgattiatcgegeacegegectitgteggcygctagtigecagyctageataageacgcagggcaaaggagacetigacgticacgatttitcgg
cgiccaggctitgicacctogagegtectgegettcacgacgegecgecagtticaggeategettacetgtaactgaatgecacggttegggatgtegat
agegatcaggtcaccalcttcaatcaggeeaatgetgeocgecgettgeegeticeggtgagacgiggeegatggaaagaccagaggtgecaccag
agaaacgaccgtcggtgatcagegeacaggcetilgecgagaceeatigatitcaggaagcetggtigggtagageatticelgeatecoeggacege
ctitcgggecttcatagegasttactaccacatctcecggegacaacittacegeegagaategclttctaccgeategicotggcetitegtacactitcgee
gggccggtgaatttgaggatgctgtealegacgectgcogttttcacgatgeagecgitttccgcaaagitaccgtagag caccgocaggecgeogic
tttgctgtaggegtottccagegageggatacagecatigacgcgaltegtegiccagegtatcccaacggeaatcitgegagaatgectgtatogtac
gaatgectgcaggacotgcgcggaacatatittitaccgoatcatectgggtcageataacgtegtattgitecagegtttacggeaacotcaggecaa
glacgtitttcacatcacggitcagtaaccecgegegateccagticgecgagaatacegataacaccaccagecacggtgaacatcticeatatggtati
tctggatgcteggegcaactitacacagetgtggaacetigegggaaageitatcgatatcactcatggtgaagicgatttecgeticelgegecgecge
cagcaggigaaglacggtgtiagtcgaiccacceatcgegatatecagegteatggegtittcaaacgeegoottactggegatattacgeggeagty
cactitcgtcgititgctegtaataacgitiggtcaattcaacaatgegtitaccageattaaggaacagetgcttacggtcageglagatigecageage
gagcegttgeceggctgcgacaggeccagegeticggtcaggeagticatigagtiagegglaaacatcccggageaggaaccgeaggtecggac
acgeggaacgticaaccigategetctgggagtcagataciticgogtctgegeccigaatecategeatcaaceagategagctigatgatetgateg
gaaagtttggttitcccggectccategggecgecggaaacaaagatcaccggaataticaggegcagggaagecatcagcatccccggggtgat
titgtegecagttagagatgeagaccatggegtcggegeagigggegtigaccatatacicaacggaatcagegatcagticgegagatggeagtga
ataaagcatccoeoegtggoocatggcaatcecatcalccacegeaatggtgtigaactictitggcaacgccgecagecgeticaatttoticggega
ccagtttaccgagatcgegeagatggacytgacceggiacaaattgggtaaacgagticacaaccgegataateggcttaccgaaateggegteg
gtcattccgatggegcgccacagegeacgageacecygccatattacgaccatgaglggtogiggeggaacggtacttaggeatgtegacacegat
atacctgtatgigtcaccaccaatgtatctataegiatesatgetagtictagaaaacttagatiagatigetatgctitciiictaatgagcaagaagtaaa
aasagitgtaatagaacaagasaaatgaaactgaaacitgagaaatigaagaccgtitatiaacttaaataicaatgggagolcatcgaaagagaa
aaaaatcasaaaaaaaattitcaagansaaagaaacgtgataaaaatittiatigeciitiicgacgaagaaaaagaaacgaggoggtetettttttetit
lccamacctitagtacgggtaattaacgacaccctagaggaagaaagaggogasatitagtatgetglactiaggtatittgaagiggtacggegatg
cgcgaagtcegagaaaatctggaagagtaasaaaggagtagaaacatitigaagetatgagciceagettiigticectitagigaggatiaatigeg
cocitggegtaatcatggicatagstgtitcctgtotgaaattgttateccgeteacaaticcacacaacateggageceggaagcataaagtglaaagee
tggggtgectaatgagtgaggtaactcacattaattgegttgegateactgeccgetiiccagicgggaaacctgtegtgecagcetgcattaatgaateg
gccaacgcgeggggagaggegglittgegtstigggegeteticegeticolegeteactgactcgetgegeteggtegticgactgoggegageggta
tcagetcactcaaaggegataatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacalglgageaaaaggccagcaaaaggecag
gaaccgtaaaaaggcecgegtigctogcotittecataggetcegeceeccigacgageatcacaaaaatcgacgeteaagtcagagglggegaa
acccgacaggactataaagataceaggegtticccectggaagctecctegtgegeletectgitecgaceetgeegettaceggatacetgtecgect
tteteecttcgggaagegtggegettictcatagetcacgeigtaggtatcteagticggigtaggtogltcgctccaagetgggctglgigeacgaacee
cecglicageeegacegetgegectiatceggtaactategictigagtccaacccggtaagacacyacitatcgecactggcageagecactggta
acaggattagcagagegaggtatgtaggeggtaciacagagtictigaagiggtggeciaactacggetacactagaaggacagtatttgotatetg
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cgctetgetgaagecagtaccticgganaaagagttggtagetctitgatecggcaaacaaaccacegetiggtagegotggtttiitigttigeaagea
gcagattacgcgcagaaanaaaggatctcaagaagatoctttgatctittctacggagtetgacgotcagtggaacgaaaactcacgtiaagggattt
tgptcatgagattatcaaaaaggatcticacctagatectittasaltaaazatgaagiittaaatcaalclaaagtatatatgagtaaactiggtctgaca
gitaccaatgctiaatcagigaggcacctalctcagegaictgtetatitcgitcatccatagitgectgacticcecgtegtgtagataactacgatacggg
agggcHaccaictggecccagtgetgeaatgataccgegagacccacgcleaccggeiccagatitatcageaatanaccagecagecggaag
ggccgagcgcagaayiggtectgeaactttatecgectceaiccagictatiaatigiigecgggaagctagagtaagiagticgecagtiaatagtiy
cgcaacgttgitgecatigctacaggeategtagtgtecacgetegtegtitagtatggeticattcagetecggticccaacgatcaaggegagttacatg
ateccecatgtigtgeaaaaaageggttagetecticggicetcegateghigteagaagtaagtiggecgeagtgitaicactcatggttatggeagea
ctgcataatictctiacigicatgecatecgtaagatg etttictgtgactgalgaglactcaaccaagicatictgagaatagtglalgeggegaccgagt
tgctcttgecocggegteaatacgggataataccgegecacatagcagaactitaaaagigeteateatiggaaaacgttcticggagegaaaactcte
aaggeicttacegetgiigagatecagttcgatgtaacceacicgtgeacccaactgateticageatctittactitcaccagegttictgggtgageaa
aaacaggaagycasastgecgcaasaaagggaaiaagggegacacyggaaatgtigaatactcatacicicctitticaatatiattgaagcatitat
cagggttatigicicatgageggatacatatitgaatgtatitagaaaaataaacaaataggggticegcgeacatitceccgaaaagtgecacetgac
gt

=SEC ID N°: 4
SEC ID N° 5.3 (pGV1475)

ctgattggaaagaccatictgetttactittagagceatctiggtctictgageteattataceteaatcaaaactgaaattaggtgectgicacggctotitttit
acigtaccigigacticetticttatitccaaggalgcteatcacaatacactictagalctattatgcatiataatiaatagtigtagotacaanaggtaaaa
gaaaglccggggcaggoaacaatagaaatcggeasaaaaaactacagazatactaggagceticticcecaticagtcategeatticgaaacaa
gaggggaatggcetetggctagggaactaaccaccatcgecigactotatgeactaaccacgtgactacatatatgtgategtitttaacatititcaaag
getgtatgtetggotgtttccattaatittcactgattaageagtcatattgaatctgagetcatcaccaacaagaaatactaccgteaaagtgtaaaagtt
cgttiaastcatiigtaaaciggaacagcaagaggaagtatcatcagetagececataaaciaatcaaaggaggatgictactaagagttactegga
aagagcagctgctcatagaagtecagitgetgecaageittitaaactigatggaagagaagaagicazacitatgtgetictettgatgticgtaaaac
agcagagitgtiaagattagtigaggtiitaggtecatatatctgtetatipaagacacatgtagatalcitggaggatticagetitgageatacceatigtg
ccgtigaageaatiagcagagaaacacaagiittigatattigaagacaggaagitipccgacattgggaacacigtiaaattacaatacacgietggt
gtataccgtatcgecgaatggtctgatatcaccaatgcacacogtatgactggtgegggcatigtigetggtitgaagcaaggtgecgaggaagttac
gaaagaacctagagggtigttaatgctigecgagtiatcgtecaagaggtetctagegcacogtgaatacacticgloggaccaiggaaatigecaan
agtgataaggactitgitatiggatitattgctcaaaacgatatggotggaagagaaganggetacgatiggitgaicatgacgecaggtgtigatetig
atgacaaaggigatgcetitgggacaacaatacagaaciagtggatlgaagtigtigecogtggatcagacatcattatigitggtagaggicitticgeaaa
gggaagagatccigtagiggaaggtgagagatacagaaaggegggsaigggacgcitactigaagagagtaggeagatecgetiaagagttetce
gagaacaagcagaggticgagtgtactcggatcagaagttacaagtigategtttatalataaactatacapagatgtiagagtgtaatggcattgegt
gecggegatcacageggacagtggtggeatgatggggetigegatgetatgtiigitigiittotgatgatgtatattattatigaaaaacpatatcagaca
tttgtctgataatgeitcatiateagacaaatgtctgatatcgtitggagaaasapaaaagygaaascaaactaaatatctactatataccactgtatittat
actaatgactttctacgectagtgicacccotcteglgtacecatigacectgtatcggegegtigectegegticolgtaceatatatittigtitatitaggtatt
aaaalitactiicctcatacaaatattaaaticaccaaacitcicaaaaactaattaticgiagttacaaactctatittacastcacgtitaticaaccattct
acatccaataaccasaatgcccatgtacctctcagegaagtccaacggtaciglecaataticicattaaatagtetitcatetatatatcagaaggtaat
tataattagagatticgaaicattacegtgeegattcgeacgetgcaacggcatgealcactaatgaaaageatacgacgectigeglctgacatgcac
tcatictoaagaagatictgggogegtttegtictegttitcotcigtatatigtactctgotlggacaatitigaacataacgictitcaccicgecattcteaata
atgggticcaatictatecaggtageggtiaatigacgotgettaagecgtatgetcacictaacygctacegtitglccaaacaacggaccectitotgac
gagtgtaagacccatcatgaagtaaaacateictaacggtatggaasagagtggtacggtcaagittectggcacgagtcaatiticectcticgtgta
gatcgglaccggccgeaaattaaagecticgagegiceeaaaaccticicaageasggtittcagiataatgitacatgegtacacgegtcigtacag
azasaaaagaanaatiigaaatataaataacglicttaztactaacataaciatanaaanatasatagagacctagecitceggtigictaacicctic
cttiteggttagageggatotggggggagggcgtgaatgtaagegtgacataactaattacatgacicgageggecgectatitatggaatticttatca
taatcgaccaaagtasatctgtattigacgictccgetttccatecttgtaaaggcatggctyacgcecticticgetgateggaagtiticcaccoatatitt
gacaticiittcggaaactaatitcaatagtigticgatticcitcclagatcegatageactgctigagatigatacticecattaggeccaacygitttaaaa
caagcitticaitaacticaggagcageaatigaaacgatggageclccaatcticataatcttaacgatacigtcaaaatiaactitcgacaaagatga
tgagcaaacgacaagaaggiccaaagegitagagtatigticigiceagectitatectccaacatageaatatagtgatcageaccgagtitcatag
aatecieecgetiggaglogectegegaaaacgcatanaccicggeicccatageitagecaacagaalcsocatatgeccaataccaccgatge
caacaatacctaccctcttacciggaccacagecatitctiagtagtggagagasaacigtaataceaccacacaataatggageggetageggac
ttggaatatitictggtatitgastagcaaagtgticatgaagectcacgtgggaggcaaagectectigtgaaatgtageegtectigtaaggagtecac
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atagtcaaaacgtggtcatigglacagtattgetepttgteacittigeaacgticacactcaaaacacgecaagygctigggcaccaacaccaacacy
gtcaccgatttttaccccagtpiggeactiiggatccaaccticaccacgeggccaattatitcatgtccaaggatitgatitictgggactggaccccaatt
accaacggctatatgaaaalcagatccgcagataccacaggeticsatiicaacatcaacgicatgatcgecaaagggtittggglcaaaactcact
aatttaggatgcticcaatectitgcgtiggaaataccgatgccctgaaatititctgggtaaageatgtegacaccate tictictgagatgagttitgitec
atgctagitctagaatcegtcgaaactaagticiggtgtiitaaaactanaaasaagectaactataaaagtagaatitasgaagittaagaasatagatt
tacagaattacaatcaatacctaccglicittatatacttatiagtcaagtaggggaataatitcagggaaciggtticaacetitititicagetitttccaaate:
agagagagcagaaggtaatagaaggtgtaagaaaalgagatagatacatgegtgggtcaatigecitgtgicatcaittactccaggeaggtigeat
cactccattgaggtigtgecegitititgocigtitgtgeecetgticictgtagttacgetaagagaatggacetatgaactgatggtiggtgaagaasaca
atalittggtgetgggaticittttittictggatgecagcttaaaaageggyctccattataittagiggatgocaggaataaacigitcacocagacaccta
cgatgttatatatictgtgtaaceccgeccoctatittgggcatgtacgggitacageagaattaaaaggelaatititgactaaatasagiiaggaaaate
actactattazttatilacgtatictiigaaatggcgagtatigataatgataaactgaggatecttaggatttatictattcagcaaacagettgeocaitttot
tcagtaccticggtacgcctictitcgecaggateagticgatccagtacatacggiicggatcggectgggcctciticatcacgetcacaaaticgtitic
aggtacgcacaattttagacacaacacgoiccicagitgegecgaaggactceggeagittagagtagitccacatagggatategtigtaagactggt
tcggaccgiggatctcacgetcaacggigtageegicattgttaataatgaageaaategggtigatctiticacgaatigecagacecagttectigtac
ggtcagctgcagggaaccglcaccgatgaacagcagatgacgagatictitatcagegatctgagageccagegetigeegggaaagiatageca
atgelaccecacageggetgaccgataaaatggctittggatiicagaaagatagaagacgegccgaaagaagetcgtacetigitccgecacgaty
gtttcattgcictgggteagotictecacggectgecacaggegatectgggacageagtgegttagatgatacgaaatctictigettittgteaatgtatit
gcctitatactegatitcggacaggtcecagecagagagetgatecaggetticgaagicgaagtictggatacgetegitgaagatittacootcgtegatgl
tcaggctaatcattitgitttcgticagatggtgagtgaatgeaccggtagaagagtcggteagtitaacgecccageatcaggatgaagiteegeagatte
aacaaalictilcaggticggticgclcagagtacegtigtagatgcccaggaaagacggeagagectegicaacagaggactigocgaagticag
ggtgygtaatcggeagtitgytitigetgatgaatigggtcacggictictccagaccaaaagasatgatitcglggecggtgatcacgatiggttictitge
gtttttcagagactcetggattitgttcaggatticciggtegotagigttagaagtggagtittctticiicageggcaggcteggtititccgetttagctgecy
caacatocacaggeaggttgaigtaaactggitigegttetiicageagegeagacagaacgeggicgatttccacagtageottctetgeagtcage
-agcgtacgtgecgeagtcacaggticatgcattticatgaagtgitigaaategecgtcagecagagigiggtggacgaalttaccticgtictgaacttt
getegtigggotgectacgatetecaccacoggeaggtittcggogtaggageccgocagacogtigacggegetcagiicgccaacaccgaaagt
ggtcagaaatgecgeggctitcttgolacgigeataacceatelgecatgtagettgegitcagitcgttagesttacccaceeatttcatgictitatgagag
atgaictgatccaggaactgcagatiglaatcacccggaacgecgaagatitcticgatacccagticatgeagacggiccagcagataatcaccaa
cagtatacatgtegacaccegeatagicaggaacategtatggglacatgotagtictagaaaacitagattagattgctatgettictttciaatgagea
agaagtaaaaaaagttglaatagancaagaasaalgaaacigaaacttgagaaattgaagacegititatiaacttasstatcaatyggaggtcate
gasagagassaaaalcasaaaaaazatiticaagazaaagaaacgtgataaaaatititattgectiiticgacgaagaaaaagaaacgaggeg
gictettittottitccaaaccittagtacgggtaattaacgacacectagaggaagaaagaggggaaatitagtatgctgtgctiggotgtiitgaagigg
tacggcgatgegeggagicegagaaaatciggaagagtaaanaaggagtagazacattitgaagetatgagetecagetittgticectitagtgag
ggttaatigcgegctigacgtaateatgglcaiageigiiteetgigtgaaatigitatccgoicacaaticcacacaacataggageeggaageataaa
otgtaaagcetggggtgectaatgagtgaggtaactcacattaatigegtigegetcactgecegetticcagtegggaaacctgtegtgccageigea
fiaatgaatcggecaacgegeggggagaggcggittgegtattgggegetettcogeticelegeteactgactegetgegotegateaticggetgeg
gcgageggiatcagctcacicaaaggcggtaatacggitatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacalgigagcaaaaggocage
aaaaggccaggaacegtaaaaaggeogegtigetggegttittccataggetecgeoceectgacgageatcacaaaaatcgacgeticaagicag
aggtggcgaaaccegacaggactataaagataccaggegtitccocciggaageteectegigegeteteatgttcegaceetgoegetiaccggat
accigicegectitcteccticoggaagegtegegetiicicatagelicacgctglaggtatetcagtteggtgtaggtegticgetecaagelgagetgigt
gcacgaaccccecgticageccgacegceigegecttatecggtaactatcgictigagiccaacceggtaegacacgacttatcgecactggeage
agccaciggtaacaggattagecagagegaggtatgiaggeggtgctacagagtictigaagltogiggectaactacggctacactagaaggacag
tattiggtatetgegetetgctgaagecagtiaceticggaaaaagagitagtagetetigatceggcaaacaaaccacegetiggtagegglggttttitt
giitgcaagcagcagattacgegeagaaaasaaggaicicaagaagatcctttgatetittctacggggtctaacgetcagiggaacgaaaactcac
gitaagggatttiggicatgagatiatcaaaaaggaicticacctagatcctittaaatiaaaaalgaagititaaatcaatctaaagtatatatgagtaaa
cttgaictgacagttaccaatgettaatcagtgaggeacetalcicagegatetgtetatitcgticateccatagtigectgactcooogicglgiagataac
tacgatacgggagggcttaccatctggecceagtoctgcaatgataccgegagacccacgetcaccggetecagatttatcagcaataaaccage
cagccggaagggecgagegeagaagiggtectgeaactttatcegectecatecagtetatiaatigitgcegggaagetagagtaagtagticgee
agttaatagtitgcgeaacgitgttgecattgctacaggcategtgglgteacgctegtegittggtatggetteaticagoiocggttcccaacgatcaag
gegagttacatgatecccccatgttaigecaaaaaageggtiagetecticggicetecgategtigtcagaagtaagtiggecgecagtgttatcactcaty
gitatggcagcactgeataaticicttactgticatgeecatecgtaagatgctiitctgigactggtoagiacicaaccaagtcaltctgagaatagtglaloe
ggcgaccgagttgetctigooeggegicaatacgggataatacegegecacatageagaactitaaaagigeteatcattggaaaacgttcttcggg
gegaaaacicicaaggatcttaccgetatigagatecagitcgatataacceactcgtgcacecaactgatoticageatcettttacittcaccagegttic
tgggtgagcaaaaacaggaaggeaasatgecogcaazaaagggaataagggegacacgyaaatgtigaatactcatactcticctitticaatatta

ttgaagcatitatcapgotiatigtcteatgagegpatacatattigaatgtatitagaaaaatasacaastaggggticcgcgeacatitcoccgaaaa
gtgccacctgacgt

=SEC ID N°: 5
SECIDN°6.1

36



ES 2563040 T3

gicgacatgictgagaaacaattigoggegaaciiggttotcgatagtitgattaaccataaagtoaagtatgtatttgggaticcaggageaaaaatig
accggglititgatttattagasaatgaagaaggecctcaaatggtegtgactegicatgageaaggagcetygcittcatggetcaagetgttggtegitty
actggcgaacciggtgtagtagitgttacgagtgggectggtgtatcaaacctigegactecgettitgaccgegacticagaaggtgatgetatiitgge
tatcggtggacaagttaaacgaagtgacegictiiaaacgtgcgsactaatcaatggataatgetggastgatgcaatcageaacasaataticage
agaagticilgaccetgatacaciticigaatcaattgccaacgctiatcgtattgcaaaalcaggacatccaggtgcaactitettatcaatccoccaag
algtaacggatgccoaagtatcaatcaaggccaticaaccactitcagacactaaaatggagaatgectctatigatgacattaattatitagcacaag
caatiaaaaatgctgtattgccagtaatittggttggageigotgciicagatgctaaagtcgeticatcatigegtaatetattaacicatgttaataticelg
icgtigaaacaticeaaggtgeaggogtiatttcacatgatttagaacatactitttatggacgtateggtictiticegeastcaaccaggagataigetict
gaaacgtictgacctigtiatigetgtioghtatgaceccaattgaatatgaagcicgtaactggaatgcagaaatigatagtcgaattategitattgataat
gecattgetgaaattpatacitactaccaaccagaacgtgaattaatiggtgatatcgeageaacattggataateititaccagetgticgtggatacaa
aattccaaaaggaacaaaagattatctcgatggecticatgaagtigclgageaacacgaatitgatactgaaaatactgaagaaggtagaatgeca
cccictigatitggtcageactticcaagaaategttaaagatgatgaaacaglaacegtigacgtaggticacictacatitggatggcacgicaittca
aatcatacgaaccacoicatctccicticicaaacggaatgcaaacactigoagtiacacticctigggcaattacagecgcatigtigecgeccaggta
aaaaagittaticacacteiggtgalggaggeticettitcacagggeaagagtiggaaacagcigtacgtitgaatcticcaatcgticaaattatetgga
algacggccatiatgatatggttaaaticcaagaagaaatgaaatatggicgitcagcageegtigatittogctatgitgattacgtaaaataigetgaa
gcaatgggagcaaaaggitacegtgcacacegcaaagaagaactigctgaaatictinaatcaateccagataciactggaccagtagtaatigac
gitcctitggaciatictgataacattaaatitageagaaaaattatigeclgaagagitttatigaggatee

=SEC ID N°: 6
SECID N°6.2

gtegacatggctaactacticaatacactgaatcigegecageagetggcacagetgggcaaatgtegotitatgggoegegatgaaticgecgaty
gegegagctacceticagggtaasaaagiagtcatcgteggetgtggegeacagggteigasceagggectgaacatgegtgaltctggtctegatat
ctoctacgcetictgegtazagaagegattgeegagaagegegegtcctogegtaaagegaccgaaaatggttttaaagigggtactiacgaagaact
gatcccacaggceggafctaglgatizaccigacgecggacaagcageactctgatatagtocgeacegtacagecacigatgaaagacggegeg
gogclgggctacicgeacggtitcaacatcglegaagtgggegageagatecgiaaagatatcaccgtagigatggtigegecaaaatgecccaggc
accgaagigegtoaagagtacaaacgtgggticagegtaccgacgctgattgeegticacccggaaaacgateegaaaggegaaggeatggeg
atigccaaagoctiggycggctgcaaccogtagicaccgtocggotatgciggaategicclicatigcggaagtygaaatetgacetgatgggegage
aaaccatccltgtgocgatatgitgcaogetgactctctgoigtgeticgacaagcetggtggaanaaggtaccgatccageatacgeagaaaaactgat
tcagticggtigggaaaccatcaccgaagcacigaaacagggceggeatcacccigatgatggaccgicicictaacecggegaaactgegtgetia
tgcgetitctgaacagctgasagagaicatggeaccectgticcagaaacatatggacgacatcatetccagegaaticicttcoggtatgataogeyy
actgggecaacgatgataagaaactgolgacciggegtgaagagaccggcaaaaccgegtitgaaaccgegocgcagtaigaaggeaaaate
ggcyageaggagtacticgataeaaggcegtactgatgatigegatgglgaaagegggcegttgaactggegtitcgaaaccatggtcgaticeggeate
aftgaagagtctgcaiattalgaatcactgeacgagetgecgetgatigccaacaccategeacgtaagegtctgtacgaaatgaacgtggttatetet
gataccgetgagtacggtaactatetgticictiacgettgigtgecgitgetgaaacegittatggeagagetgeaacegggegacetgggtaaageta
Htccggaaggegcggtagataacgggeaactgegtgatgtoaacgaagegaticgoagecatgegatigageaggtaggtaagaaacigegensg
ctatatgacagatalgaaacgtatigcigttgcgggtiaaggatee

=SEC ID N°: 7
SECID N°6.3

glcgacatgectaagtacegitcegcecaccaccactcatggicgtaatatggegggtoctegtgegetglogegegccaceggaatgacegacgcee
gatticggtaagccgattatcgeggtigtgaactegticacceaatttgtactgggteacgteeatcigegegatctcogtaaaciggtegecgaacaa

aftgaagcggelggeggegligecaaagagitcaacaccatigegglggatgatgggatigocatgggecacggagggatactttaticacigecat
ctegcgaactgatcgeigaticogtigagtatatggicaacgeecactgegecgacgecatggictgeateictaactgegacazaalcaceccggg

gatgetgatggcettcectgegectgaataticeggtgatetitgtitccgocggccegatggaggcegagaaaaceaaactticcgalcagatcatcaa
gctegatctggtigatgegatgatccagggegeagaccegaaagtatctgacicocagagcgatcaggtigaacgticcgegtgtccgacetgegat
tectgetecgyugatgtitaccgctaacicaatgaactgectgaccgaagegelgggecigtegcagecgggeaacggeicgetgetggeaaceeac
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geegaccgtaagcagctgticcttastgetggtaaacgeatiotigastigaccaaacgtiattacgagcaaaacgacgaaagtgeactgecgegta
atalcgccagtaaggeggceylitgaaaacgecatgacgetggatatcgegatggatggatogaciaacacegtacticacciagetggoogegacge
aggaagcggaaatcgactticaccatgagtgatatcgataagetiiccegeaaggticcacagceigtgtaaagitigegecgageacccagaaatace
atatggaagatgttcaccgigciggltggtgttatcggtattctcggegaactggategegegyggattactgaacegigatgtgaaaaacgtactiggect
gacgttgccgaacgctggaacaataogacgftatgctgacccaggatgacgcggtaaaaaatatgtlocgogcagtoctgcaggcattcgtac
cacacaggcattetcgcaagatigecgtigggatacgeiggacgacgategegecaatgygctgtatecactegetggaacacgectacageaaag
acggceggectggeggtuctctacggtaacittgcggaaaacgactgeateglgaaaacggcaggegicgatgacageatecteaaaticaccgge
ceggcgaaagigtacgaaageraggacgatgeggtagaagegaticteggeagtaaagttgtegecggagatgtggtagtaaticgetatgaagg
ccegaaaggeggtecggagatgeagygaaatgetctacccaaccagcticetgaaatcaatggglcteggcaaagectgigegetgatecaccgacy
gtcgtitctetggtggeacctelggtetitcoateggocacgtictcaccggaageggeaagoggcggoageatiggectgattgaagatggtgacety
atcgclatcgacalceocgaaccgtiggeaticagttacaggtaagegatgecgaactggeggegegtogigaagegeaggacgetegaggtgaca
aagoctggacgecgaaaaategtgaacgicaggtetectitgecctgegtgcttatgccagectggeaaccagegecgacaaaggegegatycge
gataaatcgaaactgggggatiaaggatee

=SEC ID N°: 8
SECID N°6.4 =SEC ID N°: 8

gtcgacatgtatactgltggtgattatctgetggaccegtcigcatgaactgggtatcgaagaaatcitcggegticegggtgattacaatcigeagttoety
galcagalcatclcicatlanagacatgaaalgggigggtaacgctaacgaacigaacgcaayctacatggcagatyggttatgcacgtaccaagaa
ageegeggceattictgaccactitcggtgtiggegaactgagegeegteaacggiclggegageotoctacgeegaaaacctgceggotgglggagate
gtaggcageecaacgagcaaag ticagaacgaaggtaaaticgtcraceacaciclggclgacggogatiicaaacacticatgaaaatgeatga
accigtgactgcgascacgtacgotactgactgcagagaacgctaciglggaaategaccgoegitctatetgegctgctgaaagaacgcaaaceagt
tlacatcaaccigectytggatatigeggeagciaaageggeasaaccgagectyccgetgaagaaagaaaactccacitctaacactagegace
aggaaaltccigaacaaaatccaggagiclelgasaaacgcaaagaaaccaatcgigatcaccggecacyaaatcaitictiitpglciggagaag
accgigacccaaticatcagcasaaccaaactgcegaitaccaccetgaacticgacaagtectetgtigacgaggetetgocgtetticctgggeate
tacascggtactetgagegzaccgaacctgaaagaatitgttgaatetgeggacticatectgatgctgggegtiaaactgaccgaciciiclaceggt
geattcacteaccatclyaacgasaacaaaatgatiagectyaacatcgacgagggtaaaalcticaacgagegtatccagaacticgactticgaa
agcctgatcagetotctgetggacotgtccgaaatcgagtataaaggceaatacattgacaadaageaagaagatitcgtaccatctaacgcactge
tgtcecaggategecigtaogeaggecgtggagaacctgacccagageaatgaaaccategtggeggaacaaggtacgagcetititcggegeotett
ctatettictgaaatccaaaagccatittatcggtcagoegetgiggggtageattggctatactitcccggeagcgetgggetcicagatcgetgataaa
gaaictcgtcalctgctgticatcggtgacagttecctacagetgacegtacaggaactggaictagcaaticdtgaaaagatcaaccegatitgctica
Hatteacaatgacggctacacegtigagegtgagatccacggtccgaaccagtictiacaacgatateectatgtggaactactctaaactgecggag
tecticggegeaactgaggacegtgtigigictanaatigtgegtaccgaaaacgaaittgigagegtgatgaaagaggoecaggecgatecgaac
cgtatgtactggategaacigatectggogaaagaaggcgcaccgaaggtacigaagaaaatgagcaagctytitgctgaacagaatasatecta
aggatcc

=SEC ID N°: 9
SECID N°6.5

Gtegacatgiciaticcagaaactcaaaaagecattatetictacgaatccaacggeaagtiggageataaggatatcccagiticcaaagecaaag
cceaacgaatigttaatcaacgtcaagtactetgptigtctgecacacegatitgcacgetigacatggigactggccattgecaactaagitaccattag
ttggiggicacgaaggtgecygtgtegttgicggcatgggtgaaaacgttaagagetggaagatcggtgactacgceggtatecaaalggtigaacgg
ticttgtatggectgigaatacigigaattgggtaacgaatccaactgtecticacgetgactigictggitacacccacgacggtictitccaagaatacge
tacegetgacgetgitcaageegetcacaticetcaaggtactgacttgoctgaagicgoaccaalcetigigtgetgotatcacegtatacaaggcetity
aagtctgoccaactigagagcaggeeactggacggccattictagigetgeiggtgatctagoitctitgactgticaatatgctaag dgegatggattaca
gagtcttaggtaitgatggtggtccaggaanggaagaaligtitacctegctegatgglgaagtattcatcgacticaccaaagagaaggacattgita
gegeagtogtaaggctaccaacggcgglgocccacggtateatcaatgittcegittccgaagecgetategaagetictaceagataciglagggey
aacggtacigitgtcitggtiggtitgccagecggigoaaagtgctoctetgatgicitcaaccacgttgtcaaglotateiceattgteggeicitacotygg
gaacegagclgataccagagaagcecttagatitetiigecagaggtctagtcaagictccaataaaggtagtiggetiatccagittaccagaaatttac
gaaaagatggagaagggccaaattgstggiagatacgtigitgacactictasataaggatec

