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@Resumen:

Acido nucleico recombinante para su uso en la
produccién de polifenoles.

La presente invencion se refiere a un acido nucleico
recombinante que comprende una secuencia que
codifica para una proteina con al menos un 70% con
la secuencia SEQ ID NO: 1 y una secuencia que
codifica para una proteina con al menos un 70% con
la secuencia SEQ ID NO: 4. Ademas dicha secuencia
puede comprender las secuencias de otros genes
para la sintesis de polifenoles. En la presente
invencion se demuestra la utilidad de dichas
construcciones génicas en la sintesis de polifenoles,
en concreto de estilbenos, chalconas, flavanonas,
isoflavonas, flavonas, flavonoles, dihidroflavonoles,
dihidroflavanoles, antocianidinas y sus derivados.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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Acido nucleico recombinante para su uso en la produccion de polifenoles

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un acido nucleico recombinante que comprende
una subunidad que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% con la secuencia SEQ ID NO: 1 y una subunidad que comprende una
secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70% con la secuencia SEQ
ID NO: 4 para la generaciéon de polifenoles. Por lo tanto, la presente invencion se

puede encuadrar en el campo de la medicina.

ESTADO DE LA TECNICA

Los polifenoles constituyen uno de los grupos mas numeroso y ampliamente
distribuido del reino vegetal. Son metabolitos secundarios de las plantas, esenciales
para la morfologia vy fisiologia de las mismas. Participan en la pigmentacion de flores y
otros o¢rganos vegetales, y ademas, estan involucrados en el crecimiento y
reproducciéon (atraen a agentes polinizadores) y protegen a las plantas frente a
infecciones microbianas y radiacion ultravioleta (Harborne y Williams, 2000).
Quimicamente, se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con uno o mas
grupos hidroxilo unidos y dos de sus familias principales son los estilbenos y los
flavonoides (Manach et al., 2004). Los flavonoides se subdividen a su vez en varios
subgrupos en funcién del grado de sustitucion: flavanonas, flavonas, isoflavonas,
flavanoles, flavan-3-oles y antocianidinas. Los flavonoides constituyen el grupo mas
numeroso de los polifenoles de la dieta, con mas de 4.000 moléculas. (Kumar y
Pandey, 2013). Ver figura 1 (Manach et al., 2004).

Hasta ahora se han identificado mas de 8.000 polifenoles distintos que forman parte
de nuestra dieta, siendo de ellos mas de 4.000 flavonoides. Aunque no son nutrientes
necesarios para el bienestar a corto plazo, hay evidencias de que una ingesta
moderada a largo plazo tiene efectos beneficiosos para la salud. Estos compuestos, al
igual que los estilbenos, son potentes antioxidantes que previenen la aparicion de
tumores, enfermedades cardiovasculares y osteoporosis, mejoran las funciones
cognitivas y la diabetes; o poseen accion fitoestrogénica, antiinflamatoria,
antibacteriana o antiviral, teniendo por lo tanto un fuerte impacto sobre la salud

humana (Kumar y Pandey, 2013).
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La principal ruta involucrada en la biosintesis de polifenoles en las plantas es la
fenilpropanoide, siendo la L-fenilalanina el precursor principal. La fenilalanina amonio
liasa (PAL) cataliza la transformacion de L-fenilalanina en &cido cinamico, que es
hidroxilado por la 4-cinamato hidroxilasa (C4H) para generar acido p-cumarico. El
acido p-cumarico (0 4-hidroxi-cumarico) es el sustrato de la p-cumaroil-CoA ligasa
(4CL), responsable de la produccion de p-cumaroil-CoA (o 4-hidroxi-cumaroil-CoA)
(Vogt, 2010).

Partiendo de este p-cumaroil-CoA y de tres moléculas de malonil-CoA, se originan
estas dos importantes familias de polifenoles: los estilbenos y los flavonoides. Los
estilbenos se originan gracias a la accion de la estilbeno sintasa (STS). Por el
contrario, los flavonoides comienzan su sintesis con la formacién de dos chalconas, la
de naringenina y la de liquiritigenina. Para la formacién de ambas se requiere la
actividad de la chalcona sintasa (CHS) y adicionalmente la de la chalcona reductasa
(CHR) para la formacion de la chalcona de liquiritigenina. Ambas chalconas son
sustrato de la chalcona isomerasa (CHI) encargada de cerrar el anillo B, y que genera
naringenina y liquiritigenina respectivamente (Crozier et al., 2009). A partir de la
liquiritigenina se forma la isoflavona daidzeina, gracias a la accién de la isoflavona
sintasa (IFS). Esta enzima también es capaz de usar como sustrato la naringenina
para formar otra isoflavona, la genisteina (Winkel-Shirley, 2001). De la naringenina
derivan otras subfamilias de flavonoides debido a la actividad de diversas enzimas:

. Flavona sintasa (FNS): responsable de la formacion de flavonas, como por
ejemplo la apigenina.

. Flavanona-3-hidroxilasa  (F3H):  origina  dihidroflavonoles como el
dihidrokampferol (aromadendrina). Este compuesto es sustrato de otras enzimas
responsables de la formacion de dihidroflavonoles como la dihidroquercetina y la
dihidromiricetina. Estas enzimas son la flavonoide-3’-hidroxilasa (F3'H) y la flavonoide-
3’,5'- hidroxilasa (F3'5’H) respectivamente.

. Flavonol sintasa (FLS): genera flavonoles como el kaempferol y la quercetina.
Sus sustratos son los dihidroflavonoles.

. Dihidroflavonol reductasa (DFR) y antocianidina sintasa (ANS): ambas enzimas
originan las antocianidinas, como la pelargonidina.

. Antocianidina reductasa (ANR): actua sobre las leucoantocianidinas originadas

por la DFR para formar los flavan-3-oles, como la epicatequina (Winkel-Shirley, 2001).
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La importancia de los flavonoides como protectores de la salud humana ha estimulado
la investigacion y el desarrollo de nuevas plataformas para su producciéon a gran
escala. En las plantas se encuentran en bajas concentraciones y la sintesis quimica
implica procesos complejos, asi que la biosintesis de estos compuestos en

microorganismos podria ser una solucioén eficaz a estos problemas.

E. coli se ha empleado para la produccion de algunos flavonoides en bajas
concentraciones, gracias a la utilizacion de la enzima 4-cumaroil-CoA-ligasa (4CL) de
la bacteria Streptomyces coelicolor, que permite formar 4-cumaroil-CoA a partir de
acido 4-hidroxi-cumarico (un derivado de L-tirosina) (Kaneko et al., 2003). Asi se
pudieron producir pinocembrina y naringenina (dos flavonoides muy simples e iniciales
en esta familia de compuestos) en E. coli, a partir de fenilalanina y tirosina
respectivamente, expresando el gen codificador de la enzima fenil-amonio-liasa (PAL)
de la levadura Rhodotorula rubra, la 4CL de S. coelicolor y la CHS de la planta
Glychyrrhiza echinata (Hwang et al.,, 2003). El paso de estas chalconas hasta
flavanonas se logré mediante la adicion del gen CHI de la planta Pueraria lobata
(Miyahisa et al., 2005). Posteriormente, se lograron sintetizar los flavonoles galangina
y kaempferol y las flavonas crisina y apigenina a partir de fenilalanina y tirosina
respectivamente, gracias a la incorporacién de nuevos plasmidos portadores de los
genes codificadores de las FNS1, F3H y FLS (Miyahisa et al., 2006). Mediante adiciéon
al medio de cultivo de distintos precursores (acido cumarico, acido cafeico,
naringenina y eriodictiol) otros investigadores utilizaron la enzima F3H y también la
flavonoide-3’,5’-hidroxilasa (F3'5’H) para producir en E. coli los flavonoides eriodictiol,
dihidrokampferol, kaempferol, dihidroquercetina y quercetina (Leonard et al., 2006a).
Se logré también sintetizar apigenina y luteolina utilizando la FNS1, a partir de la
adicion al medio de cultivo de naringenina y eriodictiol, o de acido cumarico y cafeico
respectivamente (Leonard et al., 2006b). Recientemente se ha sintetizado en E. coli
eriodictiol a partir de L-tirosina, utilizando la flavonoide-3’-hidroxilasa (F3’H) fusionada

con una reductasa P450 truncada (Zhu et al., 2014).

Hasta ahora se ha conseguido sintetizar las isoflavonas genisteina y daidzeina en E.
coli a partir de los flavonoides naringenina y liquiritigenina afiadidos como precursores
en el caldo de cultivo, gracias a una citocromo P450 derivada de una enzima de

Bacillus megaterium, fusionada con la IFS (Leonard y Koffas, 2007) (Kim, 2009).
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Hasta hace pocos anos, todos los flavonoides sintetizados en E. coli necesitaban la
adicion al medio de cultivo de precursores como aminoacidos u otros flavonoides,
pero desde entonces se ha logrado obtener naringenina en E. coli sin afadir

precursores (Santos et al., 2011).

Se han publicado estudios realizados en Streptomyces venezuelae, donde se ha
logrado sintetizar naringenina y pinocembrina a partir de la adicion al medio de cultivo
de los precursores acido cumarico y cinamico respectivamente, y el estilbeno
resveratrol a partir de acido cumarico (Park et al., 2009). Con adicién al medio de
cultivo de naringenina y pinocembrina se ha logrado también producir apigenina,
crisina, kampferol y galangina en S. venezuelae (Park et al., 2010b). En esta especie
no se ha logrado sintetizar polifenoles hasta ahora sin recurrir a la adicién de

precursores en el medio de cultivo.

En 2005 se sintetizaron flavonoides en la levadura S. cerevisiae, utilizando los genes
PAL, 4CL y CHS para sintetizar naringenina y pinocembrina a partir de L-fenilalanina
(Jiang et al., 2005). También se utilizé acido cumarico afiadido en el medio de cultivo,
mas los genes codificadores de las enzimas C4H, 4CL, CHS, CHI para sintetizar
naringenina en esta levadura (Yan et al., 2005). A partir de fenilalanina, o de acido
cumarico o naringenina (estos dos ultimos afiadidos al medio de cultivo), mediante el
uso de la IFS y de una citocromo reductasa P450, se obtuvo la isoflavona genisteina
en levadura y también kaempferol y quercetina (Kim et al., 2005) (Trantas et al.,
2009).

Sin embargo, es necesaria una nueva plataforma que permita la produccion de
polifenoles, por ejemplo en actinomicetos, a gran escala y sin necesidad de anadir al
medio de cultivo precursores de los mismos, lo que permita su produccion industrial

ilimitada y a bajo coste.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencién se demuestra la utilidad de varias construcciones génicas en
la sintesis de polifenoles, en concreto de estilbenos, chalconas, flavanonas,
isoflavonas, flavonas, flavonoles, dihidroflavonoles, dihidroflavanoles, antocianidinas y

sus derivados.
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En la presente invencion se han sintetizado polifenoles en Streptomyces, como
modelo de sintesis en actinomicetos, por lo que para poder expresar correctamente
los genes en la presente invencién, los mismos se sintetizaron optimizando los

codones para su expresion en Streptomyces.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico
recombinante que comprende:
a. una subunidad (a) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 1
(proteina TAL), preferiblemente comprende una secuencia con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 2 (gen TAL), y
b. una subunidad (b) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 4
(proteina 4CL), preferiblemente comprende una secuencia con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 5 (gen 4CL).

En adelante “el acido nucleico de la invencidon” o "acido nucleico recombinante de la

invencion”.

En la presente invencion se entiende por “subunidad” a una secuencia de nucleétidos.
Dicha subunidad puede ser una acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN).

El 4cido nucleico recombinante también se denomina “construccion génica”.

Se entiende como “recombinante” aquel acido nucleico no natural que ha sido
producido artificialmente in vitro o in vivo por técnicas conocidas por el experto en la

materia y que no ocurre en la naturaleza.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
proporcion de aminoacidos idénticos entre dos péptidos que se comparan o a la
proporcion de nucleoétidos idénticos entre dos acidos nucleicos que se comparan. Los
métodos de comparacion de secuencias son conocidos en el estado de la técnica, e
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa BLASTP o BLASTN, ClustalW y

FASTA. Podemos considerar, que péptidos o acidos nucleicos con porcentajes de
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identidad de, al menos, un 70% mantendran las mismas propiedades de dicha

secuencia.

Cuando nos referimos a al menos un 70% de identidad quedan incluidos el 70, 71, 72,
73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99 % y 100% de identidad. Cuando nos referimos a al menos un 65% de
identidad quedan incluidos el 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % y 100%
de identidad.

En la presente invencion los términos “secuencia nucleotidica”, “polinucleétido”,
“secuencia de nucledtidos”, “acido nucleico” y “oligonucledtido” se utilizan

indistintamente.

El acido nucleico de la presente invencion puede presentar sustituciones
conservativas, conocidas por el experto en la materia. Las sustituciones conservativas

en el polinucleotido conllevan a que se codifique el mismo péptido.

El término acido nucleico incluye ADN gendmico o ADN codificante de cadena doble o
sencilla, acido ribonucleico (ARN), cualquier polinucleétido sintético y manipulado
genéticamente y tanto la cadena codificante como la antisentido. Esto incluye
moléculas de cadena sencilla y de doble cadena, como por ejemplo, hibridos de ADN-
ADN, ADN-ARN y ARN-ARN.

La secuencia nucleotidica de la invencion puede obtenerse de manera artificial
mediante métodos de clonacion y seleccién convencional ampliamente conocidos en

el estado de la técnica.

La tirosina-amonio liasa (TAL, histidine ammonia-lyase) utilizada en la presente
invencién es de Rhodobacter capsulatus, nimero de acceso WP_013066811 (SEQ ID
NO: 1 es la proteina, SEQ ID NO: 2 es la secuencia de nucledtidos y SEQ ID NO: 3 es

la secuencia optimizada para Streptomyces).

La 4CL de S. coelicolor es una enzima capaz de producir cumaroil-CoA a partir de
tirosina (Kaneko et al., 2003).
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La 4-cumaroil ligasa (4CL, 4-coumarate-CoA ligase) utilizada en la presente invencion
es de Streptomyces coelicolor, numero de acceso NP_628552 (SEQ ID NO: 4 es la
proteina, SEQ ID NO: 5 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 6 es la

secuencia optimizada para Streptomyces).

Una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al acido
nucleico recombinante donde la subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3
(TAL optimizada) y la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL

optimizada).

Otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al acido
nucleico recombinante que ademas comprende una subunidad (c) que comprende
una secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 7 (proteina STS), preferiblemente comprende una secuencia
con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 8 (gen STS).
Preferiblemente, la subunidad (c) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 9 (STS
optimizada). Mas preferiblemente se refiere al acido nucleico recombinante donde la
subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad
(b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada) y la subunidad (c)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 9 (STS optimizada).

En una realizacion mas particular, el acido nucleico comprende, preferiblemente

consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 10.

El uso de la secuencia SEQ ID NO: 10 demuestra que se sintetiza resveratrol. La
presente invencion también se refiere al plasmido pSTS6W que comprende dicha

secuencia.

La estilbeno sintasa (STS) es la unica que posee la capacidad de sintetizar estilbenos
y en la naturaleza se sintetiza principalmente en diversas especies de la familia

elegida.

La STS (stilbene synthase) utilizada en la presente invencién es de Vitis vinifera,
numero de acceso AAB32488 (SEQ ID NO: 7 es la proteina, SEQ ID NO: 8 es la
secuencia de nucledtidos y SEQ ID NO: 9 es la secuencia optimizada para

Streptomyces).
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Otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al acido
nucleico que ademas comprende una subunidad (d) que comprende una secuencia
que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia
SEQ ID NO: 11 (proteina CHS), preferiblemente comprende una secuencia con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 12 (gen CHS).
Preferiblemente, en el acido nucleico la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 13 (CHS optimizada). Aun mas preferiblemente, la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada) y donde la subunidad (d) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada).

La chalcona sintasa (CHS, chalcone synthase 5) utilizada en la presente invencion es
de Glycine max, numero de acceso L07647.1 (SEQ ID NO: 11 es la proteina, SEQ ID
NO: 12 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 13 es la secuencia optimizada

para Streptomyces).

Una realizacién mas preferida del primer aspecto de la invencién se refiere al acido
nucleico que ademas comprende una subunidad (e) que comprende una secuencia
que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia
SEQ ID NO: 14 (proteina ALKR), preferiblemente comprende una secuencia con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 15 (gen ALKR).
Preferiblemente, el acido nucleico donde la subunidad (e) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 16 (ALKR optimizada). Mas preferiblemente, el acido nucleico donde la
subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad
(b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada) y la subunidad (e) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 16 (ALKR optimizada).

En una realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 17.

El uso de la secuencia SEQ ID NO: 17 demuestra que se sintetiza floretina. La
presente invencion también se refiere al plasmido pJFF-PHLO que comprende dicha

secuencia.
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La alkenal reductasa (ALKR, phloretin alkenal-reductase) utilizada en la presente
invencién es de Malus domestica, numero de acceso XP_008367739 (SEQ ID NO: 14
es la proteina, SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucledtidos y SEQ ID NO: 16 es la

secuencia optimizada para Streptomyces).

Otra realizacion mas preferida del primer aspecto de la invencién se refiere al acido
nucleico que ademas comprende una subunidad (f) que comprende una secuencia
que codifica para la proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 18 (proteina PRTase), preferiblemente comprende una secuencia con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 19 (gen PRTase). Mas
preferiblemente al acido nucleico donde la subunidad (f) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 20 (PRTase optimizada). Aun mas preferiblemente al acido nucleico donde la
subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad
(b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada) y donde la subunidad (f)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 20 (PRTase optimizada).

La aromatic preniltransferasa (PRTasa o PRTase, Xanthohumol prenyl-transferase)
utilizada en la presente invencion es de Humulus lupulus, nimero de acceso
XP_008367739 (SEQ ID NO: 18 es la proteina, SEQ ID NO: 19 es la secuencia de

nucleotidos y SEQ ID NO: 20 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

Una realizacion aun mas preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al
acido nucleico que ademas comprende una subunidad (g) que comprende una
secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 21 (proteina OMTase), preferiblemente comprende una
secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 22 (gen
OMTase). Preferiblemente la subunidad (g) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 23
(OMTase optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13
(CHS optimizada), la subunidad (f) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 20 (PRTase
optimizada) y donde la subunidad (g) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 23

(OMTase optimizada).

10
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Una realizacion particular se refiere al acido nucleico donde el acido nucleico
comprende, preferiblemente consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 24 (inserto en el
plasmido pJFF-XAN).

Con la secuencia SEQ ID NO: 24 se puede sintetizar xanthohumol. La presente

invencion también se refiere al plasmido pJFF-XAN que comprende dicha secuencia.

La O-metiltransferasa 1 (OMTasa, OMTase o OMT1, Xanthohumol-O-methyl-
transferase) utilizada en la presente invencion es de Humulus lupulus, niumero de
acceso FM164641.1 (SEQ ID NO: 21 es la proteina, SEQ ID NO: 22 es la secuencia

de nucledtidos y SEQ ID NO: 23 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

Ofra realizacion mas preferida del primer aspecto de la invencion se refiere al acido
nucleico que ademas comprende una subunidad (h) que comprende una secuencia
que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia
SEQ ID NO: 25 (proteina CHI), preferiblemente comprende una secuencia con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 26 (CHI gen).
Preferiblemente en el acido nucleico la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 27 (CHI optimizada). Mas preferiblemente en el acido nucleico la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada) y donde la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada).

Una realizacion mas particular se refiere al acido nucleico donde el acido nucleico

comprende, preferiblemente consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 28.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 28 se puede sintetizar naringenina. La
presente invencién también se refiere al plasmido pPNGM-NAR que comprende dicha

secuencia.

La chalcona isomerasa (CHI, chalcone flavonone isomerase 1A) utilizada en la
presente invencion es de Glycine max, numero de acceso AY595413.1 (SEQ ID NO:
25 es la proteina, SEQ ID NO: 26 es la secuencia de nucledétidos y SEQ ID NO: 27 es

la secuencia optimizada para Streptomyces).
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Una realizacion aun mas preferida del primer aspecto de la invencién se refiere al
acido nucleico que ademas comprende una subunidad (i) que comprende una
secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 29 (proteina CHR), preferiblemente comprende una secuencia
con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 30 (gen CHR).
Preferiblemente en el acido nucleico la subunidad (i) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 31 (CHR optimizada). Mas preferiblemente en el acido nucleico segun la
reivindicacion 26 donde la subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL

optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL

optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS

optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI

optimizada) y donde la subunidad (i) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 31 (CHR
)-

optimizada

Una realizacion mas particular se refiere al acido nucleico que comprende,

preferiblemente consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 32.

Mediante el uso de la SEQ ID NO: 32 se puede sintetizar liquiritigenina. La presente

invencion también se refiere al plasmido pLMF-LQ que comprende dicha secuencia.

La chalcona reductasa (CHR, NAD(P)H-dependent 6'-deoxychalcone synthase)
utilizada en la presente invencion es de Glycine max, numero de acceso X55730.1
(SEQ ID NO: 29 es la proteina, SEQ ID NO: 30 es la secuencia de nucleétidos y SEQ

ID NO: 31 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

Otra realizacion mas particular se refiere al acido nucleico que ademas comprende
una subunidad (j) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 33 (proteina N3DOX),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 34 (gen N3DOX). Preferiblemente la subunidad (j) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada). Mas preferiblemente la subunidad
(a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la

secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada),la subunidad (i) consiste en la secuencia
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SEQ ID NO: 31 (CHR optimizada) y donde la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada).

Una realizacion aun mas particular se refiere al acido nucleico que comprende,

preferiblemente consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 36.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 36 se demuestra que se sintetiza
garbanzol. La presente invencion también se refiere al plasmido pGR que comprende

dicha secuencia.

La naringenina 3-dioxigenasa (N3DOX, Flavanone 3-hydroxylase, Flavanone 3-
dioxygenase, Naringenin 3-dioxygenase) utilizada en la presente invencién es de
Petroselinum crispum, numero de acceso AY230248 (SEQ ID NO: 33 es la proteina,
SEQ ID NO: 34 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 35 es la secuencia

optimizada para Streptomyces).

Otra realizacién mas particular se refiere al acido nucleico que ademas comprende
una subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con
al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37 (proteina F3'H),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 38 (gen F3’H). Preferiblemente la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39 (F3'H optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31 (CHR optimizada), la subunidad (j) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 35 (N3DOX optimizada) y donde la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 39 (F3'H optimizada).

Una realizacion particular se refiere al acido nucleico que comprende, preferiblemente

consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 40.

Mediante el uso de secuencia SEQ ID NO: 40 se demuestra que se genera
dihidrofisetina. La presente invencion también se refiere al plasmido pDF que

comprende dicha secuencia.
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La flavonoide 3’-hidroxilasa (F3’H, flavonoid 3’-hydroxylase) utilizada en la presente
invencion es de Arabidopsis thaliana, numero de acceso Q9SD85 (SEQ ID NO: 37 es
la proteina, SEQ ID NO: 38 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 39 es la

secuencia optimizada para Streptomyces).

Otra realizacién mas particular se refiere al acido nucleico que ademas comprende
una subunidad (I) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 41 (proteina IFS),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 42 (gen IFS) y una secuencia que codifica para una proteina
con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 43 (proteina
reductasa de G. max), preferiblemente comprende una secuencia con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 44 (gen de la reductasa).
Preferiblemente la subunidad (I) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46 (IFS
optimizada+reductasa optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 27 (CHI optimizada),la subunidad (i) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 31
(CHR optimizada) y donde la subunidad (l) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46

(IFS+reductasa optimizada).

En una realizacién mas particular el acido nucleico comprende, preferiblemente
consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 47 (inserto en el plasmido pLMF55W).

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 47 se genera daidzeina.

La isoflavona sintasa (IFS, isoflavone synthase 1,) utilizada en la presente invencion
es de Glycine max, numero de acceso AF195818 (SEQ ID NO: 41 es la proteina, SEQ

ID NO: 42 es la secuencia de nucleétidos).
La NAPH:P450 reductasa (CPR) utilizada en la presente invencion es de Glycine max,

numero de acceso AY170374.1 (SEQ ID NO: 43 es la proteina, SEQ ID NO: 44 es la

secuencia de nucledtidos).
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La quimera IFS-CPR tiene como secuencia de proteinas la SEQ ID NO: 45 y la SEQ

ID NO: 46 es la secuencia optimizada para Streptomyces.

En una realizacién mas particular el acido nucleico ademas comprende una subunidad
(m) que comprende una secuencia que codifica una proteina con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 50 (proteina DZNR), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 51 (gen DZNR). Preferiblemente la subunidad (m) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 52 (DZNR optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (i) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 31
(CHR optimizada) y la subunidad (I) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46 (IFS—
reductasa optimizada) y donde la subunidad (m) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
52 (DZNR optimizada).

La reductasa de daidzeina (DZNR, daidzein reductase) utilizada en la presente
invencién es de Lactococcus garvieae, numero de acceso AB558141 (SEQ ID NO: 50
es la proteina, SEQ ID NO: 51 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 52 es la

secuencia optimizada para Streptomyces).

Otras reductasas que también pueden utilizarse son las siguientes (se identifican con
su numero de acceso): XP_006472452, XP_008338958, XP_006338052,
AAZ39648.1, P38038, AEES85738.1, BAD05639, XP_002270732, 1408205A,
AFW57103, CBG67789, CAM03474, AAB97736, XP_003610109, WP_010982013,
WP_011027201, EFE84508.

En una realizacion mas particular el acido nucleico ademas comprende una subunidad
(n) que comprende una secuencia que codifica una proteina con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 53 (proteina DHDR), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 54 (gen DHDR). Preferiblemente en el acido nucleico la subunidad (n) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 55 (DHDR optimizada). Mas preferiblemente el acido
nucleico donde la subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL

optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL
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optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS
optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI
optimizada),la subunidad (i) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 31 (CHR
optimizada) y la subunidad (l) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46 (IFS-reductasa
optimizada), la subunidad (m) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 52 (DZNR
optimizada) y la subunidad (n) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 55 (DHDR

optimizada).

La reductasa de dihidrodaidzeina (DHDR, dihydrodaidzein reductase) utilizada en la
presente invencién es de Lactococcus garvieae, numero de acceso AB592970 (SEQ
ID NO: 53 es la proteina, SEQ ID NO: 54 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID

NO: 55 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

En una realizacion mas particular el acido nucleico ademas comprende una subunidad
(o) que comprende una secuencia que codifica una proteina con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 56 (proteina THDR), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 57 (gen THDR), y una subunidad (s) que comprende una secuencia que
codifica una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO:
59 (prot RAC), preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 65% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 60 (gen RAC). Preferiblemente la subunidad
(o) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 58 (THDR optimizada) y la subunidad (s)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 61 (RAC optimizada). Mas preferiblemente la
subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad
(b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada),la subunidad (i) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 31 (CHR optimizada) y la subunidad (I) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 46 (IFS-reductasa optimizada), la subunidad (m) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 52 (DZNR optimizada), la subunidad (n) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 55 (DHDR optimizada), la subunidad (o) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 58 (THDR RAC optimizada) y la subunidad (s) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 61 (RAC optimizada).

En una realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 62.
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El uso de la secuencia SEQ ID NO: 62 demuestra que se genera (S)-equol. La
presente invencion también se refiere al plasmido pLMF56 que comprende dicha

secuencia.

La reductasa de tetrahidrodaidzeina (THDR, tetradrodaidzein reductase) utilizada en
la presente invencién es de Lactococcus garvieae, numero de acceso AB592969
(SEQ ID NO: 56 es la proteina, SEQ ID NO: 57 es la secuencia de nucleétidos y SEQ

ID NO: 58 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

La racemasa (RAC, dihydrodaidzein racemase) utilizada en la presente invencién es
de Lactococcus garvieae, numero de acceso AB592969 (SEQ ID NO: 59 es la
proteina, SEQ ID NO: 60 es la secuencia de nuclettidos y SEQ ID NO: 61 es la

secuencia optimizada para Streptomyces).

En otra realizacién mas particular el acido nucleico ademas comprende la subunidad
() que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 41 (proteina IFS), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 42 (IFS gen) y una secuencia que codifica para una proteina con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 43 (proteina reductasa de G. max),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 44 (gen de la reductasa). Preferiblemente la subunidad (1)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46 (IFS+ reductasa optimizada). Mas
preferiblemente la subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL
optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL
optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS
optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI
optimizada) y la subunidad (l) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46 (IFS+

reductasa optimizada).

En una realizacion mas particular el acido nucleico comprende, preferiblemente

consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 63.

17



10

15

20

25

30

35

ES 2 590 221 Bl

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 63 se demuestra que se sintetiza
genisteina. La presente invencion también se refiere al plasmido pNGM-GEN que

comprende dicha secuencia.

En otra realizacion mas preferida el acido nucleico ademas comprende la subunidad
(k) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37 (proteina F3’'H), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 38 (F3’H gen). Preferiblemente la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 39 (F3’H optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27
(CHI optimizada) y la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39 (F3'H

optimizada).

En una realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 64.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 64 se demuestra que se genera
erodictiol. La presente invencion también se refiere al plasmido pNGM-ERY que

comprende dicha secuencia.

En otra realizacion mas particular el acido nucleico ademas comprende una subunidad
(p) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al menos un
70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 65 (proteina FNS), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 66 (FNS gen). Preferiblemente la subunidad (p) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 67 (FNS optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27
(CHI optimizada) y la subunidad (p) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 67 (FNS

optimizada).
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En otra realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 68.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 68 se genera apigenina. La presente

invencion también se refiere al plasmido pIMG-API que comprende dicha secuencia.

La flavona sintasa (FNS, flavone synthase 1) utilizada en la presente invencion es de
Petroselinum crispum, nimero de acceso AY230247.1 (SEQ ID NO: 65 es la proteina,
SEQ ID NO: 66 es la secuencia de nucledtidos y SEQ ID NO: 67 es la secuencia

optimizada para Streptomyces).

En una realizacion aun mas particular el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37 (proteina F3'H),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 38 (F3'H gen).Preferiblemente la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39 (F3’'H optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (p) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 67 (FNS optimizada) y la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 39 (F3'H optimizada).

En una realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 69.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 69 se demuestra que se sintetiza
luteolina. La presente invencion también se refiere al plasmido pLT que comprende

dicha secuencia.

En una realizacion aun mas particular el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (j) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 33 (proteina N3DOX),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 34 (N3DOX gen). Preferiblemente la subunidad (j) consiste en
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la secuencia SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada). Mas preferiblemente la subunidad
(a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada) y la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada).

En ofra realizacion aun mas particular el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (q) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 70 (proteina FLS1),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 71 (FLS1 gen).Preferiblemente la subunidad (q) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 72 (FLS1 optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada) y la subunidad (q) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 72 (FLS1 optimizada).

En una realizacion aun mas particular el acido nucleico comprende, preferiblemente

consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 73.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 73 se demuestra que se genera
kaempferol. La presente invencion también se refiere al plasmido pKF que comprende

dicha secuencia.

La flavonol sintasa (FLS1, flavonol synthase, flavanone 3-hydroxylase ) utilizada en la
presente invencion es de Arabidopsis thaliana, numero de acceso Q96330 (SEQ ID
NO: 70 es la proteina, SEQ ID NO: 71 es la secuencia de nucledtidos y SEQ ID NO:

72 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

En otra realizacién aun mas particular el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (r) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 74 (proteina F3’5'H),

preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
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secuencia SEQ ID NO: 75 (F3’5'H gen). Preferiblemente la subunidad (r) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 76 (F3'5’H optimizada). Mas preferiblemente la subunidad
(a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada), la subunidad (q) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 72 (FLS1 optimizada) y la subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
76 (F3'5’H optimizada).

En una realizaciéon aun mas preferida el acido nucleico comprende, preferiblemente

consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 77.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 77 se demuestra que se genera
miricetina. La presente invencién también se refiere al plasmido pMIR que comprende

dicha secuencia.

La flavonoide 3’-5-hidroxilasa (F3'5’H, flavonoid 3'-5'-hydroxylase) utilizada en la
presente invencién es de Petunia x hybrida, numero de acceso Z22544.1 (SEQ ID NO:
74 es la proteina, SEQ ID NO: 75 es la secuencia de nucledétidos y SEQ ID NO: 76 es

la secuencia optimizada para Streptomyces).

En una realizacién aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37 (proteina F3'H),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 38 (F3'H gen). Preferiblemente la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39 (F3'H optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada) y la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 39 (F3’'H optimizada).
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En otra realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (q) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 70 (proteina FLS1),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 71 (FLS1 gen). Preferiblemente la subunidad (q) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 72 (FLS1 optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 (TAL optimizada), la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6 (4CL optimizada), la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13 (CHS optimizada), la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27 (CHI optimizada), la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35 (N3DOX optimizada), la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 39 (F3'H optimizada) y la subunidad (q) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
72 (FLS1 optimizada).

En una realizaciéon aun mas preferida el acido nucleico comprende, preferiblemente

consiste en, la secuencia SEQ ID NO: 78.

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 78 se demuestra que se genera
quercetina. La presente invencion también se refiere al plasmido pQR que comprende
la secuencia SEQ ID NO: 78.

En otra realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (t) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 90 (proteina DFR),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 91 (DFR gen). Preferiblemente la subunidad (t) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 92 (DFR optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la
subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35) y la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92.

La dihidroflavonol reductasa (DFR, dihydroflavonol 4-reductase) utilizada en la
presente invencion es de Punica granatum, nimero de acceso KF841618 (SEQ ID
NO: 90 es la proteina, SEQ ID NO: 91 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO:

92 es la secuencia optimizada para Streptomyces).
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En una realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (u) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 93 (proteina ANS),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 94 (ANS gen). Preferiblemente la subunidad (u) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 95 (ANS optimizada). Mas preferiblemente la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la
subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35, la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y

la subunidad (u) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 95.

En una realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 96 (inserto del pPEL).

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 96 se demuestra que se genera
pelargonidina. La presente invencion también se refiere al plasmido pPEL que

comprende la secuencia SEQ ID NO: 96.

La antocianidin sintasa (ANS, anthocyanidin synthase) utilizada en la presente
invencion es de Punica granatum, numero de acceso KF841619 (SEQ ID NO: 93 es la
proteina, SEQ ID NO: 94 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 95 es la

secuencia optimizada para Streptomyces).

En otra realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (r) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 74 (proteina F3'5'H),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 75 (F3’5’H gen). Preferiblemente la subunidad (r) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 76 (F3'5’H optimizada). Mas preferiblemente la subunidad
(a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la
subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35) y la subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO:

76. Mas preferiblemente ademas comprende la subunidad (t) que comprende una
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secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 90 (proteina DFR), preferiblemente comprende una secuencia
con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 91 (DFR gen). Mas
preferiblemente la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 (DFR
optimizada). Por lo que la presente invencion también se refiere a un acido nucleico
donde la subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 13, la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la
subunidad (j) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 35), la subunidad (r) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 76 y la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92.
Aun mas preferiblemente ademas comprende la subunidad (u) que comprende una
secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 93 (proteina ANS), preferiblemente comprende una secuencia
con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 94 (ANS gen). Mas
preferiblemente la subunidad (u) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 95 (ANS
optimizada). Por lo que también se refiere al acido nucleico donde la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la
subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35), la subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 76,
la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y donde la subunidad (u)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 95.

En otra realizacién particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 97 (inserto del pDEL).

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 97 se demuestra que se genera
delfinidina. La presente invencion también se refiere al plasmido pDEL que

comprende la secuencia SEQ ID NO: 97.

En otra realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (t) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 90 (proteina DFR),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 91 (gen DFR). Preferiblemente donde la subunidad (t) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 92 (DFR optimizado). Mas preferiblemente donde la
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subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la
subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39 y
la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92. En una realizacién particular
ademas comprende la subunidad (v) que comprende una secuencia que codifica para
una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 98
(proteina LAR), preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 99 (gen LAR). Preferiblemente la subunidad
(v) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 100 (LAR optimizado). Mas preferiblemente
la subunidad (a) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13,
la subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
39, la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y la subunidad (v)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 100.

En otra realizacién particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 101 (inserto del pCTC).

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 101 se demuestra que se genera
catequina. La presente invencion también se refiere al plasmido pCTC que comprende
la secuencia SEQ ID NO: 101.

La leucoantocianidin reductasa (LAR, leucoanthocyanidin reductase) utilizada en la
presente invencion es de Fragaria x ananassa, numero de acceso AAZ78662 (SEQ ID
NO: 98 es la proteina, SEQ ID NO: 99 es la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO:

100 es la secuencia optimizada para Streptomyces).

En otra realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas comprende la
subunidad (u) que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al
menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 93 (proteina ANS),
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la
secuencia SEQ ID NO: 94 (gen ANS). Preferiblemente la subunidad (u) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 95 (ANS optimizado). Mas preferiblemente la subunidad (a)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia
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SEQ ID NO: 6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la
subunidad (h) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39,
la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y la subunidad (u) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 95.

En otra realizacién particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 102 (inserto del pCYN).

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 102 se demuestra que se genera
cianidina. La presente invencién también se refiere al plasmido pCYN que comprende
la secuencia SEQ ID NO: 102.

En otra realizacién aun mas preferida el acido nucleico comprende la subunidad (w)
que comprende una secuencia que codifica para una proteina con al menos un 70%
de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 103 (proteina ANR), preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ
ID NO: 104 (gen ANR). Preferiblemente la subunidad (w) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 105 (ANR optimizado). Mas preferiblemente la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39, la subunidad (t) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 92, la subunidad (u) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 95 y la subunidad (w) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 105.

En otra realizacion particular el acido nucleico comprende, preferiblemente consiste
en, la secuencia SEQ ID NO: 106 (inserto del pECTC).

Mediante el uso de la secuencia SEQ ID NO: 106 se demuestra que se genera
epicatequina. La presente invencion también se refiere al plasmido pECTC que

comprende la secuencia SEQ ID NO: 106.

La antocianidin reductasa (ANR, anthocyanidin reductase) utilizada en la presente

invencion es de Fragarai x ananassa, numero de acceso ABD95362 (SEQ ID NO: 103
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es la proteina, SEQ ID NO: 104 es la secuencia de nuclettidos y SEQ ID NO: 105 es

la secuencia optimizada para Streptomyces).

En la presente invencion los genes pueden tener al menos un sitio de unién al

ribosoma (rbs), preferiblemente todos ellos contienen el sitio de union al ribosoma.

Por este motivo, en otra realizacion aun mas preferida el acido nucleico ademas
comprende al menos un sitio de union a ribosomas (rbs) unido de forma operativa.
Preferiblemente el rbs esta unido a la posicion 5" de cada subunidad, preferiblemente
entre el sitio de unién a ribosomas y la subunidad puede haber o no un polinucleétido
espaciador. Aun mas preferiblemente el rbs se selecciona de la lista que consiste en:
rbs se Streptomyces (SEQ ID NO: 79), rbs LMF (SEQ ID NO: 80), rbs consenso para
Streptomyces (SEQ ID NO: 81), rbs de genes operdn gly (aaaggag), rbs mit (aggagg),
rbs tipA (agaagggag), preferiblemente consiste en la secuencia SEQ ID NO: 79.

La secuencia nucleotidica de la invencion, adicionalmente a la secuencia codificante,
puede llevar otros elementos, como por ejemplo aunque sin limitarse, promotores,
intrones, secuencias no codificantes en los extremos 5 o 3’, sitios de unidon a
ribosomas, secuencias estabilizadoras, secuencias de deteccion celular, secuencias
de reconocimiento para enzimas de restriccion, etc. Estos polinucledtidos
adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes para aminoacidos
adicionales que pueden ser utiles, por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la
estabilidad del péptido generado a partir de él o para permitir una mejor purificacion

del mismo.

Por este motivo, una realizacién aun mas preferida del primer aspecto de la invencién
se refiere al acido nucleico que ademas comprende al menos un promotor constitutivo
o inducible unido de forma operativa. Preferiblemente el promotor constitutivo o
inducible esta unido de forma operativa delante de cada subunidad. Mas
preferiblemente el promotor se selecciona de la lista que consiste en: promotor del
gen ermE (SEQ ID NO: 82), rp1M (SEQ ID NO: 83), tipA (SEQ ID NO: 84), tsr (SEQ ID
NO: 85), snpA (SEQ ID NO: 86), gy1ABx (SEQ ID NO: 87), mcrB (SEQ ID NO: 88),
aac(2)IV (SEQ ID NO: 89), preferiblemente es el promotor del gen ermE (SEQ ID NO:
82).
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En la presente invencion el término “promotor” hace referencia a una regién del acido
desoxirribonucleico, generalmente “aguas arriba” o “upstream” del punto de inicio de la
transcripcion, que es capaz de iniciar la transcripcion. Este término incluye, por
ejemplo, pero sin limitarse, promotores constitutivos, promotores especificos de tipo
celular o de tejido o promotores inducibles o reprimibles. Ejemplos de promotores
procariotas incluyen también, por ejemplo, pero sin limitarnos, los promotores de los
genes trp, recA, lac, lacl, tet, gal, trc, o tac. Segun la presente invencién, el término
promotor constitutivo se refiere a un promotor genético que expresa continuamente el
gen que regula. El término promotor inducible en la presente invencion hace
referencia a un promotor genético que activa la expresién del acido nucleico de la
invencioén al que regula en respuesta a un factor externo (o agente inductor), como por
ejemplo una sustancia quimica o una condicién ambiental, y que en este caso controla
la transcripcion del mismo (por ejemplo, isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido, nisina o
por temperatura). No obstante, es conocido por el experto en la materia que existen
secuencias promotoras que se comportan como constitutivas o como inducibles
dependiendo de la célula que los expresa. ElI promotor inducible en la presente
invencion también puede ser cualquiera de los promotores inducibles conocidos por el

experto en la materia, por ejemplo los promotores lacUV5, T7, P1, nisA o del fago T5.

La expresion “unido operativamente” (o “unido de forma operativa”), tal y como se
utiliza en la presente descripcion, se refiere a una yuxtaposicidon en la que los
componentes asi descritos tienen una relacion que les permite funcionar en la manera

intencionada.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un cassette de expresion
que comprende el acido nucleico del primer aspecto de la presente invencién. En

adelante “el cassette de expresion de la invencion”.

El cassette de expresion comprende los elementos necesarios para la expresion del
acido nucleico de la invencion, al estar unido operativamente a elementos de control
de la transcripcion y/o de traduccién, tales como, por ejemplo, senales de inicio y

terminacion, sitios de corte, o senal de poliadenilacion.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencion o el cassette de expresién de la
presente invencidén pueden hallarse formando parte de vectores que permitan su

multiplicacion o clonaje asi como su expresion. Dicho vector puede ser, por ejemplo
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un vector de clonacién o un vector de expresion o un vector recombinante. El clonaje
de la secuencia nucleotidica de la invencion se puede realizar empleando un vector de
expresion o recombinante, o un plasmido. Estos vectores comprenden la secuencia
nucleotidica de la invencion (o el cassette de expresion que la comprende) y también
pueden comprender una serie de secuencias codificantes para aminoacidos que son
dianas de corte de proteasas. La ventaja de esta estructura es que, una vez producida
la proteina o péptido de fusidon, lisado el sistema de expresion y purificada ésta
mediante, por ejemplo, aunque sin limitarnos, cromatografia de afinidad, se puede
escindir la proteina portadora del péptido de la invencion mediante digestion con una
proteasa y repurificar el péptido de la invencion mediante el mismo sistema

cromatogréafico.

Utilizando técnicas bien conocidas, un experto en la materia seria capaz de obtener
un vector adecuado para la clonaciéon y/o expresion del acido nucleico del primer

aspecto de la invencion en cualquier microorganismo.

El término "vector", tal y como se emplea en la presente memoria, se refiere a una
molécula de acido nucleico que es capaz de transferir secuencias de acidos nucleicos
contenidas en la misma a una célula. Algunos ejemplos de vectores recombinantes
son ADN lineal, ADN plasmidico, virus modificados, adenovirus/virus adenoasociados,
vectores retrovirales y virales, etc.; todos ellos ampliamente descritos en la literatura y
que pueden ser empleados siguiendo técnicas estandar de biologia molecular o
comprados a proveedores. Entre los vectores virales mas usados para la introduccion
de genes en células de mamifero, se encuentran, vectores de poxvirus, de herpes

simplex, adenovirus, vectores asociados a adenovirus, etc.