=SEC ID N°: 10
SEC ID N° 6.6 (pGV1254)
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tegogegtticggtgatgacagtgaaraccicigacacatycagetcceggagacggicacagetigtctgiaagoygatgccgggagcagacaa
gcecgltcagggegegicageggatgiiggcgogigteggagetggetiaactatgeggcatcagagcagatigtactgagagtgcaccataccaca
gctiticaattcaattcatcatitittittattctitittttgattteggtitciitgaaattittttgaticggiaatciccgaacagaaggaagaacgaaggaagga
gcacagactiagstigglatatatacgeatatglagtgttgaagasacatgaaatigeccagtatictiaacccaactycacagaacaaaaaceigea
ggaaacgaagataaatcalgtcgaaagetacatalaaggaacytgetgctacicatectagtectgtigeigecaagcetatitaatatcatgcacgaa
aszgcaaacaaacttatgtocitcatiggatgtteglaccaccaaggaattactggagttagiigaageattaggicecaaaattigittactaaaaacac
atglggatatctigactpatititccatggagggcacagttaagecgetaaaggcattatecgecaagtacaatiititacicticgaagacagaaaatitg
cltgacatigglaatacagicaaattgcagtactctgegggtglatacagaatagcagaatgggcagacattacgastgcacacggtigtggtaggece
aggiatigttagcggtitgaagcaggcggcagaagaaqgtaacaaaggaacctagaggccittigatgtiagcagaattgicatgecaagyygcteecta
tctactggagaatatactaagggtactgitgacatigcgasgagegacaaagattitgitatcggctitattgctcaaagagacatgggtggaagagat
gaaggttacgatiggitgattatgacacceggigtgggtitagatgacaagggagacgcattgggtcaacagtatagaaccgtggatgatgtagtetet
acaggatctgacattattattgitggaagaggactaitigecaaagggaagggatgctaagglagagggtgascgitacagaaaagcaggctggga
agcatatitgagaagatgcggccageaaaactaaaaanciglaltatangtaaatgcatgtatactaaactcacaaattagagcticaatitaattatat
cagttattaccctatgeggtglgaaataccgeacagatgegtaaggagaaastaccgcatcaggaaattgtaaacgttaatatitigttaasattcgeg
fiaaatttitgttaaatcageteatittttaaccaataggccgaaateggeaaaateecttataaalcaasagastagaccgagatagagtigagigtigtt
ccagtitggaacaagagiccactattazagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaasaaccgtctalcagagegatgaccoactacgtgaac
calcaccctaalcaagitttitggggtegaggtgecgtaaageactaaalcggaaccetaaagggagececegatitagagettgacggggaaage
cggegaacgiggegagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegagegetagggeaciggeaagigtageggtcacgelgegegtaacca
ccacaccegecgegettaatgegecgetacagggegegtegcgecattegeeaticaggctgegeaacigitgggaagggegateggtgcgages
{cticgetattacgccageiggegaaagggggatgtacigcaaggegattaagiigggtaacgecagggtittcocagtcacgacgtigtaaaacgs
cggecagtgagegegegtaatacgactcactatagggegaattgggtaceggecgeaaatiaaagecttcgagegteccasaacetictcaagea
aggttiicagtataatgitacatgegtacacgcegictgtacagaaaasaaaganaaattigaaatataaataacgiicttaatactaacataaciataa
aagaataaatagggacctagacticaggiigtclaactocticcttitcggtiagageggatglggogggagggcgtgaatgtaagegtgacataact
aattacatgactcgageggecgeggatectiatitagaagtgtcaacaacgtatctaccageaattiggeceticteeatotittcgtaaatitciggtaaa
clggataagccaactacctitattypagacitgactagacctctggeaaagasatctaaggettctetg gtatcagetctaticcecacgtaagageey
acaalggagatagactigacaacgtggtigaagacatcagaggagcactilgcaccggetggcaaaccaaccaagacascagtacegticgese
tacagtatctggtagaagcticgatageoacticggeaacggaaacatigatgatacegtgggcacegocgtiogtagecttaacgactgegetaac
aatgiccticicittggtgaagicgatgaataciicaccaccgagcgaggtaaacaaticticctitcctggaccaccatcaatacctaagacticigtazac
ccatcgeetiagcatatigaacagooaaagaacclagaccaccageagcaccagaaatggecgeccagtygoctgeletcaagttggeagactic
aaagoctigtatacggtgataccagcacacaagatiggcgegacticagecaagicagtacettgaggaatgtgageggetigaacegcgicage
ggtagegtaticitiggaaagaaccgicgigggigtaaccagacaagicagegtgaggacagiiggaticgitacceaaticacagtaticacaggee
atacaagaaccyitcaaccattigataceggogtagtcaccgateticcagocctiaacgttticaccecatgecgacaacgacaccggcaccticgly
accaccaactaatggtaactiagitggcaatggccagtcaccatgecaagegigeaaateggtgtggeagacaccagagtactigacgtigattaac
aattegitgggetitggctitggaactgggalatccitatgctccaactigeegtiggattcgtagaagataatggcttttigagtttctggaatagacatgtc
gacaccatcticitcigagatgagtttitgiiccatgetagitclagaatcegicgaaaciaagiiciggtgtiiaaaactzanaaaaagactaactataa
aagtagasiitaagaagittaagaaatagatitacagaattacaatcaatacclacogictitatatacttattagicaagtaggggaataatilcaggga
actggtitcaacctittitticagetititccaaatcagagagagecagaaggiaatagaaggtgtaagaaaatgagatagatacatgegtgggteaattg
cctigigtcalcatttactccaggeaggtigeatcactccatigaggtigigeeegtititigecigitigigeeectyttctetgtagtigegetaag agaatgg
ecciatgaactgatggttggigaagaaaacaataititggtgctgggsttctitttttitciggatgecagettaaazagegggeiceattatalttagtggat
gecaggaataaactgitcacccagacacctacgalgttatsiatictgtgtaacecgecccetatitigggeatgtacgggttacageagaattaaaag
gctaaitititgactaaataaagtiaggaaaateactactattaatialitacgtatictitgaaatggegagtatigataatgataaactgaggatecttagg
atttattcigticagcaaacagcettgcccattitcttcagtaceiteggtgegectictttcgecaggatcagttiegatecagtacatacggticggateggee
taggcctetitcatcacgetcacaaattcgitticgglacgeacaatittagacacaacacgatecicagtigegoegaagaactecggeagiitagagt
agticcacatagggatategtigtaagactggtteggacegiggateicacgetcaacygigtagecgteatigtiaataatgaagcaaategggtigat
ctittcacgaatigccagacccagticctgtacggteagetgeagggaaccglcaccgatlgaacageagatgacgagatictitatcagegatetgag
agcecagegetgccgggaaagtatagecaatgelacececacageggotgacegataaaatggetttiggatttcagaaagatagaagacgeges
gasaaagcicgtacetigticcgecacgatggtticatigetetgogicaggttetccacagectgecacaggegatectyggacageagtigegitag
atggtacgaaatctictigettitigtcaatgtatitgectitatactegatiicggacaggiceageagagagcetgatcagactitcgaagicgaagiictgy
atacgcicgtigaagattftaccctogtcgataticaggctaatcatitigiiticgticagatogigagtgaatgcaccggtagaagagteggtcagtitaa
cgcccageatcaggalgaagiccgeagaticaacaaatictiicaggitcggticgetcagagtacegitgtagatgeccaggaaagacggcagag
cotegleasacagaggactigocgaagticaggatagiaateggcagtitggttityeigatgaatigggteacggtcticiccagaccaaaagaastga
tticatgaccggtgatcacgatiggtitcitigeattiticagagacicctggatittgticaggatitcctggtegetagtgtiagasgtggagttitctttcticag
cggeaggeoteggtiitecgetitagctgecgcaacatccacaggeaggtigatgtaaaciggittgegttctitcageageacagacagaacgeggte
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gatticcacagtagcgtictctgcagtcagcagegtacgtgecgcagicacaggticatgeatiticatgaagtgtitgaaatcgeegicagecagagig
tggtggacgaatttaccticgtictgaacittgcicgitogoctgectacgatetceaccacogycagatittcggegtaggageccgocagaccotiga
cggegcicaglicgccaacaccgaaagiggicagaaatgcecgeggcittctiggiacgtgeataaccaletgecatglagettgegticagticgttag
cottacccacccatitcatgtoittalgagagatgatetgatccaggaactgcagattgtaatcacceggaacgecgaagatitcticgatacecagtic
atgcagacgglccageagatastcaccancagtatacatgtegacaccegcatagtcaggaacategtatgggtacatgctagtictagasaactt
agattagatigctatgctiicttictaatgagcaagaagtaaaaaaagttglaatagaacaagaaaaatgaaactgaaactigagaasattgaagace
gtitattaacttaaataicaatgggaggtcalcgaaagagaaaaaaalcaaaaaaazaatiticaagaaaaagaaacgigataaaaatititatigee
iticgacgaagasaaagaaacgaggcggteicititichiticcaaaccittagtacggglaattaacgacaccctagaggaagaaagaggggaa
atttagtatgcigigettgggtottitgaagiggtacggcgatgegeggagiccgagaaaaiciygaagagtaaaaaagoagtagazacatitigaag
clatgagciccagctitigitcectitagtgagggttaattgegegetiggogtaatcatggteatagetgtitcototgtgaaatigttatccgetcacaatice
acacaacataggagccggaageataaagigtaaagectygggtgectaatgagtgagotaacicacatiaattgegtigegetcactgecegettic
cagtcgggaaacclglegtgecagetgcatiaatgaatcggecaacgogeggggagaggeggitigegtatigggegetcticogetteetegeteac
tgactegetgegeicgategticggcigeggegageggtateagetcacicaaaggcegglaatacggttalccacagaatcaggggataacgcagg
aaagaacatgltgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegtigctggegtititceataggetecgecececolgacga
geatcacaaaaatcgacgetcaagicagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtiiceecctggaagetecctegtgeget
ctectgticogaceatgecgcttacoggataceigtecg cetiictooccticgggaagegtgyegetitctecatagetcacgotgtaggtatcteagticggt
gtaggicgticgclocaagetgggclgtgtgcacgaacecocegtticagecegacegetgegectiatecgglaactategictipagtccaacecggt
aagacacgaciatcgccactggcageagecactggtaacaggatiagcagagogaggtatgtaggeggigetacagagticitgaagtggtgac
cteactacggctacactagaaggacagtatitggiatetgogetotgotgadgecagttaceiteggaaaaagagtigatagetatigateegycaaa
caaaccaccgelgotageggtgotittitigitigcaagcageagattacgegeagsaaanaaggatetcaagaagatecttigatetitictacgogat

- ctgacgetcagtggaacgaaaactcacgitaagggatittggicatgagattaicaaazaggateticacctagatectittaaatizaaaatgaagtitt
aaatcaatclasagtatalatgagtaasctiggtctgacagtiaccaatgctiaatcagtgaggcacctatcicagegatetgictatitegticatecata
gtigcetgaciceccgtegtglagataactacgatacgggagggctiacoatetggecccagigetgcaalgataccgegagacccacgeicacey
getccagatttatcageaataaaccagecageocggaagggccgagegeagaagtggtectgeaactttatecgecteeatecagtotattzaliglity
ccgggaagcetagaglaagtagticgecagttaatagtitgegeaacgtigitgecatigetacaggeategtggtgtcacgetegiogtitggtatagett
calicagctecggitcccaacgatcaaggegagtiacatgatcceccatgtigigeaaaaaageggttagcteeticagtectccgategtigicagaa
gtaagttggcegoagtgttatcactcatggitatggcagcacigeataatictettactgteatgecatecgtaagatgeittictgtgactgglgagtacte
aaccaagicaticlgagaatagtgtalgcggegaccgagtigeicitgeceggegticaatacgggataatacegegecacatageagaacttiaaaa
gtgcicatcatiggaaaacgttcticggggcgaaaactctcaaggatetiacegetgttgagatecagitcgatgtaacccactegigeacceasaciga
tcitcageatetittactitcaccagegtttciggstgegcaaaaacaggaaggcaaaatgoccgcasaaaagggaataagogegacacagaaatgt
tgaatacicatactcitocttittcaatattattgaageatttatcagggtiatigtcicalgageggatacatatitgaatgtatitagaaaaataaacaaata
ggggticcgegeacatitccocegaaaagtgecacctgaacgaagceatcigtgeticatttigtagaacaaaaatgcaacgegagagegctaatittic
aaacaaagaatctgagcetgeatititacagaacagaaatgcaacgcgaaagegctatittaccaacgaagaaicigigetteatittigtaaaacaaa
aalgcaacgcgagagegetaatitttcaaacaaagaatctgageigeattittacagaacagaaatgcaacgegagagegetattitaccaacaaa
gaatciatactictittttgiictacaaaaatgcatccecgagagegcetatittictaacasagcatctiagattactitittictectitgtgcgcetctataaigeag
tctettgataactittigeactgtaggicogitaaggttagaagaaggcetacttiggtgictatittelcticcataaaaaaagecigactecacticecgegtit
actgattactagegaagetgcagotgeatititcaagataaaggcatccecgattatatictataccgatgtggatigegcatacttigtgaacagaaag
tgatagegtigatgaticticattggtcagaaaattatgaacggtiictictatittgtcictatataclacgtataggaaatgittacatittcgtatigtiticgatt
cactctalgaatagticttactacaattittitgictaaagagtaatactagagataaacataaaaaatgtagagotegagtitagatgcaagticaagga
gcgaaaggtogatgogtaggtiatataggoatalageacagagatatatagcaaagagatactittgagcaatgittgtggaageggtaticgeaata
tittagtagctegitacagiocggtgegttittggtitittgaaagigcgicttcagagogctittggtittcaaaagogctctgaagticctatactitctagaga
ataggaacticggaataggaacticaaagegiticcgaaaacgagegeticegaaaatgeaacgegagetgegcacatacagetcacigticacgt
cgcacclatatetgegtotiaccigtatatetatatacetgagaagaacggeatagtgegtgttatgcitaaatgegtacitatatgegtotatitatgtagg
atgaaagglagictagtacctectgtgatattatecocaticeatgeggagtatcglatgettccticagcactaceetitagetgiictatatgetgecacteet
caattggattagtctcatccticaatgatatcatitecttigatattggatcatactasgaaaceattaliatcatgacattaacctataaaaataggegtate
acgaggcceetticgic ’

=SEC ID N°: 11
SEC ID N° 6.7 (pGV1295)

tegegegtiicggtgatgacgglgaaaacctctgacacatgeageteccggagacggteacagettgictgtaageggatgecgggageagacaa
geeocgicaggoegegicagegggtgttggegagtoteggagelggetiaactatgeggealcagageagatigtactgagagtgeaccataaacy
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acattactatatatataatataggeagceatitaatagacagceatcgtaatatatgtgtactitgcagtialgacgecagatggeagtagtggaagatatic
tttatigaaaaatagcitgtcaccitacgiacaatcttgatccggagetitictitiitigecgattaagaalttaaticggtcgaanaaagaasaggagagg
gccaagagggagggcatiggtgactattgageacgtgagtatacgtgattaageacacasaggcagetiggagtatgtetgitattaatticacaggt
agitctggtccatiggtgaaagtitacggetigcagageacagaggeegcagaalgtgeictagaticcgatgctgacitgetgggtattatatatgtgec
caatagaaagagaacaatigacceggtiatigcaaggaaaatitcaaylctiglaaaagcatataaaaatagticaggcactccgaaatacttgattg
gcatgtticgtaatcaacctaaggaggalgtttiggeictggtcaatgattacgacatigatategtceaactgcalggagatgagicgtggecaagaata
ccaagagticcicggtitgecagtitattaaaagactegtatitccasaagactgeaacatactactcagtgcagcticacagaaaccicattcgtitattc
cctigtitgaticagaagcaggtogguacaggigaactitiggatiggaactcgaltictgactgggliygaaggcaagagageccegaaagettacati
ttatgttagctggtggactgacgecagaaaatgtiggtgatgegettagatiaaatggogtiatiggtatigatgtaageggaggtatggagacaaatgyg
totasaagactctaacaaaatagcaaatitcgicasaaatgetangaastaggtiatiactgagtagtatttatitaagtatigttigtgcacttgectatge
gytgtgaaatacegeacagatgegtaaggagaaaataccgcatcaggaaatiglaaacgtiaatatitigitaaaaticgegitaaatititgitaaate
agetcatitttaaccaataggecgaaailcggcaaaatccctiiataaateaaaagaatagaccgagatagggtigagtgttgticeagtitggaacaa
gagtccactattaaagaacgiggactecaacgtcaaagggegaaaaaccegictalcagggcgatggeccactacgtgaaccatcaccctaatca
agtittigggglcgagotgecgtaaagcactaaateggaacectaaagggagoccccgatitagageitgacggggaaagecggegaacgtoge
gagasaggaagggaagaaagcgaaaggagegggcgetagggegeiggeaagigtageggteacgetgegegtaaceaccacaceegecge
gcttaatgegecgctacagggegcglegegecaticyceaticaggeigegcaactgtigggaagggcgateggtgegggecteticgctattacge
cagclggegaaagggggalgtyctycaaggegattaagliggataacgecagggiiticceagicacgacgtiglaaaacgacggecagtgageg
cgcotaatacgactcactatagggcgaatigggtaccggeegcaaattaaagecticgagegtcecaaaacctictcaageaaggtittcagtataat
gttacatgegtacacgegtetgtacagaaaaaaaagaaaasttigaaatataaataacglictiaatactaacataactataaaaaaataaataggyg
acclagacticaggtigictaactectiectitcggttagagegoatgigaggogaggacgtgaatgtaagegtgacataaciaattacatgactcgag
cggocgeggatecitaaccegeaacageaatacgtttcatatctgtcatatagecgcgeagittcttacctacctgetcaategeatggetgegaateg
ctteglicacatcacgcagitgeccgttatetacegegocticcggaatagcetitacocaggicgeccggtigeageictgecatanacggiticagcaa
cggeacacasgegtaagagaacagatagttacegtactcageggotetcagagataaccacgitcatiicglacagacgctiacgggegaiggtgtt
ggcaatcageggeageicgtgcagigaticataatatgcagacteticaatgatgeeggaatcgaceatggtttcgaacgecagttcaacgecegett
tcaccategeaatcatcagtacgecttategaagiactcotgetegecgatitigecticatactgegocgoggtiticaaacgeggtitigecggtotctic
acgecagglcagceagtiicitatcalcgitggeccagiccgecatcataccggaagagaaticgecggagatgatgtegtccatatgtitctaggaacag
gggtgccatgatctctitcagetgttcagaaagegceataagcacgeagtticgceggattagagagacagtceateatcagggtaatgecgecctgttt
cagtgcttegotgatggtttcccaaccgaactgaatcagttittcigegtatgetogatcgotaceticticcaccagetigtegaageacageagagag
ccagectgcaacataccgcacaggalggtttgctecgeccalcaggicagatiticacticegcaacgaaggacgatticcagcacaccegeacgglg
accaccggttgcagccgeccaggctitggeaategecatgecticgectticagategtiitccgggtgaacggeaatcagegicgglacgecgaace
cacgttigtactcitcacgeacticgglgectigggeatticggegcaaceateactacgglgatalcittacggatetgelogeccacttegacgatgtiga
aaccgligegagtageccagegecgegcegictitcalcagtgactgtacggtgegeactacatecagagtgcelgcettgiceggegtcaggttaatcace
agatccgectgtgggatcagticticgtaagtacecactitaaaaccatittcggtegotitacgecaggacgegegceticteggeaategctictttacge
agagcglaggagatatcgagaccagaatcacgeatgitcaggeectogitcagacccigtgegecacageepacgatgactactiittaccetgaa
gotagctegegecateggegaaticatcgeggeecatanagegacatilgeeeageigtgecagcotgotggegeagaticagiotatigaagtagtta
gccatgtegacaccealtcitcitcigagatgagtittigitccatgctagitctagaatcegtcgaaactaagtictggigititaaaactaaaaaaaagacta
actataaaagtagaattiaagaagtiitaagaaatagatitacagaattacaatcastacctaccgtctttatatactiattagicaagtaggggaataatit
cagggaactggtticaaccttittittcagciititccaaatcagagagageagaaggtaatagaagotgtaagaaaatgagatagatacatgegigo
gtcaattgootigigteateattiactceaggeaggtigcateactecattgaggtigtgecegtittiigectgtttgigecectgtictetgtagtigegetaag
agaalggacciatgaactgatagttgglgaagaaaacaatatitiggtgcigggatictitititiciggatgccagcetitaanaagegggciccattatatit
agtggatgccaggaatazactgttcacccagacacclacgatgttatatatictgtgtaaceocgeeocotatittgggeatgtacgggitacageagaat
taaaaggctaatittitgactaaataaagttaggaaaatcactactattaatiatitacgtatictttgaaatggcgagtatigataatgataaactgageta
patctgggeccoagetccagetitgiicectitagtgagggttaatigegegetiggeptaateatggtcatagetgtitcototgtgaaattgttatcegets
acaaticcacacaacataggagecggaagcataaagigtasagectgggatgectaatgagtgagotaactcacattaattgegitgegotcacty
cocgelitccagicgggaaaccigtegtgecagetgcattaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtittgegtatigggegeicticegettc
ctegetcactgacicgetgegeicggtegticpgetycggegagegytatecagetecacicaaaggeggtaatacggtiatccacagaatcagggget
aacgcaggaaagaacatglgagcaasaggccagcaaaaggccaggaaccglaaaaaggocgogtigetggegtitticecataggetecgeece
cctgacpageatcacaaaaatcgacgeicaagicagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtiicecectggaagceteee
tegtgegelcicetgttecgaceetgecgeitaccggataceigteegectitcteccitcgggaagegtggegctticteatagetcacgetgtaggtatet
cagticggtgtaggtcglicgetccaagetgggelgtgtgcacgaaccocecaticageccgacegetgegecttatccggtaactategictigagtes
aacccggtaagacacgactiatcgecactagcageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggegatgetacagagitetigaa
atggtggcctaactacggcetacactagaaggacaglatitggtaicigegetctgetgaagecagtiaceticggaaaaagagtiggtagetetigate
cggcaaacaaaccaccgeiggtageggtiggtititiigitgcaagcageagattacgegcagaaaaaaaggatetcaagaagatecitigatetitic
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tacggggtctgacgceicagiggaacgaaaactcacgiiaagggatitiggicatgagatiatcaaaaaggaicitcacctagatootttiaaatiaaaa
atgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgettaatcagigaggeacclaletcagogatetgictatitegt
tcatceatagitgectgactececgtegtgtagataactacgatacgggagggcetiaccalciggeoecagtgetgcazlgataccgegagaceeac
gctcaceggeiceagatitalcageaataaaccagceagecggaagggccgageycagaagiggicetgcaactitatccgecteeatccagtota
ttaatigtigcocgggaagctagagtaagtagticgecagttaatagtitgcgeaacgtigtigecatigoctacaggcategtggigicacgeicgtegtttg
gtatggcitcattcagetecggticecaacgalcaaggegagtiacatgatcecoeatgtigtgcasaaaageggttagetecticggtectoegategtt
glcagaagtaagtiggccgeagtgtiatcacicatggttatggcageactgcataaticiottactgteatgecatecgtaagatgetittetgtgactogly
agtactcaaccaagicaticigagaatagtgtatgeggegaccgagttgetctigeccggegtcaatacgggataataccgegecacatageagaa
cittazaagtgcteateattggaaaacgticticggagegaaaactctcaaggatcttaccgetgtigagatcoagtitegatglaacceactegtgcace
caacigatcttcagcatctittactitcaccageatitetgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgecaaaaaagggaataagggegacac
ggaaatgttgaatactcatacicticcititicaatattattgaagcatttatcagggttatigtctcaty ageggatacatatiigeatgtatitagaasaata
aacaaatagggottccgegeacatticccegaaaagigecacetigaacgaageatcigtgeticatittgtagaacaaaaalgcaacgegagageg
ctaattittcaaacaaageatctgagotgcatititacagaacagaaatgcaacgegaaagegctatittaccaacgaagaatctgtgettcatittigta
aascaaaaatgcaacgogagagcegetaatititcaaacaaagaatcigagetgealititacagaacagaaatgcaacgegagagegetatittas
caacaaagaatciatactictittitgtictacaaaaatgcalcccgagagegetattitictaacaaageatcttagattactititiclecttigigegetetat
gatgcagtctetigataactittigeactgtaggiccgttaaggttagaagaaggctactitggtgtctatiticicticcatasasasagectgactccactt
cccgegittactgattactagegaagctgcggatgeatittitcaagataaaggeatecccgattatattetataccgatgtggatigegeatactitgtga
acagaaagigatagcgtigatgaticttcatiggicagazaattatgaacggtticiictatittgtetetatatactacgtataggaaatgtitacattticgtat
tgtittcgaticactetatgastagtictiactacaatittttigictaaagagtaatactagagataaacataaaaaatgtagaggicygagtitagatgeaa
gitcaaggagcgaaaggtagatgggtaggtitatatagggatatagcacagagatatatageaasgagatactittg ageaatgittgtogaageggt
attcgeaatattttagtagctcgttacagiceggigegtitttggtitittgaaagtgegicttcagagegettitggtittcaaaagegcetetgaagttectatac
tictagagaataggaacticggaataggaacticasagegtitcegaaancgagegeticcgaaaatgcaacgegagetogcgeacatacagete
acigltcacglicgcacctatatclgegigtigeciglatatatatatacatlgagaagaacggeatagtgegigittatgcttanatgegtactiatatgegtet
atitatgtaggatgaaaggtagtctagtacctcetgtgatattatcecaticeatgeggggtategtatgeticcticageactacecittagetgttetatatg
cigecactcetcaattggattagtetcatecticaatgetatcatitectitgatattggateataitaagasaccattatialcatgacattaacctataaaaa
taggcgtatcacgaggeectticgte
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tegegegtttcggtgatgacgglgaasacctetgacacatgeageticecggagacggtcacagetigictgtaageggatgecgggageagacaa
gecegicagggegepicageggotgtogcaggtoicggggctagettaactatgepgcatcagageagatigtactgagagtgcaceataaatic
ccgttitaagagctiggtgagegetaggagicactgecagygtategtitgaacacggeatiagicagggaagicataacacagteotticcegeaatitt
citittctattactctiggectecictagtacactetatatittitiatgcoteggtaatgatittcatttititiittccectageggatgactctttitttitcttagegatty
gcattatcacataalgaattalacattatataaagtaatgtgatticiticgaagaatatactaansaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagat
gacagagcagaaagcectagtazagegtattacasatgaaaccaagaticagatigegatctetitaaagggigatcecotagogatagageacte
gatcitcccagaaaaagaggcagaageagiageagaacaggecacacaategeaaglgattaacgteccacacaggtataggottictggaceat
atgatacatgctctggceaageaticeggetggicgctaategtigagtgeatiaggtgacitacacatagacgaccatcacaceactgaagacigesg
gattgcteteggteaagctittaaagaggecctaggggecgtgegtggagtasaaaggittggatcaggatiigegectitggatgaggcactitccag
agcggtggtagatciticgaacaggecgtacgcagtigtcgaactiggtitgeaaagggagaaagtaggagatelctctigegagatgalecegeati
tctitgaaagetitgcagaggctagcagaattaceetccacgttgatigtetgegaggeaagaatgateatcacegtagigagagtgegticaaggetet
tgeggitgccataagagaagecacctcgoccaatggtaccaacgatgticectccaccaaaggtgitettatgtagtgacacegattatitaaagetge
agcatacgatetatatacatgtgtatatatgtatacctatgaatgtcagtaagtaigtatacgaacagtatgatactigaagatgacaaggtaatgcatca
tictalacgigicatictgaacgaggegegctttccititticitittgettitictititititcictigaactegacggatetatgcggtgtgaaataccgcacagat
gcglaaggagaaastaccgcatcaggaaatiglaaacgitaatatttigttagaaticgegiaaatittiigttaaatcageteattititaaccaataggee
gaaatcggcaasatccctialaaatcaaasgaatagaccgagatagggtigagigtiaticcagtitggaacaagagiccactatiaaagaacgtgg
actecaacgicaaagggegaaaaaccgtciatcagggcegatggeccactacglgaaccatcacectaatcaagtititgggategaggtgeegta
aagcactaaatcggaaccctaaagggagececegatitagagetigacggggaaagecggegaacgiogegagasaggaaggygaagasag
cgaaaggageggacgctagggcgcetggcaagtatageggteacgetgegegtaaccaccacaccegeegegettaatgcgecyctacaggge
gegtogegecaticgecaticaggctgegeaacigtigggaagggegatcggtacaggccteticgotattacgecagetggegaaagggyggatat
gclgcaaggcgattaagitgggtaacgecagggliiticocagtcacgacgitglaaaacgacggccagigagegegegtaatacgacicactatag
ggcgaatigggtaccggccgcaaattaaagecticgagegteccaaaacctictcaageaagglitttcagtataatghtacatgegtacacgegtetge
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acagaazasaaagaaaaattigasstataaataacgticitaatactaacataactataaaaaaataaatagggacctagacticaggtigtctaac
tccticctitteggitagageggaigtoggyggagageoigaatgtaagegtgacataactaattacatgactcgageggecgeggatectcaataaa
actcticaggcaataatitticigctaatitaatgttalcagaatagtccaaaggaacgtcaattactactgglccagtagtatcigggatigatitaagaatt
tcagcaagticticittgeigtgtgcacggtaaccottttgeteccatigsticageatatittacgtaatcaacatagccaaaatcaacggctgetgaacga
ccatatttcatitcitcitggaattiaaccatatcataatggecgicaticcagataattigaacgattggaagaticaaacglacageigtitccaacictig
coctotgaaaagoaagectceatcaceagagtygtgaataaacttititacctgggegeaacaaigeggctiglaatigeceaaggaagtgcaacicea
agigttigcattcegtitoagaagaggagatgacatggticatatgatitgaaatgacgtgccatecaaatgtagagtgaacclacgteaacygttactg
titcalcatctitaacgatitctiggaaagtgetigaccaaatcaagaggatgcatictacottcitcagtatiitcagtatcaaattcgtgitocicageaactt
catgaaggecatcgagataatetttgitccittiggaatitigtatccacgaacagetggtoaaagattatecaaigtiigetgegatatcaccaattaatic
acgttctggttgatagtaagtatcaatticageaaiggeattatcaataacgataaticgactatcaatticigeaticcagttacgageticatattc aatlg
ggticataaccaacageaataacaaggtcagaacgittcagaageatatcicetggtigattgeggaaaagaccgatacgtccataaaaagtatgtic
taaatcatglgaaataaccectgcaccitggaatgtticaacgacaggaatattaacatgagitasiagatiacgcaatgatgaagcgactitageate
tgaagcaccagctccaaccazaatiactggcaatecagcatttitaatigotigtgetaaataattaatgicaicaatagaggceattccoeaititagggt
clgaaagtgotigaatggecitgatigatacitcggcatccgtiacatetigggggatigataagaaagtigeaceiggatgtectgsititgcaatacgat
aagcgttggcaattgaticagaaagtgtatcagggtcaagaacitctgeigaatatittgitgctgattgealcaticcageatiatccattgatiggtacge
acgtitzagacggicacticgtitaacttgiccaccgatagccaaastageatcacetictigaagtcgcagtcaaaageggagtcgeazggtitgatac
accaggeceactegtaacaactactacaccaggticgecagicaaacgaceaacagetigagecatgaaageagetoctigeteaigacgagtica
cgaccatttgagggccticticatitictaataaatcasaaacceggtcaattittgetectiggaatcccaaalacatacticactttatggttaatcaaacta
tcgacaaccaagttcgececaaatigtttctcagacatgtcgacaccgatataccigtatgtotcaccaccantgtatctataagtatccatgctageect
aggtitalgtgatgaitgatigaitgatigtacagtitgtititcttaatatetatitcgatgactictatatgatatigcactaacaagaagatattataatgesatt
galacaagacaaggagtiatttgctictctittatatgatictgacaatccatatigegtiggtagteititttgetggaacggticageggaaaagacgeat
cgclctttitgetictagaagaaatgccagcaaaagaatcictigacagtgacigacagcaaaaatgicitiiictaactagtaacaaggotaagatate
ageclgaaataaagggtgglgaagtaataatiaaatcatceglataaacctatacacatalalgaggaaaaataatacaaaagigiitizaatacag
atacatacatgaacatatgcacgtatagcgecccaaatgtcggtaatgggateggcgagetecagettitgticectitagtgagggttaatigecgegett
ggcgtaatcatggteatageigtticotgigtgaaattgtiatcegetcacaaticcacacaacataggagecggaagcataaagtgtaaageciggyg
gtgectaatgagtgaggtaactcacattaattgegitgegetcactgecegalticcagtcgggaaaccigtegigecagetgcatiaatgaategges
aacgcgeggggagaggeggtitgeatatigagegetettccgettcetegeleactgactegetgegeteggtegiicggetgeagegagepgtatea
gelcactcaaaggeggtaatacggtiaiccacagaatcaggyggataacgcaggaeagaacatgigageaasaggocageaaaaggecaags
accgtasaaaggecgegitgciggegtititccataggctecgeceecctgacgageatcacaaaaatcgacgcicaagtcagaggtggegaaac
cogacaggactataaagataccaggegtiiccecciggaagetecctogtgegcetctectgitccgacceeigecgettaccggatacetgtcecgecotitc
teccttcgggaageotggegetticicatagsteacgetgtaggtatctcagticggtgtaggtegitegoliccaayctgggctgtgtgcacgaacsecc
ogucagoocgacogctgcgccuatcoggtaactatcgtcugagtocaaoooggtaagacacgacﬂatcgccactggcagcagccactggtaac
aggattagcagagegagatatgtaggeggtgctacagagticitgaagtgatggectaactacygctacactagaaggacagtatttgglatctgeg
ctetgetgaagecagtitacciicggaaaaagagttggtageictigateeggcaaacaasaccaccyctygtageggtggtitititgtitgeasgoage
agattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatectitgaiciitictacggggtctgacgetcagtggaacgaaaactcacgtiaagggatiitg
glcatgagattatcaaaaaggatcticacctagatecttitaaattaaazatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatigagtaaactiggtetgacagt
taccaatgcttaatcagtgaggeacctatetcagegatetgtctaiticgitealccatagttgectgactececegtcgtgtagataactacgatacggga
gggcttaccatctggececagtgetgeaalgataccgogagacceacgelcaccggetccagatttatcageeataaaccagecagecggaagy
gccgagegeagaagtgglectgcaactttatcegectecatocagtctattaatigitgcecgggaagetagagtaagiagticgecagitaatagittge
geaacgitgttgccatigetacaggeategiggtgtcacgctegtegtitggtatggoticaticagstecgoticccaacgatecaaggegagttacatga
tccceeatgtigtacaaaaaageggttagetecticgglceicegategtigtcagaagtaagttagoccgeagigttatcactcatggitatggeageact
geataattctettactgicatgecatccgtaagatgetitictgtgactggtgagtactcaaccaagteatictgagaalagigtatgecggegaccgagtig
ctettgcceggegicaatacgggataataccgegocacatagcagaactitaasagigetcatcattggasaacgticiicggggegaaaacicica
aggatctiaccgelgtigagatccagitcgatgtaacecacicglygcacsccaacigatcticageatetittactitcaccagegtitciggglgagcaesa
aacaggaaggcaaaatgccgtaaaaaayyggaataagggogacacggaaatgitgaatacicatactcticctititcaatattatigaagcatitate
agggttatigicicatgagcggatacatatitgaatgtatitagaasaatazacaaataggggttecgegeacatticeccgaaaagigecaccigaac
gazgealicigtgcitealtitgtagaacaaaaatycaacgcgagagegetasttittcaaacaaagaatetgagetgcatitttacagaacagaaalg
caacgcgaaagegcetatittaccaacgaagaaicigtgeticatittigtazaacaaaaatgeaacgegagagegetaatitticaaacaaagaalet
gagctgcattittacagaacagaaatgcaacgegagagegctaitttaccaacaaagaatctatacticttitigtictacaaaaalgeateccgagag
cgotatitttctaacaaagcealcttagatiactttittictectitgigegetctataatgcagtctctigataacittitgeactgteggicegeaggttagasg
asggetactitggtgtotaittictecitecataaaaaaagectgactocacticcegegtitactgattactagegaagetgogggtgeatittitcaagataa
aggcatcccogaitataticiataccgatgtgoatigegeatactitgtgaacagaaagtoatagegttgatgaticitcattggicagaaaattatgaac
ggtitcitctattitgtetetatatactacgtataggaaatgitiacatittcegtatigtiticgattcactctatgaatagtictiactacasttittitgictaaag agt

aatactagagatagacataaaaaatgtagaggtcgagtitagatgcaagticaaggagegaaagatagatgggtagattatatagggatatagea
cagagatatatagtaaagagatacittigagcaatgtitgtggaagegataticgcaatatittagtagetegtiacagtecagtgegtititggitttitgaa
agtgcgtcticagagegettiigatittcasaagegetctgaagticctatacitictagagaataggaacticggaataggaacticaaagegtitccga
aazcgagcegcttccgaaaaltgeaacgcgagcetgegcacatacagetcacigttcacgicgeacetatateigegtgtgecigtatatatatatacatg
agaagaacggcatagtgcgtgtitatgcitaaatgcgtacttatatgegtctatitatgtaggatgaaagglagtctagtacctectgigatattatcccatt
ccatgegggglategtatgetteottcageaciacecttiagetgtictataigetgocactecteaalttggattagictcatecticaatgetateatitectiig
atattggatcatclaagasaccattatiatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggcececittegtc
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tcgegegtticggtgatgacggtgasaaccictgacacatgcagetoccggagacggtcacagctigicigtaageggatgecgggagcagacaa
gecegtcagggogegicageggatgtiggegagtgicggageiggetiaactatgeggeatcagageagatigtactgagagigeaccatategac
tacgtegtaaggecgtttctigacagagtaaaatictigagggaactticaceattatgggaaatgceticaagaaogtatigacttaaactcecatcaaaty
gtcaggtcatigagtgtittitatitgttgtatittittititttagagaaaatcciccaatatcaaattaggaategtagtticatgatittctgttacacctaactttitg
tgtggtgcectcetcetigicaatattaatgttaangtgcaalictitiiccttatcacgttgagecatiagtatcaatitgettacctgtattectiiactatoctect
tittctectictigataaatgiaigtagatigegiatatagittcgtclacectatgaacataticeatitigtaztiicgtgtopttictattatgaatticattiataaa
gittatgtacaaatatcatasaaaaagagasteitittaageaaggattitcttaacticticggegacagecatcacenacticggtgatacigtiggaace
acctaaatcaccagtictgatacetgeatccaaaacctiitaactgcalcticaatggecttaceticticaggeaagiicaatgacaatitcaacatcatt
gcagcagacaagataglggcgatagggicaaccttatictttggcaaatetggagcagaacegtggeatggiicgtacaaaccaaatgeggtgttcit
gtctggcaaagaggccaaggacgceagalggcaacaaacccaaggaacclgggataacggaggcticatcggagatygatatcaccasacatgt!
gctggtgattataataccatttaggtagatigggticttaactaggatcatggcogcagaatonatcaatigatgtigaacciicaatgtagggaaticgit
ciigatiggtticcicecacagtttitctecataatctigaagaggocaaaagatiageittatccaaggaccaaataggeaatggtogeteatgtigtaggg
ccatgazageggcecattcttgtgatictttgcactictggaacggtgtatigticactatcecaagegacaceatcaceategtcitectitcicttaccaaa
gtaaataccteccactasticicigacaacaacgaagtcagtacctitegcaaatigtggcttgatiggagataagtctaaaagagagteggatycaa
agttacatggticitaagitggegtacaatigaagtictitacggatitttagtasaccitgticaggictaacactacecgglaceceatttaggaceagecca
cagcacctaacaaaacggceatcazaccticttggaggcticcagegectcatetggaagtoggacacetgtageatcgatagecageacecaccaatta
aatgatiticgaaalcgaactigacettggaacgaacaicagaaatagetitaagaacctiaatggeticggetgtgatitctigaccaacgtggtcacet
gucaaaacgacgalcticltaggggeagacataggggcagacattagaatggtatatectigaaatatatatatatattgclyaaatgtaaaaggtaa
gaaaagttagaaagtaagacgatigctaaccacctatiggaaaaaacaataggtccttaaataatatigtcaacticaagtatigtgatgcaagcatit
agtcalgaacgcticictatictatatgzaaagceggttceggecicicaccittcaiitttcteccaatiittcagitigaaaaagytatatgegtcaggegac
cictgaaattaacaaaaaatttccagteategaatttgatictgtgegatagegecectgigtgtictegttatgtigaggaaaaaaataatggttgctaag
agattcgaacticttgeatcttacgatacctgagtaticccacagttaactigeggtcaagatatiicitgaatcaggegectiagacegeteggecaaaca
accaatiactigitgagaaatagagtataattatcctataastataacgtititgaacacacatgaacaaggaagtacaggacaatigatittgaagag
aatglggalttitgatgtaatigtigggaticcattittaataaggcaatastattaggtatgtggatatactagaagtictcectcgacegtegatatgegpigt
gaaataccgcacagatgcgtasggegaaaatacegcatcaggaaattgtaaacgttaatatttigttaaaaticgegtiaaatittigitasatcagete
attitttaaccaataggccgaaatcggcaanatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggtigagtatigticeagtitagaacaagagte
cactsttaaagaacgigoactcecaacgtcanaggacgaaaaaccgictatcagggegatygeccactacgtgaaceatcacectaatcaagittit
gaggtcgaggtgccgtaaagcactaaateggaacectaaagggageccecgatitagagetigacggggaaagecygegaacygtgocgagaa
aggaagggaagaaagegasaggagegggegotagggegetggeaagigtageggtcacgetgegegiaaccaccacaceegeegogetiaa
tgegecgetacagggogegtegegecaticgecaticaggetgegeaacigtigngaagggegateggtgcgggecicticgetattacgecagetg
gegasagggagatgigetgeaagyogatiaagiigugtaacgocagggttticecagicacgacgtigtaaaacgacggccagtgagegegegta
atacgactcactatagggcegaattgggtaccggecycaaattaaagecticgagegtcccanaacctictcaagcaaggtittcagtataatgttacat
geglacacygcglcigtacagaazaaaaagaaaaatitpaaatalaaataacgticttaatactaacataactataaaaaaataaatagggacctag
aclticaggtigictaactcottcetittcggttagageggatgtygagggagggcgigaalgtaagegtgacataactaattacaigactcgageggee
geggatecttaaceccecagittcgatttategegcaccaegceittglecggegetggitgecaggetogeataageacgcagggcaaaggagacct
gacglitcacgatitticggeptecaggetitgicacctegagegiccigogeticacgacgegecgeeagttcggcategetiacetotaactgaatgee
acggttegggatgicgatagegatcaggtcaccatoticaatcaggecaatgetgecgeegetigcogeticeggtgagacgiggecgatggaaag
accagegotgceaccagagasacgaccyteggtgatcagegescaggetitaccgagaceratigatitcaggaagetggtigggtagagceatite
ctgeatccecggaccgectitcgggccticatagegaatiactaceacatctceggegacaactitacegecgagaategctictacegeategteety
getticgtacactitegcegggecgygtgaatitgaggatgetgtcategacgectgecgtiticacgatgcagecgitticegeaasagttacegtagage
accgecaggeegeoglctitgctgtaggcatoticcagegageggatacageeattggegegategtcgtecagegtateccaacggeaatetigeg
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agaalgecigtatggtacgaatgectigeaggacetgegoggaacatatittttacegegicatectgggtcageataacgtcgtatigtticcagegttige
ggcaacgtcaggecaagtacgtititcacalcacggticagtaacceegegegatccagitcgccgagaatacegataacaccaccagcacgatg
aacatcticcatatgatatitctgggtgetcggegeaactitacacagelagtggaacctigecgggaaagetiatcgatatcacteatggigeagicgatit
ccocttestgegeegecpeeageaggtgaagtacggtgttagtegatecacecategegatatecagogleatggegttticaaacgccgecttacty
gcgatattacgeggeagigeactitcgtegitttgctoglaataacgttiggteaaticaacaatgegtitaccageatiaaggaacagetgctiacgotc
ggcglgagtigecageagegagecgitgeceggctgegacaggeccagegcticggicaggeaglicatigagitageggtaaacatoccggage
aggaaccgcaggtcggacacgeggaacgiicaacctgategetctoggagteagatactitcggatetgegecetggatcategeateaaccagat
cgagetigatgatetgateggaaagitiggtittoccggectecategggocgecggaaacaaagateaceggaataticaggogeagggaageca
tcagcatcocececggggtgattttatcacagttagagatgecagaccaiggegtcagegcagtaggegttgaccatatactcaacggaatcagegateag
ftegcgagatggeagtgaataaagcatcccoecgtggoccatggcaateccatoatccacogcaaigglytigaactetitggecaacgocgecage
cgclfcaattigticggogaccagittacegagategegeagatggacgtgacceggiacaaatigggtgaacgagticacaaccgegataategge
ttaccgasatcggenteggteaticoggiggrgrgocacagegeacgageaccegecatatiacgaccalgagiggtggtggoggaacggiactt
aggceatgtcgacaccatefictictgagatgagtititgticcatgetagtictagaatccgtegaaactaagticiggtgtittoaaactaaaaazaagact
aactalaaaagtagaatitaagaagtiiaagaaatagattiacagaattacaaicaatacctaccgtcttiatatacitatlagtcaagtaggogaataat
ticagggaactggtitcaacctititittcagotititccaaatcagagagagcagaagytaatagaagglgtaagaaaatgagatagatacatgegly
gatcaattgoctigtotcatcatitactccaggcaggttgeatcaciccattgagatigtgcecgttitttaoctatiiataccectgitcteigtagttgegetaa
gagaatggacctatgaactgalggitggtgaagaaaacaatatittggtgctaggatictitititiictggatgocagettanaaagegggetecatiatat
tagtggatgecaggaataaactgticaccecagacacctacgatgttatatatictgtgtaaccegeccectatttigggeatgtacgggtiacageaga
altaaaaggctaatititigactaaatasagtiaggaaaatcaciacaiiaattatitacgtatictitgasatggcgagiaitgataaigataaactgaget
agaictgggeecegagetecagctiitgticectitagtgagggttaatigeacgetiggegtaatcatggicalagetgtitecigigtgaaatightatecge
tcacaattccacacaacataggagecggaagcataaaglgtaaageciggggtgcctaatgagigaggtaacicacattaatigegttgegeicact
gecegctitceagicggganacetgicgtgocagelgeattaatgaateggecaacgegeggggagaggegatitgegtatigggegeteticegett
ccicgctcactgacicgetgegeicggtegitcggetgoggegaacgatatcageicacicaaaggegotaatacggtiatccacagaateaggoga -
tascgcaggeaagaacatgtgagcaaaaggccagcaasaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtititcecataggetecgece
coctgacgageatcacaaaaatogacgeteaagtcagagotggegaaaceegacaggactataaagataccaggegtticcceetggaagetee
. clegtgcgetetecigticegaccetgeegetiaccggatacelgtoogectticicecticgggaagegiggegcttictcatagctcacgetgtaggtat
ctcagttcgatataggtegttcgelccaageigggctotgtgcacgaaceccecegticageocgacegetgegactiatccggtaactategtettgagt
cceacecgglaagacacgactiaicgecactggeagcagecactggtaacaggattageagagegagatatatagocgatgetacagagtictty
aagtggtggectaactacggciacactagaaggacagtatiiggtateigegeicigetgaagecagtiaceticagasaaagagttagtagetetiga
tecgacaaacaaaccaccyctgatagegatgattittitgtitgocaagecageagattacgecgcagaaaaaaaggatcicaagaagatcctitg atettt
tetacggggletgacyctcagtagaacgaaaactcacgtiaagggaititggtcatgagaliatcaeaanggatcticacctagatecitttanatiaaa
aatgaagtittaaatcaatctasagtatatatgagtaaactiggiclgacagitaccaatgeitaatcagtgaggcacclatctcagegatetgtctatite
gttcatccatagttgoctgactecsegtegigtag ataactacgatacgggagggettaceatetggccccagtgeigeaatgataccgcgagaccea
cgcteaccggelecagatitatcageaatasaccagecagoeggangggeegagegcagaagtggtectgeaactitatcegecticeatecagtet
attaatigttgccgggaagciagagtaagtagticgecagttaatagltigegraacgtigtigecatigetacaggcategiggtgtcacgctegiogttt
ggtatggeticaticagetecggitcccaacgatcaaggegagtacatgateccecalgiigtgcaaaaaageggttagetecticggtectecgaleg
tigtcagaagtaagttggcegeagtgttatcactcatggttatggcageactgeataaticicttactgteatgecatecgtaagatgettitctgigactggt
gagtactcaaccaagicatictgagaatagigtalgeggegacegagitgeicitgeceggcgicaatacgggaiaataccgegecacatageaga
actttagaagtgcteatcattggaaaacgticticgggocgaaaacicicaaggatctiacegetgtigagatecagticgatgtaacceactegtgeac
ccaactgatcticageatctittactitcaccagepitictgggtgagcaaaaacaggaaggeaaaatgccgcanaaaagggaataagggcgaca
cogaaaigttgaatacteatactettectitttcaataitaltgaageatitalcagggttatigicicatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaata
aacaaalaggggiticcgegeacatitccccganaagtyccaccoigaacgaagceatetgtgeticattitgtagaacaaaaatgcaacgegagageg
ciaattittcaaacaaagaalcigagetgeatittacagaacagaaatgeaacgegaaageactatittaccaacgaagaatcigtgceticattittata
aaacaaaaatgcaacgegagagegetaattiticaaacaaagaatcetgagctgeattittacagaacagasatgeaacgcgagagepctatittac
ceacaaagaatctatactictitttigitctacaaaaatgcateccgagagogetatititctaacaaag catettagattactittttictectitgtgegetotat
aatgcagtctctigataactittigcactgtagotccgtiaagattag aagaaggctactitogtotctattitcteticecataaazaaagectgaciccactt
ccegepttlactgattactagcgaagcelgogggtgcattitticaagataaaggeatcccogattatatictatacog atgtggatigegeatactitgtga
acagasagigatagepiigalgaticticatiggtcagaaaattatgaacggtiictictatittgtctetatatactacgtataggaaatgtitacatittcgtat
tgttticgaticactctatgsatagticttactacaatiititgictaaagaytastactagagatesacataanaaatgtagaggtcgagtitagatgeaa
gitcaaggagcgaaaggtggalgggtaggitalatagygalatageacagagatatatagcasagagatactittgageaatgtitglggaagepgt
attcgcaatatittagtagetcgttacagtecggigegttitiggitittigaaagtgegtettcagagegenitggtiticaansagegeictgaagticctalac
tttetagagaataggaacitcggaataggaacitcaaagegiticcgaaaacgagegeticcgaeaatgcaacgegagetgcgeacatacageic
actgttcacgtcycacctatatctgegtgligectgiatatatatatacalgagaagaacggcatagigegtotitatgettaaatgegtacttatatgegtet

atttatgtaggatgaaaggtagtctagtacctectgigatattateccaticeatgeggggtateglatgeticcitcageactaccctitageigtictatatg
ctgccactecteaattggattagtctcaiccitcaatgetalcatticotitgataitggatcatactaagaaaccatiattatcatgacattazcetataaaesa

taggcgtatcacgaggcocittegtc

=SEC ID N°: 14
SEC ID N° 7.1 (pGV1590)
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clgattggaaagaccatictgetitactittagageatcetiggtetictgagcteattatlacctcaatcasaactgaaatiaggtgectgtcacggetettritit
actglacctgtgacitccitictiatitccaaggatgcicatcacaatacgeitetagatetatiatgcattataattaatagtigtagetacaaaagygtaaaa
gaaagiccggggcaggcaacaatagasaicggcanaaaaaactacagaaatactaagageticticeccaticagteategeatitcgaaacaa
gaggggaatggctetggetagggaactaaccaceategectgactotatgcactaaccacgtgactacatatatgtgategttittaacatttitcaaag
getgtgtgtotggetgtticcattaatittcactgatiaageagtcatatigaatetgagetcatcaccaacazganatactacegtiaaagtgtaaaagtt
cgtitaaatcatitgtaaactiggaacagcaagagygaagtatcalcagctagececatasactaatcaaaggaggatgtciactaagagttactegga
aagagcagctgctcatagaagtccagtitgctgecaagctittaaactigatggaagagaagaagicasactiaigigcticictigatgttcglaaaac
agcagagftgttaagattagtigaggtittagoiccatatatctotctattgaagacacstigtagatatcitggaggatiicagetitgagaataccatigty
ccgitgaagcaatiagcagagaaacacaagiititgatatttgaagacaggaagtitgccgacatigggaacactgtiaaattacaatacacgictggt
gtataccgtategecgaatggtctgatatcaccaatycacacgototgactggtgegageattgttactagtitgaageaaggtyccgaggaagttac
gaaagaacctagagggttgitaatgetigecgagttategtecaaggggtctetagegcacgotgaatacactcgtgggaccgtggaaatigccaag
agtgatzaggactiigttatiggatitatigctcaaaacgatatgggtygaagagaagagggctacgatiggitgatcatgacgccaggtgtiggtetiy
atgacaaaggtgatgctitgggacaacaatacagaactyiggatgaagttgitgecggtggatcagacatestiattyitggtagaggtcttitcgcaza
gggaagagatecigtegtggaagglgagagatacagaaaggegggatgggacgcttacttgaagagagiaggcagatccgettaagagtictee
gagaacaagcagaggticgagtgtactcggatcagaayitacaagiigatcgitiatatataaactatacagagatgitagagtgtaatggeattgegt
gccggegatcacegeggacggtagtaggeatgatggggctigeg atgctatgtitgtitgtttgtgatgatatatattattattgaaaaa cgatateagaca
tttiotctogataatgceticattatcagacaaatgicigatategtitggagaaaaagaaaaggaaaacasactaaatatctactatataccacigtatittat
aclaatgactitctacgcctagtgicaccetetegigtacceatigacoctglatcggegegttgecticgegticotgtaccatatatttttgtitatitaggtatt
aaaatttacittccicatacaaatattaaaticaccaaacticicaaaaactaatiaticgtagttacaaactctattitacaatcacgittaticaaceatict
acatccaataaccaaaatgeccatgtaccicticagegaagtccaacggtacigiceaatatictcattaaatagtctitcatctatatatcagaaggtaat
tataattagagatticgaatcattaccgtgecgaticgcacgclgecaacggeaigcalcactaatgaaaageatacgacgectgegictgacatgcac
tcaticigaagaagatictaggcgegtticgticicgtittecictgtatattgtactetggtaggacaatitgaacataacgtetitcacctegecatteicaata
atgggticcaatictatccaggtagoggttaattgacggtgcttaagcegtatgeicaciciaacgetaccgtigtccaaacaacggacceecttigtgac
gggtgtaagacceatcatgaagtaaaacatcictaacggtatggaaaagagigglacggicaagtitcctggeacgagtcaatitecetettegtgta
galcggtaccgoccgcaaatiaaageclicgagegteccaaaacetictcaageaaggattitcagtataatgitacatgcgtacacgegictotacag
aaaaaaaagaaaaattigaaatataaataacgticiiaatactaacataactataasasaatasatagggacctagacticaggitgtctaactectic
cftttcggttagagcggatgtggggogagggeotgaatgtaagegtyacataactaattacatgageggccgectatitatggaatitcttateataate
gaccaaagtaaatctgtatttgacgtctecgatitesatecttgtaaaggeatggctgacgecticticgetgatcggaagtiittccacceatatittgacat
tclittcggaaactaatitcaatagtigticgatticcitoctagatccgatageactgettgagatigatacteccatiaggeccaacggtittaanacaage
tiucaltaacttcaggageageaaligaaacgatggageciceaatcticataatetiaacgatactgtcaaaattzacittcgacaaagatgatgage
asacgacaagaaggiccaaagegttagagtatigitctgtecagectitatceiccaacatageaatatagigatcageaccgagiticatagaatect
cccgetiggagtggectcgcygaaaacgeataancetcggcicecatagetitagecaacagaateeccatatgcecastaccaccgatgecaaca
atacctacccicttacctggaccacagecatticttagtagtggagagaaaactgtaataccaccacacaataatggageggctageggacttggaa
tatitictggtattigastagcaaagtgticatgaagectcacgtgggaggeasagectieeitgigaaatgtagergtectigtaaggagtccacatagte
azaacgiggtcatiggtacagtatigctcgtigtcacititgcaacoticacactcasaacacyccaaggetigggoaccaacaccaacacggicace
gatititaccecagtgtggceactiggatecaaceticaccacgeggecaatiatiicatgiccaagg atttgatitictgggactggaccecaatiaccaac
agoctatatgasaatcagatcecgeagataccacaggehcaatticaacatcaacgtcatgaicgecasagggtititgggtcaaaacicactaatitag
gatgcticcaatccittgegtigganatacegatgecctgaaatititcigggiaaageatgtegagicgazactaagtictgotgtiiteaaactaaasa
asagactaactataaaagtagastitaagaagtitaagaaatagatttacagaattacaalcaataccltacegtetitatatacttattagtcaagtagy
ggaataatticagggaaciggtitcaaccititititcageutitccaaatcagagagageagaaggiaatagaaggtptaagazaatgagatagata
catgeg lgggicaatigectigigtcateattiactecaggeaggtigcatcactecatigaggattatgecegttititgectgtitgtgceoctgttcicigtagt
tgcgetaagagaatggacctalgaactgalggitgatgaagaaaacaatatittogigctgggatictttttitiictgpatgccagcttaaaaagcggget
ccattatatitagtggatgccaggaataaactgticacccagacacctacgatgttatataticigtgtaaccegeceectatitigggeatgtacgggtita
cagcagaattaaaaggctaatiittgactanataaagtiaggaaaatcactaciatiaattatitacgtattcttiganatggcgagtatigataatgataa
actggatecitaggatitatictgttcagcanacagettgeccatiticticagtaceticgotoegecticiticgccaggatcagticgatecagtacatac
pgttcagateggoctgagecictitcateacgetcacaaaticgtiiteggtacgeacastittagacacaacacggtecicagitgegecgaaggacte
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cgyoagtitagagtaghtccacatagggatategtitgtaagactgglicggacceatggaletcacyctcaacggtatagecgtcatigtiaataatgaag
caaalcgggttgatctiticacgaatigeccagaccoagiicetgtacggtcagetgeagggaaccgicaccgatgaacagcagatgacgagatictit
atcagcgatctgagageccagegetgecgggaaagtatagecaatgetaccecacageggetgaccgataaaatggcetittggatticagaaagat
agaagacgogccganaaagetcgtacctigitccgecacgatggtticatigotetgggteaggtictccacggecigecacaggegateciggoac
agcagtgcgttagatggtacgaaatctictigctiitigicaalgtatiigectitatactcgatitcggacaggiccagcagagagetgatcaggetticga
agtocgaagtictggatacgcicgiigaagatittaccctcgtcgatgticaggetaatcattitgtittogticagatggtgagigaatgecaceggtagaag
agtcggicagittaacgcecageatcaggatgaagicegeagaticaacaaatictitcaggticggticactcagagtacegiigtagatgcecagga
aagacggcagagcctcgicaacagaggactigcegaagticagggtggtaateggeagtiiggtitigctgaigaattggateacgaiciictccaga
ccaaaagaaatgatiicgtggceggtgatcacgatiggtitetitgegtiittcagagacteciggatitigticaggatticetggteg ctagtgttagaagt
ggagttitetticticageggcaggcicggittitecgetitagcigecgcaacatecacaggcaggttgatgtaaactggtitgogttetiicageagegea
gacagaacgcggtegatticcacagtagegilctctgcagicagecagegiacgtgecgeagticacaggticatgcattitcatgaagtgitigaaatceg
cegtecagecagagtgtggtggacgaatttaccticgtictgaactitgeicgtiggactgoctacgatctecaccaccggeaggittticggegtaggage
ccgoecagaccgttgacggegeteagticgecaacaccoaaagtgoteagaaatgeegegactitctigatacgtgeataaccateigeeatgtagett
gegticagiicgttagegttacceacceatitcatgictitatgagagatgaicigatccaggaactgcagatigteatcacceggaacgecgaagattic
ttegatacceagticatgecagacggteccageagataateaccaacagtatacatgicgacaaacttagattagattgctaligetitetttctaatgagea
agaagtaaaasaagtigtaatagaacaagasaaatgaaacigaaactigagaaattgaagacegtitattaactiaaatatcaatgggaggteate
gaaagagaaaaaaalcaaazaaaaaatiiicaagaaaaagaaacgtgatasaaatiittatigectititcgacgaagaasaagaaacgaggcg
gictetttittciittccaaaccttiagtacgggtaattaacgacaccetagaggaagasagaggggaaatitagtatgcigigettgygtytittyaagtgy
tacggeoatgcgeggaotccgagaaaatctggaagagtaaaaaaggagiagaaacatitigaagcetatgageiccagettitaticcetitagtogag
ggitaatigcgegceitaggegtaaleatggicatagelgtitectgigigaaatigliatcecgetecacaatticcacacaacataggagccggasgeatanns
gigtaaagcctggggtgectaatgagtgaggtaacteacattaattgegtigegetcactgeccgctttcecagtegggaaaccigtegtgeeagetgea
tiaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtitgcgtatigggegeteticegeticetegetcactgactegetgegctcgategticagetgeg
gegageggtatcagcoicacicaaagacogtaatacggttatccacagaatcaggggataacgeaggaaagaacalgtgagcaaaaggecage
asaaggecaggaacogtaaaaaggcegegttgeiggegtitiiceataggetecgeccocetgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagteag
aggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegittccccetggaagetecctegigegetctectgticegacectgecgettaceggat
acclgtccgecitteicccttcgggaagegiggogettictcatagotcacgelgtaggtatctcagticggtgtagglegttegeiccaageigggctgtgt
gcacgaaccccocgticageccgacegetgegecttatecggtaactategictigagiccaacccgglaagacacgactiategecactygeage
agccactggtaacaggattagcagagegaggiatgtaggeggtgetacagagtictigaaglagiggectaactacggctacactagaaggacag
tattiggtatctgegetetgetgaagecagttaccticggaaaaagagtiggtagetettgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtggttttiit
gtitacaagcagcagattacgeygcagaaaaaaagyatoicaagaagatectitgateittictacggggtctgacgcicagtggaacgaaaacicac
gllaagggattiggicatgagattatcaasaaggatcticacctagalcctiitaaattaaaaatgaagtittaaatcaatctanagtatatatgagtaaa
ciiggtcigacagifaccaatgcitaatcagtgaggcacctatctecagegatetgictattitcgitcatcocatagtigectigactoccogtegtgtagataac
tacgatacgggagggctiaccatctgaceccagtgctocaatgatacegegagacccacgeticaccggctocagatitatcageaataaaccage
cagccggaagggecgagegeagaagtggtoctgeaacittatcegectceatecagtictattaatigitgccgygaagetagagtaagtagticgec
agttaatagittgegeaacgtigtigccatigctacaggeategtggtgicacgetegtegtitogtatggeticaticagcteceggticccaacgatcaag
gcgagtiacatgatcoccealgtigtgcaaaaaageggitageteciicggtectcogategliglcagaagtaagtiggocgeaglgtiatcacicalg
gttatggcageactigcataaticicttacigtcatgecatecgta agatgetittctgtgactggtgagtactcaaccaagtcatictgagaatagtgtalge
ggcgaccgagttgetettgoeceggegteaatacgggataataccgegecacatageagaacttiaaaagigetcateatiggaaaacgticitcgog
gcgaaaacictcaaggatcttaccgceigtigagatccagticgatgtaacceactegigeacceaactgalcticageatettitactticaccagegitic
tggotgagcaaasacaggaaggcasaatgecgcaaaaaagggaataagggegacacggasatgittgaatactcalacicticcttittcaatatta
ttgaagcatttatcagggtiatiglctcatgageggatacatattigaatgtatitegazaaaataaacaaataggagticegcgcacatitcecogaaaa
glgccacctgacgt

=SEC ID N°: 15
SEC ID N° 7.2 (pGV1726)

caggcaagigcacaaacaatacttaaatazatactactcagtaataacctaiticitageatititgacgaaatitgctatitigttagagtctittacaccalt
tgtctccacaccteegetiacatcaacaccaataacgecatitaatclaagegeateaccaacatiticiggegicagtccaccagetaacataaaatg
taagctticggggctcictigecticcaacccagicagaaategagticeaatecaaaagticacetgtoccaccigatictgaatcaaacaagggaat
aaacgaatgagotticigtgaageigeactgagtagtatgttgcagictittggaaatacgagtettttaataactggeaaaccgaggaactetiggtat
cttgccacgactcatctecatgeagtiggacgatateaatgeeglaatcatigaccagagecasaacatectecttaggtigattacgaaacacycca
accaaglatttcggagtgccigaactatittitatatgctittacaagacttgaaatittccitgcaataaccgggtcaatigitcictitctattgggcacacala
taatacccagcaagicagcateggaatctagageacatictgeggertctgigetctgcaagecgeaaaciticaccaatgpaccagaactaccigt
gaaattaataacagacatactccaagetgeeitigtgtgcttaatcacgtatactcacytgotcaatagtcaccaatgeocteectettgg coctetoetitt
cittttcgaccgaattaatictiaatcggcaanaaaagaaaagetccggateaagatigltacotaaggtyacaagetatitticaataaagaatatctic