Los vectores pueden ser introducidos por cualquier método conocido por el experto en
la materia, por ejemplo, aunque sin limitarnos, mediante transfeccion, transduccion,
transformacion o infeccién de las células hospedadoras, como son, aunque sin
limitarse a ellas, células vegetales, de mamifero, bacterias, arqueas, levaduras,

hongos o células de insecto.
El término "vector de clonacién”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se

refiere a una molécula de ADN en la que se puede integrar otro fragmento de ADN,

sin que pierda la capacidad de replicacién. Ejemplos de vectores de expresién son,
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pero sin limitarse, plasmidos, césmidos, fagos de ADN o cromosomas artificiales de

levadura.

El término "vector de expresion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a un vector de clonacion adecuado para expresar un acido nucleico que ha
sido clonado en el mismo tras ser introducido en una célula, denominada célula
huésped. Dicho acido nucleico se encuentra, por lo general, unido operativamente a

secuencias de control.

El término "expresion" se refiere al proceso por el cual se sintetiza un polipéptido a
partir de un polinucleétido. Incluye la transcripcién del polinucleétido en un ARN
mensajero (ARNm) y la traduccion de dicho ARNm en una proteina o un polipéptido.

La expresion puede tener lugar en una ceélula hospedadora.

El término "vector recombinante”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a un vector adecuado para expresar un acido nucleico que ha sido clonado en
el mismo, de forma que la expresion del péptido de biosintesis de polifenoles se
realiza directamente en el tejido o célula diana. Generalmente dicho vector es un virus
0 un plasmido, y es producido por la union de diferentes fragmentos de acidos
nucleicos a partir de diferentes fuentes y cuya expresion da lugar a un elemento
genético mévil que permite la expresion en el tejido o célula diana de las secuencias
nucleotidicas o peptidicas de interés. La expresion en un tejido o célula de interés se
realiza mediante la union operativa del polinucléotido a secuencias de control,
preferentemente secuencias de control especificas del tejido o célula donde se quiere
expresar; preferentemente dichas secuencias de control son promotores o enhancers.
Un vector recombinante segun la invencion puede, por tanto, emplearse tanto como
herramienta biotecnoldgica para multiplicarlo como emplearse en composiciones
farmacéuticas como tratamiento farmacolégico per se. Un vector recombinante tipico
se selecciona del grupo que consiste en un vector lentiviral, un vector adenoviral, un

vector de virus adenoasociados, un plasmido, un césmido, o un cromosoma artificial.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un vector que comprende el
acido nucleico del primer aspecto de la presente invencion o el cassette de expresion
del segundo aspecto de la presente invencién. Preferiblemente el vector es replicativo

o integrativo. Mas preferiblemente dicho vector se selecciona de la lista que
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comprende: plasmido, césmido, bacmido, vector viral o cromosoma artificial. En

adelante “el vector de la invencion”.

Una realizaciéon preferida de este aspecto de la invencion se refiere a un vector que
comprende el acido nucleico de la invencion o el cassette de expresion de la invencion
unido en fase de lectura a una secuencia nucleotidica que codifica para una etiqueta

de purificacion.

La expresion “etiqueta de purificacion” 0 “etiqueta de afinidad”, tal y como se utiliza en
la presente descripcion se refiere a una secuencia de aminoacidos que ha sido
incorporada (generalmente, por ingenieria genética) a una proteina para facilitar su
purificacion. La etiqueta, que puede ser otra proteina o una secuencia corta de
aminoacidos, permite la purificacion de la proteina, por ejemplo, mediante
cromatografia de afinidad. Algunos ejemplos de etiquetas de purificacién conocidos en
el estado de la técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse a: el péptido de union a
calmodulina (CBP), la enzima glutation-S-transferasa (GST) o una cola de residuos de
histidina. Preferiblemente, la etiqueta de purificacion consiste en al menos 6 residuos

de histidina.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a una proteina de fusion que se
genera a partir de la traduccion del acido nucleico del primer aspecto de la invencion,
es decir la codificada por el acido nucleico de la invencion. En adelante “la proteina de

la invencion”.

Los términos “secuencia de aminoacidos” o “proteina” se usan aqui de manera
intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier
longitud, que pueden estar, o no, quimica o bioquimicamente modificados. El término

“residuo” corresponde a un aminoacido.

Un quinto aspecto de la presente invencién se refiere a una célula que comprende el
acido nucleico del primer aspecto de la invencion, el cassette de expresion del
segundo aspecto de la invencion, el vector del tercer aspecto de la invencion y/o la
proteina de fusion del cuarto aspecto de la invencion. En adelante, la “célula

hospedadora de la invencién” o “la célula de la invencion”.
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Preferiblemente dicha célula es una bacteria, una levadura, un hongo, una célula
vegetal o una célula animal. Mas preferiblemente la célula es un actinomiceto,
preferiblemente del género que se selecciona de la lista que consiste en
Streptomyces, Saccharopolyspora, Micromonospora, Bifidobacterium, Frankia,
Streptoverticillium, Kitasatospora, Propionibacterium, Micrococcus, Arthrobacter,
Corynebacterium; y otros como Escherichia, Lactobacillus, Saccharomyces, Pichia,

Schizosaccharomyces o Bacillus.

En una realizacidon aun mas particular del quinto aspecto de la invencion la célula es
Streptomyces coelicolor, S. albus, S. venezuelae, S. avermitilis, S. lividans, S.
ambofaciens, S. achromogenes, S. clavuligerus, S. griseus, S. kanamyceticus, S.

noursei, S. scabies, S. violaceoruber o Saccharopolyspora erythraea.

El término "célula hospedadora" o "célula huésped" o “célula transformada” incluye
cualquier célula cultivable que puede ser modificada mediante la introduccion del
acido nucleico de la invencion, el cassette de la invencion, del vector de la invencion,

o la proteina de la presente invencidon no contenidos de manera natural en la célula.

Preferiblemente, una célula hospedadora es aquella en la que el polinucleétido de la
invencion puede ser expresado, dando lugar a un polipéptido estable, modificado post-
traduccionalmente y localizado en el compartimento subcelular apropiado. La eleccién
de una célula hospedadora adecuada puede también estar influida por la eleccion de
la sefal de deteccion. Por ejemplo, el uso de construcciones con genes reporteros
(por ejemplo, lacZ, luciferasa, timidina quinasa o la proteina verde fluorescente “GFP”)
puede proporcionar una sefial seleccionable mediante la activacion o inhibicion de la
transcripciéon del gen de interés en respuesta a una proteina reguladora de la
transcripcién. De cara a conseguir una seleccion o “screening” optimo, el fenotipo de

la célula hospedadora debera ser considerado.

La célula transformada de la invencién puede presentar el acido nucleico del primer
aspecto de la invencion o la construccion génica clonada en un vector génico capaz
de replicarse establemente en dicha célula, como por ejemplo en un plasmido, o el
vector del segundo aspecto de la invencion. En consecuencia, la etapa de
transformacién celular puede llevarse a cabo clonando la construcciéon genética en el
vector (plasmido), que puede ser posteriormente introducido en la célula de destino

por un método de conjugacion, transformacién o electroporacién, dependiendo de la
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célula de destino y del vector de clonacién elegido. Alternativamente, la célula
transformada puede presentar la construccidon genética integrada en el genoma de
dicha célula. En ese caso, la etapa de transformacion celular a puede llevarse a cabo
por alguno de los métodos conocidos para recombinacion homologa o no homdloga,
por ejemplo mediante el uso de transposones u otros vectores moleculares que no
son capaces de autorreplicarse en la célula de destino, pero que pueden mediar

procesos de recombinacion entre acidos nucleicos.

En la presente memoria, la expresién “método de conjugacion” se refiere a cualquiera
de los métodos habitualmente empleados en biologia molecular que permiten
transferir una molécula de ADN desde una bacteria donadora a una bacteria receptora

tras ponerlas en contacto directo.

En la presente memoria, la expresion “método de transformacion” se refiere a
cualquiera de los métodos habitualmente empleados en biologia molecular que
permiten introducir una molécula de ADN en una cepa bacteriana tras poner en

contacto directo dicha cepa bacteriana con la molécula de ADN.

En la presente memoria, la expresion “método de electroporacion” se refiere a
cualquiera de los métodos habitualmente empleados en biologia molecular que
permiten introducir una molécula de ADN en una cepa bacteriana tras poner en
contacto directo dicha cepa bacteriana con la molécula de ADN y aplicar una corriente

eléctrica.

En una realizacion particular del quinto aspecto de la invencion la célula hospedadora
puede ser una célula no patdégena que pueda ingerirse por un sujeto, por ejemplo
bifidobaterias (B. longum, B. bifidum, B. infantis, B. lactis, B. thermophilum, B.
animalis, B. breve, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. adolescentes, B.
pullorum o B. ruminantium). También puede ser una célula que se selecciona de la
lista que consiste en Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus rhamnnosus y Lactobacillus salivarium. En otra realizacion aun
mas particular, la célula se refiere a L. casei BL23, L. casei ATCC 334, L. casei str.
Zang. Dichas células pueden ser usadas como probiético productor de polifenoles

directamente en el tracto digestivo de una persona o de un animal.
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Por lo tanto la presente invencién también se refiere al uso de la célula del quinto
aspecto de la invencion (no patdgena) para la produccion de un alimento, un producto
lacteo fermentado, suplemento dietético o un producto probidtico comestible. En una

realizacién particular los productos lacteos fermentados son quesos o yogures.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un alimento, un producto lacteo
fermentado, suplemento dietético o un producto probidtico comestible que comprende
el acido nucleico del primer aspecto de la invencion, el cassette de expresiéon del
segundo aspecto de la invencién, el vector del tercer aspecto de la invencion, la
proteina del cuarto aspecto de la invencién y/o la célula del quinto aspecto de la
invencién. En una realizacion particular los productos lacteos fermentados son quesos
0 yogures, u otros materiales fermentados que puedan servir de alimento a animales o

humanos.

Ademas la invencién también se refiere a un producto vegetal fermentado con las
células hospedadoras de la invencion. Dicho producto se puede administrar como

alimento funcional en animales o humanos.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere al uso del acido nucleico del
primer aspecto de la invencién, el cassette de expresion del segundo aspecto de la
invencion, el vector del tercer aspecto de la invencioén, la proteina de fusion del cuarto
aspecto de la invencion y/o de la célula del quinto aspecto de la invenciéon para la
sintesis de polifenoles (produccion de polifenoles). Preferiblemente se sintetiza
resveratrol, floretina, garbanzol, dihidrofisetina (fustina), liquiritigenina, daidzeina, (S)-
equol, xanthohumol, naringenina, genisteina, apigenina, luteolina, erodictiol,
kaempferol, dihidrokaempferol, miricetina, dihidroquercetina, quercetina, catequina,
epicatequina, cianidina,pelargonidina y/o delfinidina. Dicha sintesis de polifenoles

puede ser realizad in vitro o in vivo (por ejemplo en un humano o animal).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del acido nucleico del primer
aspecto de la invencién, el cassette de expresion del segundo aspecto de la
invencion, el vector del tercer aspecto de la invencién, la proteina de fusién del cuarto
aspecto de la invencion y/o de la célula del quinto aspecto de la invencién como
medicamento, es decir, para la elaboracién de un medicamento. Preferiblemente para

el tratamiento o la prevencion de (o para la elaboracion de un medicamento para el
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tratamiento y/o prevencién o para su uso en el tratamiento o prevencién) de
enfermedades en las que los polifenoles descritos en la presente invencion alivien los
sintomas, curen o mitiguen la enfermedad; dichas enfermedades pueden ser
cualquiera de las conocidas por el experto en la materia en las que la accion de los
polifenoles aqui descritos mejoren el estado de salud del individuo. Por ejemplo
pueden ser usados para prevenir y tratar tumores, enfermedades cardiovasculares,
osteoporosis, mejorar las funciones cognitivas y la diabetes; como fitoestrogenos,
antiinflamatorios, antibacterianos o antivirales. Es decir, se refiere al acido nucleico del
primer aspecto de la invencién, al cassette de expresiéon del segundo aspecto de la
invencioén, al vector del tercer aspecto de la invencién, a la proteina de fusién del
cuarto aspecto de la invencién y/o a la célula del quinto aspecto de la invencién para

su uso en el tratamiento y/o la prevencion de dichas enfermedades.

Ademas, también se refiere al uso del acido nucleico del primer aspecto de la
invencion, el cassette de expresion del segundo aspecto de la invencion, el vector del
tercer aspecto de la invencion, la proteina de fusién del cuarto aspecto de la invencion
y/o de la célula del quinto aspecto de la invencion para la disminucién de los signos de
la edad y del envejecimiento, es decir para la elaboracion de un medicamento para
dicho fin. Es decir, se refiere al acido nucleico del primer aspecto de la invencion, al
cassette de expresion del segundo aspecto de la invencion, al vector del tercer
aspecto de la invencion, a la proteina de fusion del cuarto aspecto de la invencion y/o
a la célula del quinto aspecto de la invencion para su uso en la disminucién de los

signos de la edad y del envejecimiento.

Por lo tanto otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion
farmacéutica que comprende al acido nucleico del primer aspecto de la invencion, al
cassette de expresion del segundo aspecto de la invencion, al vector del tercer
aspecto de la invencion, a la proteina de fusion del cuarto aspecto de la invencion y/o

a la célula del quinto aspecto de la invencion.

El término "composicion farmaceéutica" en esta memoria hace referencia a cualquier
sustancia usada para prevencién, diagnéstico, alivio, tratamiento o curacién de una
enfermedad en el ser humano o en los animales. La composicién farmacéutica de la
invenciéon puede utilizarse tanto sola como en combinacion con otras composiciones
farmacéuticas. El término composicion farmacéutica y medicamento se utilizan en esa

invencion de manera indistinta. En el contexto de la presente invencion se refiere a
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una composicién farmacéutica o un medicamento caracterizado por comprender el
acido nucleico de la invencion o la proteina o vector o célula que permita su expresion
en el organismo a tratar, en una cantidad terapéuticamente activa, de forma que el

acido nucleico ejerza su funcion en el tejido/célula diana.

En una realizacion preferida, la composicién farmacéutica de la invencion ademas
comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realizacion
mas preferida, la composicién farmacéutica ademas comprende un adyuvante. En una
realizaciébn aun mas preferida, ademas comprende otro principio activo (principio

activo adicional).

En la presente invencion la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a
la cantidad del agente calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra
determinada, para el caso de una composicion terapéutica, por las caracteristicas
propias de los compuestos, la ruta, forma y frecuencia de administracion de los
mismos, y otros factores, incluyendo la edad, estado del paciente, asi como la

severidad de la alteracion o trastorno.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion de
los elementos de la composicion de la invencion, estabiliza dichos elementos y activa
0 ayuda a la preparacion de la composicion en el sentido de darle consistencia o
aportar sabores que la hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener
la funcidon de mantener los ingredientes unidos, como por ejemplo es el caso de
almidones, azucares o celulosas, la funcién de endulzar, la funcidén como colorante, la
funcion de proteccidén de la composicidon, como por ejemplo, para aislarla del aire y/o
la humedad, la funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de
presentacion, como por ejemplo, es el caso del fosfato de calcio dibasico, la funcion
desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes y su absorcion en el

intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo.

El término “vehiculo”, al igual que el excipiente, hace referencia a una sustancia que
se emplea en la composicion farmacéutica o medicamento para diluir cualquiera de
los componentes de la presente invencion comprendidos en ella hasta un volumen o
peso determinado. La funcion del vehiculo es facilitar la incorporacion de otros

elementos, permitir una mejor dosificacion y administracion o dar consistencia y forma
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a la composicion. Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo

farmacoldgicamente aceptable es el diluyente.

En esta memoria, el término “adyuvante” se refiere a un agente que aumenta el efecto
del acido nucleico o proteina de la invencién cuando es suministrado de forma

conjunta a éste o bien formando parte de un mismo protocolo de tratamiento.

Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados
en la composicion farmacéutica de la presente invencién son los vehiculos conocidos

por los expertos en la materia.

Como se emplea aqui, el término “principio activo” (“sustancia activa”, “sustancia
farmacéuticamente activa”, “ingrediente activo” o “ingrediente farmacéuticamente
activo”) significa cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad
farmacoldgica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacion, tratamiento, o
prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del

hombre u otros animales.

En otra realizacion particular, dicha composicién farmacéutica se prepara en forma

soélida o en suspension acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable.

La composicion de esta invenciéon puede ser administrada por cualquier via de
administracion apropiada, para lo cual dicha composicién se formulara en la forma
farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida. En una realizacién
particular, la administracion de la composicion terapéutica proporcionada por esta
invencién se efectua por ejemplo por via parenteral, por via oral, por via

intraperitoneal o subcutanea.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se refiere a un método de produccién de
polifenoles que comprende la utilizacion del acido nucleico del primer aspecto de la
invencion, el cassette de expresion del segundo aspecto de la invencién, el vector del
tercer aspecto de la invencion, la proteina de fusion del cuarto aspecto de la invencion
y/o de la célula del quinto aspecto de la invencion. Preferiblemente se produce
resveratrol, floretina, garbanzol, dihidrofisetina (fustina), liquiritigenina, daidzeina, (S)-

equol, xanthohumol, naringenina, genisteina, apigenina, luteolina, erodictiol,
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kaempferol, dihidrokaempferol, miricetina, dihidroquercetina, quercetina, catequina,

epicatequina, cianidina, pelargonidina y/o delfinidina.

Un octavo aspecto de la presente invencion se refiere a un kit (ftambién puede ser un
dispositivo) que comprende el acido nucleico del primer aspecto de la invencion, el
cassette de expresion del segundo aspecto de la invencion, el vector del tercer
aspecto de la invencion, la proteina de fusion del cuarto aspecto de la invencién y/o de

la célula del quinto aspecto de la invencion.

Un noveno aspecto de la presente invencion se refiere al uso del kit (o del dispositivo)
del octavo aspecto de la invencion para generar polifenoles. Preferiblemente para
generar resveratrol, floretina, garbanzol, dihidrofisetina (fustina), liquiritigenina,
daidzeina, (S)-equol, xanthohumol, naringenina, genisteina, apigenina, luteolina,
erodictiol, kaempferol, dihidrokaempferol, miricetina, dihidroquercetina, quercetina,

catequina, epicatequina, cianidina, pelargonidina y/o delfinidina.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 Estructura general de los flavonoides

FIG. 2 Ruta biosintética del resveratrol. Se muestra la masa molecular en daltons
(Da).

FIG. 3 Plasmido final productor de resveratrol (pSTS6W) que contiene el promotor

(permE?*), y los genes TAL, 4CL y STS. tsr es el gen de resistencia a tioestreptona.

FIG. 4 Espectro de masas de un extracto de la cepa productora de resveratrol, S.
coelicolor transformado con pSTS6W. El espectro muestra los picos de uno de los
fragmentos (227,3000 > 143,0000) obtenidos tras realizar el analisis MRM. Los picos
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corresponden a los isémeros cis (4,5 min) y trans (5,3 min) de resveratrol. Se

muestran los tiempos de retencion.

FIG. 5 Ruta biosintesis de la liquiritigenina, daidzeina, naringenina y genisteina. Se

muestran las masas moleculares en Da.

FIG. 6 Plasmido final pLMF-LQ conteniendo los genes de la ruta de biosintesis de
liquiritigenina (A). Plasmido final pPNGM-NAR conteniendo los genes de la ruta de
biosintesis de naringenina (B). ApR es el gen de resistencia a ampicilina. tsr es el gen

de resistencia a tioestreptona.

FIG. 7 Espectro de masas (EIC). Se muestra el patrén de liquiritigenina superpuesto
(pico mayor) a la liquiritigenina producida por S. coelicolor con el plasmido pLMF-LQ

(pico menor).

FIG. 8 Plasmidos productores de daidzeina: pLMF55 (integrativo) (A) y pLMF55W
(replicativo) (B). Plasmido productor de genisteina (p(NGM-GEN).

FIG. 9 Producciéon de daidzeina en S. coelicolor transformado con pLMF55W (arriba)

y pLMF55 (abajo). Se muestra el tiempo de retencion de la daidzeina.

FIG. 10 Espectro de masas mostrando los flavonoides producidos por S. albus
conteniendo el plasmido pLMF55 (arriba) y pLMF55W (abajo), tras analisis MRM. Se
muestran la daidzeina (DZ), la liquiritigenina (LQ) y la naringenina (NAR).

FIG. 11 Ruta biosintetica de (S)-equol. Se muestran las masas moleculares en Da.

FIG. 12 Plasmido productor de (S)-equol (pLMF56).

FIG. 13 Espectro de masas de produccion de (S)-equol (pico sombreado en gris) por

la cepa S. coelicolor conteniendo el plasmido pLMF56.
FIG. 14 Posibles rutas de obtencién de las flavonas apigenina y luteolina, y de la

flavanona eriodictiol, a partir de naringenina. Se muestran las masas moleculares en
Da.
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FIG. 15 Construccién plasmidica final productora de luteolina (pLT) (A), de apigenina
(PNGM-AP) (B) y de erodictiol (p(NGM-ERY) (C)

FIG. 16 Espectro de masas mostrando los flavonoides producidos por S. albus
transformado con el plasmido pLT. Se muestra la luteolina (LT), la quercetina (QR) y

la apigenina (API).

FIG. 17 Rutas biosintéticas para la obtencion de kaempferol, miricetina y quercetina a

partir de naringenina. Se muestran las masas moleculares en Da.

FIG. 18 Plasmidos finales productores de kaempferol (pKF) (A), quercetina (pQR) (B)
y miricetina (pMIR) (C).

FIG. 19 Especto de masas obtenido tras analisis MRM de pKF transformado en S.
albus. Se muestra el dihidrokaempferol (DHK), la quercetina (QR), la apigenina (API) y
el kaempferol (KF).

FIG. 20 Espectro de masas mostrando los flavonoides detectados por MRM de pQR
transformado en S. albus. Se muestra el dihidrokaempferol (DHK), la quercetina (QR),

la apigenina (API) y el kaempferol (KF).

FIG. 21 Espectro de masas de los resultados obtenidos tras transformar pMIR en S.
albus. Se muestra la miricetina (MIR), el dihidrokaempferol (DHK), la quercetina (QR)

y el kaempferol (KF).

FIG. 22 Ruta de biosintesis de garbanzol y dihidrofisetina. Se muestran las masas

moleculares en Da.