47



ES 2563040 T3

cactactgecalctggegicataactycaaagtacacatatattacgatgetgtctattaaatgeitectatatiatatatatagtaatyglogttgacgtege
cggcgaacgiggegagaaaggaagggangaaagegaaaggagegggegetagggegetggcaagtytageggicacgeigegegtaacca
ccacaccogeogegcliaatgogecgetacagggegegtegegecatiegecattcaggetgegeaactgtigggaagggegateggtgegggec
toticgctatiacoccagcigocgaaagggggatatgetgeaaggegattaagtigggtaacgccagggtiitcccagtcacgacgtigtaaaacga
cygecaglgagegegegtaatacgactcactatagggegaatigggtaceggccgcaaatiaaagecticgagegtcccaaaaccticicaagea
aggtittcagtataatgtiacatgcgtacacgegiciglacagaaaaaaaagaaaaattigaaatataaataacglictaatactaacataactataa
aaaaatasatagggacctiagacticaggitgictaactecticctiitcggttagageggatgiggggegaggycaigaatgtaageglgacataact
aattacatgactcgageggergcggatecctagagagetticgtiticatgagticeccgaattetttcggaagetigicacttgctaaattaacgttatca
ctgtegicaaccgggacatcaatgatgacaggeceetcagegticatgccitgacgcagaacatctgccagetggtcotggtgatictacgegtaagec
agitgctccgaagetiicogegtatticacgatategatatitecgaaategaccgcagatgiacgatiatatititicaatigetggaatgcaaccatgica
tatgtgcigtegticcatacaatgtglacastiggtactittaaacgaactgetgictetaattccatageigagaataagaaaccgecatcaccggaga
clgatactaciitiictcecggtitcaccaatgaageg cegatigcceaaggaagegeaacgecgagtgtitgcatacegttactaatcattaatgtiaac
ggetegtagetgeggaaataacytgacatecaaategcgtgtgaacegatatcgcaagtcactgtaacatgatcategactgegtticgcaatictita
acgatttcaagaggatgeactetgictgatttccaatetgeaggeacetgotcacectcatgeatatatigtitioaatcagasaggatctictycteactt
ccgcaaaglictaciitcacageategtgticgatatgattgateglagatggastatcacegateagticaagatccggetggtaagcatgateaatgte
agccagaatcicgtotaaatggatgategteeggictecattgacaticcagaatticggateatattcaatigggtcatagecgatigtcagaacaacs
tcagcectgcicaagcagcagatcgecaggotggttgeggaataasaccgateegygccaaaatactgatecictaaatetcicgtaagagtaccoggea
gcitgatatgtticaacgaatggaagetgcactitittcaatagotigegaaccgetitaategoticoggteticegeceticatgeegactaaaacgaca
ggaaytittgetgtitgaatttttgeaatggecatactgattgogtcatotgctigegggaccaagiitiggegetgcgacagcacgiacgtittitatatitgig
acttcaltcacaacatcttgcggaaaactcacaaaageggecceagectgecetgetigacgetatectaaacgesttigtaacageticeggtatatitt
ftacatctigaaciictacactglatiitgtaateggctggaatagegeegcatiatccaaagatigatgtgicegtitaaacgateigeacggateacgtt
cccageaagegcaacgacagggtcaccitcagiatitgetatcageagtectgttgecaagticgaageacctggliccigatgtgactaacacgactc
ceggtittccagtiaaacggecgactgettgegocataaatgotgeatitigttcatgecgggeaacgataatticaggecctitateitgtaaagegicaa
alaccgceatcaatititgcacctggaatgocaaatacatgiglgacaccttgetocgctaageaateaacaacaagctecgecectelgettitcacaa
gagatititgticititgttgetitigicaacatgtegactitatgtgatgatigattgatig attgtacagtttgttticttaatatetatitegatgactictatatgata
ttgcactaacaagaagatattataatgcaattgatacaagacaaggagttatitgettcteitttatatgatictgacaatccatattgegtiggtagiotiitit
gclggaacggitcageggaaaagacgcategelcittttgcilictagaagaaatgocageaaaagaaictctigacaglgactgacageasaaaltgt
ctitttctaactagtaacaaggctaagataicagectgaaataaagggigglgaagtaataattaaatcatcecgtateaacciatacacatatatgagy
aaaaataatacaaasagligtittasatacagatacatacatgaacatatgcacatatagegeccaaatgicggtaaigggatlcggegagetecagett
ttgttcectitagtgaggottaattgegegeitggegtaatcatggicatagotytttceigtgigaaatigttatcegetcacaaticcacacaacatagga
gccggaageataaagtgtaaagectggggtgcctaatyagtgaggtaactcacattaatigegitgegelcactgeeegetitecagtegggaaacct
gtegtgecagctgcatiaatgaatcggecaacgegeggogagaggeggitigegtatigggegcteticecacticctegeteacigactecactgegeote
ggtcgitcggetgeggacgageggtatcageicacicasagycygtaatacggtlatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatglga
gcaaaaggcecagcaaaaggccaggaacegiaaaaaggocgegttgctggegtititeccataggeteegeececctgacgageatcacaaaaate
gacgcticaagtcagaggtggcgaaacecgacaggactataaagataccaggegtitceecctagaagetcectegtgegetcicelgticegacee
tgeegettaccggataceigtccgeetitcteecticgggaagegtggcgcettictcatagetcacgetgtaggtatetcagticggtgtaggtegttegetc
caagctgggcetgtgtgcacgaaccooceglicagececgaccgetgegecttatceggtaactategtctigagtccaacecggtaagacacgacitat
cgccactggeagceagecacigglaacaggatiageagagegaggtatgiaggcggtgctacagagticitgaagiggiggectaactacggetac
actagaaggacagtatiiggtatctgegetetgctgaagecagitaccitcggaaaaagagitgatagetctigatccogeaaacaaaccacecgetg
gtagcggtggtittitigtitgcaageageagattacgegcagoeaaaszaggatctcaagaagatectitgatetittotacgggatetgacgetcagly
gaacgaaaactcacgtiaagggattitpgtcatgagattatcasaaaggatclicacctagatectittanaltaaazaigaagitttaastcaatctaaa
glatatatgagtaaactiggtcigacagitaccaatgcitaatcagigaggeacctatcicagegaicigtctatitcgticatocatagtigectgactece
cgtcgtgtagataactacgatacgggagggettaccatetggccoeagtgetgeaatgatacegegagacccacycicaccggctccagatitatca
gcaataaaccagccagecggaagggcegagegeagaagtagtectgesactitatceacciocatooagtictattaatigitgecgggaagetags
gtaagtagticgecagttaatagtttgegeaacttgiigecaltgetacagoeategtggtgteacgetegtegttiggtatggettcaticagetccggtic
ccaacgatcaaggcgagttacalgatececcatgtigtgoaaaaaagegytiagetecticggtectcegategtigtcagaagtaagtig gecgeay
tattatcactcatggitatggcageactgcataaltctcitactgtecatgccatecgtaagatgcetttictotgactggtgagtacticaaccaagtcatictga
gaatagigtatgcogegaccgaghigelctigeceggegicaatacgggataatacocgegecacatageagaacttiazaagtgctcateatiggaa
aacgticticggggegasaactctcaaggatcttacegetgttigagatecagticgatgtaacecacicgtgcacecaactgatettcageatettitact
tcaccagogtiictgggtgagcaasaacaggaaggcaaasatgccgeaaanaagggaataagggcgacacggaaalgtigasatacteatactett
cctttitcaatatatigaageattiatcagggttattgtcicatgageggatacatatitgaatgtatttagaaasataaacaaataggggticcgegeaca
tcecegaaaagtgccacetgacgt

=SEC ID N°: 16
SEC ID N° 7.3 (pGV1727)
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ccagtiaaclgtgggaatacicaggtatcgtaagatgcaagagitcgastcicttagcaaccattatiittitccicaacataacgagaacacacaggg
gegetategcacagaatesaaticgalgactggaaatittitgtiaatiicagaggtegectgacgeatatacctitticaactgaaaaatigggagaaa
aaggaaaggtgagagcegecggaaccggctiicatatagaatagagaagegitcatgactaaatgetigeatcacaatactigaagtigacaatatt
atttaaggacctattgttitticcaataggtogttagcaatcgicitactiictaactiitctiacctitlacatitcagcaatatatatatatatatitcaaggatata
ccatictaatgtctgecectaagaagategicgittigecaggtgaccacgtiggicaagaaalcacagecgaagecattaaggticttaaagotattict
gatgitcgticcaatgtcaagitcgatticgaaaateatitaatiggtggtactactategatgetacaggtgttecacticcagatgaggegetggaagec
tccaagaaggcligatgecyttitgtiaggtactotgggtaotectaaatgoggtaceggtagtgttagacctgaacaaggittactaaaaatccgtaaa
gaacticaatigtacgccaacttaagaccatglaacttigcatccgacicictittagacitatciccaatCaagocacaattigclaaaggtactgactic
gitgttgtcagagaattagigggaggtatttacittggtaagagaaaggaagacgatggigatggtgtegettogoatagtgaacaatacacegticea
gaagtgcasagaatcacaagaatggecgeiticatggecctacaacatgagecaccaitgeotatitggtectiggatasagetaatatittggectett
caagaltalggagaaaaactgtogaggaaaccatcaagaacgaaticcctacattgaaggticaacatcaatigatigattctgecgecatgatecta
gttaagaacccaacceacctaaatggtatiataatcaccageaacatygtttggtgatatcatetccgatgaagecteegitatcccaggticettiogatit
gltgccaictgegtectigaectetttgccagacaagaaceccgcatitggiitgtacgaaccatgecacgatictgciccagatitgccaaagaataag
gicaaccclatcgecactatetigtoigotgeaatgatgttgaaatigicettgaactigeclgaagaaggtaaggecattgaagatgeagitaaaaagy
tittggatgcaggtatcagaaciggtgatitaggiggticeaacagtaceacegaagteggtgatgelgtcgecgaagaagttaagaaaatectigett
aanaagattctcititittatgaiatitgtacatasactitatasatgaaaticataatagaaacgacacgasatiacaaaatggaatatgitcatagggta
gacgaaaclatatacgcaalctacatacatitalcaagaaggagaaaaaggaggatgtaaaggaatacaggtaagcaaatigaiactaatggete
aacgigataaggaaaaagaattgcacittaacattaatattgacaaggaggagggceaccacacaaaaagtiaggtgtaacagaaaatcatgaaa
ctatgattertaatttatatattggaggatiticictasaaaaaaaaazatacaacasatasaanacactcaatgaceigaccattigatggagttgeeg
gegaacgtggcgagaaaggaagggaagasagcgaaaggagegggcgetagggegetggcangiglageggteacgetgegegtaaceace
acacccgecgcegcitaatgcgecgetacagggegegtegegecattegecaticaggetgcgeaactaitgagaagggegateggtgeaggecte
ttcgctattacgecagetggegasagggggatgtigctgcaaggegatiasgitgggiaacgecagggtiticccagtecacgacgtigtaaaacgacg
gccagtgagegogegtaatacgactcactatagggegaattgggtaccggocgcaaattaaagecticgagegicecaaaaccticicaagcaag
gtttitcagtataatgttacatgegtacacygoglotgtacagaaaaaaaayaaaaatttgaaatataaataacgticttaatactaacataactataaaa
aaataastagggacctagacticaggtigtctaactecticeitticgotiagageagatagtoggagsgaggacotgaatgtaagegtgacataactaat
tacatgagceggecgcagatctttaacccgcaacagcaatacgtitcatateigtcatatagecgegeagiiictiacctacetgeicaaicgeatggetg
cgaategeticgttcacatcacgcagitgecegtiatctaccgegecticcggaatagetitacccaggtegeccggttacagetctgecataaacggttt
cagcaacggcacacaagegtaagagaacagatagttaccgtactcageggtatcapagataaccacgticatiicgtacagacgcettacgagega
tgotgttggcaatcageggeagcicgigcagtgaticateatatgeagacicticaalgatgecggaatcgaccatggittcgaacgccaglicaacge
cegetitcaccategeaateatcagtacgoctitategaagtacicetyetegecgattitgecticatactgeggegeagtticaaacgeggtittgecgy
tetcticacgecaggicageegtitctiatcategtiggcccagtcegecatcataccggaagagaaticgceggagatgatgtogiccatatgttictgg
aacaggggtgccatgatcicitiicagelgiicagaaagegeataageacgeagtitcgeeggottagagagacggtecatcatcagygtgatgecge
ccigtitcagtgceitcggtgatgatitceccaacegaactgaatcagtittictgegtatgclggaicggtaceticticcaccagetigicgaageacagea
gagagecagectgcaacataccgecacaggatggttipetegeccatcaggicagatiicacticegeaacgaaggacgaticcagcacaccegea
cggtgaccaceggltgcagecgeccaggctitggeaatecgecatgecticgectticggategitiicegggtgaacggeaatecagegteggtacgee
gaacccacgittgtactcticacgeacticgglgcctgggceatitcggegeaaccateaciacggtgatatetitacggatetgetegeccacttcgacg
atgitgaaacegtgegagtagoccagegecgegecegictticatcagtggetgtacggtgegcactacatcagagtgetgetigtecggeglcaggtt
zatcaccagatccgectgtgggateagitcitegtaagtacecactitaaaaceattiteggicgetitacgecaggacgegegcetictcggeaategett
ctttacgeagagegtaggagatategagaccagaatcacgealgttcagaceetggitcagacectglgegecacageegacgatgactactiitita
cectgaaggtagetcgegcecateggcgaaticategeggeccaletegagicgaaaciaagtictggtgtittaaaactaaaaaaaagactaactata
azaglagaatitaagaagittzagaaatagatttacagaattacaatcaatacclacegictftatatactialtagicaagtaggggastaatticaggg
aactggittcaacctitittttcagettiticcasatcagagagagcagaaggtaatagaaggtgtaagaaaatgagategatacaigegigggtcaatt
gectintpteatcatitactecaggeaggttgcateaciceatigaggtigtgcccatittttgectgttigtg cocottictetatagttgcaciaagagaatg
gacctalgaactgalggttggigaagaaaacaatatiitggigctgggaticittitititetggatgecagettaanaagegggceiceatiatatttagigga
igccaggaataaactgttcacccagacacctacgatgttatatatictgtgtaaccegocccotatittgggealgtacgggttacagcagaattaaaag
gctaatttitigactaastaaagttaggeaaatcactaciattaattatitacgtaticitigaaatggcegagtatigataatgataaaciggatectcateca
cccaacttegatitgtctcitactgeccecttateggetgaaglagecaatgaageataageociaagggegaaactiactitigacytictetattittagga
gloccaagecttatetocictageatetigtgotictettetigeagecaattcageglctgagactigtaatiggatacetctatttgggatatctatggegate
aaatctccatcticastcaatccaatcgaaccaccagaagcetgoctetggtyatacgtgactcgatacttanaccecgaagtgecaccagagastetac
cgtcagtgataagggcacaagcttitcciagtcccatggacticaaaaatgaagitggglaaageatticetgeatacctggtestcectiggteectca
tatcttatcactaccacgteicetgctaccacctttcegecaagtatagectcaacagoategtettgactticgtaaactitagegggiceagtaaaitica
aaatactatcatctacaccagcagtittcacaatgeaaccatiticagegaagtitccatataatactgctaaaccaccatecttactataageatgetca
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agcgatcitatacatecaittgeictateategiccaaagtgteccacetacagictigegayaatgettgggtggtictgateecigetggacetgeccty
aacaigtitticacggcatcatcetigagttaacatgacategtatigeictaatgtctgtaggaagtgttaaacccaatacaticttcacatccetgtitaaaag
accggcictgtccaactececctaaaataccaataaccectcctgcacgatgaacgtcttecatigtgatactiitgagiigatggtgecaaccttacataact
gtggaaccitacgtganagettgteyatatcagacatggtgaaatctatetcageticttgggeigcagetagaagatglaagaccgigittgtactace
acccattgcaatatccaatgtcatggcatiticgaatgcagectitgaagetataticcteggtaatgetgattcateatiitgitcglaatacetiticgttagtt
ccacaalictitiiccggcatttaagaacaatigciticigtetgcatgggtegotaataatgaaccatticctggtigagataaacctagagceticagtcaa
gcaattcatagaptiagecgigaacaticcactgcaagaaccacaagttggacatgcacttciitcascitogtctgactgegagictgaaactttigga
tctgcaccttgaateattgcatccacaagatcaagitigatgatetgalcactiaacttagtittaccagectceatigggeegecagatlacgaagattact
gggatgticaatctcaaggacgeeatcaacataccaggegitatettalcacaattagagatacaaaccatigcalcggeacaatgageattaaccat
atattegactgagtetgeaatiaatictcicgatggtaaagagtataacataccgecalgececatagetataccgtegtecacageastagiattaaag
tetittgegacaceaccetgeagcticaatitgticggcaacaagettacctagatcacgeaaatggacatgacceggaacgaatigtgtaaaagagtty
acgacggceaatgatiggciitccgaaalctgoatcagicatgecagteatgtcgacaaacttagattagatigetatgetitetitctastgageaagaag
taaazaaagtigteatagaacaagaasaatgaaacigaaactigagaaatigaagacegtttatiaacttaaatalcaalgggaggteatcgaaag
agaaaaasatcaasaaaaaaaititcaagasasagaaacgtgataaaaatittiatigectitiicgacgaagaaasagaaacgagycggtotettt
titcttitccaaacctitegtacgggtasttaacgacaccctagaggaagaaagaggggaaatitagtatgeigtactigogtg ftttgaagtggtacgge
galgcgeggagtccgagaaaalctggaagagiaaaaaaggagtagaaacatitigaagctatgagcetecagctitigticectttagtgaggottaatt
gegegctiggeotaatcatggtcatagetghitcetgtgtgaaatigtiatcegetcacaaticcacacaacataggagocggaagcataaagtgtaaa
gcctggggtgectaatgagtgaggtaacicacattaattgegtigegetcactgeccgetitcecagtegggaaacoigicgtgccagetgeattaatga
atcggeraacgegeygagagaggcggttigogtatigggegetettcegeticetegetcacigactegetgegctcggtegicggetgoggegage
ggtatcagctcacteaaaggoggtaatacggiiatccacagaatcaggggalaacgeaggasagaacatgtgagcaaaagoccageaaaagy
ccaggaaccgtaaaaaggceegegitgctggegtitttceataggetcegeccocctgacgageatcacaaaaatcgacgcicaagtcagaggtgg
coaaacccygacaguactataaagataccaggegtitcececiggaageteccicatgegcictectaitecgaccetgecgetiaccggatacetgte
cgectitctccettcgggaagegtggogetttstcatageicacgetgtagotatetcagiteggtotaggicgticaciccaagetgggctgtgtgcacga
acccccegttcageccgacegetgcgecttatceggtaactategtcttgaglccaacceggtaagacacgacttategecactggeageagecact
ggtaacaggattagcagagcgaggtatglaggcggigctacagaglicitgaagtggtggectaactacggetacactagaaggacagtatitggta
tctgegelctgectgaagecagtiaceitcggaaaaa gagttggtagctoitgatecggeaaacaaaccacegaiggtageggiggtiittitgitigeas
gcagcagattacgcgoaganaaaaaggalcicaagaagatcecittgatetitictacgggaicigacgetcaglggaacgaaaacicacgitaagg
gattitggtcatgagatiatcaaasaggateticacctagateettitaaattaaaaatgaagtiitaaalcaatctaaagtatatatgagtasactiggict
gacagttaccaatgcitaatcagtgaggeacctatetcagegatetgictatitcgticatceatagitgecigactececgtegigtagataactacgata
cgggagggcttaccatctggccecagtgetgeaatgatacegegagaccoacygctcaceggetccagatitalcagcaataaaccagecagecy
gaagggoccgagegeagaagtagicctacaactitatecgectccatecagtetattaatigitgecgggaagetagagtaagtagttcgecagttaat
agtitgcgcaacgtigitgecattgclacaggcategtggtgicacgctcategitiggtatggcticaticagctocggttcccaacgatcaaggegagtt
acatgatcccocatgitgtgcaaaaaageggttagetecticggtectecgategttigtcagaagtaagtiggecgeagigttatcactcatggttatgge
agcactgcataattcicttactglecatgecateegtaagatgctittctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtotatgeggegace
gagltgcictigoccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactitaaaagtgeicalcatiggaaaacgticticggggegaaaa
cictcaaggatctiaccgctgtigagatccagitcgatgtaacccacteglgeacccaacigatcticageatctittactticaccagogtitctggatgag
caaaaacaggaaggcaasatgccgeaaasasggygaataagggcgacacggaaatgtigaatactcatacicticctttticaatattatigaagea
tiatcagggttatigtcicatgageggatacatatttgaatglatttagaaaaataaacaaataggggitccgegeacatticeccgaaaagtgecacct
gacot

=SEC ID N°; 17
SEC ID N° 8.1 (pGV1056)

tegegegtticggtgatgacggtgaaaacctetgacacatgcagetcccggagacggtcacageltigletgiaageggalgecgggageagacaa
gcecgicagggegegicagegegtatiggcyogtgtegaggatagctiaactalgeggeatcagageagattgtactgagagtgcaccataaatice
cgtittaagagcttagtgagegetaggagtcactgccaggtategittgaacacggcattagtcagggaagtcataacacagtectitcoegeaattitc
tititctattacictiggectectctagtacactctatattittitatgccteggtaatgaattitcatttitittiticcectagoggatgactctititititctiagegattog
caftatcacataatgaattatacattatatasagtaatgtgatitcticgaagaatatactaaagaaigageaggcaagataaacgaaggeaaagaty
acagagcagaaagcecctagtaaagegtattacaaatgaaaccaagattcagatigcgaicicittaasagggtggtcccctagegatagageacteg
atcttcccagaaaaagaggceagaageagtageagaacaggecacacaalcgeaagtgattaacgiccacacaggtatagggiticiggaccata
toatacatgctctggocaageattccggeiggicgeteatcattgagigeatiggtgacttacacatagacgaccalcacaccactgaagactgegag
attgctcleggicaagetittaaagaggeectaggggecgtgegtggagtaaaaaggtitggatcaggetitgegectitggatgaggesctttceaga
geggtggtagatetitcgaacaggecgtacgeagtigicgaactiggttigeaaagggagaaagtaggagatclicictigegagatgateeogeatitt
cttgaaagettigcagaggcetagcagaattaceetccacgtigattgictycgaggeaagaatgateatcacegtagtgagagtgegticaaggetett
gcogtigecataagagaagecacctcgeccaatggtaccaacgatgticeciccaccaaaggtiyitcatgtagtgacaccgattatttaaagelac
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agcatacgatatatatacatgtgtatatatgtatacctatgaatgtcagtaagiatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatgcatea
tictatacgtgteatictgaacoaggegogetitcottitttctittigettitictitittitictetigaactcgacggatctatgeagtgtgasataccgcacagat
gcgtaaggagaaaalaccgcatcaggaaallgtaaacgtiaalatttigitzaaattcgegtianatittigitaaatcageteatttittaaccaataggee
gaaatcggcaaaatcectiataaatcaaasgaatagaccgagatagggtigagtgitgticcagittggaacaagagtccactattaaagaacgigyg
aciccaacgicaaagggcgaaaaaccgictalcagggegatggcccactacgtgaaccatcacectaatcaagtitttiggagtcgaggtgcegta
aagcactaaatcggaaccctaaagggageececgattiagagetigacggggaaagecggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaag
cgaaagyagcgggcgctagggegetggeaagigtageggtcacgclgegegtaaccaccacaccegocgcgcitaatgegecgctacaggge
geglegegecaticgecattcaggctgegeaactgitgggaagggegateggtgcgggccicticgetattacgecagetggegaaaggoggatyt
actgcaaggegattaagtigggtaacgocagggttiicceagicacgacgitgtaaaacgacggecagtgagegegegtaatacgacicactatag
ggcgaattgggtacegygccgcaaattaaegeciicgagegteccagaacctictcaageaaggtiticagtataatgttacatgegtacacgegtetgt
acagaaasaaaagaaaaatiigaastatasataacgtictiaatactaacataactataaaasaatasatagggacctagacticaggtigictaac
fecttcettiteggttagageogatgtgaggygagggcgtgaatotaagegtgacataactaatiacatgactcgaggicgacggtatcgataagetig
atatcgaaticetgcagecegggggatccactagtictagaatecgicgaaactaagtictggtgiiitasaactaaaaaaaagactaactatagaagt
agaatitaagasagtttaagaaatagattiacagaattacaatcaatacciacegictitatatacttatiagtcaagtaggggastastitcaggoaactg
gtitcaaccittittitcagciitticcaaatcagagagagecagaagytaatagaaggtgtaagaaaatgagatagatacatgegtgagicaatigeciig
tgteateattiactecaggeaggtigcateactccatigaggtigtgecogtitittgcotgtitgtgeceetgtictetgtagitgegetaagagaatggacet
atgaactgatggitogigaagaaaacaatatittggtgclgggaticttititittctggatgcecagettaaaaageggoctecatiatatitagtygatgeca
ggaataaactgitcacocagacacctacgatgtiatataticigtgtaacccgeceoctatittgggcatgtacaggttacageagaatiaaaagycta
atittttgactaaatnaagitaggaaaaicactactatiaattatitacqtatictitgaaatggegagtatigataatgataaacigagetecagetttigtice
cittagtgagggttaatigegegeitggegtaateatggteatag ctgittectgtgtgaaatigitatecgeteacaaticcacacaacataggageecgg
aagcataaagigtasagcetggygtgectastgagtgaggtaactcacsattaattgegligegcteactgeccgetitccaglegggaaaccigtegt
gccagctgcattaatgastcggecaacgcgeggggagaggcggtitgegtattgggegetcttcocgaticetegeteactgactegetgcgetogate
gticggctgoggogagegatatcagceicactcaaaggeggtaatacggtiatccacagaatcagggyataacgcaggaaagaacaligtgageaa
aaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggeegegitgotggegtititccataggeteccgececocclgacgageatcacaaaaatcgacy
ctecaagtcagaggtggcgaaaccegacaggactatasagataccaggegtitcecoctggaageotecctegtyogctetectgticegaceotgoey
ctiaccggatacctgtcegectitcteccticgogaagegtoggegciitcteatagetcacgetgtaggtatctcagticggtgtagn tegticgotecaag
ctgggetglgtgcacgaacceccegticageccgaccgetgegectiateeggtaactategictigagtecaacceggtaagacacgacttategec
aclggcagcagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggcagtgctacagagticttgaagiggtggectaactacgyctacaciag
aaggacagtatitggtatctgegetclgetgaagecagttaccticggaaaaagagtiggtagctctigatccggcaaacaaaccaccgctggtage
gglggtittitigtitgcaagcageagatiacgegcagaaaaaaaggatctcaagaagatectiigatetitictacggggtetgacyctcagtggaacg
aanactcacgttaagggatiitgotcatgagattatcaaaaaggateticacctagatectittaaatiaaaaatgaagttitaaatcastctaaagtatat
atgagtaaactiggictgacagtiaccaatgctiaatcagtgaggeacctalctcagcgslctgiciatiteoticateccatagitgectgactceccgtegt
gtagataactacgatacgggagggcttaccatciggecccagigelgcaalgataccgegagacecacgctcacogyciceagatiatcageaat
aaaccagecagecggaagggecgagegeagaagtgglectgcaactttatecogectecatecagtctattaatigttigccgagaagetagagtaag
tagttcgecagttaatagtitgcgeaacgtigtigecattgetacaggeatcgtggtytcacgatcgtogtitggtatggeticaticagetecggtticocaa
cgalcaaggcgaglitacatgatccececcatgtigtgcaaaaaageggttagetecitcggtectecgategitgicagaagtaagtiggecgeagtgtiat
cactcatggtiatggeageactgeataaticiciiactgtcatgecatecgtaagatgetiitcigtgactggtgagtacicaaccaaglcatictgagaata
gtgtatgcggogacegagtigetctigeccggegtcaatacggoataatacegegecacatagcagaacittaaaagtgcicatcatiggaaaacatt
cticggggegaaaacictcaaggatettacegetgtigagatecagticgatgtaacceactegigeacecaactyatcttcageatetittactttcace
agegtitctggotgagcanaaacaggaaggcaaaatgecgtaaaaaagggaataagggegacacggaaatgtigaatacicatacteticotiitt
caatattattgaagcatttatcagggttatigtetcatgageggatacatattigaatgtatitagaaazataaacaastaggggttecgegeacatitece
cgaaaagigccaccigggtectittcatcacgtgetataaaaataatiataatitasatitittaatatasatatataaattasasatagaaagtaaaaaa
agasattasagasaaaatagtitttgtiticcgaagatgteaaagactctagggggatcgecaacaaatactacctttateitgcteticetgetcicagg
tattaatgccgaattgtticatetigictgtotagaagaccacacacgaaaateetgigattitacattttacitateoitaatcgaatgtatatclatitaatetg
ctiftcitgiciaataaatatatatgtaaagtacgetitigitgaaattititeaacctitgtitattttititeticaltecgtaactctictaccticiitatitactitctaa
satccaaatacaasacataaaaatazatasacacagagtaaaticccaaattaticeatcattaaaagatacgaggegegtutaagttacaggea
agcgatcegtcetaagaaaccatiatiatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecctiicgte

=SEC ID N°: 18
SEC ID N° 8.2 (pGV1062)

tegegegtitcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgeageteccggagacggtcacagettgtetotaageggalgecgggageagacaa
gccegteagggegegtcagegggigtiggegdggtgleggggciggctiaactatgeggcatcagageagatigiactgagagtycaccataccaca
gcttitceattcaaitcatcattttttittattenttttitgatttcggtitciitgaaatittittgattcggtaatctccgaacagaaggaagaacyaaggaagga
gcacagacttagaitggtatatatacgeatatgtagtgitgaagasacatgaaattgcccagtatictteacecaacigeacagaacaaaaacctoea
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ggaaacgaagataaatcalgtcgaaagciacatatasygaacgtgctgctacicatoctagicctgltgctgecaagclatttaatatcatgcacgaa
aagcaaacaaactigigigeticatiggatgitcgtaccaccanaggastiactggagltagtigaageattaggicecaaaattigtttactaaaaacac
atgtggatatctigactgatitticcalggagggcacagtiaagocgctaaaggealialcegccaagiacaatiititactcitcgaagacegaaeaatttg
ctgacatiggtaatacagtcaaattgcagtactctgegggtgtatacagaatageagaatgggeagacatiacgaatgcacacggtatggigggese
agglatigitagcggtitgaagcagacggcagaagaagtaaceaaggaacctagagaccitiigatgitageagaatigtcatgeaagggeteccta
tctaciggagaatataclaagggtacigitgacatigegaagagegacaaagatittgitatcagetitatigcleaaagagacatgggtggeagagat
gaaggttacgatiggitgatiatgacacecggtgtgagtitagatgacaagggagacgeatigggtcaacagiatagaaccgiggatgatgigotetet
acaggatctgacattatiatigiggaagaggactattigceaagggaagggatgctaaggtagaggotgaacgtiacagaaaageaggctggaa
agcalatttgagaagatgcggccageaaaactanaaaacigtatiataagiaaatgealgtatactaaactcacaaattagagcettcaatttaatiatat
cagtiattaccctatgcggotgtgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggaaatigtaaacgttaatatittigitaaaaticgey
(taaattitigttazatcagctcaltitttasccaataggecgaastcggcaaaatcectialaasticaaaagaatagacegagatagggtigagtgtigtt
ccagtitggaacaagagtccactaitaaagaacgtggactccaacgicaaaggycgaaaaacctclaicagggcgatggoccactacgigaac
catcaccetaatcaagitittiygggicaaggtgecgtaangeactaaatcggaacectaaagggageecccatttagagetigacggggaaane
cggcgaacylggegagaaaggaaggyaagaaagcgasaggagegggegctagagcgctggeaagigtageggtcacgetgegegtaacea
cocacacccgecgegcitaatgegeegetacagggegegtegegocaticgacaticaggctgegeaacigtigggaagggegateagtgcgggec
icticgetattacgecagetggegaaagggg gatgtgctgcaaggegattaagtigggtaacgecaggattticcecagtcacgacgtigtaaaacyga
cggccagtgagegcgegtaatacgactcactatagggegastiggataccggecgcaaatiasagecitegagegtcccaazacetictcaagea
aggtittcagtataalgttacatgegtacacgegtcigtacagaasaaaaagaaaaattigaaatatasataacgticttaatactaacataactataa
aanaalaaatagggacctagacticaggtigtctaacicoticctittcggttagagcggatotggogogagagcgtgaatgtaagegtgacataact
aatacatgactcgagglegacggtategataagetigatatcgaattcctgcageccgggggatceactagitctagaalccgicgaaactaagtict
ggtgitttaaaactaazasasagactaactatasaagtagaattaayaagiitaagaastagatitacagaattacaalcaatacctacogtictitata
tacitattagtcaagtaggggaataatttcagagaactggtitcaacctititittcagetttitccaaatcagagagagcagaaggtaatagaaggtgta
agaaaatgagatagatacatgegtggotcastigectigtoteateatitacteccaggeagatigeatcactceattgaggttagtgccogtitittgectgttt
glgccectgtictetgtagtigegetaagagaatggacctatgaactgatggtiggtgaagaaaacaatatittggtgotgggaticittttttitctggatge
cagettaaaaagegggclocattatatitagtggatgecaggaataaactgticacceagacacctacgatgitatatattctgtgtaaccegeccecta
tttigggcatgtacgggttacagcagaattaaaaggctaatititigactaaataaagttaggaaastcactactatiaattatttacgtatictitgaaatgg
cgagtatigataatgalaaactgagctccagetitigticoctitagtgagggitaattgegegetiggegiaatcatggteatagetgtitectgtgtgaaat
tgttatccgctcacaaticcacacaacataggagecggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgaglgaggtaactcacattaatigegtt
gegcelcactgeecgcetitccagicgggaaaccigiegtgccageligeatiaalgaalicggecaacgegoagggagaggeggttigegtattgggeg
cicticegeticeicgetcactgacicgetgegetegglogticggelgeggegagegotateagetcactcaaaggeggtaatacggttateccacaga
atcagggpataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggecagyaacegtasaaaggecgegttgetggcgitittccatag
getecgecceccigacgagealcacaaaaatcgacycicaagicagaggigycgaaacecgacaggaciataaagataccaggegtitcocect
ggaagcticcetegtgegcetetcctgitcegaceetgoegettaceggatacetgtecgoctitctecctiicgggaagegtggegetticicatagetcacy
cigtaggtatctcagticagtgtaggtegttcactccaagetgggctgigtgeacgaaccececgticageecegacegetgegecttatcecgotaactat
cgicttgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeagcagecaciggtaacagyatiagcagagegaggiatgtaggeggtgetac
agagticttgaagiggtggectaactacggctacactagaaggacagtatttggtatotgegelctgetlgaagecagttaceticggaaaaagagiigg
tagctcttgatccogcaaacaaaccaccgctygtageg atgotititttgttigeaageageagattacgegeagaaaaasaggatcicaagaagat
cctttgatetitictacggggtetgacgctcagiggaacgaaaacticacgttaagggatitiggicalgagattatcasaaaggatcttcacctagatecit
{taaatiaaaaatgaagittitaaatcaatctaaagtatatatgagtasactiggtctgacagitaccaatgetiaatcagtgaggeacctatetcagegat
cigictatitcgticatccatagitgcotgacteccegtegtgtagataactacgatacgggagagettaceatcloggeccoagtgetgcaaigatacege
gagacccacgctcaccogctccagatitatcageaataaaccagecagecggaagygecgagegcagaagigatectgcaacttiateegecte
catccagictatiaaligtigccgggaagolagaglaagtagticgecag tiaatagtitgegeaacgtigttgocattgctacaggeategiggigtcac
getegtegtttggtatggcticaticagetecggttcecaacgatcaaggegagtiacatgateccecatgiigtgeaaaaaageggttagetceticggt
cclccgalcgligicagaagtaagttggecgcagtgtiatcactcatggttatggcageacigeataatictcttactatcataccatecgtaagatgotitt
cigtgactggigaglactcaaccaaglicaticligagaatagtgtatgcggcgacegagiigeletigocoggoglcaatacggygataataccgegeca
catageagaactttaaaagtgcicateattggaaaacgticticggggegaaaactictcaaggatcttacegetgtigagatecagticgatgtaacee
actcgtgcacceaactgatcticageatctitacticaccagegtiictygatgagecaaaaacaggaaggeaaaatgeegeaaaaaagggaata
agggcgacacggaaatgtigaatacicatacicticcHittcaatallattgaagcaittatcagggttatigictcatgageggatacatatitgaatgtatt
tagaaaaatasacaaatagggaticcgcgcacatitccccgaaaagtgecacctgggtecttitcatcacgtgetataaaaataattataatttaaaitit
taatataaatatataaattaaasatagaaaglaaasaaagasatiaaagasaasataghittigttccgaagatgtaaaagacictagggggate
gecazcaaatactacctittatctigetcticotgeictcaggtatiaatgocgaatigiticatetiptciptgtagaagaccacacacgaaaatcctgtgat
titacatittacttategttaategeatgtatatotatitaatctgetitictigtctaatasatatatatgiaaagtacgcttiittgtigaaalttititasaccittgtitat
ttititticticaticeglaactetictacciictttatitacttictaasatccanatacaanacataaaaataaatanacacagagtaaaticceaaatiatic

catcaltaasagatecgapgegegtgtaagtiacagocaagegatecgicctaagaaaccatiatiatcatgacattaacctataaaaataggegtat
cacgaggcccitlegte
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togegegtiteggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcageicecggagacggteacagetigtctgtaageggatgecgggageagacaa

geccgtcagggegegteagegggtigtiggeggatgteggggetggcttaactalgeggcateagageagatigtacigagagtgcaccataccaca
getiticaaticaaticatcattitititttatictitittitgatticagtitcitigazattititgaticggtaatctecgaacagasggaagaacgaaggaagga

geacagactiagatiggtatatalacgcatatgtagtgttpaagaaacatgaaattgeccagtaticttaacccaactgeacagaacaaaaacctgca
ggaaacgaagataaateatgtcgaaagctacatataaggaacgtgetgctacicatcctagtcotgltgetgecaagetatitaatatcatgcacgaa

aagcaaacaaactigtgtgcticatiggatgttcgtaccaccaaggaattactggagtiagttgasgeaitagatcccaaaattigtitactaaaaacac
atgtggatatctigactgatttitccatggagggeacagitaagecgctaaaggeattalccgecaagtacaatittitacicticgaagacagaaaatitg
ctgacatiggtaatacagicaaattgeagtactctgeggatgtatacagaatagecagaatgggcagacattacgaatgcacacgatgiggigggece
aggtattgtiageggtitgaagcaggcggcagaagaagtaacaaaggaacctagaggcectittgatgitagecagaatigtcatgcaaggycteccta
tctactggagaatatactaagaglactgtigacatigcgaagagegacaaagatitigttatcggetitatigetcaaagagacatgggtggaagagat
gaaggtiacgattggtigattatgacacccggtgtgggtttagatgacaagggagacgeatigggtcaacagtaiagaaccgtggatgatgtggtetet
acaggetcigacatiattaligitggaagaggactatttgcaaagygaagggatgctaaggtagagggtgaacgttacagaaaageaggetggga

agcatattigagaagatgeggccagcaaaactaaaaaacigtaitataagtaaatgeatgtatactaaacicacaaattagagceticaattiaattatat
cagltattaccctatgeggigtgaaataccgeacagalgegiaaggagaaaetacegeatcaggaaatigtaaacgitaatatitigttaaaaticgey
ttaaattittgitaaatcagctcattitttaaccaataggecgaaatcggeaaaatecctiatanatcaaaagaatagacegagatagggtigagtgtigtt
ceaglitggaacaagagtccactattaaagascgtggactccaacgicaaagggegaaaaaccgtctatcagggegatggececactacytgaac
catcaccctaatcaagtittttagogtcgaggtgcegtaaageactaaateggaaceeiagagggagececcgatitagagetigacggggaaage
cggegaacgtggcgagasaggaaggpaagaaagogaaaggagegygegctagggegctageaagiglageggicacgetgegegtaacea
ccacaceegecgegettaatgegeegetacagggegegicgegocaticgecaticaggetgegeaactgtigggaagggegateggtgegggec
tcttcgctattacgecagetggegaaanggggatatgetgcaagacgattaagtigggtaacgecagggtitteceagteacgacgttgtaaaacga

cggccagigagcgcgegtaatacgacicactatagggegsaligggiaccagecgeaaattaaageciicgagegicccaaaaccticicaagea
aggttitcagtataatgttacatgcytacacgegtelglacagaaasaasagaasaatiigaastataaataacgticttastactaacataactataa

aaaaataaatagggacctagacttcaggtigictaactecticcititcggttagagegqatatggggggagogegtgaatgtaageglgacataact

aafttacatgacicgageggccgcogateccgggaaticgicgacaccegeatagtcaggaacateglaigggtacatgetagtictagaaaacttag
attagattgclatgctitctiictaalgagcaagaagtaaaanaagtigiaalagaacaagaaaaatgaaactgaaacitgagaaatigaagaccgttt
attaacttasatatcaatgggaggicatcgaaagagaaaaasatcaaaaaasaaatittcaagaanaagaaacgigatasaaattittatigectttt
cyacgaagaaaaagasacgaggcggtictettitttctiiccaaaccitagtacgggtaattaacgacaceotagaggaagaaagaggggaaatit
agtatgctatgctiggatgtitigaagiggtacggcgatgegoggagicegagaaaateiggaagagtaaaaaaggagtagaaacattitgaageta
tgagcticcagctitigticcctitaglgagggtiaatigegegetiggegtaatcatggtecatageigtttcetgtgtgaaatigtiatccgcicacaaticcac
acaacataggsgccggaagceataaagtgtaaagectggggtacciaatgagtgaggtaactcacattaatigeattgegeteactgecegetticsa
gtcgggaaacetgicgtgecagetgeattaatgaateggecaacgegeygggagaggeggittgeptatigggegetetteegettcotegeteacty
actcgotgegeteggtegticggetgcgacgageggtatcageicacicasaggeggtaatacggitatccacagaatcaggggataacgcagga

aagaacatgtgapcaaaaggecageaasaggcecaggaaccglaaaaaggcegcottgotggegititticeataggetcegeccoccotgacgag

catcacaaaaatcgacgeicaagicagaggiggcgasaccegacaggaciataaagataccaggegtitccecetggaageteectcgtgeactc
tcctgticcgacootgoegettaccggatacetgtecgectttcicecticgggaagegtggegetitcteatagotcacgetgtaggtatetcaglicggin
taggtcgticgetecaageotgggcetgtylgcacgaacccocogticageecgaccgetgegcctiatceggtaactategtcigagtccaaccegata
agacacgactiatcgecaclggeageagecactggtaacaggatiagecagagegaggiatgtaggoeggtgotacagagtictigaagtggtagect
aactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegeictgetgaagecagttaceitcggaaaaagagtiggtagelctigatocggeaaaca
aaccaccgciggiagegatggtittitigitigecaageagcagatiacgcgeagaaaaaaaggatctcaagaagatectitgatetttictacggggtet

gacgctcagtggaacgaaaactcacgtiaagggattttiggicatgagatiatcaaaaaggatciticacctagatectittanattaaaaalgaagttita

aatcaatctaaagtatatatgagtaaactiggictgacagitaccaatgettaatcagtgaggcacctatctcagegalctgictatticgticatecatagt
tgectgactcceogicgtgtagataactacgatacgggaggactiaccatctggecccagtgetgcaatgataccgegagacscacgetcacegye
tccagetitetcagcaataaaccagccagoocggaagggccgagegeagaagtagtectgcaactttatecgectecatecagictattaatigitacs
gggaagclagagtaagtagticgecagitaatagtttgegeaacgtigttgecatigctacaggeategiggtgtcacgetegtegtitggtatggcticat
tcagctccggticecaacgatcaaggogagtiacatgateccccatgligtgcaaaaaageggttagetceticggtectecpategttgteagaagta
agttggccgeagtgttatecactcatggttatgacageacigcataaticicitactgtcatgecatecgtaagatgcetitictgtgactggtgagtactcaac
caagtcaticigagaatagigtatgeggegacegagttgetetigeccggegicaatacgggataataccgogecacatagcagaacttiaaaagly
cicatcatiggasaacgitcticggggcgaaaactctcaaggatctiaccgetgtigagatecagticgatgtaacocactegtgcacecaactgatett
cagcatctittactitcaccagegtitcigggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatytip
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aatactcatactcticclttitcaatatiatigaageatttatcagagitatiaicicatgsgeggatacalattigaatglatitagaaaaataaacaaatagy
agtteegegeacatttccccgaaaagigocacctgaacgaagealetgtgoticatittgtegaacaaaaatgeaacgegagagegetaatititean

acaaagaatctgagctgcattittacagaacagaaatgeaacgcgaaagegcetatittaccaacgaagaatetgtgeticatititgtaaaacaaaaa
tgcaacgegagagegctaatititcaaacaazgaatctgagctgceatiittacagaacagaaatgcaacgegagagegcetatittaccaacaaaga

atctatacticttiittotictacaaaaatgcateccgagagegetatttttctascaaageatcttagattacttititctecttigtg coctetataatgcagtet
ctigataacittitgcactgtaggtecotiaaggtiagaagaaggctactitggtatetattiicicitccataaaaaaagcectgacteceacttecegegittac
tgattactagcgaageotgegggtgeatitittcaagataaaggcatecccogattatatictataccgatgtggatigegeatacttigtgaacagaaagig

atagcgtigatgaticticattggtcagaaaatiatgaacggtitchictatittgtcictatatactacgtataggaaatgittacatiticatattgtiticgatica
ctetatgaatagticttactacaattittitgiciaaagagtaataciagagataaacataaaaaatgtagaggtcgagittagaigcaagticaaggage
gaaaggiggatgggtaggtitatatagggatatagcacagagatatatagcaaagagetacititgagcaatgtitgtggasgeggtaticgcaatattt
tagtagctegttacagtecggigegtittiggitttttgaaagtgegteticagagegetittgg titcaaaagegetctgaagticetatactitetagagaat

aggaacticggaataggaacticaaagegtitccgaaaacgagegeticcgaaaatgcaacgegagetgegcacatacagetcacigticacgtc

gcacctatatetgegtgttgectgtatatatatatacatgagaagaacggeatagtgcgtgittatgettaaatgegtaciiatatgegtctatitatgtagga
tgaaaggtaglctagiacctectgtgatattatcccattccatgeggggiatcgtatgcticeticageactacecitagetgtictatatgetgacacteete
aaltggattagtetcatccticaatgctatcatitectitgatattggateatactaagaaaccatiatiaticatgacatieacetataaagataggegtatca

cgaggceectitegte

=SEC ID N°: 20
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tcgegegtitoggigatgacggtgaaaaccicigacacatgcagelcccggagacggicacagetigtclgtaageggatgecgggageagacaa
geccglcagggegegicagegagtigtiggcggotgicgggactggcttaactatgcggeatcagageagatigtactgagagtgcaceataaatic
ccptttaagagettggtoagegetaggagtcacigocaggtategtitgaacacggcattagicagggaagteataacacagtectitccogeaalttt
ctittictattactcitggecicetclagtacacictatatitttitatgccteggtaatgatittcatittititittccectageggatgactcttttittitctiagegatig
goattatcacataatgaattatacattatataaagtaatgtgatitcticgaagaatataciassazalgagcaggcaagataaacgaaggeaaagat
gacagagcagasagccctagtaaagegtattacaaatigaaaccaagaticagaitgcgateictitasagggtggtceectagegatagageacte
gatcticccagaasaagaggeagaagcagtagcagaacaggccacacaatcgeaagtgatiaacgtccacacaggtatagggttictggaccat
atgatacatgcictggecaageaticeggctggtegctaategtigagtgeatiggtgacttacacatagacgaccatecacaccaclgaagactgegd
gatigctcicgglteaagctttanagaggecctaggggoeotgegtggagtaaaaaggtitggatcaggatitgegectitggatgaggeactitccag
agcagiggtagatcittcgaacaggecgtacgeagtigtcgaacitggitigcasagggagaaagtaggagatetetetigcgagatgateocgeattt
tcttgaaagceittgcagaggetageagasitacectecacgttgattgtctgogaggcaagaatgatealcaccgtagtgagagtgegticaaggetct
tacagattgccataagagaagecacetegeccaatggtaccaacgatgttecctccaccaaaggtgticttatgtagtgacacegatiatttaaagetge
agcatacgatatatatacalgtgtatatalgiatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatgeatca
Hetatacgtgteatictgaacgaggegegetttcetittitetttitgettttictitittttictctigaacticgacggatetatgcogtatgasaatacegcacagat
gegtaaggagaaaataccgcatcaggaaatigtasacgtiaatatittgttaaaattegegttaaatttttgttaaatcageicattitttaaccaataggec
gaaatcggeaaaatceettataaatcazaagastagaccgagatagggtigagtgtigitccagtitogaacaagagiecactatiaaagaacgtag
actccaacgtcaaagggegaaaaacegtictatcagggegatageccactacgtgaacceatcaccctaatcaagtittitggogtcgaggigecgta
aagcactaaatcggaaccctaaagggageccecgatitagagctigacggggaaageeggegaacgigacgagaaaggaagggaagaaag
cgaaaggagogggegctagggcgetggeaagiglageggteacgctgogegtaaccacsacaccegeoogegetiaatgegeegetacaggge
gegtegegecaticgecattcaggetgegeaacigtigggaagggegateggigegggccicticyctattacgecagelggegaaagggggatgt
gctgcaaggcegattaagttiggataacgocagggttitcoeagicacgacattgteaaacgacgyccaglgagegegcgtaalacgactcactatag
ggcgaattgggtaccggecgcaaattasagecticgageygtcccaaaacciicicaagcaagglittcagtataatgttacatgegtacacgegtetgt
acagaaaaasaagaaaaatiigaaatatesataacgticitaatactaacataactataaazaaataaatagggacctagacticaggitgictaac
tecttectittcagtiagageggatgtgggaagagogegtgaatgtaagegtoacataactaatiacatgactcgageggecgeggatecegggastt
cgicgacaccatcticiictgagatgagliititgticcatgetagiictagaateegtegaaactaagitciggiottttasaactaaaaaaaagactaacta
taaaaglagaatttaagaagtitaagaaatagatttacagaattacaaicaatacctaccgictitatatacttattagtcaagtaggo gaataatitcag
ggazctggtitcaaccittiititcagetttticcaaatcagagagagcagaaggtaatagaagglgtaagaaaatgagatagatacatgegtgggtca
attgectigtyteateatitactccaggeoagg tgeateactecattgaggtigtaccegtttitigectattigigececigtictetotagitgegetaagaga
atggacctatgaactgatagitggigaagaaaacaatattitggtgctgggatictitiiittciggatgecagetiteaaaaagegggctoccatiatatitagt
ggatgecaggaataaactgiicacecagacacctacgatgttatatatictgtgtaacecgeccectatiitgggeatgtacgggttacageagaattaa
aaggctaatititigactaaataaagitaggeaaatcactactattaattatiiacptatictttgaaatggcgaglatigateatgataaactyagciccag
ctttgtteecttiagtgagggitaattycgegetiggegtaatcatggicatagetgiticetotgigaaatigttatecgetcacaaticcacacaacatag
gagcepgaageatasagtgteaagcciggggtgectaatgagtoaggtaactcacattaatigegtigegctcactyececgetitccagiegggaaa
cctgtegigecagetgealtaatgaatcggecaacgegegaggagaggeggtitgegtatigggegetettcogcticcteacticactgactegetgeg
cteggtegitegacigeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatecacagaatcaggggataacgeaggaaagaacatgt
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gagcaaaaggcecagcaadaggecaggaaccgtaaaaaggecgegitgetggegttttecataggetecgeccecetgacgageatcacaaaa
atcgacgetcaagtcagaggiggcgaaacccgacaggactataasgataccaggegiticecectggaagetcectegtgegetetecigitecga
ccctgecgcttaccggatacctateegectitctecettegggaagegtggegcttictcatageteacgetgtaggiatetcagicggtgtagglegtic
gctccaagetgggctatgtgcacgaacceccegticagecegacegetgegecitatecggtaactateglettgagtecaaceeggtaagacacga
cttatcgccactggeagcagecactgataacaggatiagcagagegaggtatgtaggcgglgetacagagttctigaagtggigocctaactacgg
ctacaclagaaggacagtattggtatctgegetetgctgaagecagtiaccticggasaaagagttogtagetetigatceggcaaacaaaccaceg
ctggtagegglggtitititgittgcaageageagattacgegeagaaaasaaagyatctcaagaagatectitgatetitictacggggotetgacgeicag
tggaacgaaaactcacgtiaagggatiitggicatgagattatcaaaaaggatcticacctagatcctitaaattaaaaalgazgtittaaatcaatcta
aagtatatatgagtaaactiggtcigacagtiaccaatgcitaatcagtgaggcacctateteagegatetgtetatiteoticatecatagttgectgacte
cceglcgtgtagataactacgatacgggagggctiaceatetgyceccagtacigeaatgataccgegagacccacgetcaccggctccagatttat
cagcaataaaccagecagecgygaagagccgagegeagaagtogtectgeaactttatccgectecatecagtcetaitaatigitgocgggaageta
gaglaagtagticgccagliaatagtitgcgcaacgtiigitgecatigetacaggeategtggtgtcacgetegtegittggtatggettcaticagetecg
gttcccaacgatcaaggcegagttacatgatececcalgitgigcaaaaaageggtiagetecttcggtecteegategligtcagaagtaagttggecn
cagtgttatcactcatggtiatggeageactgeataatictcttactgteatgecateegtaagatgetttictgtoactggtgagtactcsaccaagteatic
tgagaatagtgtatgeagegaccgagtigetetigeceggeatcaatacgggataatacegegecacatageagaacittaaaagtgcteateatty
gaaaacgticticagggcgaaaacicicaaggatctiaccgctgtigagatecagticgatgtaacecacicgtgeacccaactgalcticageatclit
tactitcaccagcegtitctggotgageanaascaggaaggeaaaatgecgcaaasaagygaataagygegacacggasatgitgaatactcata
cicticciitttcaatatiatigaageatitatcaggottatigictcatgageggatacatatiigaatgtatitagaaaaataaacaaataggggitccgeg
cacatitccccgaaaagigecacctgaacgaageatctgtgcticatitigtagaacazaaatgeaacycgagagegctaatititcaaacaaagaa
tclgagotgcatititacagaacagaasatgecaacgcgaaagegctatittaccaacgaagaatetgtgeticattitigtasaacaaaaatgcaacgey
agagogciaatitttcaaacaaagaatctpagcotgcattittacagaacagaaatgcaacgegagagegetatittaccaacaaagaatctatactict
ttttigtictacaaaaatgcatcccgagagcegctatitiiciaacaaagcatcitagatiacitititictectitgtgegcetctaiaatgcagtctctigataacttt
ttgcactgtaggtcegttaaggtiagaagaaggetacitiogtgtctstiticteticcataaaaaaagectgactceacttccegeglittactgattactage
gaagctgegagtgcatititicaagataaaggeatccccgatiatattctatacegatgiggattgcacatactitgigaacagaaagtgatagegttgat
gattcitcattggtcagaaaatiatgaacggttictictatitigtcictatatactacgtataggaaatgttiacatiticgtatigtiticgaticacictatgaata
giicttactacaattitittgictaaagagtaatactagagataaacataasaaatgtagaggtcgagittagatgcaagticaaggagegaaagotag
algggtaggttatatagggatatagcacagagatatatagcaasagagatacittigagcaatgttigtaggeagceggtaticgcaatatittagtagcteat
tacagtccggtgegtiittogtittitgaaagtgegtcticagagegettitggititcaaaagegetcigaagttectatacttictagagaataggaactteg
gaataggaacticaaagegiitccgaaaacgagegettccgaaaatgecaacgegagetgegeacatacagelcactgttcacgicgeacetatale
tgcgtgttgoctgtatatatalatacatgagaagaacggcatagtgeotgtttatyctiaaatgegtactiatatgegictatitatglaggatgaaaggtag
tctagtaccicetgtgatattatccocaticcatgegoggtatcgtatgcticcitcageactacoctitagetgtictatatgetgecactcctcaatiggattag
tetcatecticaatgetateatitcetttgatatiggatcatctaagaaaccatiatiatcatgacatiaacctataaaaataggegtatcacgaggeccttic
gtc

=SEC ID N°: 21
SEC ID N° 8.5 (pGV1104)

icgegegtitcggtgatgacagigaraaccicigacacatgeagetcccggagacggteacagetigictgtaageggatgecgggageagacaa
gecegtcagggegegtecageggglatiggegggtateggggetggettaactatgeggeatcagageagattglactgagagtgcaccataaacg
acattactatatatataatataggaagcatitaatagacagcategtaatatatgtglactiigcagitatgacgecagatggeagtagiggaagatatic
titattyaaaaatagetigtcaccttacgtacaatcttgatccggagcttitctititttgecgattaagaattasticg gtcgaaaaaagasaaggagagg
gccaagagggaggacattggtgactatigageacgigagtatacgtgattaagecacacaasaggeagctiggagtatgictgttatiaaittcacaggt
agfttctggtecattogtgaaagtitgcggettigcagageacagaggccgcagaatgigetctagaticeg atgetgacitgetgggtattatatgtgtgee
caatagaaagagaacaaltgaccegoitatigcaaggaaaatitcaagtcttgtanaageatataaaastagttcaggcactcegaaatacttggitg
geglotttcgtaatcaacstaaggaggatgitttggcictggtcaatgallacggeatigatategtecaactgcatggapatgagtegtggeaagaata
ccaagagitcotcggtttgecagttattaaaagactcotatticcaaaagactgeaacatactacicagtgcageticacagaaacctcaticgtitatic
ccitgtttgaticagaagcaggtgggacaggtgaactitiggatiggaactcgatitcigacigggiiggaagacaagagagececgaaagcttacatt
Hatgtiagctggtggactgacgecagaaaatgtiggtgatgegceitagatizaatggegitatigglatigatigtaageggaggtgtggagacaaatgg
{gteaaagacictaacaaaatagcaaatitcgtcaaaaatgctasgaaataggitaitactgagtagtatitatitaagtatigtitgtgcactigeclatge
gotgtgaaatacegeacagatgegiaaggagaaaaiaccgeaicaggaaatigtaaacgitaatatittaiteaaaticgegttaaatittgttasate
agctcatittitaaccaataggccgaaaicggecaaaatcecctiataaatcaaaagastagacegagataggottgaglgttaticcagitiggaacaa
gagtceactaltaaagaacgiggactccaacgtcaaagggogaaaaaccgictatcagggegatlggeccactacgtgaaceateacoctaatea
agtititiggggtegagatgecgtaaageactaaatcggaaccctaaagggageciccgatitagagetigacggggaaagecggcgaacatage
gagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggcgctagggcgetggeaagtgtageggtcacgetgegegtaaceaccacaccegeege
gettaatgegocgetacagggogegtegegecaticgecattcaggetgegeaactgtigggaagggegateggtgegggecteiicgetatiacge
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cagclggcgaaagggggatatgctgcaaggegattaagtigggtaacgccagggtiticccagtcacgacygitgtaaaacgacggecaglgagey
cgcgtaatacgactcactatagygegaatigggtaccggeegecaaattaaagecitcgagegtcocaaaacctictcaageaagottticagtataat
ghtacatgegtacacgcgicigtacagaaaaasaagasaaaittgaaatatasataacgticttaatactaacataactataaaaaaataaatagog
acclagacticaggtigictaactccticettitcggttagageggatgtggggggagggcotgaatglaagegigacataactaattacatgactegag
cggccgceagatccegggaaticgtegacaccatcticitctgagatgagttittgticcatgetagiictagaalcogicgasactaagtictggigittiaa

aactaaaaaazagaclaaciataaaagtagaatttaagaagtittaagaaatagaittacagaattacaatcaatacclaccgtctttatatactiattag
tcaagtaggggaataatitcagggaaciggtticaaccittttiticagetitttccaaatcagagagagcagaaggtaatagaaggtgtaagaaaaty

agsatagatacatgcgtgggtcaattgectigtgicaleatttactccaggeaggtigeatcaciccatigaggttgigeccgtititigectgtitgtgecoety
ttctctgtagttgegetaagageaatggacetatgaactgatggtioggtgaagaaaacaatatittagtgctggoatictititiitictggatgecagettasa
aagegggctecatiatatiagigoatgccaggaataaactgttcacccagacacctacgatg ttatataticigigtaaccegecceetatittgggeat

gtacgggttacagcagaattaaaaggctaattittigactaaataaagitaggaaaatcactactattaattatitacgtatictttgaaatggegagtatta
ataatgataaactgagctccagctitigitccctttagtgagggttaatigegegettggegtaatcatggtcatagetgtitcetgigigaaatigttatecge
tcacaaticcacacaacalaggagecggaageatazagtigtaaageciggggtgcctaatgagtgagglaactcacattaatigegtigegctoact
gcecgcittccagicgggasaccigiegtgccagetgeatiaatgaateggecaacgegeggggagaggeggtitgegtatigggegelcitecgett
cctegetcactgactegetgegetegateattegactgcgacgageggiatcagetcacicaaaggeggtaatacggttatecacagaatcaggaga
taacgcagysaagaacatgigagcaaaaggecageaaaaggecaggaacceglanaaaggecgegtigetagegitittecataggetecgece
ccctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggliggegaaaceegacaggactataaagataccaggegtitceocectggaagetes
cteotgegetetectgitccgaccetgacgetiaceggatacctgtecgectticteocticgggaagegtogeacttictecatageteacgelgtaggtat

ctcagticgotytaggicgticgetccaagetgggctgigtgcacpaaccecceghtcageccgacegetgegectitatccggtaaciategtotigagt
ccaacccggtaagacacg acttatcgecactggeagocagocactggiaacaggattagcagagegaggtatgiaggeggtgetacagagticitg

aagtggtggectaactacggctacactagaaggacagtatitggtatetgegetetgetgsagecagtiaccticggaaaaagagtiggtagetetiga
fccggeaaacaaaccaccgctggtagegglggtitiittgtttgcaageaogcagattacgegcagazaasaaggatctcaagaagaltocitigatettt
tctacgagatcigacgeteagtggaacgaaaactcacgtiaagggatiitggicatgagattatcaaaaaggatcticacctagatecttttaaatiaaa
aatgaagtitiaaatcaatctanagtatatatgagtaaacitggtcigacagitaccaatgcttaatcagtgagacacetatelcagegatetgtetattic

gttcatccatagtigectgacteccegtegtgtagataactacgatacgggagagettaccateiggececagtgety caatgataccygcgagaceca
cgctecaccggceiceagatttatcagcaataaacecagecagecggaagyggccgagegeagaagtggtccigcaaditiatccgectecatecagict
atlaatigtigccgggaagetagagtaagtagticgecagttaatagtitgecgcaacytigtigecatigotacaggcategiggiglteacgetegtogttt
ggtaiggciicaticagetccggticecaacgatcaaggegagtiacatgatecoccatgtigtgcaaaaaageggttagetcottoggtectcogatcg
ttgicagaagtaagttggecgeagtgttatcacteatggttatggecageactgeataatictettactgteatgecateegtaagatgetttictgtgactggt
gagtacicaaccaagicaticigagaatagiglatgcgacgacegagtigetettgeceeggegtcaatacgggataataccgegecacatageaga

actttagaagtgetcatcatiggaazacgticttcggggcgaaaactctcanggatetiacegetgttgagatecagticgatgtaacccacicgigeac
ccaactgatcticageatetittactttcaccagegittetgggigageaaaaacaggaaggcaaaatgocgcasasaagggaataagggegaca

cggaaalgligaatactcatacicticctitiicaatattatigaageatitalcagggttatigictcatgageggatacatatitgaatglatttagasaaaata
aacaaataggggticcgegeacatticcccgaaaagtgecaceigaacgaagcalcigtgeticatitiglagaacanaaatgcaacgcgagagey
ctaatititcaazcaaagaatctgagctgcatitttacagaacagaaatgcaacgcgaaagcegctatitiaccaacgaagaatctgigcttcatititgta

aaacaaaaalgcaacgcegagagcgctaatititcaaacaaagsatctgagetgcatitttacagaacagaaatgecaacgegagagegctattttac
caacaaagastctatacitcitititgttctacaaaaatgcatcecgagagegetatiitictaacaaagcaictiagattactitititctectttgtgegetetat
eatgcagicicitgataacitittgcactgtaggtccgiiaaggtiagaagaaggcetactitggtgtctatiticteticcataaaaaaageetgacicecactt

cocgeglttactgattactagegaagcetgegggtgestitittcaagataaaggeatceccgattatatictatacegatgtggattgegeatactiigtga

acagaaagigatagegttgatgaticitcaliggtcagaaaatiatgaacygtitctictatittotelctatatactacgiataggaaatgtitacatiticgtat
tottticgattcactetatgaatagticttactacaatiitiitgiciaaagagtaatactagagataaacataaazastgtagagglcgagtitagatgeaa

gttcaaggagcgaaagptggatgggtagottatatagggatatagocacagagatatatageaaagagalacttttgagcaatgitigtggaagegot
aticgeaatatittagtagetcgttacagtccggigegtititggitititgaaagtgegteticagagogcettitggtiticaaasagegctctgaagticctatac
ttictagagaataggaactticggaataggaacticaaagegtitccgaaaacgagegeticcgaaaatgeaacgegagetgegeacatacagete

aclgttcacglcpcacctatatctgegtottgectglatatatatatacatgagaagaacggeatagtgegigtttatgetiaaatgcgtacttatatgegtot
atttatgtaggatgaaaggtagictagtacetectgtgatatiatcceaticcatacggggtategtaty cttecticageactaccetitagetgtictatatg

ctgccactectcaattggatiagicteatecticaatgetateatitecitigatatiggateatattaagaaaccattattalcatgacattaacctataaaaa

taggegtatcacgaggecctitegte

=SEC ID N°; 22
SEC ID N° 8.6 (pGV1106)

tegegegtitcggtgatgacggtgaaaaccteigacacatgcageotcocggagacggicacagetigtetgiaageggatgecgggagcagacaa