FIG. 23 Plasmidos productores de garbanzol (pGR) (A) y de dihidrofisetina (pDF) (B).
FIG. 24 Espectros de masas tras analisis SIM. Espectro correspondiente a un extracto
de S. albus conteniendo el plasmido pGR (arriba) y el correspondiente a la cepa

control (abajo). Se observan 3 picos nuevos en la cepa con pGR (minutos 3,8; 4,1y

5,7), alguno de los cuales podria ser garbanzol.
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FIG. 25 Superposicion de los espectros obtenidos tras analisis SIM de un extracto de
S. albus conteniendo el pladsmido pDF (color negro) y de la cepa control (color gris).

Se observa un pico diferencial en el minuto 4,4 que podria ser dihidrofisetina.

FIG. 26 Plasmidos productores de floretina (pJFF-PHLO) (A) y de xanthohumol (pJFF-
XAN) (B).

FIG. 27 Espectro de HPLC-MS donde se muestran los tiempos de retencion de los
iones correspondientes a cada uno de los patrones comerciales usados en este
trabajo. Los patrones comerciales fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Las masas

moleculares y su tiempo de retencién vienen indicados en la tabla 1.

FIG. 28 Rutas biosintéticas para la obtencion de pelargonidina, delfinidina, catequina,

cianidina y epicatequina a partir de dihidrokaempferol.

FIG. 29 Plasmidos productores de pelargonidina (pPEL) (A), delfinidina (pDEL) (B),
catequina (pCTC) (C), cianidina (CYN) (D) y epicatequina (pECTC) (E).

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

EJEMPLO 1: sintesis de estilbenos

Para la sintesis de resveratrol se requieren tres enzimas: TAL, 4CL y STS (Figura 2).
Muchas de las enzimas pertenecientes a la familia de las TAL son bifuncionales,
tienen actividad también sobre la fenilalalina y puede que la preferencia sobre este
aminoacido sea mayor, asi que para la eleccidbn de nuestro enzima se reviso la
bibliografia existente hasta el momento para asegurarnos de que tuviera mayor
actividad sobre tirosina. La TAL elegida en la presente invencién es la procedente de
Rhodobacter capsulatus (SEQ ID NO: 1). Ademas otra TAL perteneciente a otra
especie de Rhodobacter (R. sphaeroides) fue utilizada para sintetizar estilbenos y
flavonoides y presenta una elevada homologia con la TAL de R. capsulatus (Watts et
al., 2004).
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Los otros dos enzimas utilizados fueron la 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 4), y la
STS de Vitis vinifera (SEQ ID NO: 7). Este enzima fue elegido ya que es el unico que
posee la capacidad de sintetizar estilbenos y en la naturaleza se sintetiza
principalmente en diversas especies de la familia elegida. Ademas esta ampliamente
descrita en la biografia y fue utilizada en diversos estudios para sintetizar resveratrol
(Donnez et al., 2009).

Para poder expresar correctamente estos tres genes, se sintetizaron optimizando los
codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6 y SEQ
ID NO: 9). Ademas todos ellos contienen el sitio de union al ribosoma (RBS) (SEQ ID
NO: 79). El plasmido final (Figura 3, pSTS6W, SEQ ID NO: 10) productor de
resveratrol es un plasmido replicativo (pWHM3) que contiene un promotor constitutivo

(permE*) delante de los tres genes transformado en S. coelicolor y en S. albus.

La transformacion se realizé en S. coelicolor M145 y en S. albus J1074. En ambos
casos para la produccion de metabolitos se crecieron 3x10” esporas en 3 ml de R5A
solido durante una semana a 30° C. La extraccion se realizé con un volumen de
acetato de etilo + 0,1% acido formico y se evaporé. El extracto seco se resuspendio
en 200 pl de DMSO:Metanol (1:1). Este protocolo de produccion y extraccion se
realizé también para comprobar la produccion del resto de flavonoides sintetizados en
este trabajo. La deteccién se realizoé por cromatografia de masas (Figura 4) mediante
monitorizacion de multiples reacciones (MRM). Los iones obtenidos fueron de 185y
143. El tiempo de retencién fue de 4,63 para la forma cis y 5,14 para la forma trans.

En S. coelicolor se detecto resveratrol, pero no en S. albus.

EJEMPLO 2: sintesis de flavanonas

El primer paso para la sintesis de isoflavonas es obtener la chalcona de naringenina.
En plantas, ocurre de forma muy similar al resveratrol pero en lugar de una estilbeno
sintasa se requiere una chalcona sintasa (CHS) (Wang et al., 2011). Gracias a la
accion de una chalcona isomerasa (CHI) se obtiene la flavanona naringenina, a partir
de la cual se pueden obtener numerosos flavonoides (Falcone Ferreyra et al., 2012).
Sin embargo, para la obtencion de daidzeina se necesita otra flavanona, la
liquiritigenina. En la sintesis de liquiritigenina esté involucrada la chalcona reductasa
(CHR) que actua sobre la chalcona de naringenina eliminando un grupo hidroxilo para

formar isoliquiritigenina (chalcona de liquiritigenina). Sobre esta chalcona actua la CHI,
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que cierra el anillo central formando la liquiritigenina. Finalmente, actia una enzima
clave para la sintesis de isoflavonas, la isoflavona sintasa (IFS). Esta enzima cataliza
la formacion de isoflavonas a partir de flavanonas migrando el anillo aromatico del C2
al C3 (Falcone Ferreyra et al., 2012), dando lugar a la isoflavona daidzeina a partir de
la flavanona liquiritigenina (Figura 5) Este paso supone un reto para la sintesis de
isoflavonas en microorganismos dado que es una citocromo P450 reductasa unida a
la membrana del reticulo endoplasmatico. En ausencia de CHR, la accion de la IFS
directamente sobre la flavanona naringenina da lugar a la isoflavona genisteina
(Figura 5).

En la presente invencién, para la obtencién de naringenina se utilizaron los dos
primeros genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ
ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Los siguientes genes, CHS (SEQ ID
NO: 12), CHI (SEQ ID NO: 26) son de Glycine max. Para poder expresar
correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones para su
expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13 y SEQ
ID NO: 27). Ademas todos ellos contienen el sitio de union al ribosoma (RBS) (SEQ ID
NO: 79). El promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final con todos los genes se cloné en el plasmido replicativo pWHM3
(Vara et al. 1989) (pPNGM-GEN, SEQ ID NO: 63) (Figura 6). Este plasmido se

transformo en S. coelicolor y S. albus, detectandose naringenina por HPLC-MS.

En la presente invenciéon, para la obtencion de liquiritigenina se utilizaron los dos
primeros genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ
ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Los siguientes genes, CHS (SEQ ID
NO: 12), CHI (SEQ ID NO: 26), CHR (SEQ ID NO: 30) son de Glycine max. Para
poder expresar correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones
para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 31). Ademas todos ellos contienen el sitio de unién
al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final con todos los genes se cloné en el plasmido replicativo pWHM3

(PLMF-LQ) (Figura 6). Este plasmido se transformé en S. coelicolor y S. albus,

detectandose liquiritigenina por HPLC-MS (Figura 7).
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EJEMPLO 3: sintesis de isoflavonas

En la presente invencion para la obtencién de daidzeina se utilizaron los dos primeros
genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2),
4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Los siguientes genes, CHS (SEQ ID NO: 12),
CHR (SEQ ID NO: 30) y CHI (SEQ ID NO: 26), son de Glycine max, ya que esta
especie es una de las principales productoras de isoflavonas. Por el mismo motivo se
seleccion6 también la IFS de la misma especie (SEQ ID NO: 42 el gen y SEQ ID NO:
41 la proteina). Para que este ultimo enzima fuera funcional se sintetizé una quimera
IFS — NADPH:P450 reductasa (IFSR) (SEQ ID NO: 48 la proteina y SEQ ID NO: 49 la
secuencia de nucledtidos), porque como se menciona anteriormente, la IFS es una
enzima que necesita poder reductor, y éste asi se lo proporcionaria la reductasa de la
quimera construida (SEQ ID NO: 44 el gen y SEQ ID NO: 43 la proteina). Ademas,
para el disefio de esta quimera IFSR se afadido un linker entre ambas enzimas,
inventado con una secuencia aleatoria (que va desde la posicién 527 a la 536 de la
secuencia SEQ ID NO: 48) que no forma ningun tipo de estructura secundaria.
Ademas se anadieron en el extremo amino-terminal de la IFS varios aminoacidos
después de la metionina inicial (12 aminoacidos, posicién 2-13), con el fin de facilitar
la unién de esta IFS (y por tanto de su quimera) a la membrana celular de la bacteria
(en la célula vegetal, aparece unida a membranas de organulos celulares). En la
quimera, también se eliminaron la metionina inicial y los siguientes 64 aminoacidos de
la NADPH:P450 reductasa, y se comprobd con el programa TMHMM server que no
se mantenian en la reductasa aminoacidos que la anclasen a la membrana en la

célula bacteriana.

Para poder expresar correctamente estos genes se sintetizaron optimizando los
codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 49). Ademas todos ellos
contienen el sitio de unién al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El promotor utilizado
fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final con todos los genes se clond en el plasmido integrativo pKC796
(Kuhstoss et al., 1991) (pLMF18). Este plasmido se transformé en S. coelicolor pero
so6lo se observa liquiritigenina, lo que nos indica que esta primera quimera IFSR no es

funcional, ya que la liquiritigenina es el precursor inmediatamente anterior.
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En un segundo experimento para la obtencion de daidzeina se utilizaron los dos
primeros genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ
ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Los siguientes genes, CHS (SEQ ID
NO: 12), CHR (SEQ ID NO: 30) y CHI (SEQ ID NO: 26), son de Glycine max, ya que
esta especie es una de las principales productoras de isoflavonas. Por el mismo
motivo se selecciond también la IFS de la misma especie (SEQ ID NO: 42). Para que
este ultimo enzima fuera funcional se sintetizé una nueva quimera IFS — NADPH:P450
reductasa (IFSm) (SEQ ID NO: 46 la secuencia de nucleétidos y SEQ ID NO: 45 la
secuencia de proteinas), porque como se menciona anteriormente, la IFS es una
enzima que necesita poder reductor, y éste asi se lo proporcionaria la reductasa de la
quimera construida (SEQ ID NO: 44). Ademas, para el disefio de esta quimera se
anadié el mismo linker entre ambas enzimas, inventado con una secuencia aleatoria
(que va desde la posicién 502 a la 510 de la secuencia SEQ ID NO: 45) que no forma
ningun tipo de estructura secundaria. Pero en esta ocasion se eliminaron del extremo
amino-terminal de la IFS los primeros 19 aminoacidos después de la metionina inicial,
con el fin de evitar la unién de esta IFS (y por tanto de su quimera) a la membrana
celular de la bacteria, y que actuase libre en el citoplasma (en la célula vegetal, esos
aminoacidos la mantienen unida a membranas de organulos celulares, inexistentes en
bacterias). En la quimera, también se eliminaron la metionina inicial y los siguientes 64
aminoacidos de la NADPH:P450 reductasa, y se comprobo6 con el programa TMHMM
server que no se mantenian en la reductasa aminoacidos que la anclasen a la

membrana en la célula bacteriana.

Para poder expresar correctamente estos genes se sintetizaron optimizando los
codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 46). Ademas todos ellos
contienen el sitio de unién al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El promotor utilizado
fue el SEQ ID NO: 82.

Se construyeron asi dos nuevos plasmidos, uno integrativo (pLMF55) y otro replicativo
(PLMF55W) (Figura 8) y se transformaron en S. coelicolor y S. albus. En ambos casos
se observé produccidon de daidzeina, lo que nos indica la funcionalidad de la nueva
quimera. En S. coelicolor sélo se observa el producto final (Figura 9), la daidzeina. Sin
embargo, en S. albus también se detectd naringenina y liquiritigenina (Figura 10). Los

iones obtenidos por MRM fueron 151 y 119,1 para naringenina; 119 y 90,9 para
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liquiritigenina; 132 y 91 para daidzeina. Los tiempos de retencién fueron 5,64; 4,88 y

4,75 respectivamente.

En un experimento diferente, para la obtencion de genisteina, se utilizaron los dos
primeros genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ
ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Los siguientes genes, CHS (SEQ ID
NO: 12), CHI (SEQ ID NO: 26) y la quimera IFSm (SEQ ID NO: 46), son de Glycine

max, ya que esta especie es una de las principales productoras de isoflavonas.

Para poder expresar correctamente estos genes se sintetizaron optimizando los
codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 46). Ademas todos ellos contienen el sitio de
union al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

Se construyé asi un nuevo plasmido (pBNGM-GEN) (Figura 8) (SEQ ID NO: 63) y se
transformo en S. coelicolor y S. albus. Los extractos se analizaron con HPLC-MS y en

ambos casos se observé produccion de genisteina.

Recientemente se describio la ruta de biosintesis del (S)-equol (Figura 11) en distintas
bacterias anaerobias, encargadas de producir (S)-equol a partir de daidzeina en el
intestino (Kim et al., 2009; Tsuji et al., 2012). Ademas se identificaron las enzimas
implicadas en su sintesis en Lactococcus garviae y se comprobd su actividad
(Shimada et al., 2010, 2011). También se identificé posteriormente una racemasa

necesaria para una sintesis de (S)-equol mas efectiva (Shimada et al., 2012).

Decidimos partir de los plasmidos productores de daidzeina para crear uno productor
de (S)-equol. Para ello se clonaron los 4 genes implicados en su sintesis descritos en
Lactococcus: reductasa de daidzeina (DZNR) (SEQ ID NO: 51), reductasa de
dihidrodaidzeina (DHDR) (SEQ ID NO: 54), reductasa de tetrahidrodaidzeina (THDR)
(SEQ ID NO: 57), y la racemasa de dihidrodaidzeina (RAC) (SEQ ID NO: 60). Estos
genes se sintetizaron optimizando los codones (SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ
ID NO: 58 y SEQ ID NO: 61, respectivamente), se les anadio el rbs (SEQ ID NO: 79) y
un promotor permE* (SEQ ID NO: 82) situado entre la IFSm y la DZNR (Figura 12).
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Este nuevo plasmido (pLMF56, SEQ ID NO: 62) (Figura 12), una vez transformado en
S. coelicolor, producia (S)-equol, cuyo pico era observable en los extractos de esta

cepa analizados por HPLC-MS (Figura 13).

EJEMPLO 4: sintesis de flavonas

Las flavonas se obtienen a partir de la naringenina gracias a la accion de dos
enzimas: la flavona sintasa (FNS), que lleva a la sintesis de la apigenina (la primera
de las flavonas de la ruta biosintética) y la flavonoide-3-hidroxilasa (F3’H), que si actua
sobre la naringenina produce una flavanona (eriodictiol) pero es capaz de anadir un

grupo hidroxilo a la apigenina transformandola en luteolina (Figura 14).

Con el fin de sintetizar la flavona apigenina, se clonaron los genes que llevan a la
sintesis de naringenina (TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor
(SEQ ID NO: 5); CHS (SEQ ID NO: 12) y CHI (SEQ ID NO: 26) de Glycine max) junto
con la FNS de Petroselinum crispum (SEQ ID NO: 66) en el plasmido replicativo
pWHMS3 junto con el promotor permE* (SEQ ID NO: 82) (pPNGM-API) (Figura 15) y
este plasmido se transformé en S. coelicolor y S. albus. Todos los genes se
sintetizaron optimizando los codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 67) y contienen el

rbs de las ocasiones anteriores (SEQ ID NO: 79).

Tras la extraccion de los compuestos, se realizd una cromatografia de masas
mediante analisis MRM para identificar la presencia de apigenina. Los iones obtenidos
fueron de 150,9 y 117 para apigenina y el tiempo de retencién fue 5,6 min. Se

detectaron niveles elevados de apigenina.

Con el fin de sintetizar la flavanona eriodictiol, se clonaron los los genes que llevan a
la sintesis de naringenina (TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor
(SEQ ID NO: 5); CHS (SEQ ID NO: 12) y CHI (SEQ ID NO: 26) de Glycine max) junto
con la F3'H de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO: 38) en el plasmido replicativo
pWHM3 junto con el promotor permE* (SEQ ID NO: 82) (bNGM-ERY) (Figura 15) y
este plasmido se transformé en S. coelicolor y S. albus. Todos los genes se
sintetizaron optimizando los codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 39) y contienen el

rbs de las ocasiones anteriores (SEQ ID NO: 79).
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Tras la extraccion de los compuestos, se realiz6 una cromatografia de masas
mediante analisis MRM para identificar la presencia de eriodictiol. Se detectd el pico

correspondiente a eriodictiol.

Con el fin de sintetizar luteolina se clonaron los genes que llevan a la sintesis de
naringenina (TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO:
5); CHS (SEQ ID NO: 12) y CHI (SEQ ID NO: 26) de Glycine max) junto con la FNS
de Petroselinum crispum (SEQ ID NO: 66) y la F3'H de Arabidopsis thaliana (SEQ ID
NO: 38) en el plasmido replicativo pWHM3 junto con el promotor permE* (SEQ ID NO:
82) (pLT) (Figura 15) y este plasmido se transformé en S. coelicolor y S. albus. Todos
los genes se sintetizaron optimizando los codones para su expresion en Streptomyces
(ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 39) y contienen el rbs de las ocasiones anteriores (SEQ ID NO: 79).

Tras la extraccion de los compuestos, se realizd una cromatografia de masas
mediante analisis MRM para identificar la presencia de apigenina, eriodictiol y
luteolina. Los iones obtenidos fueron de 150,9 y 117 para apigenina; 150,9 y 135 para
ediodictiol y 151,2 y 131,1 para luteolina. Los tiempos de retencion fueron 5,6; 4,9 y

4,95 respectivamente.

Se detectaron niveles elevados de apigenina, pero también se detectd luteolina,

eriodictiol y ademas niveles similares de quercetina (Figura 16).

EJEMPLO 5: sintesis de flavonoles

En la sintesis de flavonoles estan implicadas varias enzimas. La primera de ellas es la
naringenina-3-dioxigenasa (N3DOX), que hidroxila la naringenina en el C3 para dar
lugar al dihidrokaempferol. La flavonol sintasa (FLS1) cataliza la formacion de
kaempferol a partir de su forma dihidro. A partir de este flavonol se origina otro, la
miricetina, gracias a la accion de la flavonoide-3’,5’-hidroxilasa (F3'5’H). A partir del
dihidrokaempferol, por la accion de la flavonoide-3’-hidroxilasa (F3'H) se origina
dihidroquercetina, y sobre ésta actua la flavonol sintasa (FLS1) generando quercetina
(Figura 17).
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Para producir estos flavonoides se sintetizaron los genes N3DOX de Petroselinum
crispum (SEQ ID NO: 34), FLS1 (SEQ ID NO: 71) y F3'H (SEQ ID NO: 38) de
Arabidopsis thaliana, F3'5’H de Petunia x hybrid (SEQ ID NO: 75). Se optimizaron los
genes para la sintesis en Streptomyces (SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID
NO: 39, SEQ ID NO: 76). Se construyeron tres plasmidos: pKF para la sintesis de
kaempferol (SEQ ID NO: 73), pQR para la sintesis de quercetina (SEQ ID NO: 78) y
pMIR para la sintesis de miricetina (SEQ ID NO: 77). Todos ellos son plasmidos
replicativos (pWHM3) y contienen el promotor permE®, el el rbs seleccionado (SEQ ID
NO: 79), y los genes que generan naringenina (TAL, 4CL, CHS y CHI) ademas de la
N3DOX y FLS1 en el caso de pKF; y adicionalmente F3'H (pQR) o F3'5H (pMIR)
(Figura 18).

Los plasmidos se transformaron en S. coelicolor y S. albus y se comprobd la
produccion de flavonoides mediante cromatografia de masas. Se realizé un analisis
MRM y los iones obtenidos fueron: 117 y 93 para el kaempferol; 179,1 y 151,1 para la
quercetina; 179 y 151 para la miricetina. Los tiempos de retencion fueron 5,81; 5,02 y

4,33 respectivamente.

En los extractos de cepas que contenian el plasmido pKF (Fig. 18A) se detectaron
niveles elevados de kaempferol y residuos de su precursor, el dihidrokaempferol.
Ademas se detectd quercetina y apigenina aunque en muy bajas cantidades (Figura
19).

En los extractos de cepas que contenian el plasmido pQR (Fig. 18B) se detectaron
niveles elevados de quercetina y kaempferol. También se observé dihidrokaempferol y
apigenina aunque en pequenas cantidades (Figura 20).

En los extractos de cepas que contenian el plasmido pMIR (Fig. 18C) se detecto
mayoritariamente quercetina, seguido de miricetina. En menor medida se detectaron
intermediarios de la ruta biosintética, el dihidrokaempferol y el kaempferol (Figura 21).

EJEMPLO 6: sintesis de dihidroflavonoles

Partiendo de la flavanona liquiritigenina y utilizando tan sélo uno o dos de los genes

empleados para sintetizar los demas flavonoides descritos anteriormente se pueden
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obtener de forma sencilla otros dos flavonoides: el garbanzol y la dihidrofisetina
(Figura 22).

Para sintetizar garbanzol se construyd un plasmido replicativo que contiene los genes
implicados en la sintesis de liquiritigenina, que incluyen los dos primeros genes,
comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de
S. coelicolor (SEQ ID NO: 5), y los siguientes genes, CHS (SEQ ID NO: 12), CHI
(SEQ ID NO: 26), CHR (SEQ ID NO: 30) de Glycine max. Ademas se incluyé el gen
N3DOX de Petroselinum crispum (SEQ ID NO: 34). Para poder expresar
correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones para su
expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 27, SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 35). Ademas todos ellos contienen el sitio de
union al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final con todos los genes se cloné en el plasmido replicativo pWHM3
(pPGR) (SEQ ID NO: 36) (Figura 23). Este plasmido se transformé en S. albus,
detectandose por HPLC-MS tres picos nuevos con masa molecular idéntica al
garbanzol (272,25 Da), que no existen en la cepa control (contiene sélo el vector
vacio) y que son probablemente garbanzol e isémeros del mismo (Figura 24). No

existe patron comercial para garbanzol.

Partiendo de este plasmido pGR se construyd el que lleva a la sintesis de
dihidrofisetina (pDF, (SEQ ID NO: 40) afiadiendo tan sélo un gen mas, la F3’'H (SEQ
ID NO: 38; optimizado SEQ ID NO: 39) (Figura 23).

El plasmido pDF se transformé en S.albus, al igual que el plasmido control sin ningun
gen. Con los extractos de estas cepas se realizé un analisis por masas de tipo SIM
(masa del i6n seleccionado) y se comparo la cepa con el plasmido pDF con la cepa
control. Se observd la presencia de un pico diferencial no presente en el control y
correspondiente a la masa molecular de la dihidrofisetina (288,25 Da). Esto nos indica
que ese pico podria ser dihidrofisetina (Figura 25). No existe patron comercial para

este compuesto.
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EJEMPLO 7: sintesis de otras chalconas

En la presente invencién, para la obtencion de la chalcona denominada floretina, se
utilizaron los dos primeros genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R.
capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Ademas se utilizo el
gen CHS (SEQ ID NO: 12) de Glycine max, comun con la sintesis de la chalcona de
naringenina. Y finalmente se afiadié el gen de la alqueno reductasa ALKR (SEQ ID
NO: 15) procedente de Malus domestica. Para poder expresar correctamente estos
genes, se sintetizaron optimizando los codones para su expresion en Streptomyces
(ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 16). Ademas todos
ellos contienen el sitio de union al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El promotor
utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final con todos los genes se cloné en el plasmido replicativo pWHM3
(pJFF-PHLO, SEQ ID NO: 17) (Figura 26). Este plasmido se transform6 en S.

coelicolor y S. albus, detectandose floretina por HPLC-MS.

En otro experimento, para la obtencion de la chalcona denominada xanthohumol, se
utilizaron los dos primeros genes, comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R.
capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Ademas se utilizo el
siguiente gen, CHS (SEQ ID NO: 12) de Glycine max, comun con la sintesis de la
chalcona de naringenina. Y finalmente se afnadieron los genes de la prenil-transferasa
PRTase (SEQ ID NO: 19) y el de la O-metil-transferasa OMTase (SEQ ID NO: 22),
ambos procedentes de Humulus lupulus. Para poder expresar correctamente estos
genes, se sintetizaron optimizando los codones para su expresion en Streptomyces
(ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 23).
Ademas todos ellos contienen el sitio de unién al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El
promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final con todos los genes se cloné en el plasmido replicativo pWHM3

(pJFF-XAN, SEQ ID NO: 24) (Figura 26). Este plasmido se transformé en S. coelicolor
y S. albus, detectandose xanthohumol por HPLC-MS.
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EJEMPLO 8: sintesis de antocianidinas

En la sintesis de antocianidinas estan implicadas varias enzimas. La primera de ellas
es la dihidroflavonol reductasa (DFR), que reduce el grupo ceto situado en el C4 de un
dihidroflavonol, para dar lugar a una leucoantocianidina. La antocianidin sintasa (ANS)
cataliza la formacién de un heterociclo muy singular, donde el oxigeno del anillo posee
una carga neta positiva, al contrario que todo los demas flavonoides. Ejemplos tipicos
son la pelargonidina, la delfinidina y la cianidina. A partir de estas antocianidinas
primarias se originan otras, como la catequina y la epicatequina, gracias a la accion de

la leucoantocianidin reductasa (LAR), y de la antocianidin reductasa (Figura 28).

Para producir estos flavonoides se sintetizaron los genes DFR de Punica granatum
(SEQ ID NO: 91) y ANS (SEQ ID NO: 94); y los genes de Fragaria x ananassa LAR
(SEQ ID NO: 99) y ANR (SEQ ID NO: 104). Se optimizaron los genes para la sintesis
en Streptomyces (SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 100 y SEQ ID NO:
105). Se construyeron cinco plasmidos: pPEL para la sintesis de pelargonidina (SEQ
ID NO: 96), pDEL para la sintesis de delfinidina (SEQ ID NO: 97), pCYN para la
sintesis de cianidina (SEQ ID NO: 102), pCTC para la sintesis de catequina (SEQ ID
NO: 101), y pECTC para la sintesis de epicatequina (SEQ ID NO: 106). Todos ellos
son plasmidos replicativos (pWHM3) y contienen el promotor permE*, el rbs
seleccionado (SEQ ID NO: 79), vy los genes que generan dihidrokaempferol (TAL,
4CL, CHS, CHI y N3DOX) ademas de la F3’5’H en el caso de pDEL, y F3'H en el caso
de pCYN, pCTC y pECTC (Figura 29).

En un experimento de la presente invencién, para la obtencion de la antocianidina
denominada pelargonidina, se utilizaron los dos primeros genes, comunes con la
sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor
(SEQ ID NO: 5). Ademas se utilizaron los genes de Glycine max CHS (SEQ ID NO:
12) y CHI (SEQ ID NO: 26), junto con el gen N3DOX (SEQ ID NO: 34) de
Petroselinum crispum, comunes con la sintesis de dihidrokampferol. Ademas se
anadieron los genes de Punica granatum DFR (SEQ ID NO: 91) y ANS (SEQ ID NO:
94). Para poder expresar correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los
codones para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 95).
Ademas todos ellos contienen el sitio de unién al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El
promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.
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La construccion final se clond en el plasmido replicativo pWHM3, generando pPEL
(SEQ ID NO: 96) (Figura 29A), que se transformé en protoplastos de S. coelicolor y S.

albus. En los extractos de estos cultivos se observo pelargonidina por HPLC-MS.

En otro experimento de la presente invencion, para la obtencion de la antocianidina
denominada delfinidina, se utilizaron los dos primeros genes, comunes con la sintesis
de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID
NO: 5). Ademas se utilizaron los genes de Glycine max CHS (SEQ ID NO: 12) y CHI
(SEQ ID NO: 26), junto con el gen N3DOX (SEQ ID NO: 34) de Petroselinum crispum,
comunes con la sintesis de dihidrokampferol. Se afiadié ademas el gen F3'5’H (SEQ
ID NO: 75) de Petunia x hybrida. Y finalmente se anadieron los genes de Punica
granatum DFR (SEQ ID NO: 91) y ANS (SEQ ID NO: 94). Para poder expresar
correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones para su
expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 95).
Ademas todos ellos contienen el sitio de unién al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El
promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final se clond en el plasmido replicativo pWHMS3, generando pDEL
(SEQ ID NO: 97) (Figura 29B), que se transformo en protoplastos de S. coelicolor y S.

albus. En los extractos de estos cultivos se observo delfinidina por HPLC-MS.

En otro experimento de la presente invencion, para la obtencion de la antocianidina
denominada cianidina, se utilizaron los dos primeros genes, comunes con la sintesis
de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID
NO: 5). Ademas se utilizaron los genes de Glycine max CHS (SEQ ID NO: 12) y CHI
(SEQ ID NO: 26), junto con el gen N3DOX (SEQ ID NO: 34) de Petroselinum crispum,
comunes con la sintesis de dihidrokampferol. Se afadié ademas el gen F3'H (SEQ ID
NO: 38) de Arabidopsis thaliana. Y finalmente se afiadieron los genes de Punica
granatum DFR (SEQ ID NO: 91) y ANS (SEQ ID NO: 94). Para poder expresar
correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones para su
expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 95).
Ademas todos ellos contienen el sitio de unién al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO: 79). El
promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.
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La construccion final se clon6 en el plasmido replicativo pWHM3, generando pCYN
(SEQ ID NO: 102) (Figura 29D), que se transformd en protoplastos de S. coelicolor y

S. albus. En los extractos de estos cultivos se observo cianidina por HPLC-MS.

En otro experimento de la presente invencion, para la obtencion de la antocianidina
denominada catequina, se utilizaron los dos primeros genes, comunes con la sintesis
de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de S. coelicolor (SEQ ID
NO: 5). Ademas se utilizaron los genes de Glycine max CHS (SEQ ID NO: 12) y CHI
(SEQ ID NO: 26), junto con el gen N3DOX (SEQ ID NO: 34) de Petroselinum crispum,
comunes con la sintesis de dihidrokampferol. Se anadié ademas el gen F3'H (SEQ ID
NO: 38) de Arabidopsis thaliana. Y finalmente se anadié el gen de Punica granatum
DFR (SEQ ID NO: 91) y el gen de Fragaria x ananassa LAR (SEQ ID NO: 99). Para
poder expresar correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones
para su expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO:
100). Ademas todos ellos contienen el sitio de union al ribosoma (RBS) (SEQ ID NO:
79). El promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccion final se cloné en el plasmido replicativo pWHMS3, generando pCTC
(SEQ ID NO: 101) (Figura 29C), que se transformo en protoplastos de S. coelicolor y

S. albus. En los extractos de estos cultivos se observé catequina por HPLC-MS.

Por ultimo, en otro experimento de la presente invencion, para la obtencién de la
antocianidina denominada epicatequina, se utilizaron los dos primeros genes,
comunes con la sintesis de resveratrol: TAL de R. capsulatus (SEQ ID NO: 2), 4CL de
S. coelicolor (SEQ ID NO: 5). Ademas se utilizaron los genes de Glycine max CHS
(SEQ ID NO: 12) y CHI (SEQ ID NO: 26), junto con el gen N3DOX (SEQ ID NO: 34)
de Petroselinum crispum, comunes con la sintesis de dihidrokampferol. Se anadio
ademas el gen F3’H (SEQ ID NO: 38) de Arabidopsis thaliana. Y finalmente se
anadieron los genes de Punica granatum DFR (SEQ ID NO: 91) y ANS (SEQ ID NO:
94), junto con el gen de Fragaria x ananassa ANR (SEQ ID NO: 104). Para poder
expresar correctamente estos genes, se sintetizaron optimizando los codones para su
expresion en Streptomyces (ver SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 95y SEQ ID
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NO: 105). Ademas todos ellos contienen el sitio de union al ribosoma (RBS) (SEQ ID
NO: 79). El promotor utilizado fue el SEQ ID NO: 82.

La construccién final se cloné en el plasmido replicativo pWHMS3, generando pECTC
(SEQ ID NO: 106) (Figura 29E), que se transformd en protoplastos de S. coelicolor y

S. albus. En los extractos de estos cultivos se observo epicatequina por HPLC-MS.

EJEMPLO 9: deteccion de polifenoles

Con el fin de comparar los diversos polifenoles estudiados en la presente invencion,
se puso a punto un sistema para su separacion e identificacion por medio de HPLC-
MS utilizando patrones comerciales disponibles para la mayoria de ellos. El equipo
utilizado fue 1290 Infinity de Agilent Technologies, 6460 Triple Quadrupole LC/MS con
fuente de ionizacién por electrospray. La columna utilizada fue una Zorbax Eclipse
Plus C18 de Agilent, de 1,8 um y 50 x 2,1 mm. La temperatura de la columna fue de
30 °C. Los solventes utilizados fueron agua con 0,1% de acido férmico y acetonitrilo
con 0,1% de acido férmico. Las condiciones fueron 0-10% (porcentaje de acetonitrilo
con 0,1% de acido formico) durante 1 min, 10-35% durante 3 min, 35% durante 1 min,
35-80% durante 3 min, 80% durante 2 min y 80-10% durante 1 min. El flujo se
mantuvo constante a 0,3 ml/min. Estas condiciones fueron las mismas para todos los
compuestos. La tabla 1 muestra la masa molecular detectada y el tiempo de retencion

para cada uno de ellos.

La figura 27 muestra un espectro de todos ellos analizados en un unico experimento
de HPLC-MS.

Tabla 1: deteccién de polifenoles

Patrones Masa molecular Tiempo de retencion
Dihidroquercetina (DHQ) | 304,2 3,84
Miricetina (MIR) 318,3 4,33
Dihidrokaempferol
288,2 4,38
(DHK)
Resveratrol (RES) 228,2 4,63y5,14
Daidzeina (DZ) 2542 4,75
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Liquiritigenina (LQ) 256 4,88
Eriodictiol (ER) 288 4,90
Luteolina (LT) 286,2 4,95
Quercetina (QR) 302,2 5,02
Apigenina (API) 270 5,60
Naringenina (NAR) 272,2 5,64
(S)-Equol (EQ) 2422 5,71
Kaempferol (KF) 286,2 5,81

Como se ha indicado anteriormente, en los ejemplos proporcionados se optimizaron

los genes para poder ser expresados en Streptomyces.

Tabla 2. ldentidades de nucleétidos entre genes originales y los optimizados en la

presente invencion

Genes utilizados en lainvencion % identidad

TAL de Rhodobacter capsulatus 81,27

4CL de S. coelicolor 88,27

CHS de Glycine max 77,72

CHI de G. max 75,65

CHR de G. max 77

IFS + reductasa de G.max 77,91 + 73,11 (es una proteina
quimera)

DZR de Lactococcus garvieae 89,92

DHZR de L. garvieae 90,36

THDR de L. garvieae 87,61

RAC de L. garvieae 67,5

FNS de Petroselinum crispum 74,13

FLS de Arabidopsis thaliana 74,68

F3'H de A. thaliana 75,78

F3’5'H de Petunia x hybrida 71,05

N3DOX de P. crispum 75,07

STS de Vitis vinifera 74,22
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PRT de Humulus lupulus 71
OMT1 de Humulus lupulus 74
ALKR de Malus domestica 75
DFR Punica granatum 83
ANS Punica granatum 83
LAR Fragaria x ananassa 77
ANR Fragaria x ananassa 75

MATERIAL Y METODOS:

11 CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo se muestran en las

tablas 3 y 4 respectivamente:

Tabla 3: cepas utilizadas en la presente invencion:

Cepa Caracteristicas Procedencia
E. coli TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen
mcrBC) ¢80lacZAM15

AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str?)
endAl A-

E. coli ET12567 F- dam-13::Tn9 dcm-6 (MacNeil et al., 1992)
hsdM hsdR zjj-202::Tn10
recF143 galK2 galT22 ara-
14 lacY1 xyl-5 leuB6 thi-1

tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-
78 mtl-1 gIinV44

Streptomyces coelicolor wit (Hopwood et al. 1985)
M145
Streptomyces albus J1074 | llv-1, sal-2. (Chater y Wilde, 1980)

Tabla 4: plasmidos utilizados en la presente invencion:

Plasmido Caracteristicas Procedencia
pUC57 Vector de seleccién positiva de E. Fermentas
coli; lacZ*, ApR (2,7 kb).
pCR®-Blunt Vector de clonacion de productos Invitrogen
de PCR; lacZ*, Kn® (3,5 kb)
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pUK21 Vector de seleccion positiva de E. (Vieira y Messing, 1991)
coli; lacz*, Kn® (3 kb).

pWHM3 Vector bifuncional multicopia para (Vara et al., 1989)
E. coli y Streptomyces. lacZ*, ApF,
Tio® (7,2 kb)

plAGO pWHM3 con promotor permE* (Aguirrezabalaga, 2000)

pKC796 Vector bifuncional para E. coli y (Kuhstoss et al., 1991)
Streptomyces (integrativo), Ap~,
AmR (8,7 kb)

pSTS6W pWHM3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 10
4CLy STS

pNGM-NAR pWHMS3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 28
4CL, CHS y CHI

pLMF-LQ pWHMES3 con permE* y genes Con inserto SEQ ID NO: 32
TAL, 4CL, CHS, CHR y CHI

pNGM-GEN pWHM3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 63
4CL, CHS, CHI y IFSm

pLMF55 pKC796 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 47
4CL, CHS, CHR, CHI e IFSRm

pLMF55W pWHMS3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 47
4CL, CHS, CHR, CHI e IFSm

pLMF56 pWHM3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 62
4CL, CHS, CHR, CHI ,IFSm,
permE*-DZNR, DHDR, THDR y
RAC

pLMF58 pWHMS3 con prpIM y genes TAL, Con inserto SEQ ID NO: 107
4CL, CHS, CHR, CHI e IFSm

pLMF60 pWHM3 con permE* delante de Con inserto SEQ ID NO: 108
cada geny genes TAL, 4CL, CHS,
CHR, CHIy IFSm

pNGM-API pWHMS3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO:68
4CL, CHS, CHIy FNS

pNGM-ERY pWHMS3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 64
4CL, CHS, CHIy F3'H

pJFF-PHLO pWHMS3 con permE* y genes TAL, | Con inserto SEQ ID NO: 17
4CL, CHS y ALKR

pJFF-XAN pWHMS3 con permE* y genes TAL, | Coninserto SEQ ID NO: 24
4CL, CHS, PRTase y OMTase

pDF plAGO con permE* y genes TAL, Coninserto SEQ ID NO: 40
4CL, CHS, CHR, CHI, N3DOX y
F3'H

pGR plAGO con permE* y genes TAL, Con inserto SEQ ID NO: 36

4CL, CHS, CHR, CHI y N3DOX

58




10

15

ES 2 590 221 Bl

pKF

plAGO con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, FLS1, CHI y N3DOX

Con inserto SEQ ID NO:

73

pLT

plAGO con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, FNS, CHIy F3'H

Con inserto SEQ ID NO:

69

pPMIR

plAGO con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, FLS1, CHI, N3DOX y
F3'5'H

Con inserto SEQ ID NO:

7

pQR

plAGO con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, FLS1, CHI, N3DOX y
F3'H

Con inserto SEQ ID NO:

78

pPEL

pWHMS3 con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, CHI, N3DOX, DFR y
ANS

Con inserto SEQ ID NO:

96

pDEL

pWHMS3 con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, CHI, N3DOX, F3'5’H,
DFRy ANS

Con inserto SEQ ID NO:

97

pCTC

pWHMS3 con permE* y genes
TAL,4CL, CHS, CHI, N3DOX,
F3'H, DFRy LAR

Con inserto SEQ ID NO:

101

pCYN

pWHMS3 con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, CHI, N3DOX, F3'H,
DFR y ANS

Con inserto SEQ ID NO:

102

pECTC

pWHMS3 con permE* y genes TAL,
4CL, CHS, CHI, N3DOX, F3'H,
DFR, ANS y ANR

Con inserto SEQ ID NO:

106

1.2

MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas de E. coli se crecieron a 37 °C en medio soélido (TSA), o en agitacion (250

rom) en el caso de medio liquido (TSB o LB). S. coelicolor se crecié a 30 °C en medio

sélido (SFM para esporulacion, o R5A agar para produccion), o a 250 rpm en medio

liquido (R5A para produccion, o YEME 34% sacarosa para generar protoplastos). S.

albus se crecid en las mismas condiciones que S. coelicolor, pero el medio de

esporulacioén en este caso fue Bennet y el YEME utilizado es al 17% sacarosa.

Para la conservacion de las cepas, se utilizé glicerol 25% (para E. coli y esporas de

Streptomyces) o sacarosa 10,3% (para micelio de Streptomyces).

Todos los antibidticos fueron suministrados por Applichem y una vez preparados se

almacenaron a -20 °C.

59




10

15

20

25

30

35

ES 2 590 221 Bl

Para la seleccion de clones positivos en E. coli se utilizaron los siguientes antibioticos:
ampicilina (100 mg/ml, Ap) a una concentracion final de 100 pg/ml, apramicina (200
mg/ml, Am) a concentracion final de 40 upg/ml, kanamicina (50 mg/ml, Kn) a
concentracion final de 50 pg/ml. Para la cepa de E. coli ET12567 ademas se afiadio
cloranfenicol (50 mg/ml) a una concentracion final de 25 pg/ml. Para seleccionar los
plasmidos lacZ+ se afadio X-Gal (40 mg/ml) a una concentracion final de 20 pg/ml.

Para la seleccion en Streptomyces se utilizaron los siguientes antibiéticos: apramicina
(200 mg/ml) a concentracion final de 40 upg/ml y tiostreptona (50 mg/ml) a

concentracion final de 50 pug/ml.

1.3 PREPARACION DE PROTOPLASTOS DE S. coelicolor y S. albus.

El protocolo seguido para la preparacion de protoplastos de ambas especies esta

basado en el descrito en Practical Streptomyces Genetics (Kieser y Bibb, 2000).

Etapa 1 para S. albus:

- Se inoculan 100 pl de esporas (10-10° UFCs) en un matraz de 150 ml estéril
con 10 ml de TSB. Se incuba a 30 °C durante 24 h a 250 rpm.

- Tras la incubaciéon se afiaden (por matraz) 750 pl de este preindculo de
micelio crecido, en matraces invaginados de 250 ml con 25 ml de YEME 17%, mas
937 ul de glicina al 20% y 50 pl de MgCl, 2,5M. Se incuban durante 36 h a 30 °C en

agitacion.

Etapa 1 para S. coelicolor:
- Se inoculan 100 pl de esporas (25-10° UFCs) en cada matraz invaginado de
250 ml con 25ml de YEME 34%, mas 625 pl de glicina al 20% y 50 yl de MgCI2 2,5M.

Se incuban durante 36 h a 30 °C en agitacion.

Etapa 2 (igual para ambas especies):

- Transferir el contenido de los matraces a tubos Falcon de 50 ml y centrifugar a
8000 rpm durante 5 min a 4 °C.

- Eliminar sobrenadante y resuspender el pellet en sacarosa al 10,3%.
Centrifugar igual que en paso anterior.

- Repetir el lavado con sacarosa y eliminar el sobrenadante.

- Anadir a cada pellet 10 ml de tampén P ya suplementado y con lisozima (1

mg/ml). Incubar entre 60 y 90 min a 30 °C en estatico.
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- Observar al microscopio para comprobar que se han generado protoplastos y
filtrar con jeringas de algodon.

- Centrifugar a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C, descartar sobrenadante,
resuspender pellet y anadir 5 ml de tampdn P suplementado.

- Repetir paso anterior 2 veces.

- Resuspender pellet de protoplastos en 400 ul de tampén P suplementado y
hacer alicuotas de 200 pl.

- Almacenar a -80 °C.

1.4  TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS DE Streptomyces.

Para transformar se afaden 500 pl de PEG6000 y 20 ul de ADN plasmidico por cada
alicuota descongelada de protoplastos (200 ul). En el caso de S. coelicolor, el ADN
tiene que provenir de la cepa de E. coli ET12567. Las células se siembran en 4 placas
de medio R5 y se incuban a 30 °C entre 16-24 h hasta observar la formacion de
micelio sustrato bien desarrollado. Entonces se afiaden 1,5 ml de agua filtrada con el
antibiotico de seleccion por cada placa. Se incuban a 30 °C hasta observar la
formacion de colonias, que se pican para esporular en el medio correspondiente para
cada especie (medio Bennet para S. albus y SFM para S. coelicolor). Una vez
esporuladas, se recogen las esporas con bisturi y se almacenan en glicerol 50% a -20
°C.