gecegicagggegegtcagegagtgitggcgggtygteggggctagcitaactatgcggeatcagageagattgtactgagagtgcaccataccaca
gcttitcaattcaattcateattttitittiattetitiittgatitcggtitctitgaaatttiittgaticgglaateiccgaacagaaggaagaacgaaggaagga
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geacagactiagatiggtatatatacgeatatgtaglgttgaagaaacatgaaattgeccagiaticttaacceaactgcacagaacaaaaacctgea
ggaaacgaagataasatcatgtcgaaagetacatataaggaacgtgctoctacicatectagtectgttgelgeccaagetatttaatatcatgcacgaa
aagcaaacaaaciigtgtgcticattggatgitcgtaccaccaaggaattaciggagtiagtigaageatiaggtcccaaaatiigtitactazaaacac
atgiggatalctigactgatititccatggagggeacagtiaageegctaaaggeattatocgocaagtacaatitttacicticgasgacagaaaatity
cigacatiggtaatacagicazattgcagtactctgcgggtgtatacagaatagcagasigggeagacatacgaatgcacacggtgtggtgggece
aggtattgttagcggittgaageaggcggcagaagaagtaacaaaggaacciagaggectitigatattancagaatigicatgcaagggeteccta
tctactggagaatatactaagggtactgitgacatigcgaagagegacaaagattitgitatcggcetttattgetcaaagagacatgggtggaagagat
gaaggtacgattggtigattatgacacceggtgtogotttagatgacaagggagacgeatigggtcaacagtatagaacegtggatgatgiggtetet
acaggatctgacatfatiatigttogaagaggactatitgcaaaggaaagggatgclaaggtagagggtgaacatiacagaaaageaggetagga
agcalatttgagaagalgoggccagcaaaactaaasaaciglattataagtaaatgeatgtatactaaactcacaaattagagcitcaatitaatiatat
cagiiattaccctatgeggtgtgaaatacegeacagatgegtaaggagaaaatacegesicaggaaatigtaaacgtiaatattiigiaaaaticgey
taaalttitgitaaatcagetcatitittaaccaataggeegasateggeaaaatcocttataaatcaaaagaatagaccgagatagggitgagigtigtt
ccagittggaacaagagtceactatiaaagaacgtggactecaacgicaaagggocgaaaaaccgtetatcagggegatggeccactacgigaac
catcaccctaatcaagttititgoggtcgaggtgecgtasageactasateggancectaaagggagececcgattiagagettgacggggaaage
cggcgaacgtggegagaaaggaaggoaagasagegaaaggagegogegctagagegetageaagigtageagtcacgetgcgegtaacca
ccacaccegeegegetiaatgegcegctacagggegegtegogecaticgecaticaggetgegeaactgtigggaagggegalteggtgcgggee
tettegetattacgecagetggcgaaaggyggatgtgetgcaaggegatizagtigggtaacgocagygtiticccagtcacgacgtigtaaaacga
cggcecagtgagegegegtaatacgactcactatagggegaatigggtaceggecgeaaattaaagecticgageoicecaaaaccticicaagea
aggttitcagtataatgtiacatgegtacacqegtcigtacagaassaaaagaaaaattlgaaatataaataacyttctiaatactaacataactataa
saaaataaatagggacctagacttcagattatetaaciccticetitteggtiagageggatatggagggaggacatgaatgtaagegtgacataact
aattacatgaclegageggecgeggatcecgggaattcgtcgacaceatcttetictyagatgagtttitgticcatgetagtictagaatecgtegaaac
taagtictgotottttaaaactaaasaaazgactaactataaaaytagastitaagaagtitaagaaatagaittacagaattacaatcaatacctace
gictitatatacttattagtcaagtaggogaataatitcagagaactggtitcaacettitttticagetitticcaaatcagagagagcagaaggtaataga
aggigtaagasaatgagatagatacatgeglgggtcaatigeciigtgtoatcatitactccaggeaggtigeatcactecatigaggtigtgecegttiitt
gectgtiigtgecocigttctetgtagiigegetaagagaatggacctatgaactgatggitgytgaagazaacaatatittagtoctgg gattetititittict
ggatgecagcitaaaaagcgggciccatiatatitagtggatgccaggaataaactgticacccagacacctacyatgtiatatatictgtgtaacceg
ceecclatittgagcatgtacggattacagcagaatiasaaggctaatittityactaaatanagttaggaaaalcactactattaattatitacgtaticttt
gaaaiggcgagtatigataatgataaactgagciccagctttigitccctitagtgagggtiaattgcgegctiggegtaatcatggteatagetgtitceig
tgtgaaatigitatccgetcacaaticcacacaacataggagecggaageataaagtgtaaagectggggtocctaatgagtgaggtaacteacatt
aatigegttgegetcactgeecgetticcagicgggaaacctgtegtgccagetgeatiaatgaatcagocaacgegcgggaagagacgyitigegt
attgagegctciteegeticetogetcacigacicgetgegeteggicgticgactgeggegageggtatcageicactcaaaggeggtaatacggtiat
ccacagaatcaggggataacgeaggaaagaacalgtgagcaaaaggecageaaaaggecaggaaccg inaaaaggeegegtigetogogtt
tilccataggcetccgeccoectgacgageatcacaaaaategacyctcaagtcagaggtggcgaaaccogacaggactataaagataccaggceg
titccoocetggaageteccicglgegetetcctgttcegaccetgeogetiaccggatacetigtcecgectiteteccttegggaageglggegettitcteata
gcicacgctgtaggtatcteagticagtotaggteattcgetecaageigggctgtaigeacgaaceccocegticageecegacegetgegecitateceg
gtaactatcgictigagiccaacceggtaagacacgacittategecactggecageagecactggtaacaggatiagecagagegagotatgtaggey
gtgctacagagtitcttgaagtggtggectaactacggctacaciagaaggacagtatitggtatetgegetotgetgaagecagttaccitcggaaaaa
gagttggtagetcitgatcoggeaaacaaaccacegetgglageggtagittititgiitgcaagecageagattacgegeagaaaaaaaggatcteaa
gaagatccitigatcititctacggggicigacgelcagtggaacgaaaacicacgitaagggatitigglcatgagatiaicaaaaaggatcticaccta
gatcciittaaatiaaaaatgaagtitiaaaicaaictaaaglatalatgagiaaactigglctigacagtiaccaatgcitaatcagtgaggeacctatelc
agcgatctotctatitcgiicatecatagtigecigacteocogicgtgtagataaciacgatacgggagggettaccatetagececaatgeigeastig
ataccgegagacccacgcticaccggetecagatitatcagcaatagaccagecagecggaagggecgagcacagaagtggtcetgeaacttiat
cegectecatecagtctatiaatigitgccgggaagctagagtaagtagticgecagtiaatagtitaocgcaacgtigttgecatigetacaggeatogty
gtotcacgetegtegttiggtatggctteattcagetecggiteccaacgatcaaggegagitacatgatecceceatgiigtgcaaaaaageggtiaget
ccticggteetecgategitotcagaagtaagttggecgeagtyttatcactcatggtiatggcagcactgeataattctettactgicatgecatcegtaa
gatgcittictgtgactgglgagtactcaaccaagicaticigagaatagtgtatgeggegacegagitgetcigeceggegtcaatacgggataatac
cgegecacatageagaactttaasagtgeteatcatiggaaaacgticiicgaggegsaaacicicaaggatctiacogetgitgagatccagticgat
gtaacccactcgtgcacccaacigatcitcagcatetitactitcaccagegtitetgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaag
ggaetaagggegacacggaaalgtigaatacicatacicticetttitcaataitatigaageatitatcagggttatigicicatgageggatacatatiig
aatgtatitagaaaaataaacaaataggygticegegeacatitcecegaaaagtgecacctgaacgaageatcetgtgeticatttigtagaacaaaa
atgcaacgegagagegctaatititcaaacaaagastctgageigeatittacageacagaaatgcaacgegaaagegetatittaccaacgaag
aatctgtgcticatitttgtaasacaaaaalgceacgegagagegelaaliticasacaaagaatcigagetgeatiittacagaacagasatgcaac
gcgagagcegolatittaccaacaaagaatctatactictittttgticlacaaaaatgeatcecgagagegetattitictaacaaageatcttagattact it

57



ES 2563040 T3

fittctectitgtgegetctataatgeagtctetigataactititgeactgtaggteegttaaggttagaagaaggcetactitggtgtetatittcteticcataaa
asaagcctgactecacitecocgegttiactgattactagegaagetgegggtgeatittticaagataaaggeatececgattatatictatacegatgtg
gattgcgeataciitgtgaacagaaagtgatagegttgatgattcitcattggtcagaaaatiatgaacggtitetictatttigtctctatatactacgtatag
gaaatgtttacattttegtatigttticgattcactctatgaatagticttactacaattittitgtctanagagtaatacltagagataaacataaaaaatgtaga
ggicgagtttagatgcaagticaaggagegaaagglggatggotaggttatatagggatatagcacagagatatatagcasagagatacitttgage
aalgttigtggaageggtattcgcaatatittagtagetcgttacagtecgotgcgttittgg ttititaaaagtgegtettcagagegetitiggtiitcaaaag
cgcictgaagticctatacitictagagaataggaacticggaataggaaciicaasagegtttccgaaaacgagegcticcgaaaatgcaacgcgag
ctgcgcacatacagctecacigticacgtcgeacctatatcigeglgtigecigtalatatatatacatgagaagaacggceatagtgegtgtitatgettaa
atgeglactiatatgeptctattiatgtaggatgaaaggtagtctagtacctectgtgatattatcccaticcatgeggggtategtatgeticcicageact
accciitagelgttctatatgelgecactectcaatiggattagicicatocticaatgctateatitcctttgatatiggateatactaagaaaccatiattatca
tgacattaacclataaaaataggcgtalcacoanocectiicalc

=SEC ID N°: 23
SEC ID N° 8.7 (pGV1649)

tcgegegtticggtgatgacggtgaaaaccicigacacatgcagcicceggagacggtcacagetigictgtaageggatgecgggageagacaa
geccgleagggegegtcagegggtgttggegagtgtcggagetagetiaactatgeggeateagageagatigtactgagagtgeaccataaacg
acattactatatatataatataggaagceattiaatagacagcatcgtastatatgtatacittgcagitatgacgecagatggeagtagiggaagatattc
titattgaaaaatagctigicacctiacytacaatctigatccggagettticitittigecgattaagaatiaaticggtcgaaaaaagaaaaggagagy
gccaagagggagggcatiggtgactatigageacgtgagtatacgtgattaagcacacaaaggeagctiggagtalgtetgitattaatticacaggt
agttciggtccatiggtgaaagttigeggettgcagageacagaggecgeagaatgtgctctagaticogatgetgactigetgggtattatatatgtgee
caatagaaagagaacaaltgacccggitatigcaagyaaaalticaagictigltaaaagcatataaaaatagticaggcacicegaaatactiggitg
gegtgtticotaatcaacctaaggaggatgttiiggetctggicaatgattacggcattgatategteccaacigeatggagatgagtegtggeaagaata
ccaagagitcclcggtitgccagttaliaaaagacicgtatitccaaaagacigcaacatactactcagigcagcticacagaaacctcaticgtitatic
ccligtitgattcagaageaggtgggacaggtgaactitiggatiggaactogatiictgactggotiggaaggcaagagagecccgaaagcettacatt
ttatgitagctggtggactgacgccagaaaatgtiggtgatgcgettagattaastggegtiatiggigtigatgtaageggaggtgtygagacaaatyg
tgtasaagacictaacaaaatagcaaatticgtcaaaaatgetaagaaataggitattactgagtagtatttattaagtattgtttgigoactigectatge
ggtotgaaataccgcacagatgegtaaggagaaaatacogeatcaggaaatigtaaacgtiaatatittgtiaaaaticgegitasatititg tiaaalc
agctcatttitaaccaataggecgaaalcggecaaaatcccitataaatcaaaagaatagaccgagatagggtigagtgttattccagtitggaacaa
pgagtccactattaaagaacgiggactccaacgicaaagggcgaaaasaccgictatcagggegatggcccactacgtgaaccatcaccctaatca
agtrtttggggicgaggtgecotaaagcaciaaatcggaaccclaaagggageccecgatitagagetigacggggaaageeggegaacytgge
gagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegetagggegcotggeasgtytageggteacgcetgegegtaaccaccacaccecgeege
gettaatgcgecgctacagggegogtegegcocaticgecattcaggetgegcaactgtigggaagggegalcgatgegggectcttegetattacge
cagctggcgaaaggggagatglgetgeaaggegattaagitgggtaacgecagggttticcecagtcacgacgtigtaaaacgacggcoagtgageg
cgegtaatacgactcactatagggegaaitgagtaccggecgoazattaaagecticgagegteccaaaaccticicaageaaggittticagtataat
gitacatgcgtacacgcgtetgiacagaaaasaaagaasaatitgaaatatasataacotictisatactaacataactataasaaasataaatagag
acctagacticaggtigtctaactecticetiticggttagageggatgtggogggaggacgigaatgtaagegtgacataactaattacatgactcgag
cggecgeggatecclagagagcetticgttitcatgagticceegaaticiticggaageitglcacttgetaaatiaacgttatcactgtagtcaaccggga
catcaatgatgacaggccceteagegitcatgectigacgeagaacatctgecagetggtctgglpatictacgegtaagecagtigetcogaagetit
ccgegtatitcacgalatcgatatticcgaaatcgacecgeagatgtacgattatatitittcaatigetggaatgeaaccatgicatatgtgctgtegticeat
acaalgtglacaaltggtgctittaaacgaactgcigictetaattccatagotyagaataagaaaccgocatcaccggagacigatactactititetec
cogiitcaccaatgaagogecgatltgcccaaggaagegcaacgecgagtgitgeatacegiiactaatcattaatgitaacgoctogtagetgegga
aataacgtgacatccaaatcgegtgigaaccgatategeaagicacigtaacatgaltcatecgacigegtttcgeaattetitaacgatttcaagaggat
geactctgtetgatitccaatetgeaggeacctgetcaccotcatgeatatatigtittaaatecagaaaggatcticigelcacgttccgeaaaptctacttic
acagcatcgigitcgatatgattgategtagatggaataicaccgatcagticaagatccagetgotaageatgatcaatgtcagecagaatetegtot
aaatggatgatcglceyggtciccatigacaticcagaatticggatcataticaaligggtcatageocgatigtcagaacaacatcagectgeicaagea
gcagatcgecaggcetggttgcggaataaaccgatceggecaaaatacigatectctaaatetctegtaagagtaccggeagetigatatgtitcaacg
aatggaagctgeactittttcaatagettgegazaccgetitaatcgeticeggtettccgeccticatgccgactaaaacgacaggaagittigetgtitga
atttilgcaatggecatactgatigegteatetgetgegggaccaagtittggegetgcgacagcacgtacgtittiigtattigtgacticatcacaacatet
tgcggaaaactcacaaaageggocceagectgccctgetgacactatectaaacgeatitgtaacagettceggtatatitittacatettgaacitctac
actglattttgtaatcggetggaatagcgecgeattatccaaagatigatgtgtcegtittaaacgatetgcacggatcacgticecageaagegcaacg
acagggtcaccticagtgttigotgicageaglieetgitgecaagitcgaagcacctagtectgatglgactaacacgacteeeggitticcagttaaac
ggcegactgcttgcgocataaatgetgcatittgitcatgecgggeaacgataatitcaggecctitatctigtaaagegtcaaataccgeatcaatititg
cacclgpaatgccaaatacatgtgtgacaccitgetccgetaageaatcaacaacaagetccgeceetctgetiticacaagggatititgticttitgtte
clittgicaacatgtcgactitatgtgatgattgatigatigatiglacagtitgtititicttaatatctatitcgatgactictatatgatattgcactaacaagaag
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atattataatgcaattigatacaagacaaggagttatitgctictctittatalgatictgacaatecatattgegtiggtagictitittgetagaacggttcage
ggaaaagacgceatcgeictitttgetictagaagaaatgecagecaaaagaalctcitgacagtgactgacageaaaaatgtctttitctaactagtaac
aaggctaagatatcagcctgaaataaagggiggigaagtaataattasatcateccgtataaacctatacacatatatgaggaaaaataatacaaaa
gigittiaaatacagatacatacatgaacatatgcacgtatagcgcccaaatgleggtaatgggateggegagetecagcttiigticecittagtgagg
gttaattgcgegcetiggcglaatcatggtcatagetgtticetgtglgaaaitgttatcegetcacaaticeacacaacataggagecggaageataaag
.tgtaaagcctggagtgectaatgagtgaggtaactcacatiaatigegitgegeteactgeecgetiiccagicgggaaaccigicgtgocecagetgcatt
aatgaatcggecaacgegeggpgagaggeggtiigegiatigggegetcttcegettectegctcactgactegetgegeteggtegttcggetgegg
c¢gagegatatcagetcactcasaggegytaatacggttatccacagaatcagggyataacgcaggaaagaacatytgagcaaaaggecagea
eaaggccaggaaccgteaaaaggcegegiigetggegtiiticcataggetecgeccocctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagicaga
ggtogegaaaccegacaggactataaagataccaggegittceccetggaagetccctegigogetctcctgttccgacceetgeegottaccggata
ccigteegectitcteccticgggaagegiggcgctitcicatagetcacgcetgtaggtatcicagticggtgtaggtegttcgetccaagetgggctotigia
cacgaaccccecgticageccgacegetgegecttaiceggtaactategicitgagtceaacceggtaagacacgacttategecactggeagea
gecaciggtaacaggattagcagagegaggtaiglaggeggigctacagagticitgaagiggtggcctaactacggetacactagaaggacagt
atttggtatcigcgctctgctgaagecagttaccticggaaaaagagitggtegetctigatceggcaaacaaaccacogeiggtagegotgotttitita
tttgcaagcageagatiacgegcagaasaaaaggatcetcaagaagatoctitgatetittictacgggatetgacgetecagiggaacgaaaacicacy
taagggatittggtcatg agattaicaaaaaggatcticacctagatccititaaattaaanatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaact
tgotctgacagttaccaatgeitaatcagtyaggcacctatetcagegatetgtetatticgttcatccatagttgectgactececegicgtgtagataacta
cgalacgggagggcttaccateigacoccagtygelgoaatgataccgegagacecacgetcaccggetecagattiateageaataaaccagera
gecggasgggocgagegcagaaglygtectgeaactitatcogectecalccagtotattaatigitgecgogaagetagagtaagtagitcgeecagt
taatagtitgcgeaacgtigttgecatigetacaggeategtggtglecacgetcgiegitigatatggeticattcageteecggticccaacgatcaaggeg
egttacatgateccceatgtigtgcasaaaagoggttagetecticggtectecgategtigicagaagtaagtiggocgagigtiatecacicatggitat
ggcagcactgcataaticictiacigtcatgccatecgtaagatgcttttciglgaciggigagtacicaaccaagteatictgagaatagtgtatgegge
gaccgagitgcicitgececggegtcaatacgggataatacegegecacatageagaactitaaaagtgetcatcatiggaaaacgttcticggggey
aaaacictcaaggatcttacegctatigagatecagticgatataacecacteqtgocacccaactgatcticageatctittactitcaccagegtitctoy
glgagcaaaaacaggaaggcaaaalgccycaaaaaagggaataagggegacacgyaaatgligaatactcatactcticctittcaatattatig
aagcattiaicagagitatigtcicatigagceggatacatatitpaatgtetitagasa aatzaacaaataggggticegegcacatitccecgaaaagly
ccacctgaacgaageatctgigeticatitigtagaacasaaatgcaacgegagagegctaatittticasacaaagaatetgagetgeatititacaga
acagaaaigcaacgcgaaagegetatittaccaacgaagaaictgigeticattittgtaaaacaaaaatgcaacgegagagcgctaattiticaaas
aaagaatctgagctgcattittacagaacagaaatgcaacgegagagegctaltttaccaacaaagaatctatactictititigtictacasaaatgeat
cccgagagegatatitttctancaaagcatcttagattactitititcicctitglocactctataatgcagteicitgataactititgeactgtaggtecgttaag
gitagaagaaggctactitggtgtciatiiicicticcataaaaaaagectgactccactteccgegtttactgattactagegaagctgcgagtgeattittt
caagataaaggcatccoccgatiatatictatacogatgtggatigegoaltactiigtyaacagaaagtgatagegtigatgaticticatiggtcagaaa
aftatgaacggtitctictatittgictctatatactacgtataggaaatgtttacatittegtattgttttegattcactictatgaatagttcttactacaattitttigic
taaagagtaataciagagataaacataaaaaatgtagaggicgagtitagatgcaagticaaggagepaasaggiggatggataggttatataggy
atatagcacagagatatatagcaaagagatacttitgagcaatgittgiggaageggtaticgcaatattitagtagctegttacagtccggtgeghitttg
gtittitgaaagtgcgtcticagagegetitiggttttcaaaagegetctgaagticotatactiictagagaataggaacttcggaataggaacticaaag
cgiticcgaaaacgagcgcticcgaaaatgoaacgegagetgcgeacatacagetcactgticacgtogeacctatatetgegigtigecigtatatat
atatacatgagaagaacggcatagtgegtgittatgettaaatgegtacttatatgegtctattiatgtaggatgaaaggtaglctagtaccicoigigatat
tatcecaticcatgcggggtategtatgeticcticagcactaccettiagetatictatatgetgecactecicaatiggatiagtetcatcottcaatgetate
afttccttigatatiggatcatattaagaaaccattatiatcatgacattaacctataaaaataggegtatcacgaggecetitegte

=SEC ID N°: 24
SEC ID N° 8.8 (pGV1664)

ttiggatcatactaagaaaccattattatcatpacattaacsiataaaaatagpegiatcacgaggeectitegtctegogegtttcgotgatgacggtoa
aaacctetgacacatgeagelcceggagacggtcacagctigicigtaagcggatgecgggageagacaageecgicagggogcglcageggy
tattggegaotgicgggactggcttaactatocggeatcagageagatigtactgagagtgcaccataccacagctiticaaticaaticatcattittttttt
alictitttitigatiicggtttctitgaaattititgaticggtaalctcegaacagaaggaagaacgaaggaaggagcacagacitagatigatatatata
cgeataigtagigtigaagasacatgaaatigeccagtatictteacceaacigecacagaacaaaaaccigeaggaaacgaagalasateatgteg
aaagctacatataaggaacgtocigetactcalectagiccigtigotgecaagctatitaatatcatgcacgaaaagcaaacaaactigtgigettcat
tggalgttcgtaccaccaaggaatiaciggagttagtigaageatiaggtcccaaaatitgittactaaaaacacatgtggatatetigactgatttttccat
ggagggcacagttaagccgctaaaggcattatcegecaagtacaattttitactcticgaagacagaaaatitgetgacattggtaatacagtcaaatt
gcagtactetgegggtgtatacagaatagcagaatgggeagacattacgaatgcacacggtatgotoggeccaggtatigttageggittgaagea
ggcggcagaagaagtaacaasggaacctagaggcectitigatgitageagaatigicatgcaagggeteoctatetactggagaatatactaaggg
tactgttgacatigcgaagagcaacaaagatitigtiateggetitatigetcaaagagacatoggtogaagagatgaaggttacgaltggtigatiatg

59



ES 2563040 T3

acacceggtgtgggtitagatgacaagggagacgcatigggtcaacagtatagaaccgtggatgalgtggtetctacaggatcigacatialtatigtt
ggaagaggaclattigcaaagggaagggatgctaaggtagagggigaacgttacagaaaagcaggclgggaageataittgagaagatgegge
cagcaaaactaaaaaactgtattataagtaaatgcalgtatactasactcacaaattagagcticaattiaaitataicagttattaccetatgeggtatg
asataccgcacagatgogtaaggagaaaataccgcatcaggaaatigtaaacgtiaatatittgttaaaaticgegtiaaatittigttaaatcageteat
ttittaaccaataggeocgaaatcggcaaaatecctiataaatcaaaagaatagaccgagatagggtigagigtigitccaglitggaacaagaglicca
ctattasagaacqgtggactceaacglcaaaggacgaaaaacegtetatcagggegatggeccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttititag
ggtcgaggtgcegtaaagcactaaateggaacectaaagggageccecgatitagagetigacggggaaagecggegaacatggegagaaag
gaagggeagaaagcgaaaggageoggcgetagggegotggcaagtgtageggtcacgetgegegtaaccaccacaccegecgegelttaaty
cycegotacagpgegegtegegecaticgecaticaggetgcgeaacigiigggaagogegatcggtgcgggccicticgetattacgocageiag
cgaaagggggatgtgotgcaaggegattaagtigggtaacgecagggtiiteccagicacgacgtigtaaaacgacggecagigagegegegtaa
tacgacicactatagggogaatigggtaccggecgcaaattasagecticgagegiceceasaacceticicaagcanggitticagtalaatgtiacatg
cglacacgegicigtacagaaaaaaaagaaaaatttgaaaiataaataacgitcttaatactaacataactataaazaaatanatagggacciaga
cttcaggttotctaactecttccttitcggitagageggatgtgggoggasggcytgaatotaagegtgacataactaatiacatgageggeegectatt
atggaatticttatcataatcgaccaaagtaaatetgtatitgacgtetcegetitecateettgtaaaggeatggelgacgecticticgetgateggaagtt
titccacccatatitigacattctitcggaaactaatticaatagligticgatitccticctagatcegatagcactgcltgagatigatactcccattaggee
caacggtittaaaacaagctiticaitaacticaggagcagceaattigaaacgatggageciccaalcticataalcliaacgatactgicaaaattaactt
tcgaceaagatgatgagcaaacgacaagaaggtecazagcegtiagagtatigitctgiccagecitatecticcaacatagcaatalagtgatcage
accgagtitcatagaatecteeegetiggagiggecicgocgaaaacgealaaacctcggctcccatagetttagecaacagaateeecatatgecca
ataccaccgatgecaacaatacciacecicttacciggaccacagecaltictiagtagtogagagaaaactglaataccaccacacaataatgga
gcggctagoogactiggaatattitctagtatitgaatageaaagtgttcatgaagectcacgtgggaggcaaagceclectigtgaaaltglageegteoct
tgtaaggagtccacatagtcaaaacglggtcatiggltacaglattgctegtigicactittgcaacgticacactcaaaacacgecaaggetigggeac
caacaccaacacggtcaccgatttitaccccagtgiggeactiggatecaaceticaccacgeggecaatiatticatglccaaggatitgattticiggg
actggaccoeaattaccaacggctatatgaaaatcagatcegeagataceacaggeticaatiicaacatcaacgtcatgategecaaagggtitl
ggtcaaaactcactaattiaggatgcticcaatcctiigcgiiggaaatacegatgeccigaaatittictgggtasagcatgtcgagicgaaactaaght
clggigtitaaaactaaaaaaaagactaactataaaagtagaatitaagaaglitaagaaatagatttacagastacaatcaatacctaccgictita
tatacttattagicaagtaggggaataatttcagggaaciggtticaaccitititticagciitiiccaaatcagagagagcagaaggtaatagaaggigt
aagaaaalgagatagatacatgcgtgggicaalttgectigtgicatcatitactecaggeaggtigcatcactecatigaggtigtgecegtitittgectgt
ttgtgccectgtictetgtagttgegetaagagaatggacctalgaactgatggitggtgaagaaaacaatatittggtgctgggatictitititiictggaty
ccagetlaazeagegggctceatiatatitagtggatgceaggaataaacigiicacccagacacctacgatgtitatatatictgtgtaaccegeccect
altitgggcatgtacgggttacagcagaattaaaaggctaatitiitgaciasataaagttaggaaaatcactactattaatiatttacgtatictitgaaalg
gcgaglattgataatgataaactggatccitaggatitaticigitcagecaaacagcttgeccattitctticagtaccticgglgcgecticittcgecaggat
cagticgatocagtacatacggttcggatcggecigggcectctticatcacgeteacaaaticgtittcogtacgcacastittagacacaacacggtect
cagitgcgecgaaggacteccggeagtitagagtagticcacatagggatategtigtaagactgglicggscegtggatetcacgcicaacggtgtag
ccglcattgttaataatgaagcaaatcgggtigatcttiicacgaatigecagaccsagticotgtacggtcageigeagggaacegicaccgatgaac
agcagatgacgagattctitatcagegatetgagageccagegeigecgggaaagtatagocaatgetaceccacageggctgacegataaaatg
gcititiggatticagaaagatagaagacgegecgaaaaagcelcgtacetigticcgocacgatggtticatigotetgggtcagotictccacggectge
cacaggegatcetgggacageagigegitagatgglacgaaatctictigettitigtcaatgtatiigectitatactegatttcggacaggtecagcaga
gagctgatcaggctiticgaagtcgaagitetggatacgotegttgaagatittaccetegtegatgttcaggetaatcatitigtittegttcagatggtgagt
gaatgcaccggtagaagagticggtcagtitaacgeccageatcaggatgeagicegcagalicaacaaatictitceggticagticgetcagagta
ccgtigtagatgeccaggaaagacggeagagectegtcaacagaggactigecgaagitcagggtggtaalcggeagtitggttitgctgatgaatig
ggtcacggicitctccagaccaaaagaaatgatitegtggecggtoatcacgatig gtiictitgcgtitttcagagactectggattitgticaggatiicct
ggtcgctagtgitageagtggagtitictiicitcageggcaggctcggtttitccgetitagetgcegeaacatccacaggeaggtigatgtaaactggttt
geglicttcagoagcgeagacagaacgeggtegatticcacagtagegiicictgeagicagocagegtacgtg cegoagtcacaggticatgeatttt
catgaagtgttigasategecgicagecagagtgtogtggacgaatitaccticgitetgaactttgcicgttgggetgectacgatateeaccaccgge
aggttttcggcgtaggageccgecagacegitgacggegetcagitegoccaacacegaaagtggtcagaaatgecgeggetitctiggtacgigeat
aaccatctgecatgtagettgegticagttcgtiagegitacecacceatitealgictitatgagagatgatctgatccaggaactgeagatigtaatcac
ccggaacgecgaagatttcttcgatacecagticatgcagacggiccagcagalaatcaccaacagtatacatgtegacaaactiagatiagattget
algctitcttictaaigagcaagaagtaanaaaagtigtaatagascaagaaaaatgasacigaaactigagaaaitgaagaccgtttattaacttaa
atatcaatgggaggicatcgaaagagaaagaaatcaasasaaaaaatiticaagaasaaagaaacgigataaaaatittiatigectitticgacgaay
aasaagaaacgaggcgglcictiitticititccanacciitagtacgggtaatiaacgacaccctagaggaagaaagaggygaastitagtatgctgt
gcttgogtgttitgaagtggtacggegatgegecggapicegagaaaatctggaagaglaaaaaaggagtagaaacattitgaagetatgagctcca
gcititgttcectttagtgagggttaatigegogetiggegtaatcatgotcatagcigtticetgtgtgaaatigttalccgctcacaaticcacacaacata
ggagccggaagcataaagtgtaaagectggagtgeclaatgagtgaggtaactcacattaatigegtigegceleactgecegetticcagtcgggaa
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acctgtegtgecagetgeattaatgaateggecaacgegcggggagaggeggiitgegtatigggegcetcticegeticcicgeteacigacticgetge
getcggtegttcogetgeggegageg gtatcageteactcaaaggeggtaatacggttatecacagaatcagagoataacgecaggaaagaacat
gtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaacoglaaaaaggcogogttgctggcgttrttocatag'gctcogcooooctgacgagcawacaa
aaatcgacgeicaagtcagaggtggegaaaccegacaggactatasagataccaggeglttcecectggaageteecicgigegetetectgttce
gaccetgeegeitaccggatacctgtecgectiicteccticgggaagegtgaegettictcatagetcacgetgtaggtatetcagticggtgtaggtegt
tegelccaagetgogetgtgigeacgaaccoocegticageccgacegeigegectiatccaataactategtettgagtceaacceggtaagacac
gacttatcgccactkygcagcageocaciggtaacaggattagcagagegaggtatatagycggtgctacagagticttgaagtagtggectaactac
ggctacactagaaggacagtatitggtatctgegeictgetgaagecagttaccttcggaaaaagagtiggtagetetigatceggeaaacaaacea
ccgctggtageagtagttittttgtitgeaageageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatecetitgatetittctacgggatctgacget
cagtggaacgaaaactcacgttaagagatitiggtcatlgagattatcaaaaaggatcitcacctagatectittaaatiaaaaatgaagttttaaatcaat
ctaaagtatatatgagtaaacttggictgacagttaccaatgcitaatcagtgaggeacctatetcagegatetgtctatticgticatccatagttgectga
ctecceglegigtagataactacgatacgagagggacttaceatetggeeccagtgetgcaatgataccgegagacecacgetcaceggotecagat
ttatcageaataaaccagccagecggaagggecgagegeagaagtggicctgeaactitatcegeclecatecagtctattaatigitgccgggaag
ctagagtaagtaghicgecagttaatagtttgegeaacatigtigeeattgetacaggeategtogtgteacgetegtogtitggtatagettcattcagetc
cggticecaacgatcaaggegagtiacatgateccecatgtigigcaaaaaageggttagctectteggiectecgategtigicagaagtaagtigge
cgcagtgitatcactcatggttatgacageacigeataatictetiactgteatgecatecgtaagatgettticigtgactgatyagtactcaaccaagica
tictgagaatagtgtatgcggcgacegagitgcletigeocggcgteaatacyggataatacegegecacatageagaacttiaaaagigeteatcatt
ggaaaacgticticogggcoaaaacicicaaggatcttaccgetgttgagatceagticgatgtaacecactegtgeacccaactgatcitcageatet
tttacittcaccagogtttctagglgageaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgitgaatacteat
actcttccittticaatattatigaagcatitatcagggttattgicteatgageggatacatatitgaatgtatitagasaaataaacaaataggggticcge
gcacatttcccegaaaagtgccaccigaacgasgcatctgtgcticatttiglagaacaaaaatgeaacgegagagegctaatititcaaacaaaga
atctgagetgeatitttacagaacagaaatgcaacgegaaagegcetatiita ceaacgaagaalctgigeticatitiigtaaaacaaaaatgcaacge
gagagcgclaatiittcaaacaaagaatcigagetgeaittitacagaacagaastgcaacgegagagepctatittaccaacaaagaatctatactt
ctititigttctacaaaaatgcatccocgagageyetatittictaacaaagcatcttagattactittttictecttigtgeg ctctataatgoagtctctigataact
fitgcactgtaggtecqttazgotiagaagaaggctactitagtgtetatitticteticcalaaaaaaagectgactecacticcegegtitactgattacta
gcgaagctgegggtgeattiitcaagataaaggeatccecgatiatatictatacegatgtogatigegeatactitgtgaacagaaagtgatagegtt
gatgattcticattggicagaaaattatgaacggttictictatittgictctatatactacgtataggaaatgittacatittegtatigtittcgaticacictatga
atagtictiactacasttititgtctaaagagtaatactagagataaacataazaaatgtagaggtcgagtttagatgeaagitcaaggagegaaaggt
ggatgggtaggttatatagggatatagcacagagatatatageaaagagatactitigagcaatgtitgtogaageggtattcgeaatatittagtaget
cgttacagiccggtgcgttitiggtititigaaagigegtcticagagegctittggitticaaaagegetctgaagticotatacttictagagaataggaact
cggaataggaacticaaagcgiticcgaaaacgagegettcecgaaaatgcaacgcgagetgegeacalacageteacigticacgicgeacctat
atctgegtattgectplatatatatatacatgagasgaacggcatagtacaigtitatgettaaatgogtacttataigegiotatttatgtaggatgaaagg
tagtctagtacchcctgtgatattatoccatlccatgogggglatcgtatgcttccttcagcactaccclttagctgttctatatgctgccactccicaattggat
tagtcicatccticaatgctatcatiicotiigala