15 REACTIVOS PARA MANIPULACION DE ADN

Las soluciones empleadas para la obtencion de ADN plasmidico en las bacterias
sefaladas anteriormente se obtuvieron de casas comerciales (VWR,
ThermoFisherScientific) y se siguid el protocolo descrito por el fabricante para la

obtencion del mismo.
El protocolo seguido para extraer ADN gendmico de Streptomyces esta basado en el
método de salting out descrito en Practical Streptomyces Genetics (Kieser y Bibb,

2000).

Para la extraccién de ADN plasmidico de Streptomyces se utilizd el sistema de

PrepMan® Ultra de Life Technologies siguiendo el protocolo de la casa comercial.
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1.6 MANIPULACION IN VITRO DEL ADN

Las enzimas utilizadas para realizar las digestiones de ADN fueron de Takara y EURX.
Los tampones de digestion fueron de Roche y se utilizaron siguiendo los protocolos
recomendados por las casas comerciales. La RNAsa fue de Roche y se prepard a una
concentracion de 5 mg/ml, que se almacena a -20 °C. Para preparar la RNAsa se
utilizaron 50 mg de RNAsa, 9,9 ml de agua MilliQ y 100 pyl de CH;COONa 3M pH=6,

que se hirvieron durante 10 min y se alicuotaron a -20 °C.

Para las digestiones de comprobacion de minipreparaciones de ADN plasmidico o
genomico se incubaron 7 pl de ADN, 1 pl de tampén, 1 ul de RNAsa y 1 ul de
enzima/s a 37 °C (excepto Smal que se incubd a 30 °C) durante 1h. Las digestiones
para la obtencion de bandas o plasmidos para realizar ligaciones se llevaron a cabo

sobre un volumen final de 100 pl.

Para defosforilar extremos digeridos de ADN plasmidico se utilizé la fosfatasa alcalina
(5 U/ul) de EURX con su correspondiente tampon. Se utilizaron 50 yl de ADN ya
digerido y purificado, 6 pl de tampén y 4 ul de fosfatasa. Esta mezcla se incubd a 37

°C durante 7 min y se purificé (ver abajo).

1.7 ELECTROFORESIS DE ADN.

Los fragmentos de ADN obtenidos tras las digestiones o amplificacion por PCR se

visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa en TBE 1x (10 mV/cm).

1.8 PURIFICACION DE ADN

Para purificar los fragmentos de ADN obtenidos a partir de geles de agarosa se utilizo
el kit comercial “GeneJET Gel Extraction Kit” de Thermo Scientific, siguiendo el
protocolo recomendado.

Para purificar el ADN obtenido tras amplificacion por PCR, digestion o tras una

defosforilacion se usé el kit comercial “GeneJET PCR Purification Kit” de Thermo

Scientific siguiendo el protocolo recomendado.
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Para la purificacion de ADN para ser usado en secuenciacion se us6 el kit comercial
“‘Genedet Plasmid Miniprep Kit” de Thermo Scientific siguiendo el protocolo

recomendado.

1.9 LIGACION DE BANDAS DE ADN

Para la realizar las ligaciones se evalud previamente la cantidad de vector y banda
mediante una electroforesis. La ligacion se realizé sobre un volumen final de 10 pl. Se
anadié 1 ul de ligasa, 1 pl de tampdn ligasa y una proporcion 3:1 de banda-vector. La
ligasa utilizada fue la “T4 DNA ligase” de Fermentas. Para ligaciones con extremos
cohesivos se uso la ligasa de 1U/ul y para romos la de 5U/ul y su correspondiente
tampon. Las ligaciones se incubaron durante 1h a temperatura ambiente, o un minimo

de 4h para las ligaciones de extremos romos.

1.10 SECUENCIACION DE ADN

Las muestras de ADN se secuenciaron en la Unidad de Secuenciacién de los
Servicios Cientifico-Tecnolégicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo, utilizando el
equipo de analisis genético ABI PRISM® 3130xlI (Applied Biosystems). Este equipo
estd basado en el marcaje por fluorescencia de las moléculas de ADN y su posterior

separacion mediante electroforesis capilar.

1.11 ANALISIS DE SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS Y AMINOACIDOS

Las secuencias obtenidas tras el analisis de secuenciacion se leyeron utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor y se utilizaron las herramientas web de
comparacion de secuencias ClustalW del Instituto Bioinformatico Europeo EMBL-EBI
y BLASTN del NCBI. También se uso6 la herramienta web NEBcutter de New England

Biolabs para analizar los sitios de corte.

Para el estudio de secuencias de aminoacidos se utilizd la herramienta BLASTP del
NCBI.

El programa Clone Manager Basic 9 fue utilizado para la planificacién de estrategias

de clonacion y diseno de nuevos plasmidos.
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1.12 CUANTIFICACION DE ESPORAS.

Para cuantificar las esporas se crecieron las cepas productoras en 10 placas de su
medio correspondiente de esporulacion (SFM para S. coelicolor y Bennet para S.
albus) hasta observar esporulacién. Las esporas se recogieron con bisturi raspando la
superficie de la placa, utilizando por cada placa 5 ml de una solucién de glicerol 25% +
0,001% de triton X-100. Estas soluciones con las esporas recogidas se pasaron a
tubos Falcon de 50 ml, que se agitaron con vértex durante 5 min, antes de filtrar las
soluciones de esporas (y restos de micelio) a través de jeringas con algodoén
esterilizadas. Las soluciones filtradas se centrifugaron 10 min a 8000 rpm y se lavaron
los pellets dos veces con H,0 MilliQ. El pellet de esporas final se resuspendié en H,0
MilliQ en un volumen final entre 0,5 y 2 ml en funciéon del tamafo del pellet. Estas

soluciones se almacenaron a 4 °C para su posterior uso.

Para realizar el contaje de esporas (en realidad UFCs) se hicieron diluciones seriadas
partiendo de las esporas almacenadas en H,0 MilliQ, que se sembraron por duplicado
en placas de TSA. Las placas se incubaron durante 2 dias a 30 °C y se contaron las

colonias.

1.13 EXTRACCION DE COMPUESTOS DESDE CEPAS RECOMBINANTES DE

Streptomyces.

Para la produccién y extraccién de compuestos se sembraron 10’ esporas/ml en R5A

sélido y liquido, y se dejaron crecer durante 5 dias a 30 °C.

La extraccion se realizé afiadiendo 1 volumen de una mezcla de acetato de etilo con
0,1% de acido formico, e incubando todo a temperatura ambiente y en agitacion
durante 1 h. Posteriormente, esta mezcla de cultivo y solvente se centrifugd a 8000
rom durante 5 min. El acetato de etilo se pas6 a tubos eppendorf y se evapor6 en

speed-vac. El extracto seco se almacené a -20 °C hasta su uso.

1.14 CROMATOGRAFIA HPLC Y HPLC-MS.

Para el analisis de los compuestos extraidos de las cepas recombinantes se
realizaron analisis por HPLC utilizando el equipo de Agilent Technologies, 1260

Infinity. La columna utilizada fue una columna de fase reversa de Teknokroma de 5um
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y 25 x 0,46 mm. Las fases moviles utilizadas fueron: agua/acido acético (98:2),
agua/acetonitrilo/acido acético (73:25:2) y metanol. Las condiciones de HPLC fueron
las siguientes: gradiente de flujo de 1ml/min 100-20% de agua/acético y 0-80% de
agua/acetonitrilo/acético durante 55 min; flujo de 1,2 ml/min y 20-10% de agua/acético
y 80-90% de agua/acetonitrilo/acético durante 2 min; mismo flujo y 10% de
agua/acético y 90% de agua/acetonitrilo/acético durante 13 min ; mismo flujo y 10-5%
de agual/acético y 90-95% de agua/acetonitrilo/acético durante 10 min; flujo de 1
ml/min y 5-0% de agua/acético, 95-0% de agual/acetonitrilo/acético 0-100% de
metanol durante 20 min; mismo flujo y 0-100% de agua/acético y 100-0% de metanol
durante 5 min y finalmente mismo flujo y 100% de agua/acético durante 15 min. La
temperatura de la columna fue de 20 °C. Estas condiciones fueron las mismas para

todos los compuestos sintetizados en este trabajo.

Para el analisis por cromatografia de masas se utilizé el equipo de Agilent
Technologies 1290 Infinity, 6460 Triple Quadrupole LC/MS con fuente de ionizacién
por electrospray. La columna utilizada fue una Zorbax Eclipse Plus C18 de Agilent, de
1,8 um y 50 x 2,1 mm. La temperatura de la columna fue de 30 °C. Los solventes
utilizados fueron agua con 0,1% de acido formico y acetonitrilo con 0,1% de acido
formico. Las condiciones fueron 0-10% (porcentaje de acetonitrilo con 0,1% de acido
férmico) durante 1 min, 10-35% durante 3 min, 35% durante 1 min, 35-80% durante 3
min, 80% durante 2 min y 80-10% durante 1 min. El flujo se mantuvo constante a 0,3

ml/min. Estas condiciones fueron las mismas para todos los compuestos.
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico recombinante que comprende:

a. una subunidad (a) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO:
1, preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 2,y

b. una subunidad (b) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO:
4, preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 5,

Acido nucleico recombinante segln la reivindicacion 1 donde la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3y la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6.

Acido nucleico recombinante segin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 que
ademas comprende una subunidad (c) que comprende una secuencia que codifica
para una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID
NO: 7, preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de
identidad con la secuencia SEQ ID NO: 8.

Acido nucleico recombinante segun la reivindicacion 3 donde la subunidad (c)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 9.

Acido nucleico recombinante segun la reivindicacion 4 donde la subunidad (a)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6 y la subunidad (c) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 9.

Acido nucleico segun la reivindicacion 5 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 10.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 que ademas

comprende una subunidad (d) que comprende una secuencia que codifica para

una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 11,
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preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 12.

Acido nucleico segun la reivindicacion 7 donde la subunidad (d) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 13.

Acido nucleico segun la reivindicacion 8 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6

y donde la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que ademas
comprende una subunidad (e) que comprende una secuencia que codifica para
una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 14,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 15.

Acido nucleico segun la reivindicacién 10 donde la subunidad (e) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 16.

Acido nucleico segun la reivindicacion 11 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y la subunidad (e)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 16.

Acido nucleico segun la reivindicacién 12 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 17.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que ademas
comprende una subunidad (f) que comprende una secuencia que codifica para la
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 18,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 19.

Acido nucleico segun la reivindicacion 14 donde la subunidad (f) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 20.
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Acido nucleico segun la reivindicacion 15 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y donde la subunidad (f)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 20.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16 que ademas
comprende una subunidad (g) que comprende una secuencia que codifica para
una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 21,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 22.

Acido nucleico segun la reivindicacion 17 donde la subunidad (g) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 23.

Acido nucleico segun la reivindicacion 18 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (f) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 20 y donde la subunidad (g) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 23.

Acido nucleico segun la reivindicacion 19 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 24.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que ademas
comprende una subunidad (h) que comprende una secuencia que codifica para
una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 25,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 26.

Acido nucleico segun la reivindicacion 21 donde la subunidad (h) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 27.

Acido nucleico segun la reivindicacion 22 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y donde la subunidad (h)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27.
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Acido nucleico segun la reivindicacion 23 donde el 4cido nucleico comprende en la
secuencia SEQ ID NO: 28.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24 que ademas
comprende una subunidad (i) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 29 ,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 30.

Acido nucleico segun la reivindicacion 25 donde la subunidad (i) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 31.

Acido nucleico segun la reivindicacion 26 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 y donde la subunidad (i) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 31.

Acido nucleico segun la reivindicacion 27 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 32.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28 que ademas
comprende una subunidad (j) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 33,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 34.

Acido nucleico segun la reivindicacién 29 donde la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35.

Acido nucleico segun la reivindicacion 30 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31 y donde la subunidad (j) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 35.
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Acido nucleico segun la reivindicacion 31 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 36.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 32 que ademas
comprende una subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para
una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 38.

Acido nucleico segun la reivindicacion 33 donde la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacion 34 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31, la subunidad (j) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 35 y donde

la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacion 35 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 40.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28 que ademas
comprende una subunidad (I) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 41,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 42 y una secuencia que codifica para una proteina con
al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 43, preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia
SEQ ID NO: 44.

Acido nucleico segin la reivindicacion 37 donde la subunidad (I) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 46.
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Acido nucleico segun la reivindicacion 38 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31 y donde la subunidad (I) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46.

Acido nucleico segun la reivindicacion 39 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 47.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 37 a 40 que ademas
comprende una subunidad (m) que comprende una secuencia que codifica una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 50,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 51.

Acido nucleico segun la reivindicacién 41 donde la subunidad (m) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 52.

Acido nucleico segun la reivindicacion 42 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31y la subunidad (I) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46 y donde

la subunidad (m) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 52.

Acido nucleico segln cualquiera de las reivindicaciones 41 a 43 que ademas
comprende una subunidad (n) que comprende una secuencia que codifica una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 53 ,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 54.

Acido nucleico segun la reivindicacion 44 donde la subunidad (n) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 55.

Acido nucleico segun la reivindicacion 45 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
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la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31 y la subunidad (I) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46, la
subunidad (m) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 52 vy la subunidad (n)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 55.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 44 a 46 que ademas
comprende una subunidad (0) que comprende una secuencia que codifica una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 56,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 57;y una subunidad (s) que comprende una secuencia
gue codifica una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia
SEQ ID NO: 59, preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 65%
de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 60.

Acido nucleico segun la reivindicacion 47 donde la subunidad (0) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 58 y la subunidad (s) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
61.

Acido nucleico segun la reivindicacion 48 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (i) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 31 vy la subunidad (l) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 46, la
subunidad (m) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 52, la subunidad (n) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 55, la subunidad (0) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 58 y la subunidad (s) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 61.

Acido nucleico segun la reivindicacion 49 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 62.

Acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24 que ademas
comprende la subunidad () que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 41,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con

la secuencia SEQ ID NO: 42; y una secuencia que codifica para una proteina con

77



10

15

20

25

30

35

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

ES 2 590 221 Bl

al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 43, preferiblemente
comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con la secuencia
SEQ ID NO: 44.

Acido nucleico segun la reivindicacién 51 donde la subunidad (I) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 46.

Acido nucleico segun la reivindicacion 52 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 vy la subunidad (I) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 46.

Acido nucleico segun la reivindicacion 53 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 63.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24 que ademas
comprende la subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 38.

Acido nucleico segun la reivindicacién 55 donde la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacién 56 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 y la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacion 57 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 64.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24 que ademas

comprende una subunidad (p) que comprende una secuencia que codifica para
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una proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 65,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 66.

Acido nucleico segun la reivindicacion 59 donde la subunidad (p) consiste en la
secuencia SEQ |D NO: 67.

Acido nucleico segun la reivindicacién 60 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, |la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 vy la subunidad (p) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 67.

Acido nucleico segun la reivindicaciéon 61 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 68.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 59 a 62 que ademas
comprende la subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 38.

Acido nucleico segun la reivindicacién 63 donde la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacion 63 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (p) consiste en la

secuencia SEQ ID NO: 67 vy la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID
NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacién 65 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 69.
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Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24 que ademas
comprende la subunidad (j) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 33,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 34.

Acido nucleico segun la reivindicacion 67 donde la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35.

Acido nucleico segun la reivindicacion 68 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27 vy la subunidad (j) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 35.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 67 a 69 que ademas
comprende la subunidad (g) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 70,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 71.

Acido nucleico segun la reivindicacién 70 donde la subunidad (q) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 72.

Acido nucleico segun la reivindicacién 71 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35) y la subunidad (qg) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 72.

Acido nucleico segun la reivindicacion 72 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 73.

. Acido nucleico segln cualquiera de las reivindicaciones 70 a 73 que ademas

comprende la subunidad (r) que comprende una secuencia que codifica para una

proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 74,
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preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 75.

Acido nucleico segun la reivindicacion 74 donde la subunidad (r) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 76.

Acido nucleico segun la reivindicacion 75 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (q) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 72 vy la

subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 76.

Acido nucleico segun la reivindicacion 76 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 77.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 67 a 69 que ademas
comprende la subunidad (k) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 37,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 38.

Acido nucleico segun la reivindicacién 78 donde la subunidad (k) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segun la reivindicacién 79 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35y la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39.

Acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 78 a 80 que ademas
comprende la subunidad (q) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 70,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 71.
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Acido nucleico segun la reivindicacién 78 donde la subunidad (g) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 72).

Acido nucleico segun la reivindicacién 79 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39 vy la

subunidad (q) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 72.

Acido nucleico segun la reivindicacion 83 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 78.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 67 a 69 que ademas
comprende la subunidad (t) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 90,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 91.

Acido nucleico segun la reivindicacion 85 donde la subunidad (t) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 92.

Acido nucleico segun la reivindicacién 86 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35) y la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92.

Acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 85 a 87 que ademas
comprende la subunidad (u) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 93,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 94.
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Acido nucleico segun la reivindicacion 88 donde la subunidad (u) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 95.

Acido nucleico segun la reivindicacién 89 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y la

subunidad (u) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 95.

Acido nucleico segun la reivindicacién 90 donde el acido nucleico comprende la
secuencia SEQ ID NO: 96.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 67 a 69 que ademas
comprende la subunidad (r) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 74,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 75.

Acido nucleico segun la reivindicacion 92 donde la subunidad (r) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 76.

Acido nucleico segun la reivindicacién 93 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35) y la subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 76.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 92 a 94 que ademas
comprende la subunidad (t) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 90,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 91.

Acido nucleico segun la reivindicacion 95 donde la subunidad (t) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 92.
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97. Acido nucleico segun la reivindicacion 93 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35), la subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 76 y la

subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92.

98. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 95 a 97 que ademas
comprende la subunidad (u) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 93,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 94.

99. Acido nucleico segun la reivindicacion 98 donde la subunidad (u) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 95.

100. Acido nucleico segun la reivindicacién 99 donde la subunidad (a) consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35), la subunidad (r) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 76, la
subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y donde la subunidad (u)

consiste en la secuencia SEQ ID NO: 95.

101. Acido nucleico segun la reivindicacion 100 donde el acido nucleico comprende
la secuencia SEQ ID NO: 97.

102. Acido nucleico segln cualquiera de las reivindicaciones 78 a 80 que ademas
comprende la subunidad (t) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 90,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 91.

103. Acido nucleico segun la reivindicacion 102 donde la subunidad (t) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 92.
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104. Acido nucleico segun la reivindicacion 103 donde la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39 y la

subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92.

105. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 102 a 104 que ademas
comprende la subunidad (v) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 98,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 99.

106. Acido nucleico segun la reivindicacién 105 donde la subunidad (v) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 100.

107. Acido nucleico segun la reivindicacion 106 donde la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39, la
subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y la subunidad (v) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 100.

108. Acido nucleico segun la reivindicacion 107 donde el acido nucleico comprende
la secuencia SEQ ID NO: 101.

109. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 102 a 104 que ademas
comprende la subunidad (u) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 93,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 94.

110. Acido nucleico segun la reivindicacion 109 donde la subunidad (u) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 95.
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111. Acido nucleico segun la reivindicacion 110 donde la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39, la
subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92 y la subunidad (u) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 95.

112.  Acido nucleico segun la reivindicacion 111 donde el acido nucleico comprende
la secuencia SEQ ID NO: 102.

113. Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 109 a 112 que ademas
comprende la subunidad (w) que comprende una secuencia que codifica para una
proteina con al menos un 70% de identidad con la secuencia SEQ ID NO: 103,
preferiblemente comprende una secuencia con al menos un 70% de identidad con
la secuencia SEQ ID NO: 104.

114. Acido nucleico segun la reivindicacion 113 donde la subunidad (w) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 105.

115. Acido nucleico segun la reivindicacion 110 donde la subunidad (a) consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 3, la subunidad (b) consiste en la secuencia SEQ ID NO:
6, la subunidad (d) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13, la subunidad (h)
consiste en la secuencia SEQ ID NO: 27, la subunidad (j) consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 35, la subunidad (k) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 39, la
subunidad (t) consiste en la secuencia SEQ ID NO: 92, la subunidad (u) consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 95 y la subunidad (w) consiste en la secuencia SEQ
ID NO: 105.

116. Acido nucleico segun la reivindicaciéon 115 donde el acido nucleico comprende
la secuencia SEQ ID NO: 106.

117. Acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 116 que ademas

comprende al menos un sitio de unién a ribosomas (rbs) unido de forma operativa.
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118.  Acido nucleico segun la reivindicacion 117 donde el sitio de unién a ribosomas
esta unido a la posicién 5’ de cada subunidad, preferiblemente entre el sitio de

unioén a ribosomas y la subunidad puede haber o no un polinucleétido espaciador.

119. Acido nucleico recombinante segin las reivindicaciones 117 o 118 donde el
sitio de unién a ribosomas se selecciona de la lista que consiste en: rbs se
Streptomyces (SEQ ID NO: 79), rbs LMF (SEQ ID NO: 80), rbs consenso para
Streptomyces (SEQ ID NO: 81), rbs de genes operdon gly, rbs mit, rbs tipA,

preferiblemente consiste en la secuencia SEQ ID NO: 79.

120. Acido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 119 que ademas
comprende al menos un promotor constitutivo o inducible unido de forma

operativa.

121. Acido nucleico segun la reivindicacién 120 donde el promotor constitutivo o

inducible esta unido de forma operativa delante de cada subunidad.

122. Acido nucleico segun la reivindicacion 121 donde el promotor se selecciona de
la lista que consiste en: promotor del gen ermE (SEQ ID NO: 82), rp1M (SEQ ID
NO: 83), tipA (SEQ ID NO: 84), tsr (SEQ ID NO: 85), snpA (SEQ ID NO: 86),
gylABx (SEQ ID NO: 87), mcrB (SEQ ID NO: 88), aac(2)IV (SEQ ID NO: 89),
preferiblemente es el promotor del gen ermE (SEQ ID NO: 82).

123. Cassette de expresion que comprende el acido nucleico segun cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 122.

124. Vector que comprende el &cido nucleico segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 122 o el cassette de expresion segun la reivindicacion 123.
125. Vector segun la reivindicacion 124 donde el vector es replicativo o integrativo.
126. Vector segun cualquiera de las reivindicaciones 124 o 125 donde dicho vector

se selecciona de la lista que consiste en: plasmido, césmido, bacmido, vector viral

y cromosoma artificial.
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127. Proteina de fusidon que se genera a partir de la traduccion del acido nucleico

segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 122.

128. Célula que comprende el acido nucleico segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 122, el cassette de expresion segun la reivindicacion 123, el
vector segun cualquiera de las reivindicaciones 124 a 126 y/o la proteina de fusion

segun la reivindicacion 127.