=SEC ID N°: 25
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egegegtitcggtgatgacgygtgaaaaccictgacacatgcagetcceggagacggtcacageitgictgtaageggatgecgggageagacaa
gcecegteagggegegtcagegggtatiggeaggtoleggagctggettasciatgeggcatcagageagatigtacigagaglacaccataaacg
acattactatalatataatataggaagcatitaatagacagcatcglaatatatgtgtactitgcagttatgacgecagatggeagtagiggaagatatic
ttatigaaaaatagctigtcacctiacgtacasteitgateeggagettitctitittgecgattaagaattaaticy gteg aamaaagaaaaggagagg
gccaagagggagggjcattggtgactatigageacgtgagtatacotgatiaageacacaaaggcagoitggagtatgtctgttattaatitcacaggt
agitctggtccattggtgaaagtitgeggetigragagcacagaggecgeagaatgtigetciagaticegatagctgactigetgggtattatatgtatgee
caalegaaagageacaatigacceggttattgcaaggaaaatitcaagictigtaaaageatataaaaatagticaggcactccgaaatactigottg
gegtgtttcgtaatcaacctaaggaggatgiittagelctoatcaatgattacgocatigatatcgtocaactgcatggagatgagteatggeaagasta
¢caagagticctoggtitgecagitattaaaagactegtatticcaaaagactgeaacatactacicagtgeageticacagasaccieattegtitatic
ccitgittgaticagaageaggtgggacagatgaactitiggatiggaactcgatitctgactgy gitggaaggeaagagageeccogaaagettacatt
ttatgtiagctggtggactgacgocagaaaalgtiggigatgegetiagatiaaatggcgtiatigoigitgatgtaageg gagotgtggagacaaalgg
tgtaaaagacictaacaaaatagcaaalticgtcaaaaatgctaagaaataggitattactgagtagtatttatitaagtatigittgtgcacttgectatge
ggtotgaantaccgeacagatgegtaaggagaaaataccgeateaggasatigtaaacgtiaatatitigttaaaaticgegttaaatttitgtiasate
agcteatitittaaccaataggecgaaatcggcaaaalecctiatanatcasaagaatagaccoagatagggitgagigtigticcagtitggaacaa
gagtecactatiaaagaacylggaciccaacgicaaagggegaaaaacegtetatcagggcgatggeccactacaigaaccatcaccotaatca
agttitttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaacectaaagagageocoegatitagagetigacggggaaagecggegaacgiyge
gagaaaggaagggaapaaagcgaaaggagcegggcgctagggegctgacazgtgtageggtcacgctgcgegtaaccaccacaccegecge
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gclttaatgegecgetacagggegeategegecaticgecaticaggetgegcaactgtigagaagggegateggigegagectoticgctatiacge
cagciggcgaaagggggatutgcigcaaggegattaagitgggtascgocagggtiticecagtcacgacgiigtaaaacgacggecagtgagey
cgcgtaatacgacicactatagggegaatigggtaccggecgeaaatiaaagecticgagegicccaaaacctictcaageaaggtiticagtataat
gltacatgcgtacacgegiciglacagaaaaaaazgazaaattigaaalztaaataacgticttaatactaacataactataaaaaaataaataggg
acctagacttcaggttgtetaactocticetittcgottagageggatgtgagagyagagegtgaatgtaageglyacataactaattacatgactcgag
cggccgeggateccgggaattcgtogactitatgigatgatigatigattgatigiacagtitgtititciiaatatctatttcgatgacttctatatgatatigea
ctaacaagaagatattataatgcasaitgatacaagacaaggsgtiatitgettcictittatatgatictgacaatccatatigcgttgglagtctittitgetog
aacggitcageggaaaagacgeategelctittigetictagaagaaatgccageaaaagaateicttgacagtoactgacageaaazatotcttiitc
taactagtaacaaggctaagatatcagecigaaataaagggtogtgaaglaataatiaaatcatcegtataaacciatacacatatatgaggaasa
ataatacazaagigtittanatacagatacatacalgaacatatgcacgtatagegeccaaatgtcggtaatggaatcggegagctceagctittgtic
ccittagtgagggttaattgcgegottggogtaateatggteatagetgtitccigtotgaaattgttatccgetecacaaticcacacaacataggagecyg
gaagcataaagtigtasageclggggtgectaatgagtgaggtaactcacatiaattgegitgcgeteactgeccgcetticcagtcgggaaacctgteg
taccagetgcattaatgaateggecaacgegegygagagaggegotiigegtatigogegeteticegeticetegeteactgactegetlgegoteggte
altegyctgeggogagegatatcagetcactcasaggeggtaatacggtiatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgageaa
aaggccageaaaaggccaggaacegtaaaaaggcegegtigetgocotititccataggetoogececocctgacgageatecacaaaaatogacy
ctcaagtcagaggtggcgaaaccegacaggactataaagataccaggogiticceoctggaageterclegtgegetetectgticegacectgoeg
cttaccagatacetgtecgectiicteccticgggaagegiggcgetitcteatageteacgetgtaggtatctcagticggtgtagategttcgetccaag
ctgggeigtgtgcacgaaccececgticagocegaccgetgegecttatecggtaactategtcttgagtceaacceggtaagacacgactiategee
actggcagcagccactgglaacaggatiageagagegaggtatglaggeggtgetacagagticitgaagtgatggectaaciacggetacactag
aaggacagtatitggtatctgegetctgctgaagccagttacctticggaaaaagagtiggtagetetig atcecggeaaacaaaccaccgeiggtage
ggtggtittitigtitigeaagecageagattacgcgcagaanaaaaggatctcaagaagatectiigatetitictacgagatetgacgctcagtggaacy
aaaacicacgitaagggattitggicatgagattaicaaaaaggatcticacctagatectittaaatiazaaatgaagttitaaatcaatctaaagtatat
atgagtaaactiggtctgacagitaccaatgcitaatcagigaggcacciatctcagegatetgtctatttcgttcalccatagttgectgacteccegtogt
gtagataactacgatacgggaggocttaccatciggececagtyelgeaatgataccgegagacceacgeicaceggelccagatitaicageoaat
aaaccagecagecggaagggccgagoycagaagiggicelgeaacittalecgectecatocagtotaitaatigtigeegggaagcetagagtaag
tapgticgccagttaatagtitgcgeaacgtigtigccattgetacaggeategtgotgtcacgetcgiogittggtatggeticaticagetecggticoeaa
cyatcaaggegagtiacatgalcccocatgtigigcaaaaaageggttagetccttcggtecicegategtigicagaagtaagttggecgcagtatiat
cactcatggttatggcagcactgceataatictcettactgtcatgecatccgtaagatgcttitcigtgactggtgagtactcaaccaagtcattetgagaata
gltgtatgeggogaccgagiigeleitgoceggcgicaatacgggataataccgogecacatagecagaactitaaaagtgcicatcatiggaasacgtt
cticggggegaaaacicicaaggaletiaccgctptigagatecagitegatgtaacceactegtycacceaactgateticageatettttactttcace
agcgiticigogtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaaggygaaieagyggogacacggaaatgtigaatactcatactcttoctittt
caatattaitgzagcatitatcaggaitatigicicatgageggatacatatitgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggticegegeacatitcce
cgaaaagigceaceigggleciiticaicacyigeialaaaaataatialaatttaaatitittaatataaaiatatasalteasaatagaaagtanaaaa
agaaattaaagaasazatagttitigtittocgaagatyglazaagactctagagggatcgecaacaaatactacetittatotigetoticotgetetcagg
lattaalgcegaatigtticatctigtctgtgtagaagaccacacacgaaaatectgtgatiitacatittacttatcgttaatcgaatgtatalctatitaatety
cliticiigtctaataaatatalatgtaaagtacgettitigitgaaatittttaaaccittgitiatittittticitcattccgtaacictictacctictitatitacitictaa
aatccaaatacaaaacalasaasztaaataaacacagagtasaticccaaatiattccatcattaaaagatacgaggegegiotaagttacaggea
agcpatccgtcctaagaaaccattattateatgacatiaacctataaasataggcgtateacgaggeectiicgle

= SEC ID N°: 26
SEC ID N° 8.10 (pGV1673)

tcgegegtitcggtgatgacgytgaaaacetetgacacatgeageteccggagacggteacagcetigictgtaageggatgecgggagcagacaa
geecgicagggegegicagegagtgttageggatgtegggactpgettaactatgeggeatcagagragattgtacigagagtgcaccataascy
acaftactatatatataatataggaagcatitastagacageategtaatatatgtglacttigeaghatgacgccagatggcagtagtggaagatatic
ttiatigaazaatagettgtcaccitacgtacaatcttgatccggagetittctititiigecgattaagaattaaticggtcgaaaaaagaaaaggagagg
gccaagagggagggcatiggigactatigagcacgtgagtatacgtgatiaagcacacaaaggcagetiggagtatgtetgtiatiaatitcacagat
agttctggtccattggtgazagittgeggetigcagageacagaggecgeagaalgtgctclagaticegatgetgacttgetgogtattatatgtgtgee
caatagaaagagaacaatigacccggttatigecaaggasaatttcaagictigtaaaageatataaaaatagticaggeactccgaaatactiggttg
gegigtitcgtaatcaacctaaggaggatgtittggetetggicaataattacggeatigatategiccaactgeatgyagatgagtcgtogcaagaata
ccaagagttectcggtitgceagitattaaaagactegtatttccaaaagactgeaacatactacicagtgcageticacagaaaccicaticglittatic
ccitgtitgattcagaageaggtgggacaggtgaactitiggatiggaactegatitcigactgggiiggaaggeaagagageccecgaaagetiacatt
ttatgttagctggtggactgacgecagaaaatgtiggtgatgegetiagattaaatogegtiattygigtigatgtas pcggaggtotagagacaaatgy
tgtaaaagactctaacaaaatagcaaatitcgtcaaaaatgctaagaaataggtiaitactgagtagtattiatitaagiatigtiigtgcactigectatge
gotginaaataccgcacagatgegteagoagaaaataccgcatcaggaaatigtaaacgttaatatittgttaaaattcgegitaaattittgtiaaate
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agcicatitittaaccaataggecgaaatcgooaaaateccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggiigagtgtigticcagtitggaacaa
gagtceactattaaagaacglggacticcaacytcaaagggcgaaaaaccgtetatcagggegatggeccactacgtgaaccatcacoetaatca
agttttitgggotcgagatgecgtaageactaaatcggaaccotaaagggageccccgatitagageitgacggggaaagecggcgaacatgge
gagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagegggegelagggegetggcaaglgtageggtcacgetgegegtaaccaccacaccegeogs
gcttaatacgecgctacagggegegticgegecaticgocattcaggetyegeaacigtigggaagggegateagigegggectcitegetattacge
cagctggegaaagggagatgtgetgcaaggegatiaagttgggtaacgccagggtiticceagtcacgacgitataaaacgacggecagtgageg
cgcgtaatacgactcactatagggcgaattggglacoggccgcaaaltaaagoctlogagcgtcccaaaacct_tctcaagcaaggttttcagtataat
gttacatgcgtacacgegtcigtacagaaaaaaaagaaaaatiigaaatataaataacaiicttaatactaacataactataaaaaaataaataggg
acctagacticaggtigtctaactccitcctiiteggttagageggatgtogagggagagegigaatgtaagegigacataactaatiacatgactegag
cggccgcagatecctagagagetttcgtiticatgagticeoegaatictiicggaagetigtcactigctaaattaacgitatcactgtagicaaceggga
catcaatgatgacaggcecctcagegttcalgectigacgcagaacaltetgecagctgatetggtaatictacgegtaagecagtigetocgaagetit
ccgegtatitcacgatatcgatatttcecgaaategacegoagatgtacgattatatititicaattactggaatgcaaccaigicatatgtgetgteg iceat
acaatgtgtacaattggtgcttitagacgaactgcigtctctaaticcatagetgagaataagasaccgecatcaccggagacigatactactitticice
cggittcaccaatgaagegcecgatigcccaaggaagegcaacgecgagtgtttgcatacogttactaatcattaatgttaacggctegtagelgocgga
aataacgtgacatccaaategogiotgaaccoatatcgcaagtecactgtaacatgatcategactgegtitcgcaatictitaacgatticaagaggat
gcactctgtcigatticeaatctgeaggeaccigetcaceetealgoatatatigtittaaatcagasagp ateticigeteacgticegeaaagictactttc
acageatcgigticgatatgattgatcgtagatggaatatcaccgatcagitcaagatecggetggiaageatgatcaatgtcagccagaatetegiet
aaatggatgatcgtocgatetecatigacattceagaattieggateatattcaatigggtcatagecgatiotcagaacaacatcagectgctcaagea
gcagategecaggetggitgcggaataaaccgatecggecaaaatacigatecictaaaltcteicgtaagagtaccggeagcligatatgtticaacg
aatggeagcetgcactiitticaatagettgcgaacegctitaatcgettccggtcticegoecttcatgecgaclaaaacgacaggaagitiigetgitiga
attittgcaatggccatactgattgegtcatetgetgocgggaccaagtitiggegotgegacageacgtacgtitttigtatttgtgacticattcacaacatct
tgcggaaaacteacaaaageggccccagectgecctgetgacgctatectaaacgeattigtaacagoticeggtatatiititacatctigaactictac
acigtatitigtaatcggctgoaatagegecgeattatccaaagatigatgtgteegttitaaacgatetgcacggateacgttcccagcaagegcaacy
acaggyicaccticagigtitgctgtcageagtecotgtigecaagticgaageacetggtectgatgigactaacacgactcecggtiticcagitaaac
ggcegactgetigegecataaatgetgcattitgticatgeceggacaacgataatticaggeectttatctigtaaagogicaaataccgeatcaattitty
cacctggaatgccaaatacatgtgtgacacciigetccgetaageaatcaacaacaagcetecgeccctetgctittcacaagggatttigttetittgitg
ctittgicaacatgicgactiiatgtgatgattgatigatigatigtacagttigttiticttaatatctatitcgatgacitctatatgatatigcactaacaagaag
atattataatgcaatigatacaagacaaggagttattigctictctittatatgatictgacaatceatatigegitggtagtcitiittgetggaacggticage
ggaaaagacgcatcgeicttittgcttctagaagaastgecagcaaaagaatcictigacagigactgacagcaaaaatgictittictaactagtaac
aaggctaagatatcagectgaaataaagggtggigaagtaataatiaaalcatcegtatazacclatacacatatalgaggaaaaataatacaaaa
gigttttazatacagetacatacatgaacatatgcacgtatagcgcecaaatgtcggtaatgggateggegagetecagetitigticectitagtgagg
gttaattgcgegetiggegtaateatggtcatagetgtitectgtgtgaaatigtiatecgcteacaaticcacacaacataggagecggaageataasag
igtaaagectggagtycctaatgagtgaggtaactcacattaatigegtigegetcactgeeegetticcagicgggaaaccigtogtgeeagetgeatt
aatgaatcggecaacgcgeggggagaggeggttigegtatigggegeteticegeticetegetcacigactegetgogeteggtegticggetgegg
cgagceggtatcagetcacicasaggeggtaatacggttatccacagaatcagggoataacocaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagea
gaaggccaggaaccgiraaaaggccgegitigetogegtttiiccataggetecgeecceetgacgageatcacaaaastcgacgeicaaglicaga
ggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtticccoctggaagetecctegtycgetctcetgliccgacecigecgetiaceggata
coigtcegectitoteecticgygaagegtggegettictcatagetcacgetgtaggtateteagitcggtgtaggtegitegctecaagetgggetgiate
cacgaaccccecegilcagecegacegetgegecttatceggtaactategtcttgagiccaacecggtaagacacgactiategecactggcagea
gocactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgetacagagticttgaagtggiggcctaactacggetacactagaaggacagt
atttgotatctgépctetgetgaagecagttaceticagaaaaagagttggtagetctigatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtgatittiitg
titgcaageageagatiacgegeagaaaaaaaggatclcaagaagatectitgatetitictacggggtetgacgctcagtggaacgaasscicacg
ttaaggaatttiggicatgagattatcaaaaaggatciicacctagatccttitaaattaasaatgaagttitaaatcaalclaaagtatatatgagtaaact
tgotctgacagttaccaatgettaatcagtgaggeacciatctcagegatctgtetatitcaticateeatagtgectgactceccgtegiglagataacta
cgatacgggagggctiaccalctggecooagtgetgeaatgataccgegagacecacgctcaccggctecagattiatcagcaataaaccageca
gecggaagggecgagegeagaagtygtectgeaactitatcegectceatccaglctatiaaltgtigecaggaagctagagtaagtagticgecagt
taatagtitgegcaacgtigttgccatigetacaggeatogtggtateacgctegtegtitggtatageticattcagetecggticecaacgateaaggeg
agttacalgatccoccatgtigtgcaazaaageggttagetecticggtectccgategtigtcagaagtaagtiggecgcagigttatcacticatggttat
ggcagcactgeataattcicttactgtcatyceateogtaagatgetittctgtgactggtgagtactcaaccaagtcatictgagaatagtgtatgegge
gaccgagtigetetigeccggegtcaatacgggataatacegegecacatageagaactitaaaaglgeicatcatiggaaaacgiciicogggeg
anaactctcaaggatetiaccgetgiigagateeagttcgatgtaacceactegtgcacecaacigateitcageatctittaciticaccagegttictag
glgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcanaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatacicatactcttcctititcaatattatty
aagcatttatcagggtiatigictcatgagcggatacatattigaatgtatitagaaaaataaacaaataggggiiccgegeacatitceccgaaaagty

ccacctggatecttitcatcacgtgetatazaaataatiataattiaaatitittaatataaatatataastiasaaatagasagtaaaaasagaaatiaaa
gaaaaaatagtittigtittccgaapatgtasaagactctagggggatcgecaacaaatactacciittatcigetelicetgeteteagotatiaatgeog
aattgtttcatctigtctgtgtagaapaccacacacgaaaatocigtgattttacatitiacitaicgttaatcgaatgtatatictatitaatetgotiticitotcta
ataaatalatatgtaaagtacgctititgitgaaattititaaacctitgtitatitititttcticattcegtaacictictacclictitaittacttictaaaatccaaat

acaaaacateaaaataaataaacacagaglaaaticccaaattatticcatcatteaaagatacgaggegcglgtaagttacaggeaagegatcog
icctaagaaaccatiatiatcatgacatiaacctataaaaataggegtatcacgaggeceiticgte

= SEC ID N°: 27
SEC ID N° 8.11 (pGV1677)
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tcgegcgtiteggtgatgacggigaaaacctetgacacalgcageiceeggagacggtcacagcttgtetgtaageggatgecgggageagacaa
geeegteagggegegicagegggiatygegggtgieggggetggetiaactatgeggeatcagageagatigtacigagagigcaccataaatic
ccgitttaagagcttgylgageactaggaglcactgecaggtategttigaacacggeattagicagggaagicataacacagtoctitceogeaatiit
ctittictattacictiggeciccictagtacacictatatitttttatgceclecggtaatgatiticatitittittitccocctageggatgactcittitttitcttage g atig
gcattatcacelaatgaaliatacattatataaagtaatgigatitcticgaagaatatactearaaalgagraggcaagataaacgaagycaaagat
gacagagcagaaagccciagtaaagegtatiacaasigaasccaagaticagatigegatetetitaaaggatggtecectagegatagageactc
gatcticccagaaaaagaggeagaagcagtagecagaacaggecacacaatcgeaagtgaitaacgtccacacaggtataggatitctggaceat
algatacalgcictggocaageaticeggetggtegeiaatogtigagitgeatigglgacttacacatagacaaccatcacaccacigaagacigeogg
gattgcicteggtcaagettitaaagaggocctaggggecatgeatggagtaasaaaggttiggatcaggatitgegectitggatgaggceactitccag
agcgglagtagatctitcgaacaggecegtacgcagtitgtcgaactiggtitgeaaagggagaasgtaggagatctcictigegagatgatecegeatit
tetigaaagctttgcagaggotagcagaattaccctecacgttgatigtetgegaggcaagaatgatcstcacegtagigagagtgcottcaaggetet
tgcggtigocataagagaagecacctegeccaatogtaccaacgatgttcoclccaccaaaggtgticttatgltagigacacegattattiaaagetge
agcatacgatatatatacatgtgtatatatylatacctatgeatglcagtaagiaigtatacg aacagtatgatactgaagatgacaaggtaatgcatca
tictatacgtgtcatictgaacgaggegegctitcottittictittigetititctittittitctetigaactcgacggatetatycggtgigaasiaccgcacagat
gegtaaggagaaaatacegcatcaggaaatigtanacgttaatalittgtiaaaaticgegtiaaatitigitaaatcageteatitttiaaccaataggee
gaaatcggcaaaatccciiataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagigtigticcagtitggaacaagagiccactattaaagaacglgg
aclccaacgtoaaaggacgaaaaaccgtictatoagggegatggeceactacgtgaaceatcacectaatcaagtititiggggtegaggtgccgta
aagcacteaaicggaaccciaaagggageccecgatitagagetigacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaag
cgaaaggageggacectagggcgctggcaagtalageggicacgelycacataaccaccacaccegeegegoitaatgcgccgetacaggac
gogtegegecaticgecaticaggeigegeaactgitgggaagggegateggtgogggectcticgctatiacgecagetggegaaagggggatgt
getgesaggegattaagitgggtaacgeeaggatittoccagteacgacgtigtasaacgacggecagtgagegcgegtaatacgacicacialag
ggcgaattiggglaceggecpecaaattaaagecticgagegtcecaaaacciictcaageaaggitticagtataatgttacatgcgtacacgegtetgt
acaganaananagaaaaattigaaatataaateacyitcitaatactaacataactataaaaaaataaatagggacctagacticaggitgtctaac
toclicctiitcggttagageggatgtgguggoagygcyigaatgtaagegtgacataactaattacatgageggecgeagatcetitaaccegcaaca
gcaatacgtitcatatetgteatatageegegeagtitctiacctacetgeteaatcgeatygetigegaategeiteghicacatcacgeagtigeccgttat
ctaccgegecticeggaatagetitacecagglegoecggtigeagetetgecataaacggtiteageaacggeacacaagegtaagagaacagat
agitaccglacicageggtateagagataaccacgttcatitcgtacagacgettacgggegatagtattggeaaicageggeagetegtgeagtgat
tcataatatgcagacticiicaatgatgecggaatogaccatggtticgaacgocagticaacgoccgeiticaccateg caatcatcagiacooctitat
cgaagtactectgcicgccgatittgecitcatactgegocgeggtitcaaacgooatititgecggteicitcacgeccaggtcageagtitcttateaicgtt
ggeccagltecgecalcataceggaagagaattcgecggagatgatgtegtecatatgtttctggaacaggggtgecatgalcictiicagetgticaga
aagegcataageacgeagtitegecgggitagagagacggtecatcatcagggtgatgecgeeclgiticagtgetteggtgatgglitcecaaccga
actgaatcagitttictgeglatgetggalcgglaccticticcaceagettgtegaageacageagagagecageeigeaacataccgeacaggatg
atiigclegeccatcaggicagatitcacticogcaacgaaggacgaticcagcacacccgcacggtgaccaccggttgcagecgoccaggctitga
caatcgecatgeottcgectitcggatcgtiticcgggtgaacggeaatcagegicggtacgecgaacceacgtitgtacicticacgeacttoggtgect
gggcatttcggecgeaaccatcactacggtoatatetiiacggatetgetcacccacticgacgatgtigaaaccgtgogagtagceeagegocgege
cotctticatecagtggcigtacygtgegeactacateagagtgctgetigtceggegtcaggtisatcaccagateegectgtaggatcagticitegiaa
glacccactitaaaaccattticggtegettiacgecaggacgegegeticteggcaategetictitacgcagagegtaggagatatcgagaceaga
atcacgcatgtticegoccotggiicagacecigigecgccacageegacgatgactacttitttacectgaaggtageicgegecatcggogaaticate
geggeccalelcgagtegaaactaagtictggigtttiaaaactaaaaaanagactaactatanazgtagaatitaagaagtitaagaaatagatita
cagaattacaatcaatacclacegtctitatatacttattagtcaagtaggggaataattticagggaaciggtitcaaccttittiticagetititccaaatea
gagagagcagaaggltaatagaagglotaagasaatgagatagatacatgegtggatcaatigectigtgtcateatitactccaggoaggtigeate
actccattgaggttyigocogtititigesiatitatgccccatgticictgtagitgegctaagagaatggacctatgaactgatogttgotgaagaaaacaa
tattttggtgcloggattctiitititiciggatgccagcttaaaaagegagcetccattatatitagltogatgeccaggaataaacipticacccagacacctas
gatgltatatatictgtgtaacccgeccectatitigggoatglacgogttacagecagaattaaaaggetaatiittigactaaataaagttagganaatea
claciaitaattatitacgtatictiigaaatggcgagtattgataatgatasaciggatccicatccacecaacticgatitgtetettactgececcttategg
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ctgaagtagecaatgaageataagcectaagggogaaacttactigacgticictatiittaggagtceaagecitateicatciggeatetigigettetat
tettgeagecaalicagegtctgagactigtaatiggataccictatiigggatatetatggegateaaateteeatcitcaateaatceaatcgaaceace
agaagctgectetggtgatacgigaccgatacttaaaccegaagtgecaccagagaatelacegicagigataagggeacaageltticetagicee
atggacttcaaaaatgaagttgoglaaagcatitcetgeatacctggtecticoctiiggtcecteatatctiatcactaccacglctectgetaccaccttte
cgecaagtatagectcaacageategtctigactticgtaaacittagoggotccagtaaatitcaaaatactateatetacaccageagiiticacaalg
caaccattticagcgaagtttccatateatacigetaaaccaccatecttactataagcatgetcaagegatcttatacatcealtigetctatcatcgteea
aaglgtcccacctacagtetigegagaatgetigggtagitctgatecctyctggacetgeccigaacatgtiiticacggeateatctigagttaacatga
catcgtatigetctaatgictgtggaagtgitaaacccaatacaticticacatcoctgtitaaaagaceogctetgiccaactceectaaaataccaata
accectectgeacgatgaacgicticeatgigatacitttgagttgatggtgcaaccttacataactgtggaaccitacgtygaaagcettgicgatatcaga
catggtoaaatciaictcagetictigggctgcagctagaagatgtaagaccgigtitgtactaccacesattgcaatatccaatgicatggeattticga
atgcagccitigaagciatattccteggtaatgetgattcatcatitigttcgtaataccititicgttagiiccacaatictitttceggeatttaagaacaatiget
ttetgtetgeatggotegetaataatgaacestitectggttgagataaacctagageticagicaageanitcatagagttageegtgaacaticcactg
caagaaccacaagtiggacatgeactictitcaactiggictgactgegagtetgaaacittiggalctgcacctigeatcatigeatecacaagatcaz
gtttgatgatctgatcactiaactiagtittaccagectecatigggocgecagatacgaagattacigggatgticaatctcaaggacgecatcaacata
ccaggcgttaicitatcacaattagagatacaaaccattgcateggecacaatgagesttaaccatataticgactgagticigcaattaaticictcgatg
gtaaagagtataacataccgecatgecccatagetatacegtegtecacageaatagiattaaactettitgegacaccaccigeagcetteaattigiic
ggcaacaagcttacclagatcacgcaaatggacatgacceggaacgaatigtgtaaaagagitgacgacggcaatgattggcetitccgaaatelge
atcagtcatgceagtcatgtcgacaaactiagattagaligetatgeitictitctaatgagcaagaagtaaaaaaagtigteatagsacaagaaaaat
gaaactgaaaciigagaaaitgaagaccgtitattaacttaaatatcaatgggaggicatcgaaagagaaaaaaalcaaaaaaaaaatiticaaga
aaaagaaacgigataaaazatitttattgectiittcgacgaagaaaaagaaacgaggoggtcictititicttitccaaaccittagtacgggtaattaacy
acaccctagaggaagaaagaggggaaatitagtatgcigtgetigggtgttttgaagtggtacggegatgegeggagteegagaaaatctggaag
aglaaaaaaggagtagaaacatititgaagctatgagetccagetittgticectttagtgagggitaattgegegetiggegiaatcatggteatagetgtt
tcctgtatgaaatigttatcepeteacaaticcacacaacataggagecggaagcatacagtotasagectggggtgectaatgagtgaggtaacic
acattaatigcgiigegctcactgecegetitccagtcgggaaacctglcgtgecagetgeatiaatgaatcggecaacgegegggoagaggegattt
gegtattgggegeteticegettcelcgeleactgactegetgegeteggiegttcggetgeggegageggtateagetcacicaaaggeggtaatacg
gttatccacagaatcagggoataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecageaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegtigety
geotitticeataggetccgeocceccigacgageatcacaaaaatcgacgeicaagtcagagatggcgaaacccgacaggactataaagatacea
agegtttcccoctggaagetecctogigegetetectgttcogacectgaecgettaccggatacetgtcegectitcteccticgggaagegiggogcttic
{catagctcacgetglaggiatetcagitegatgtaggtegticgetccangetggactgigtgeacgaaccececgitcageeegacegetgegectt
atcegglaactategtictigagltccaacceggtaagacacgacttatcgecactiggcagcagecaciggtaacaggatiageagagegaggatatgt
aggegatgetacagagtictigaagtgglggectaactacggctacactagaaggacagiattiggtatctgegcictgctgaagecagttaccticgg
aaaaagagliggtagctictigatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtgotittititgtitgcaagecageagatiacgegcagaaaaasagy
atctcaagaagaiccittgaicttttctacggggtotgacgetcagtggaacgaaaactcacgtiaagggatitiggtcatgagattatcaaaaaggalc
tteacctagatectittaasttaaaaatgaagittiaaatcaatctaaagtatatatgaglaaactiggtctgacagtiaccaatgcttaatcagtgaggea
cclatcicagegatctgtetatticgticatccatagitgcetgactececgtegtagtagataactacgatacgggagyggctiaccatctggecccagtget
gcaatgataccgegagacccacgetcaccggetecagatitatcagecaataaaccagecagecggaagggecgagegeagaagtgglicctgea
actttatecgectccalccagtetatiaatigttgecegggargctagagtaagtagticgecagtiaatagtiigegeaacgtigtigecattgelacagge
atcglggtgtcacgetegtegttiggtatggcticaticagetccggticccaacgatcaaggegagtitacatgateccocatgiigigecaaaaaagegyg
ttagetecticggtectocgategttgicagaagtaagtiggecgeagtgtiatcacicatggttatggeageacigeataaticicitacigtcatgecate
sgtaagaigetitictgtgactagtgagtactcaaccaagteaticigagaatagtgtatgeggegaccgagtigetctigeccggegtcaatacgggat
aataccgegceeacatagcagaactitaaaagtgotcatcatiggaaaacgticticgaggegaaaactcicaaggatcttaccgotgtigagatecag
ttegatgtaacecaciegtgeacceaactgateticagealtcitttactticaccagegtitctggotgagecaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaa
asaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatacteticettiticaatattatigaageatitatcagggtitattgictcatgageggatac
atatitgaatgtattiagasasataaacaaataggggliccgegcacatttccecgaaaagtgccaccigaacgaageatetgigeticatitigtagaa
caaaaatgcaacgcgagagcegctaatiiticaaacaaagaatctgagctgealtitacagaacagaaatgcaacgcgaaagcgctatitaccaa
cgaagaatctgtgeticatittiglaaaacaaaaatgcaacgcgagagegetaatitiicaascaaagaatctgagelycattiitacagaacagaaat
gcaacgegagagcgctatittaccaacaaagaatctatacticitiittgitctacaaaaatgeatcccgagagegetatitttctaacaaageatcttag
attactitittctestitgtycgetetataatgeagtictetigataactititgeactgtagatecgtiaaggtiagaagaaggctactitgstototatittctetic
cataaaaaaagectgaciccacticocgegtitactgattactagegaagetgcgggtgeattitticaagataaaggeateceegattatatictatace
galgtggatigcgeatacttigtgaacagaaagtaatagegttgatgaticticatigatcagaaaaliatgaacggitictictatittgictctatatactac
gtataggaaalgtitacaitiicgtatigititcgaticacictatgaatagtictactacaatitiitigictaaagagtaatactagagataaacatasaaaa
tgtagaggtegagtitagatgcaagticaaggagegaaaggtggatgggtaggitatatagggatatagcacagagatatatagcaaagagatact
titgagcaatgtitgtggaageggtattcgcaatatittagtagctegttacagiecggtgogtititggtittitgaaagtg cgicticagagegettttgatiite

aaaagcgcetetgaagiicctatactitclagagaataggaacitcggaataggaacticaaagegtiiccgaaaacgagegeltcegaaaatgeaac
gcgagetgegeacatacagetcacigticacgtegcacctatatetgcgtgitgectgtatatatatatacatgagaagaacggeatagtgegigittat
gettaaatgegiacttatalgegtciatitatglaggatgasaggtagtctagtacctectgtgatattateceaticeatgeggggtategtatgettcetica
gcactaccetttagetgttctatatgctgecactecteaatiggattagtetcatecticaatgctateatticetttgatatiggateatctaagasaccattatt
atcatgacattaacctataaaaataggcegtatcacgaggocctiicgte