129. Célula segun la reivindicacion 128 donde dicha célula es una bacteria, una

arquea, una célula animal, una célula vegetal, una levadura o un hongo.

130. Célula segun la reivindicacion 129 donde dicha célula es del género que se
selecciona de la lista que consiste en Streptomyces, Saccharopolyspora,
Micromonospora, Bifidobacterium, Frankia, Streptoverticillium, Kitasatospora,
Propionibacterium, Micrococcus, Arthrobacter, Corynebacterium, Escherichia,

Lactobacillus, Saccharomyces, Pichia, Schizosaccharomyces, Bacillus.

131. Célula segun la reivindicacion 130 donde dicha célula es Streptomyces
coelicolor o S. albus, S. venezuelae, S. avermitilis, S. lividans, S. ambofaciens, S.
achromogenes, S. clavuligerus, S. griseus, S. kanamyceticus, S. noursei, S.

scabies, S. violaceoruber, Saccharopolyspora erythraea.

132. Uso del acido nucleico seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 122, el
cassette de expresion segun la reivindicacion 123, el vector segun cualquiera de
las reivindicaciones 124 a 126, la proteina de fusion segun la reivindicacion 127
y/o la célula segun cualquiera de las reivindicaciones 128-131 para la sintesis de

polifenoles.

133. Método de produccion de polifenoles que comprende la utilizacion del acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 122, el cassette de expresion
segun la reivindicacion 123, el vector segun cualquiera de las reivindicaciones 124
a 126 y/o la proteina de fusion segun la reivindicacién 127 y/o de la célula segun
las reivindicaciones 128 a 131.

134. Kit que comprende del acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones

1 a 122, el cassette de expresion segun la reivindicacion 123, el vector segun
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cualquiera de las reivindicaciones 124 a 125, la proteina de fusién segun la

reivindicacion 127 y/o de la célula segun las reivindicaciones 128 a 131.

135. Uso del kit segun la reivindicacion 134 para generar polifenoles.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Universidad de oOviedo

<120> Acido nucleico recombinante para su uso en la produccion de
polifenoles

<130> ES1624.6
<160> 108

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 531
<212> PRT

<213> Rhodobacter capsulatus

<400> 1

Met Thr Leu GIn Ser GIn Thr Ala Lys Asp Cys Leu Ala Leu Asp Gly
1 5 10 15

Ala Leu Thr Leu val GIn Cys Glu Ala ITe Ala Thr His Arg Ser Arg
20 25 30

ITe Ser val Thr Pro Ala Leu Arg Glu Arg Cys Ala Arg Ala His Ala
35 40 45

Arg Leu Glu His Ala Ile Ala Glu GIn Arg His Ile Tyr Gly Ile Thr
50 55 60

Thr Gly Phe Gly Pro Leu Ala Asn Arg Leu Ile Gly Ala Asp Gln Gly
65 70 75 80

Ala Glu Leu GIn GIn Asn Leu Ile Tyr His Leu Ala Thr Gly val Gly
85 90 95

Pro Lys Leu Ser Trp Ala Glu Ala Arg Ala Leu Met Leu Ala Arg Leu
100 105 110

Asn Ser Ile Leu GIn Gly Ala Ser Gly Ala Ser Pro Glu Thr Ile Asp
115 120 125

Arg Ile val Ala val Leu Asn Ala Gly Phe Ala Pro Glu val Pro Ala
130 135 140

Gln Gly Thr val Gly Ala Ser Gly Asp Leu Thr Pro Leu Ala His Met
145 150 155 160

val Leu Ala Leu GIn Gly Arg Gly Arg Met Ile Asp Pro Ser Gly Arg
165 170 175

val GIn Glu Ala Gly Ala val Met Asp Arg Leu Cys Gly Gly Pro Leu
180 185 190
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Thr

Met

225

His

Gly

Gly

Asp

val

305

Asp

Phe

Ala

Thr

Arg

Leu

Thr

210

Ala

Ala

Gln

Arg

Leu

290

val

Arg

Pro

val

Leu

370

Leu

Gln

Glu

Asn

Ala

195

Ala

Ala

Glu

Leu

val

275

Arg

Pro

val

Glu

His

355

Ala

Asn

Ser

Met

Gly

Ala

Ala

Leu

Ala

Arg

Cys

Pro

Gln

val

Gly

val

Gly

Lys

Gly

Arg

Ala

Arg

Arg

Ala

Arg

Trp

Ala

Arg

Glu

Leu

Thr

325

Cys

Ala

Leu

Gly

Phe

405

Ala

Asn

Ala

Asp

Ala

His

Thr

Thr

Asp

val

310

Cys

Ala

Leu

val

Leu

390

Met

Asn

Gln

Gln

Gly

Leu

215

Ser

Pro

Glu

Leu

His

295

Gly

val

Ala

Glu

375

Pro

Gly

Ala

Asp

Leu
455

Leu
200

Thr

Ala

Arg

Thr

280

Pro

Ala

Leu

Pro

Ser

360

Arg

Ala

Ala

Thr

val

440

Leu
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Ala

Gly

val

Phe

Leu

265

Ala

Ala

val

Asn

Ala

345

Asp

Gln

Phe

Gln

Pro

425

val

Pro

Leu

val

Leu

Ala

250

Ala

Ala

Gln

Trp

ser

330

Leu

Ala

Ile

Leu

val

410

val

ser

Leu
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val

Glu

Met

235

Glu

Gln

Arg

Asp

315

val

Leu

Ala

His

395

Thr

ser

Met

Ser

Asn

Ala

220

Glu

Leu

Ala

Arg

Ala

300

Thr

Thr

Gly

Asn

Arg

Gly

Ala

val

Gly

Gln
460

val

Arg

Leu

Leu

285

Tyr

Leu

Asp

Gly

Ala

365

Leu

Gly

Thr

Gln

Thr

445

Ile

Thr

Arg

Leu

Pro

Asp

270

Thr

Ser

Asp

Asn

Asn

350

Ala

Thr

Gln

Ala

ser

430

Gln

Ser

Ala

Ser

His

255

Gly

Ala

Leu

Trp

Pro

335

Phe

Leu

Asp

Ala

Leu

415

Leu

Ala

Ala

Ile

Ala

Ala

Arg

His

320

Ile

Met

val

Gly

Leu

Ser

Ala

Ile



Leu Ala
465

Leu
470

Gly GIn Gly Trp Ser

485

Arg Ala val Ser Pro Gly

500

Ala val Ala GlIn
515 520

Ile Glu

Pro Pro
530

<210> 2

<211> 1596

<212> DNA

<213> Rhodobacter capsulatus

<400> 2
atgaccctgc agtcacagac ggccaaggac

gtccaatgcg aggccatcgc gacacatcgc

gagcgctgcg tgcccggcett

tacggcatca

cgcgggccca
ccaccggctt cggcccgcetg

agcagaacct gatctatcat

gcggagctgce
tgggccgagg
ggggcctcgce
gaggttccgg
gtgctggcgce
ggggcggtga
gcgctggtga
gcgcgggega

catgccgaag

gatgctggcg

cgaccggatc

cgcgggcgtt
cggagacgat
ggtgggcgcc
ggggcggatg
ctgcggcggt
ggcgatgacc

cgcagggaac
tgcagggacg
tggatcggct
atggcacctc
tcgacgccge gcttcggeac
cctggcatcc ggctttcgea
gcgaccgagc ggctggcgca

ggctgaccgc

ggcgctggat

gcggcgeggce cgcggatctg

tacagtctgc gcaactggtc

gcgtggtgec

gatcgtgtcg tcacctgcga gctcaattcc

ccgccctgeca cggcggcaat

tgcgcggtgce

gatgcgctga acgcggcgct ggtgacgctg

ctgaccgacg aaaagctgaa caagggcctg

ctgcaatcgg gcttcatggg

ggcgcaggtc

ES 2 590 221 Bl

Ala Leu Ala GIn Ala Met Asp Leu

475

Leu Thr Ala Arg Asp

490

Leu Arg Ala Asp Arg
505

Gly Leu Arg His Pro

tgcctcgegce
agccggattt
gagcacgcca
gcgaaccgtc
ctggccaccg
cggctcaact
gttgcggtgc
tcgggcgatc
atcgacccct
ccgctgacgc
gcgattgcgg
agcgcggtcc
gagctgcgcc
ggggcggggc
cggcccgaag
ggcgcggtct
gtcaccgaca
ttcatgggcg

gcgggcctgg

cccgcecttcec

acggcgacgg

Pagina 3

Leu Asp Asp Pro Glu

480

Leu Arg Asp Arg Ile

495

Pro Leu Ala Gly His
510

Ser Ala Ala Ala Asp

525

tggacggggc

cggtgacccc
tcgccgagea
tgatcggggc
gcgtcgggec
cgatcctgca
tcaatgcggg
tgaccccgct
cgggccgegt
tggcggeccg
ccctgaccgg
tgatggaggt
cgcatccggg
gggtctgtcg
atcatccggc
gggacacgct
atccgatctt
tgcatgtcgc
tcgagcgtca
tgcacggggg
cgcttctggce

gctgacactt
cgcgctgegce
gcgccacatt
cgatcagggg
gaaactgagc
aggcgcgtcg
gtttgccccc
tgcgcatatg
gcaggaggcc
tgacgggctg
ggtcgaggcg
cttgtccggt
gcagctgcgg
gaccctgacc
gcaggatgcc
ggactggcac
tcccgagggce
ccttgectcc
gatcgcccgg
gcaggcgggag
ggaaatgcgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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gcgaatgcca cgccggtttc ggtgcagtcg ctgtcgacca atggcgccaa tcaggatgtg 1320
gtctcgatgg gaacgattgc cgcgcggagg gcgcgggcgc agctgctgcc cctgtcgeag 1380
atccaggcga tcctggcgct tgcccttgcc caggcgatgg atctgcttga cgaccccgag 1440
gggcaggccg gatggtcgct tacggcgcgg gatctgcggg accggatccg ggcggtctcg 1500
cccgggcettc gcgccgacag accgcttgec gggcatatcg aagcggtggc acagggtctg 1560
cgtcatccct ccgeccgecge cgatcccccg gcatga 1596
<210> 3

<211> 1596

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TAL optimizada

<400> 3

atgaccctcc agtcccagac cgcgaaggac tgcctcgccc tggacggcgc cctcaccctg 60
gtccagtgcg aagccatcgc cacccaccgc tcccgcatct ccgtgacccc cgccctecgce 120
gaacgctgcg cgcgcgccca cgcccgcctg gagcacgcca tcgccgaaca gcgccacatc 180
tacggcatca cgaccggctt cggtcccctc gccaaccgcc tgatcggggc cgaccagggc 240
gcggaactcc agcagaacct catctaccac ctggccaccg gcgtcggccc caagctctcc 300
tgggccgaag cccgcgeccct catgctcgec cggctcaact ccatcctcca gggcgectcc 360
ggtgcgtccc ccgaaaccat cgaccgcatc gtcgccgtgc tgaacgccgg gttcgccccc 420
gaagtgccgg cccagggcac cgtcggggcc tccggcgacc tcacccccct ggcccacatg 480
gtcctcgcge tccagggccg cgggcgcatg atcgacccct ccggccgegt gcaggaagcec 540
ggcgccgtga tggaccgcct ctgcgggggce cccctgaccc tcgccgcccg cgacggcectc 600
gccctcgtca acggcacctc cgccatgacc gccatcgecg ccctcaccgg cgtcgaggec 660
gcccgcgcga tcgacgccgce cctccgecac tccgeccgtcecc tgatggaagt cctgtccggce 720
cacgccgagg cctggcaccc cgcgttcgcc gaactgcgcc cccaccccgg tcagetgegce 780
gccaccgaac gcctcgccca ggccctggac ggcgcgggcec gcgtgtgeccg caccctcacc 840
gccgeccgge gectcaccge cgccgacctc cgccccgaag accaccccgc ccaggacgec 900
tactccctcc gegtcgtccc ccagctcgtc ggcgccgtgt gggacaccct cgactggceac 960
gaccgggtcg tgacctgcga gctgaactcc gtcaccgaca acccgatctt cccggaaggc 1020
tgcgccgtcc ccgeccctcca cggtggcaac ttcatgggcg tccacgtcgc cctggectcc 1080
gacgcgctga acgccgccct cgtgaccctc gccggectcg tcgagcgcca gatcgcccgce 1140
ctgaccgacg agaagctgaa caagggcctc cccgcgttcc tccacggtgg ccaggccggc 1200
ctccagtccg gcttcatggg ggcccaggtc accgccaccg ccctcctcge cgaaatgegce 1260
gcgaacgcca ccccggtctc cgtccagtcc ctcagcacca acggcgcgaa ccaggacgtc 1320
gtctccatgg gtaccatcgc cgcccgccgg gcccgcgecc agctgctccce cctgtcccag 1380
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atccaggcca tcctcgccct cgccctcgec caggccatgg acctgctcga cgacccggag 1440
ggccaggccg gctggtccct gaccgcccgc gacctccgcg accgcatccg cgccgtctcg 1500
cccggectcc gcgccgaccg cccgctcgec ggccacatcg aagccgtcgc ccagggcectg 1560
cgccacccct cggececgecge cgaccccccc gectag 1596
<210> 4

<211> 522

<212> PRT

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 4

Met Phe Arg Ser Glu Tyr Ala Asp val Pro Pro val Asp Leu Pro Ile
1 5 10 15

His Asp Ala val Leu Gly Gly Ala Ala Ala Phe Gly Ser Thr Pro Ala
20 25 30

Leu Ile Asp Gly Thr Asp Gly Thr Thr Leu Thr Tyr Glu Gln val Asp
35 40 45

Arg Phe His Arg Arg val Ala Ala Ala Leu Ala Glu Thr Gly val Arg
50 55 60

Lys Gly Asp val Leu Ala Leu His Ser Pro Asn Thr val Ala Phe Pro
65 70 75 80

Leu Ala Phe Tyr Ala Ala Thr Arg Ala Gly Ala Ser val Thr Thr val
85 90 95

His Pro Leu Ala Thr Ala Glu Glu Phe Ala Lys GIn Leu Lys Asp Ser
100 105 110

Ala Ala Arg Trp Ile val Thr val Ser Pro Leu Leu Ser Thr Ala Arg
115 120 125

Arg Ala Ala Glu Leu Ala Gly Gly val Gln Glu Ile Leu val Cys Asp
130 135 140

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

Pro Glu Pro Ser val Ala ITe Asp Pro Ala Glu Asp val Ala Ala Leu
165 170 175

Pro Tyr Ser Ser Gly Thr Thr Gly Thr Pro Lys Gly val Met Leu Thr
180 185 190

His Arg Gln Ile Ala Thr Asn Leu Ala GIn Leu Glu Pro Ser Met Pro
195 200 205
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Ser Ala Pro Gly Asp Arg val Leu Ala val Leu Pro Phe Phe His Ile
210 215 220

Tyr Gly Leu Thr Ala Leu Met Asn Ala Pro Leu Arg Leu Gly Ala Thr
225 230 235 240

val val val Leu Pro Arg Phe Asp Leu Glu Gln Phe Leu Ala Ala Ile
245 250 255

Gln Asn His Arg Ile Thr Ser Leu Tyr val Ala Pro Pro Ile val Leu
260 265 270

Ala Leu Ala Lys His Pro Leu val Ala Asp Tyr Asp Leu Ser Ser Leu
275 280 285

Arg Tyr ITe val Ser Ala Ala Ala Pro Leu Asp Ala Arg Leu Ala Ala
290 295 300

Ala Cys Ser Gln Arg Leu Gly Leu Pro Pro val Gly GIn Ala Tyr Gly
305 310 315 320

Met Thr Glu Leu Ser Pro Gly Thr His val val Pro Leu Asp Ala Met
325 330 335

Ala Asp Ala Pro Pro Gly Thr val Gly Arg Leu Ile Ala Gly Thr Glu
340 345 350

Met Arg Ile val Ser Leu Thr Asp Pro Gly Thr Asp Leu Pro Ala Gly
355 360 365

Glu Ser Gly Glu Ile Leu Ile Arg Gly Pro GIn Ile Met Lys Gly Tyr
370 375 380

Leu Gly Arg Pro Asp Ala Thr Ala Ala Met ITe Asp Glu Glu Gly Trp
385 390 395 400

Leu His Thr Gly Asp val Gly His val Asp Ala Asp Gly Trp Leu Phe
405 410 415

val val Asp Arg val Lys Glu Leu Ile Lys Tyr Lys Gly Phe GIn val
420 425 430

Ala Pro Ala Glu Leu Glu Ala His Leu Leu Thr His Pro Gly val Ala
435 440 445

Asp Ala Ala val val Gly Ala Tyr Asp Asp Asp Gly Asn Glu val Pro
450 455 460

His Ala Phe val val Arg Gln Pro Ala Ala Pro Gly Leu Ala Glu Ser
465 470 475 480
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Glu ITe Met Met Tyr val Ala Glu Arg val Ala Pro Tyr Lys Arg val
485 490 495

Arg Arg val Thr phe val Asp Ala val Pro Arg Ala Ala Ser Gly Lys
500 505 510

Ile Leu Arg Arg Gln Leu Arg Glu Pro Arg
515

<210> 5

<211> 1569

<212> DNA

<213> Streptomyces coelicolor
<400> 5

gtgttccgca gcgagtacgc agacgtcccg cccgtcgacc tgcccatcca cgacgcecgtg
ctcggcgggg ccgccgectt cgggagcacc ccggcgctga tcgacggcac cgacggcacc
accctcacct acgagcaggt ggaccggttc caccggcgcg tcgccgccgc cctcgecgag
accggcgtgc gcaagggcga cgtcctcgec ctgcacagcc ccaacaccgt cgecttcccc
ctggccttct acgccgccac ccgcgcggge gcctccgtca ccacggtgca tccgctcgeg
acggcggagg agttcgccaa gcagctgaag gacagcgcgg cccgctggat cgtcaccgtc
tcaccgctcc tgtccaccgc ccgccgggec gccgaactcg cgggcggcgt ccaggagatc
ctggtctgcg acagcgcgcc cggtcaccgc tccctcgtcg acatgctggc ctcgaccgceg
cccgaaccgt ccgtcgccat cgacccggcc gaggacgtcg ccgccctgcec gtactcctceg
ggcaccaccg gcacccccaa gggcgtcatg ctcacacacc ggcagatcgc caccaacctc
gcccagctcg aaccgtcgat gccgtccgcg cccggcgacc gcgtcctcge cgtgctgecg
ttcttccaca tctacggcct gaccgccctg atgaacgccc cgctccggct cggcgccacc
gtcgtggtcc tgccccgett cgacctggag cagttcctcg ccgccatcca gaaccaccgc
atcaccagcc tgtacgtcgc cccgccgatc gtcctggccc tcgccaaaca ccccctggtce
gccgactacg acctctcctc gctgaggtac atcgtcagcg ccgccgcccc gctcgacgceg
cgtctcgccg ccgectgetc gcagcggctc ggcctgccge ccgtcggeca ggcctacggce
atgaccgaac tgtccccggg cacccacgtc gtccccctgg acgcgatggc cgacgcgcecg
cccggcaccg tcggcaggct catcgcgggc accgagatgc gcatcgtctc cctcaccgac
ccgggcacgg acctccccgc cggagagtcc ggggagatcc tcatccgcgg cccccagatc
atgaagggct acctgggccg ccccgacgcc accgccgcca tgatcgacga ggagggctgg
ctgcacaccg gggacgtcgg acacgtcgac gccgacggct ggctgttcgt cgtcgaccgc
gtcaaggaac tgatcaagta caagggcttc caggtggccc ccgccgaact ggaggcccac
ctgctcaccc accccggegt cgccgacgcg gccgtcgtcg gcgcctacga cgacgacggce
aacgaggtac cgcacgcctt cgtcgtccgc cagccggccg cacccggcct cgcggagagce

gagatcatga tgtacgtcgc cgaacgcgtc gccccctaca aacgcgtccg ccgggtcacc
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ttcgtcgacg ccgtcccccg cgccgectcc ggcaagatcc tccgccgaca gctcagggag

ccgcgatga

<210> ©

<211> 1569
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 6
atgttccggt

4CL

ctcggeggeg
accctcacct
accggcgtgce
ctggccttct
accgccgagg
tcceccgetgce
ctcgtgtgcg
cccgagcecca
ggcaccaccg
gcccagctgg
ttcttccaca
gtggtggtcc
atcacctccc
gcggactacg
cgcctcgecg
atgaccgagc
ccgggcaccg
cccggcaccg
atgaagggct
ctgcacaccg
gtcaaggagc
ctgctcaccc
aacgaggtgc
gagatcatga
ttcgtggacg

ccccgectga

optimizada

cggagtacgc
cggcggcctt
acgagcaggt
gcaagggcga
acgccgcecac
agttcgccaa
tctcgaccgce
actcggcccc
gcgtcgecat
gcaccccgaa
agccctcgat
tctacggcect
tgccccggtt
tgtacgtggc
acctgtcctc
cggcctgctc
tgtccccggg
tgggccgect
acctcccggc
acctcggcecg
gcgacgtggg
tgatcaagta
accccggegt
cccacgcctt
tgtacgtggc

ccgtccceccg

Secuencia artificial

ggacgtcccg
cggctcgacc
cgaccgcttc
cgtgctcgec
ccgggecgge
gcagctcaag
ccgtcgegeg
cggccaccgc
cgaccccgeg
gggcgtgatg
gccgtcggec
gaccgccctc
cgacctggag
accgccgatc
cctgcggtac
ccagcggctg
cacccacgtg
gatcgccggc
cggtgagtcc
gcccgacgcec
ccacgtggac
caagggcttc
ggcggacgcg
cgtggtccgce
ggagcgggtg

cgccgectcc

cccgtggacc
cccgccctga
caccgtcgceg
ctccactccc
gccagcgtga
gacagcgegg
gccgagctgg
tccctggteg
gaggacgtgg
ctcacccacc
cccggcegacc
atgaacgcgc
cagttcctcg
gtgctcgccc
atcgtgagcg
ggcctcccgce
gtcccgctcg
accgagatgc
ggcgagatcc
accgcggceca
gcggacggct
caggtggccc
gccgtggtcg
cagccggccg
gccccctaca