= SEC ID N°: 28
SEC ID N° 8.12 (pGV1679)
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tegegegtticggtgatgacgotgaaaacciclgacacatgcageteceggagacggtocacagettgietgtaageggatgecgggageagacaa
gececgtcagggegeoteagegeglotiggeggatatcggoyciggettaactatgeageatcagageagattglactgagagigcaccataaatice
cotittaagagcttggtgagegotaggagtcactgecaggtategtitoaacacygeatiagtcaggoaagicataacacagtcetitcccgeaattite
tititctattactctiggectectctagtacactctatatittittatgoctcggtaatgattticattttittttttccectageggatg actetitittiticitagegattgg
cattatcacataatgaatlatacattatataaagtaaigtpatticticgaagaatatactaaaaaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagatg
acagagcagaaagccctagtaaagcglattacaaatgaaaccaagaticagaligegatcteittaaagggtggtocestagegatagageactog
atettcccagaaaaagaggeagaageagtageagaacaggecacacaatcgeaagtyattaacgiceacacaggtatagggtiictggaceata
tgatacatgetctggecaageaticeggetggtegetaategttgagtgeatiggtgacitacacatagacgaccatcacaccactgaagactgeggy
atigcicteggtcaagcttttaaagaggecctaggggecotgegiggagtaaaaaggttiggatcaggattigegectitggatgaggeactticcaga
gcggtggtagatetitcgaacaggecgtacgeagtigicgaactiggtitgeaaagggagaaagtaggagatctctetigegagatgatccegealtitt
citgaaagetitgeagagyctageagaattaceoiccacygtigattgictgcgaggcaagaatgatcateacegtagtgagagtacgitcaagactott
geggttgecataagagaagecacctegeecaatggtaccaacgataticectecaccaaaggtgticitalgtagtgacaccgatiatitaaagetge
agcatacgatatatatacatgigtatatatotatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagaigacaaggtaatgeatca
tictatacgigtcatictgascgaggegegctticetittitctittigettitictittitttcictigaactcgacggaictatgeggtgtgaaatacegcacagat
gegtaaggagaaaataccgestcaggaaatigtaaacgttaatatittgttaaaattcgegttaaattitigitaaalcagcteattitttaaccaataggec
gaaalcggcaasatoccitatoaalcaaaagaatagaccgagatagggtigagigitgitccagtitggaacaagagtccactaitaaagaacgtgg
actccaacgtcaaagggogaaaaaccytctatcagggegatggeccactacgigaaccatcacectaatcaagtitttiggggtcgaggtgeeata
aagcactaaatcggaaccctaaagggagecceegatitagagetigacggggaaagecggegaacgtggcgagaaaggaagggaagaaag
cgaaaggagcgggegctagggegeiggeaaglgtageggteacgetgegegtaaccaccacacecgecgegetiaatgegecgetacaggge
gegtegegccattegeeattcaggetgegeaacigtigggaagggcgateggtgeggpedicticgclattacgceagetggegaaagggggatgt
getacaaggcegattaagtigggtaacgecagagitticecagicacgacgitgtaaaacgacggecagtgagegcgegtaatacgactcactatag
gacgaattgggtaccggecgcaaattaaagecticgagegicecaaaaccticicaagcaaggtiticagtataatgitacatgegtacacgegtotgt
acagaaaaaaaapaaaaatityazatataaataacgticlisatactaacataaciatasaaaaataaatagggacctagacticaggtigtctaac
toecttcctittcggttagageggatytggggogagggeglyaatgtaagogtgacataactaattacalgageggecgeagatetitaaccegecaaca
geaatacgtitcatatetgicatatagocgegcagtitcttacctacctacteaatcgeatgoctgegaategettegticacatcacgcagiigeeegtiat
ctaccgegecttccggaatagetitacceaggicgeecggtigocagcetetgccataaacggtttcageaacggeacacaagegtaagagaacagat
agttaccgtacicagcggtatcagagataaccacgttcatitcgtacagacgcettacgggegatggigtiggeasatcageggceagelcgtgeagtgat
tcataatatgcagactcticaatgalgcoggaatcgaccatggtilcgaacgecagticaacgcecegctttcaceatcgeaateatcagtacgectitat
cgaagtactcclgctcgeogatittgecttcatactgcggegegyttcaaacgegghitigceggicicticacgecaggicageagtitcttatcatogtit
ggeccagicegecatcataccggaagagaattcgeccggagatgatglegtecatatgtiictggaacaggggtgecatgatetetticagetgitcaga
aagcgcataagcacgcagittcgecgggttagagagacggtecatcatcagggtgatgeegecetgtitcagtgeticogtgatggtttcccaaccga
actgaatcaglititctgegiaigetggategglacciicticcaccagettgicgaagcacageagagagecagoectgcaacataccgcacaggaty
gtttgctegeccatcaggtcagatticacticegcaacgaaggacgattccagcacaccegcacggtgaccaceggitgeagecgeccaggotiiag
caatcgecatgecticgectiicggategtiticeggptgaacpgeaateagegtcgotacgecgaacecacgitiglacticticacgcacttcggtgect
gggcatttcggegeaaccatcactacggigatalctitacggatctgetcgeccacticgacgaltgitgaaacegtgocgagtageccagegeogege
cotctitcatcagtggetgiacggtgegeactacatcagaglgctgetigiccggegtcaggitaatcaccagatcegecigtgggaleagticticgtaa
gtacccactitaaaaccattitcggtegetitacgecagyacgegegeticieggcaatcgctictitacgcagagegtaggagatatcgagaccaga
atcacgceatgttcaggecciggttcagaceetgtgegecacagecgacgalgactactittttaceoctgaaggtagetegegecateggegasttcate
gcggeccateicgagtegaaactaagtictggtgititasaactaaaaaaaagactaactatasaagtagaatitaagaagitteagaaatagattta
cagaattacaatcaatacctacegictitatatactiatiagtcaagtagggyaataatttcagggaactggtticaaccttiititicagetttitccaaatea
gagagagcagaaggtaatagaaggtgtaagaaaalgagatagatacatgegtgggicaaitgecitgtgteateatttactccaggeaggttgeate
actecattgagottgtgcoegttttitgectgiitgtgeccetgtictetgtagitigegctaagagaatggacetatgaactgatggitggtgaagaaaacaa
tattitggtgctgggatictittittttctggatgecageitaasaaagegggctecattatatitagtggatgccagg aataaactgtticacccagacacctac
gatgtiatatatictgtgtaaccegeceectatitigggeatgtacggattacageagaattanaaggctaatttitigactaaataaagtiaggasaatca
ctactattzattatitacgtatictitgaaatggcgagtattgataatgataaactggatecicatccacceaacticgattiatetettactgececcttategg
cigaagtagccaalgaagcataagecctaagggegaaacttacttgacgitctctatitttaggagiceaagectiatetecteiggeatetigtgetictet
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tettgeagecaattcagegtctgagactigtasttggataccictatiigggatatctatggcgatcaaatetccateticastcaatecastegaaccace
agaagctgcctctggtgatacgtgaccgatactiaaaccegaagigocaccagagaatctacegtcagtgataagggcacaagcetittectagtcce
atggacttcaaaaalgaagliggglasagoatiicetgcataccetggtectecetitggtcectcatatettatcactaccacgictcetgetaccaccetitc
cgecaagtatagecicaacagcategicitgactiicgtaaactitagoggglccagtaaatticaaaatactateatctacaceageagtittcacaaty
caaccattticagegaagtitccatateatactgctaaaccaccatecttactataageatgetecaagegatcttatacatceatitgetetateategicca
aagtgteccacctacagtetigegagaatgctigggtggtictgatecctgetggacctgecctgaacatgiitttcacgacateatetigagtiaacatga
calcgtattgetctaatgtetgtgaaagtgttaaacecaatacattcticacalcecigtitanaagaceggetctgtccaactecoctaaaataccaata
accecteotgeacgatgaacgticttecatgtgatactittgagtigatgalgcaacctiacataacigtggaacctiacgtgaaagctigicgatatcaga
catgglgaaatetatetcagettctigggetgeagetagaagatgtaagaccegtgtitotactaccacccattgcaatatccaalgtcatggeattticga
atgcapgcctttgaagctatattccteggtaatgetgaticateattitgticgtaataccttitegttagiiccacaattictttticcggeatitaagaacaattget
tictotctgeatgggtegetaataatgaaccatitectggitgagataaacctagageticagtcaageaaticatagagltagecgtgaacaticcactg
caagaaccacaagttggacatgcactictticaactiggtclgactgcgagictgaaacttttggalctgeaceitgaatcattigeatccacaagatcaa
gtttgatgatctgatcactiascttagitttaccagectccatigggecgecagatacgaagattacigggatgticaalcicaaggacgecatczacata
ccaggcgttatcitatcacaattagagatacaaaccatigeatcggcacaatgageatiaaccatataticgactgagictgcaatiaatictctegaty
gtaaagagtataacatacegecatyceceatagetatacegtegiccacageaatagtattaaacicttitgcgacaccacctgeagettcaattigtic
ggcaacaagcoltacctagalcacgraaatggacatgacceggaacyaaligigtaaaagagitgacgacggeaatgattggetitecgaaatctge
atcagtcatgccagicatgicgacaeacttagattagattgctatgctttctitctaatgagcaagaagtaaaaaaagtiglaatagaacaagaaaaat
gaaacigaaactigagaaattgaagaccgtttatiaactiaaatatcastgggaggtcatcgaaagagaasaaaalcaaaaanaaaatittcaaga
aaaagaaacgtgataaaasttiitatigectitticgacgaagasaaagaaacgaggeggtctetititicttitccazacciiiagtacgggtaattaacyg
acaccclagaggaagaaagaggggaaatitagtatgetgigetigggigtittgaagtggtacggegatgegeggagtecgagaaaaltciggaag
agtaazaaaggagtagaaacatitigaagcetatgagetecagetitigitcoctitagtyaggoitaattgegegetiggegtaatcatggicatagetgtt
tcetgtgigaaattgttatcegeteacaaticcacacaacataggagecggaageataaagtigtaaageciggygligectaatgagtgagglaacte
acattaattgegttgcgeteactgeccgcotitccagtcgggaaacctgtegtgccagetgcattaatgaatcggecaacgegcggggagagycygttt
geglatigggegetcitcegelteetegcicactgactegetgegeteggtegttcggotgcggegageggtaicagetcacicaaaggeggtaatacy
gttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgigagcaaaaggccagcaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgegtigetg
gogittttccataggetccgecccocigacgageaicacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagatacca
ggcgtitcccecctggaagceicectcgtgegoicicetgiicegacectgecgcettaccggatacetgtecgectticteccttcgggaagegtggegetttc
tcatagctcacgctgtaggtatetecagitegatgtagglcaticgetecaagetgggetgtglgcacgaacceocegilcagecogaccgetgegectt
atceggtaactategtettgagtecaacecggtaagacacgacttatcgecactggcageagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgt
aggceggtgctacagagticttgaagtagtogoctaactacggetacactagaaggacaglatttggtatetgcactelgctgaagecagttaceticag
aasaaagagitgglagetctigatecggecaaacasactaccgetggtageggtggtitiitigittycaageageagattacgegcagaaaaaaagy
atctcaagaagatccitigatctiitclacgggotctgacgeicagtggaacgaaaacicacgtiaagggatitiggicatgagattatcaaaaaggatc
ticacctagatectitiaaattaaaaatgaagtitiaaatcaaictaaagtatatatgagtazacitggtctgacagttaccaatgcitaateagtgaggca
cotatctcagegatetgtetatitegticatccatagtigectgactcoceegteglgtagataactacgatacgggagggettaceatetggecceagiget
gcaatgataccgcgagacccacgceicaccggelccagatitatcagcaataaaccagecagecggaagggccgagegecagaagtggtectigea
actitatcegectecatecagtetaltaattgtigecegggaayctagagtaagtagticgecagitaatagittgecgeaacgtigtigecatigetacagge
atcgtggtateacgetegteglttagtatggeticaticagelecggiicocaacgatcaaggogagttacatgatcccccatgtigigcaaaaaagegg
ttagctcetteggtectecgategitgtcagaagtaagitggeecgeagtgttateactcatgattatggcageactageataatictettactgteatgecate
cgtaagatgctittcigtgactggtgagtacteaaccaagicatictgagaatagigtalgeggogacegagttgetetigeccogegtcaatacgogat
aataccgegecacatageagaactitaaaagtgcteatcattggaaaacgttcitcggggcgaaaactctcaaggalcttaccgctgtigagatccag
ttegatgtaacceactcptpcacecaactgateticageatcttttactttcaccagegttteigogtgagcaaaaacaggaaggeaaaatgecgeaa
aaaagggaataagyggcgecacggaaatgtigaatacicatactcitcctititcaatattattgaageatitatcagggitattgicteatgageagatac
alattigaaltglatttagaaaaataaacaaataggggticcgcgcacatiicceccgaaaagigecacclgggiectiticatcacgigetatasaaataa
ttataattiaaatitittastataaatatataaatinaasatagaaaglaaaaaaagaaatiaaagaanaaatagtititgittccgaagatgtazaaga
cictapggggalcgocaacaaatactacctittatettgetcticetgelctcaggtattaatgecgaatighitcatettgtctgtglagaagaccacacae
gaaaatccigtgattttacatittacttatcgtaatcgaatgtatatciatitaatctgetttictigiclaataaatatatatgtaaagtacgctititgttgaaattt
titasacctitgittatitttitttcticattcogtaactictictacctictitatitactticlaaaateccaaatacasaacatasaaataaataaacacagagtan
aticccaaattaticcetcatiaazagatacgaggegogtgtaagitacagacaagegatecgtectaagaaaccatiattatcatgacattaacctat
aaaaataggéglatcacgaggoecotitcgte

= SEC ID N°; 29
SEC ID N° 8.13 (pGV1683)

tcgegegtiteggtgalgacggtgaaaaccictgacacatgcageteecggagacygtcacagetigictgtaageggatgecgggageagacaa
geecgicagggogegicagegegtgttiggeggatyicggggetggctiaactatgeggeatcagageagatigtacigagagigeaccataaatice
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cottiteagagctigotgagegctaggagtcactgecaggtategtttgaacacggeatiagtcagggaagtcatascacagtecittcecgeaattite
ftttctattactcttggoctecictagtacacictatatitttitatgectcggtaatgattttcattittititttcccctageggatgactetititititctiagogattgy
cattatcacataatgaattatacattatataaaglaatglgatitcticgaagaatatactaaasaatgagcaggeaagataaacgaaggcaaagatg
acagagcagaaagccctagtaaagcgtattacaaatgaaaccaagaticagatigegateictitaaagggtygtccectagegatagageacicy
alcticccagaasaagaggsagaagcagtageagaacaggeeacacaategcaagtigattaacgiccacacaggtatagagiticlggaccata
tgatacatgctctggocaageaticcggetggicgetaategtigagtgeatiogtgacttacacatagacgaceatcacaccactgaagactgegag
attgeicicggicaagctittaaagaggecctaggggecygtgcgtggagtasaaaggtitggatcaggatttgegectitggatgaggeaciticeaga
gcagtggtagatctticgaacaggecgtacgcagttgtegaactiggitigeaaaggyagaaagtaggagatcteictigegagatgatcecgeatitt
cligaaagctitgcagagoctageagaaitaccctccacgtigatigictacogaggcaagaatgatcatcaccgtagigagagigeaticaaggeotctt
geggttgccataagagaagecacetcgeccaalgglaccaacgatgttcectccaccaaaggtoticttatgtagigacaccgatiatttaaagetye

agcatacgatatatatacaigtgtatatatgtatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatacigaagatgacaaggiaatgcatca
tictatacgigtcaticigaacgaggegegetitcctititicttittgetittotititititctctigaactegacggatctatgeggtgtgaaataccgcacagat
gegteaggagaaaatacegeatcaggaaatigiaaacgtiaatattitgttaaaaticgegtizaatititgitaaatcagetcatitittaaceaataggce
gaaatcggcaaaatcocitataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtotigiiccagtitggaacaagagiccaciattaaagaacgtigg
actccaacgticasagggcgaanaacogictatcaggacoatggeccactacgtgaaccatcaccetaatcaaghiittiggggtegaggtgecota

aagcactaaateggaaccctaaagggagcecceccgatitagagettoacggggaaageeggegaacgiggegagaaaggaagggaagaaag
cgasaggageggacgctagggegctggcaagiglageggticacgctgegegtaaccaceacaccegcegegetiaatgegecgctacaggge

gcglegegecaticgecaticaggelgcgcaactgtigpgaagggcgateggtgegagectcitcgctattacgocagetygegaaaggaggatgt

gctgcaaggegattaagtigggtaacgccagggtiticecagicacgacgtigtaaaacgacggecagtoagegegegtaatacgactcaciatag
ggcgasitgggiaccggecycaaatiaaagecticgagegtcecaaaacctictcaageaagltiticagtataatgitacatgcgtacacgcgteigt
acagasazaaaagaaaasttigaaatataaataacgticttaataclaacataactataasaaaatasatagggacctagactticaggiigictaac
tccttcctittcggttagagcggatgtgaggggagageatgaatgtaagegtyacataactaattacatgageggecgeagatetitaaccecgcaaca
gcaatacgtttcatatctgtcatatageegegcagtitctiacctacetgetcaatcgeatggctgegaategettegticacatcacgcagitgeccgttat
clacegegecticeggaatagetitacocaggicgoccggttgcagetstgoccataaacggtilcagcaacgygcacacaagegtaagagaacagat
agtiaccgtactcagcggtaicagagataaccacgiicatitegtacagacgcttacgggegatggtgitggcaatcageggeagetegtgoagtgat
tcataatatgeagactcticaatgatgecggaategaccatggiitcgaacgccagiticaacgeccgetttcaccalcgeaateateagtacgecttiat

cgaaglacicctgetcgeryatiiigecticatactgeggcgeogotticaaacgeagtiitgceggicicticacgecaggtcageagtiicttateategtt

ggeccagtccgecatcataccggaagagaaticgecggagatgatgtegtecatatgttictggaacaggggitgecatgatetctiicagatgticaga
aagegeataageacgeagtticgccgggttagagagacggiceatcatcagggtgatgecacecotgtticagtgeticggtgalggtitcccaaccga
actgaatcagttitictgegtatgctggateggtaccticiiccaccagettigicgaageacageagagagecagectigeaacataccgcacaggatg
gittgctegecealcaggteagatiicacticegcaacgaagoacgaticcageacaccegeacggtgaccaceggitgcagecgeccaggctiiag
caatcgecatgecticgectitcggategtiftccgggtgaacggeaateagegteggtacacegaacccacgtitgtactcitcacgeacticggtgect
gggcatiicggegeaaccatcactacgglgatatctitacggatelgetcgoccacticgacgatgtigaaacegtgcgagtageccagegecgege

cylcittcatcagtggctgtacggltgcgeactacatcagagigcetgehigtceggegicaggtiaatcaccagalcegeciglgggatcaghettcgtaa
gtacccactitaaaaccattitcggtcgceitiacgeccaggacgegegeitcicggcastegctictitacgcagagegtaggagatatcgagaccaga

atcacgceatgticaggecctgglicagacecigtgcgecacagecgacgatgactacttitttacectgaaggtagetegegecatcggcgaattcate
geggeccatcicgagicgaeactaagtictggtytittaaaactaaaaaaaagactaactataaaagtagaatitaagaagtttaagaaatagatita

cagaattacaatcaatacctaccgtetitatatacttattagtcaagltaggggaataatticagggaactggtiteaaccttittiticagettiticcaaatca

gagagagcagaaggtaatagaagglotaagaaaatgagatagatacatgcolgogicaatigecttgigteatcatitactcocaggcaggtigeate
actceattgaggtigtgooeglittitgectgtitgtgecectgtictcigtagiigogctaagagaatggacoiatgaactyalggtiggtgaagazaacaa
tattttggtactgggatictittitittctggatgecagettaaaaagegggceiccattatatttagtggatgecaggaataaacigttcaccecagacacctac
gatgtiatatatictgtgtaacccgecocectatttigggeatgtacyggttacagcagaatiaaaaggctaatitittgactaaataaagttaggaaaatca
ctactattaattatiiacgtaticttigaaatggcgaotatigataatgataaactggatccteatecacecaactiogatttytetettactgeccocttategg
cigaagtagecaatgaageataagecctaagggegaaacttactigacgtictetatitttaggagtecaagecttatetcctotggeatetigtootietct
totigcagecaaticagegtetgageactigtaattggatacctetatitgggatatclatggegateaaatetecalicticaateaateecaategaaccace
agaagctgcciciggtgatacgtgaccgatactiaaaccegaagigecaccagagaatctacegtcagtgataaggpeacaagcettticetagtecc
atggacticaaaaatgaaottgggtaazgeatitcctgeatacciggtectecectiiggicecteatatetiatcactaccacgtetoctgetaccacctite

cgccaagtatagectcaacageategtctigactticgtaaactitagegggticcegtaaatitcasaatactatcatetacaccageagtiticacaaty
caaccattticagcgaagtitccatataatacigctaaaccaccalecttaclataagealgcteaagegalctiatacaiccattigetctateategteca
aagtgtcecacctacagticiigegagaatgetigggtggttetgatecctgetggaccigeccigaacatgtititcacggeateatcttgagttaacatga
catcgtattgctctaatglictgiggaagigttaaacccaatacaticcacalcectgtitaaaagaccggctctgtccaactecectaaaataccaata

accoctecigeacgatgaacgicticeatotgatacttitgagttgatygtgcaaccitacataactgtggaaccitacgtgaaagctigicgatatcaga

catggtgaaatctatcicagetictigogeigcagetagaagatgtaagaccgtgtitgtactaccacceatigeaatatccaatgteatggeattticga
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atgeagcctitgaagetataticetcggtaatgoigaticaleattitgtteglaatacettticgttagticcacaattetttitceggestitaegaacaattget
tictatetacatggategetaataatgaaccatiicetggttgagataaacctagageticagtcaageaaticatagagitageecgtgaacaticeactg
caagaaccacaagitggacatgcactictiicaacttggictgactgegagtictgaaactittggalcigeacctigaatcatigcaiccacaagatcaa
gttigatgatctgatcactiaactiagitiaccagectecatigggeegecagatacgaagattactgggatgticaalctcaaggacgecatcaaceta
ccaggegttatctiatcacaattagagatacaaaccatigeateggeacaatgageattaaccatataticgactgagtctgcaattaatictcicgaty
gteaagagtataacataccgccatgececatagetatacegtegtecacageaatagtattaaactetitigegacaccacctgeagettcaatiigtic
ggcaacazgcitacctagalcacgeaasiggacatgacccgygaacgaatigtgtaaaagagttgacgacggcaatgatiggcetitcegaaatetge
atcagicatgccagteatgtegacaaactiagattagatigctaigetttettictaatgagcaagaagtaaaaaaagligtaatagaacaagaaaaat
gaaactgaaactigagaaatigaagaccgttiattaacttaaatatcaatgggaggtcalcgaaagagaaaaaaatcaaaaaaaaaatiticaaga
aaaagazacgtgataaaaattitiatigcctititcgacgaagaaaaagaaacgaggeggtetctititictiticcaaaccittagtacgggtasttaacg
acaccelagaggeagaaagaggggaaatttagtatgeigtgettgggigiittgeagiggtacggegatgegeggagicegagazaalciggaag
agtaasaaaggagtagaaacattitgaagctatgagctocagetitigitcectitagtgagggttaatigegegcetiggegtaatcatggtcatagetgtt
tcetgtgtgaaatigttatcegetcacaaticcacacaacataggageeggaageataaagiglaaageciggpatgectaatgagtgaggtaacte
acattaattgcgttgegetcactgeccgetitccagtcgggaaaccigicgtgecageigealiaalgaatcggecaacgegeggggagaggeggitt
gogtatigggogcicttcegeticotegclcactgactcgeigegeteggtegitcggoigeggegageggtalcagetcactcaaaggeggtaatacy
gHlaiccacagaaicaggggataacgcaggaaagaacalgtgagcaaaaggoecageaaaaggcceggaaccgtaaaaaggecgcgtigeig
gcgtititccataggotccgeccecctgacygagoaicacaaaaalcgacgctcaagicagaggtggcgaaaccegacaggactataaagatacca
ggcgtitcececctggaagetecctegtgegetetectgitecgaccotgcegettaceggatacetgtecgectiteteecticgggaagegiggegctite
tcatagetcacgctgtaggtatctcagticggigtaggtegticgetecaagetgggalgigtgeacgaaccoocoegitcagoccgacegatyogectt
atccogtaactatcgicttgagtccaacecggtaagacacgacttategecactggcagcagecactggiaacaggattagcagagegaggtatgt
aggcggtgctacagagtictigaagtygtggectaectacggcetacactagaaggacagtattiggtalctgegetetgctgaagecagtitaccitcgg
aazaagagttggtagctettgatccggeasacaaaccacegetggtageggtagttititigitigcaagcageagatiacgogcagaaaaaaayy
atctcaagaagatcectitgatcttitctacggggtetgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaaggatc
{tcacctagatcectiitaaatiaaaaatgaaglttia aalcaatciaaagtatalatgagteaactiggictgacagttaccaatgctiaatcagtgaggea
cctatctcagegatctgictatticgticatccatagttgectgacteccegleglgiagataactacgatacgggagggettaccatctggecoccagtget
gcaatgataccgcogagacccacycicaccggctccagatttatcagcaataaaccagecagecygaagggccgagegecagaagtggtccigea
actttatccgeciccatccagictattaatigiigeegggaagctagagtaagtagticgecagtiaatagttigegcaacotigitgccatigetacagge
ategtggiglecacgetegtegtitggtatggeticaticageteccggticecaacgatcaaggegagitacatgatececcatgitgtgcaaaaaagegg
ttagctocticgatectcocgatogtigtcagaagtaagitggcegcagtgttatcactcatggttatygeagcactgcataaticicttactg leatgecate
cygtaagaigclittctolgactggigagtacicaaccaagicaticigagaatagtotatgcggcgaccgagitgeictigecoggegtcaatacgggat
aataccgegeocacatagcagaactttaaaagtgctcatcatiggaaaacgitcticgoggegaaaactcicaaggatcttacegatgtigagatccag
ttegatgtaaccoactogtgcacecaactyatcticageatcttttaciticaccagegtitcigggigageaaaaacaggaaggcaaaatycegeas
aaaagggaatsaggocoacacggaaatgtigaatactcatactcticctititcaatattatigeageatitatcagggtiatigicicatgagcggatac
atatttgaatgtatitagaaaaataaacaaataggggliccgegeacatticcecgaaaagtgccacctgggtecttticatcacgtgetataaaaataa
Htataattiaasitttttaatataaatatataaattaaaaatagaz agiaasaaaagaaatiaaagaaazaatagitittgttticcgaagatgtaaaaga
cictaggoggatcgocaacaaatactacetittatettgcteticetgeicicaggtatiaalgecgaattgtitcatetigictgigtagaagaccacacac
gaaaatcotigtgaititacatiitactiatcgitaategaatgtatatetatitaatetgctitictigictaatanatatatalgtaaagtacgctititgtigaaattt
{ttaaaccttigtitaitttttittcttcaticcgtaacicttctacetictitattiacttictaaaatccanatacaaaacataaaaatasataaacacagagtaa
attcccaaattaticcatcatiaagagatacgaggegegigtaagtiacaggcaagegatcegtectaagaaaccatiatiatcatgacattaacctat
aaaaataggogtatcacgaggcecectitegle
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo de levadura recombinante para producir isobutanol, en donde el microorganismo de levadura
recombinante

(a) comprende una ruta metabdlica productora de isobutanol que comprende al menos un gen heterélogo que
codifica una enzima que cataliza una etapa de la ruta en la conversion de piruvato a isobutanol, en donde la
enzima se selecciona de:

una acetohidroxi acido sintasa;
una cetolacido reductoisomerasa;
una dihidroxi-acido deshidratasa;
una 2-ceto-acido descarboxilasa; y
una alcohol deshidrogenasa; y

(b) comprende una mutacion, una delecién o una alteracion de al menos un gen de piruvato descarboxilasa
(PDC) o regulador de la transcripcion positivo del mismo, de modo que el microorganismo de levadura
recombinante tiene actividad PDC reducida en comparacion con un microorganismo de levadura parental,

en donde el microorganismo de levadura recombinante convierte glucosa en isobutanol con un rendimiento de mas
del 10 % del tedrico.

2. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene actividad PDC
reducida en comparacion con un microorganismo de levadura comparable de la misma especie sin actividad PDC
reducida.

3. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que tiene
actividad PDC reducida en comparacion con un microorganismo de levadura de tipo silvestre.

4. Un método para producir un microorganismo de levadura recombinante para producir isobutanol, comprendiendo
el método

(a) introducir en un microorganismo de levadura un gen heterélogo que codifica una enzima que cataliza una
etapa de la ruta en la conversién de piruvato a isobutanol, en donde la enzima se selecciona de

acetohidroxi acido sintasa;
cetolacido reductoisomerasa;
dihidroxi-acido deshidratasa;
2-ceto-acido descarboxilasa; y
alcohol deshidrogenasa; y

(b) modificar por ingenieria genética el microorganismo de levadura para que tenga actividad PDC reducida en
comparacion con el microorganismo de levadura parental

en el que el microorganismo de levadura recombinante convierte glucosa en isobutanol con un rendimiento de mas
del 10 % del tedrico.

5. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, o el
método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el microorganismo de levadura recombinante comprende una
mutacion en al menos un gen de piruvato descarboxilasa (PDC) que da como resultado una reduccién de la
actividad piruvato descarboxilasa de un polipéptido codificado por dicho gen.

6. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, o el
método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el microorganismo recombinante comprende una delecion
parcial de un gen de piruvato descarboxilasa (PDC) que da como resultado una reduccion de la actividad piruvato
descarboxilasa de un polipéptido codificado por dicho gen.

7. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, o el
método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el microorganismo recombinante comprende una delecion
completa de un gen de piruvato descarboxilasa (PDC) que da como resultado una reduccién de la actividad piruvato
descarboxilasa de un polipéptido codificado por dicho gen.

8. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, o el
método segln la reivindicacion 4, en donde el microorganismo recombinante comprende una modificacion de la
regién reguladora asociada a al menos un gen de piruvato descarboxilasa (PDC) que da como resultado una
reduccion de la actividad piruvato descarboxilasa de un polipéptido codificado por dicho gen.
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9. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, o método
de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el microorganismo recombinante comprende una modificacion del
regulador de la transcripcion que da como resultado una reduccién de la transcripcion del gen de piruvato
descarboxilasa.

10. El microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 3, o el
método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el microorganismo recombinante comprende mutaciones en
todos los genes de piruvato descarboxilasa (PDC) dando como resultado una reduccion de la actividad piruvato
descarboxilasa de un polipéptido codificado por dicho gen.

11. El método para producir un microorganismo recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 4-10, en el que
el microorganismo recombinante se modifica por ingenieria genética adicionalmente para crecer con glucosa
independientemente de compuestos C2 a una velocidad de crecimiento sustancialmente equivalente a la velocidad
de crecimiento del microorganismo parental sin actividad PDC alterada.

12. El microorganismo de levadura recombinante o método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
11, en donde el microorganismo es una levadura del clado de Saccharomyces.

13. El microorganismo de levadura recombinante o método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
12, en donde el microorganismo es una levadura post WGD.

14. El microorganismo de levadura recombinante o método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
12, en donde el microorganismo es una levadura pre WGD.

15. El microorganismo de levadura recombinante o método de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la
levadura pre WGD se selecciona de uno de los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Debaryomyces, Hansenula, Issatchenkia, Yarrowia y Schizosaccharomyces.

16. El microorganismo de levadura recombinante o método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
11, en donde el microorganismo es un microorganismo de levadura no fermentador.

17. El método para producir un microorganismo de levadura recombinante de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 4-16, en el que dicho microorganismo se modifica por ingenieria genética adicionalmente para
reducir la actividad glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD).

18. Un método para producir isobutanol, que comprende:
(a) proporcionar un microorganismo recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-17;
(b) cultivar el microorganismo recombinante en un medio de cultivo que contenga una materia prima que

proporcione la fuente de carbono, hasta que se produzca una cantidad recuperable del isobutanol; y
(c) recuperar el isobutanol.
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Figura EX1-1
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