ggcaagatcc
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tgcccatcca
tcgacggcac
tggccgecgce
ccaacaccgt
ccaccgtcca
cccggtggat
cgggcggcgt
acatgctggc
cggccctgec
gccagatcgce
gggtgctggc
ccctgegect
cggccatcca
tggccaagca
cggccgcegec
ccgtcggeca
acgcgatggc
gcatcgtgtc
tgatccgggg
tgatcgacga
ggctgttcgt
ccgcggaget
gcgcgtacga
cacccggcect
agcgggtgcg

tccgeecgeca

cgacgcggtg
cgacggcacc
actggcggag
ggccttcccc
cccecctggeg
cgtgaccgtc
ccaggagatc
ctccaccgcec
gtactcgtcc
caccaacctg
ggtcctcccg
gggcgccacc
gaaccaccgc
cccecctegtce
gctggacgcc
ggcgtacggc
ggacgcaccg
cctgaccgac
cccccagatc
ggaaggctgg
ggtggaccgc
ggaggcccac
cgacgacggc
ggcggagtcg
tcgcgtcacc

gctccgcgag

1560
1569

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1569



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

<400>

7
3

P

92
RT

Vitis vinifera

7

Met Ala Ser
1

Ala Thr

Gln Ser

Met Thr
50

Ile Lys
65

Pro Asn

Ile Ile

Ala Leu

Phe Cys

130

Ala Asn
145

His Gln

Leu Ala

Ile Thr

Leu val

210

Gly Ser

Ile

Asp

35

Glu

Lys

Ile

Thr

Lys

Thr

Leu

Gly

Glu

val

195

Gly

Asp

Ile

Leu

20

Tyr

Leu

Arg

Gly

Ala

100

Glu

Thr

Leu

Cys

Asn

180

val

Gln

Pro

Glu
5
Ala
Ala
Lys
Tyr
Ala
85
Glu
Trp
Ser
Gly
Tyr
165
Asn
Thr

Ala

Asp

Glu

Ile

Asp

Lys

Ile

70

Tyr

val

Gly

Gly

Leu

150

Ala

Ala

Phe

Leu

val
230

Gly

Tyr

Met

Pro

Gln

val

135

Glu

Gly

Gly

Arg

Phe

215

Ser

Arg

Thr

Tyr

40

Phe

Leu

Ala

Lys

Pro

120

Glu

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

ES 2 590 221 Bl

Asn

Ala

25

Phe

Asn

Thr

Pro

Leu

105

Lys

Met

Ser

Thr

Asp

Glu

Ala Gln
10

Thr Pro
Arg val
Arg Ile
Glu Glu

75

Ser Leu

90

Gly Lys

ser Lys

Pro Gly

val Arg

val Leu

170

val Leu

Ser Glu

Gly Ser

Arg Pro
235
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Arg

Asp

Thr

Cys

Met

Asn

Glu

Ile

Ala

140

Arg

Arg

val

Asp

Ala

220

Leu

Ala

His

Lys

Asp

Leu

Ile

Ala

Thr

125

Tyr

val

Thr

val

Ala

205

Ala

Phe

Lys

Glu

Arg

Ala

110

Tyr

Met

Ala

Cys

190

Leu

val

Gln

Gly

15

val

Glu

Ser

Glu

Gln

95

Leu

Leu

Lys

Leu

Lys

Ser

Asp

Ile

Leu

Pro

Tyr

His

Met

His

80

Lys

val

Leu

Tyr

160

Asp

Ser

val

val
240



Ser Ala Ala

Asn Leu Arg

Ile
275

Thr Leu

Leu
290

Pro Gly

Gly Pro

Lys Lys

Met Ser Ser

ser Leu Lys

355

val Leu Phe

370

His Ser val

385

<210> 8

<211> 1543
<212> DNA
<213> Vviti

<400> 8
atggcttcaa

gccattggca
ttcagggtca
aagtacattc
gctattaggt
tttagataaa
tcatccgact
aattaagaat
atatactata
tgacaaatca

cccaaacatt

Thr
245

Gln

Glu val

260

Ser Glu

Ile

Ser

Ala Ile

Phe

Gly

Asn

Asp

Leu

Pro

Leu Thr

Glu
280

Trp Asn

Asp Ala

310

Glu
325

Leu

Ala
340

Cys
Gly Glu
Phe

Gly

Pro Met

Ala

val

Lys

Gly

val

Thr Arg

Phe

Leu

Thr
360

Ala

Pro Gly

375

Thr Asn

390

s vinifera

tcgaggaatt
cagctacccc
ctaagagcga
atgcatcaat
gaggctcacc
ttacttgagg
gtaatggctt
acccttttat
tgacttttcg
atgatcaaga

ggtgcttata

tagaaacgct
cgaccactgt
gcacatgact
ttcttacatg
tccaagcgaa
aaacttgaaa
gaagagctgt
actttcttca
attggtaaaa
agcgttacat

tggctccatc
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Ser Ala

250

Asn

Phe His Leu

265

Lys Cys Leu

Ser Leu Phe

Ala
315

val Glu

val
330

His Leu

Ile
345

Leu Asp

Thr Gly Asp

Leu Thr Ile

caacgtgcca
gtctaccagt
gagttgaaga
cataacactt
tgaatgttcc
atcattttac
ttttttgaat
atgttaaatg
ctaatgtgtt
tcacttgacc

tcttaacata

Gly Ala Ile

Asn
270

Trp Pro

Gln Ala

285

Asn

Trp Ile Ala

Lys Leu Asn

Ser Glu Tyr

Glu

Met

Leu
365

Gly Asp

Glu Thr val

380

agggtccggc
ctgattatgc
agaagttcaa
ctatacatat
aacctttctg
tttagtcacc
catatagcat
catgttgatc
catgttactt
gaagaaatgc

cgccaagaga
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Ala
255

Gly
val Pro
Phe Asp
Pro

His

Glu
320

Leu

Gly Asn

Lys Lys

Trp Gly

val Leu

caccatccta
tgattactat
tcgcatatgt
gcgagtgtgt
gagtaaagct
aatattcctt
tgctagctat
atcttgaaca
catttacagg
ttgaggagca

ttatcactgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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tgaggtacct agacttggta gggaagcagc attgaaggct cttaaagagt ggggccaacc 720
aaagtctaag atcacccatc ttgtattttg tacaacctcc ggtgtagaaa tgcccggtgc 780
ggattacaaa ctcgctaatc tcttaggtct tgaaacatcg gttagaaggg tgatgttgta 840
ccatcaaggg tgctatgcag gtggaactgt ccttcgaact gctaaggatc ttgcagaaaa 900
taatgcagga gcacgagttc ttgtggtgtg ctctgagatc actgttgtta cattccgtgg 960
cccttccgaa gatgctttgg actctttagt tggccaagcc ctttttggtg atgggtcttc 1020
agctgtgatt gttggatcag atccagatgt ctcgattgaa cgaccactct tccaacttgt 1080
ttcagcagcc caaacattta ttcctaattc agcaggagcc attgccggaa acttacgtga 1140
ggtggggctc acctttcatt tgtggcccaa tgtgcctact ttgatttctg agaacataga 1200
gaaatgcttg acccaggctt ttgacccact tggtattagc gattggaact cgttattttg 1260
gattgctcac ccaggtggcc ctgcaattct cgatgcagtt gaagcaaaac tcaatttaga 1320
gaaaaagaaa ctcgaagcaa ctaggcatgt gttaagtgag tacggtaaca tgtcaagtgc 1380
atgtgtgttg tttattttgg atgagatgag aaagaaatcc ctaaaggggg aaaaagccac 1440
cactggtgaa ggattggatt ggggagtact atttggtttt gggccaggct tgaccatcga 1500
aactgttgtg ctacatagca ttcctacggt tacaaattaa gtg 1543
<210> 9

<211> 1179

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> STS optimizada

<400> 9

atggcgtcca tcgaggagat ccgcaacgcg cagcgggcga agggcccggc gaccatcctg 60
gcgatcggca cggcgacccc cgaccactgc gtctaccagt ccgactacgc cgactactac 120
ttccgcgtga ccaagtcgga gcacatgacg gagctgaaga agaagttcaa ccgcatctgc 180
gacaagtcca tgatcaagaa gcggtacatc cacctgaccg aggagatgct cgaggagcac 240
ccgaacatcg gcgcgtacat ggccccctcg ctgaacatcc ggcaggagat catcacggcg 300
gaggtcccga agctgggcaa ggaagccgcg ctgaaggccc tcaaggagtg gggccagccc 360
aagtccaaga tcacccacct ggtcttctgc accacgtcgg gcgtggagat gccgggcgcg 420
tactacaagc tggccaacct gctcggcctc gagacctccg tccgtcgegt gatgctgtac 480
caccagggct gctacgccgg tggcaccgtc ctgcgcacgg cgaaggacct cgccgagaac 540
aacgccggtg cccgcgtgct ggtcgtgtgce tccgagatca ccgtcgtgac gttccgeggce 600
ccgtccgagg acgcgctgga ctcgctcgtc ggccaggccc tgttcggcga cggctcggcec 660
gcggtcatcg tgggctccga cccggacgtc tcgatcgagc gccccctgtt ccagctcgtg 720
tccgccgege agaccttcat cccgaactcg gccggcgcga tcgccggcaa cctgcgggag 780
gtcggcctga ccttccacct ctggccgaac gtgcccacgc tgatctccga gaacatcgag 840
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aagtgcctga
atcgcgcacc
aagaagaagc
tgcgtgctgt
acgggcgacg
accgtcgtgce
<210>
<211>

<212>
<213>

10
4721
DNA

<220>
<223>

<400> 10

accaggcctt

cgggtggccc
tggaggcgac

tcatcctcga

gcctggactg

tccactccgt

cgaccccctc
cgccatcctc
ccgccacgtc
cgagatgcgg
gggcgtcctc
gcccatggtg

Secuencia artificial

ggcatctccg
gacgcggtcg
ctctccgagt
aagaagtcgc
ttcggcttcg

accaactga

inserto para plasmido pSTS6w

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggc ttgcgcccga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgcgtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect

tgaacgccgc

tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggegc
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagctce
cgagctgaac
ccacggtggc

cctcgtgacc

cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggctca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcegg
ctccgeeccg
gtcggegecg
tccgtcaccg
aacttcatgg

ctcgccggcec

ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt

tcgtcgagceg
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actggaactc
aggccaagct
acggcaacat
tgaagggcga

gccccggect

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgec
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec

ccagatcgcc
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gctgttctgg
gaacctggag
gtcctcggcc
gaaggccacc

gaccatcgag

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcectcg
gccgeecgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgccc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce

cgcctgaccg

900
960
1020
1080
1140
1179

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctcggecgce
tcccgtagga
tgcccatcca
tcgacggcac
tggccgecgce
ccaacaccgt
ccaccgtcca
cccggtggat
cgggcggegt
acatgctggc
cggccctgec
gccagatcgce
gggtgctggc
ccctgegect
cggccatcca
tggccaagca
cggccgcegec
ccgtcggeca
acgcgatggc
gcatcgtgtc
tgatccgggg
tgatcgacga
ggctgttcgt
ccgcggaget
gcgcgtacga
cacccggcect

agcgggtgceg

gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcccgcetce
cgccgacccc
ggacgacaaa
cgacgcggtg
cgacggcacc
actggcggag
ggccttcccc
ccccctggeg
cgtgaccgtc
ccaggagatc
ctccaccgcec
gtactcgtcc
caccaacctg
ggtcctcccg
gggcgccacc
gaaccaccgc
cccecctegtce
gctggacgcc
ggcgtacggc
ggacgcaccg
cctgaccgac
cccccagatc
ggaaggctgg
ggtggaccgc
ggaggcccac
cgacgacggc
ggcggagtcg

tcgcgtcacc

ctccccgegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggcecaca
cccgcctaga
atgttccggt
ctcggeggeg
accctcacct
accggcgtgce
ctggccttct
accgccgagg
tccecgetgce
ctcgtgtgcg
cccgagcecca
ggcaccaccg
gcccagctgg
ttcttccaca
gtggtggtcc
atcacctccc
gcggactacg
cgcctcgecg
atgaccgagc
ccgggcaccg
cccggceaccg
atgaagggct
ctgcacaccg
gtcaaggagc
ctgctcaccc
aacgaggtgc
gagatcatga

ttcgtggacg

ES 2 590 221 Bl

tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
cggagtacgc
cggcggcctt
acgagcaggt
gcaagggcga
acgccgcecac
agttcgccaa
tctcgaccgce
actcggcccc
gcgtcgecat
gcaccccgaa
agccctcgat
tctacggcect
tgccccggtt
tgtacgtggc
acctgtcctc
cggcctgctc
tgtccccggg
tgggccgect
acctcccggce
acctcggccg
gcgacgtggg
tgatcaagta
accccggcgt
cccacgcctt
tgtacgtggc

ccgtcccccg

tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
gtggggtaac
ggacgtcccg
cggctcgacc
cgaccgcttc
cgtgctcgec
ccgggecggc
gcagctcaag
ccgtcgegeg
cggccaccgc
cgaccccgeg
gggcgtgatg
gccgteggec
gaccgccctc
cgacctggag
accgccgatc
cctgcggtac
ccagcggctg
cacccacgtg
gatcgccggc
cggtgagtcc
gcccgacgcc
ccacgtggac
caagggcttc
ggcggacgcg
cgtggtccgce
ggagcgggtg

cgccgcectcc

Pagina 13

ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
cccgtggacc
cccgecectga
caccgtcgcg
ctccactccc
gccagcgtga
gacagcgcegg
gccgagetgg
tccctggtcg
gaggacgtgg
ctcacccacc
cccggegacc
atgaacgcgc
cagttcctcg
gtgctcgcecc
atcgtgagcg
ggcctceccgce
gtcccgcteg
accgagatgc
ggcgagatcc
accgcggcca
gcggacggct
caggtggccc
gccgtggteg
cagccggccg
gccccctaca

ggcaagatcc

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
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tccgcecgceca gctccgcgag ccccgctgag agctcaggtg gggtaaccag gctaacctcec 3480
cgtaggagga cgacaaaagg tggggtaacc aggctaacct cccgtaggag gacgacatgg 3540
cgtccatcga ggagatccgc aacgcgcagc gggcgaaggg cccggcgacc atcctggcga 3600
tcggcacggc gacccccgac cactgcgtct accagtccga ctacgccgac tactacttcc 3660
gcgtgaccaa gtcggagcac atgacggagc tgaagaagaa gttcaaccgc atctgcgaca 3720
agtccatgat caagaagcgg tacatccacc tgaccgagga gatgctcgag gagcacccga 3780
acatcggcgc gtacatggcc ccctcgctga acatccggca ggagatcatc acggcggagg 3840
tcccgaagct gggcaaggaa gccgcgctga aggccctcaa ggagtggggc cagcccaagt 3900
ccaagatcac ccacctggtc ttctgcacca cgtcgggcgt ggagatgccg ggcgcgtact 3960
acaagctggc caacctgctc ggcctcgaga cctccgtccg tcgcgtgatg ctgtaccacc 4020
agggctgcta cgccggtggce accgtcctgc gcacggcgaa ggacctcgcc gagaacaacg 4080
ccggtgecccg cgtgectggtc gtgtgctccg agatcaccgt cgtgacgttc cgcggcccgt 4140
ccgaggacgc gctggactcg ctcgtcggcc aggccctgtt cggcgacggc tcggccgcgg 4200
tcatcgtggg ctccgacccg gacgtctcga tcgagcgccc cctgttccag ctcgtgtccg 4260
ccgcgcagac cttcatcccg aactcggccg gcgcgatcgc cggcaacctg cgggaggtcg 4320
gcctgacctt ccacctctgg ccgaacgtgc ccacgctgat ctccgagaac atcgagaagt 4380
gcctgaacca ggccttcgac cccctcggca tctccgactg gaactcgctg ttctggatcg 4440
cgcacccggg tggccccgec atcctcgacg cggtcgaggc caagctgaac ctggagaaga 4500
agaagctgga ggcgacccgc cacgtcctct ccgagtacgg caacatgtcc tcggcctgcg 4560
tgctgttcat cctcgacgag atgcggaaga agtcgctgaa gggcgagaag gccaccacgg 4620
gcgacggcct ggactggggc gtcctcttcg gcttcggccc cggcctgacc atcgagaccg 4680
tcgtgctcca ctccgtgceccc atggtgacca actgagaatt c 4721
<210> 11

<211> 388

<212> PRT

<213> Glycine max

<400> 11

Met val Ser val Glu Glu Ile Arg Gln Ala Gln Arg Ala Glu Gly Pro
1 5 10 15

Ala Thr val Met Ala Ile Gly Thr Ala Thr Pro Pro Asn Cys Vval Asp
20 25 30

Gln Ser Thr Tyr Pro Asp Tyr Tyr Phe Arg ITle Thr Asn Ser Glu His
35 40

Met Thr Glu Leu Lys Glu Lys Phe Lys Arg Met Cys Asp Lys Ser Met
50 55 60

Pagina 14



Ile

65

Pro

Met

Ala

Phe

Thr

145

Gln

Leu

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

Lys

Ser

val

Ile

Cys

Lys

Gln

Ala

Thr

val

210

Ser

Ala

Arg

Ile

Gly

Pro

Lys

Lys

val

val

Leu

Gly

Glu

Ala

195

Gly

Asp

Gln

Glu

Ser

275

Ile

Ala

Met

Arg

cys

Met

100

Glu

Thr

Leu

Cys

Asn

180

val

Gln

Pro

Thr

val

260

Lys

ser

Glu

Tyr

Ala

85

Glu

Trp

Ser

Gly

Phe

165

Asn

Thr

Ala

Leu

Ile

245

Gly

Asn

Asp

Leu

Ala
325

Met

70

Tyr

val

Gly

Gly

Leu

150

Ala

Lys

Phe

Leu

Pro

230

Leu

Leu

Tyr

Asp
310

Thr

Tyr

Met

Pro

Gln

val

135

Arg

Gly

Gly

Arg

Phe

215

val

Pro

Thr

Glu

Asn

295

Gln

Arg

Leu

Lys

Pro

120

Asp

Pro

Gly

Ala

Gly

Gly

Glu

Asp

Phe

Lys

Ser

val
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Asn Glu
Pro Ser

90

Leu Gly

105

Lys Ser

Met Pro

Ser val

Thr val

170

Arg val

Pro Thr

Asp Gly

Lys Pro

Ser Glu

250

His Leu

265

Ala Leu

ITe Phe

Glu Ala

val Leu
330

Glu

75

Leu

Lys

Lys

Gly

Leu

Asp

Ala

Leu

235

Gly

Leu

val

Trp

Ile

Asp

Glu

Ile

Ala

140

Arg

Arg

val

Thr

Ala

220

Phe

Ala

Lys

Glu

Ile

300

Leu

Glu

Pagina 15

Leu

Ala

Ala

Thr

125

Asp

Tyr

Leu

val

His

205

Ala

Gln

Ile

Asp

Ala

285

Ala

Gly

Tyr

Lys

Arg

Ala

110

His

Tyr

Met

Ala

Cys

190

Leu

val

Leu

Asp

val

270

Phe

His

Leu

Gly

Glu

Gln

95

Thr

Leu

Gln

Met

Lys

175

Ser

Asp

val

Gln

Pro

Lys

Asn
335

Asn
80

Asp

Lys

Leu
TYyr

160

Asp

Ser

val

Trp

His

Gly

Pro

Gly

Pro

320

Met



Ser Ser

Ile Glu
355

Leu Phe
370

Ser val Thr

385

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

<400> 12
atggtgagtg

gctattggca

12
1167
DNA

ttccgcatca
gataagtcga
cccagtgttt
gaggtaccaa
aagtccaaga
gattatcagc
caacaaggct
aacaagggtg
ccaactgaca
gctgtcattg
actgcccaga
ggtctcactt
gccttggttg
gcacaccctg
gaaaaaatgg
gtgctattca
ggcgaaggcc
gttgtactcc
<210>
<211>

<212>
<213>

13
1167
DNA

340

val

ine max

ttgaagagat
ccgccactcc
ccaacagcga
tgattaagaa
gtgcatatat
agttgggaaa
ttacccatct
tcactaaact
gctttgccgg
ctcgcgtgct
cccatcttga
ttggatcaga
caatccttcc
tccatctcct
aagccttcca
gtggacccgc
aagctactag
tcttggatca

ttgactgggg
gcagtgtcac

360

ccgtcaggea
tcccaactgce
gcacatgacc
gcgatacatg
ggcaccttcg
agaggctgca
catcttttgc
attaggcctt
tggcacggtg
tgtcgtttgt
tagccttgtg
ccccttacca
agacagtgaa
caaggatgtt
acccttggga
aattttggac
gcatgtgctc
aatgcggaag
tgtgctattt

tgtctaa

Secuencia artificial

345

caacgtgcag
gtggatcaga
gagctcaaag
tacttaaacg
ttggatgcaa
actaaggcaa
accactagtg
cgtccctecg
cttcgtttgg
tctgagatca
ggtcaagcct
gttgaaaagc
ggggctattg
cctggactca
atctccgatt
caagtggagg
agcgagtatg
aaatcaatag

ggtttcggtc
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aaggccctgce
gtacctatcc
aaaaattcaa
aagagatcct
ggcaagacat
tcaaggaatg
gtgtcgacat
tcaagcgtta
ccaaagacct
ccgcagtcac
tgtttggaga
ctttgtttca
atggacacct
tctccaagaa
acaattctat
ctaagttagg
gtaacatgtc
aaaatggact

ctggactcac

Pagina 16

Ala Cys val Leu Phe Ile Leu Asp Gln Met Arg Lys Lys Ser
350

Asn Gly Leu Gly Thr Thr Gly Glu Gly Leu Asp Trp Gly val
365

Gly Phe Gly Pro Gly Leu Thr val Glu Thr val val Leu Arg
375

cactgtcatg
tgactattat
acgcatgtgt
gaaggagaat
ggtggttatg
gggtcaaccc
gcctggtgct
catgatgtac
cgctgaaaac
attccgcggce
tggtgcagcc
gcttgtctgg
tcgcgaagtt
tattgagaag
cttctggatt
cttgaagcct
aagtgcatgt
tggcacaacc

tgttgagact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1167
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<220>

<223> CHS optimizada

<400> 13

atggtcagcg tcgaggagat ccgccaggcc cagcgcgccg agggccccgc caccgtcatg 60
gccatcggca ccgccacccc gcccaactgce gtcgaccaga gcacctaccc ggactactac 120
ttccgcatca ccaactccga gcacatgacc gagctgaagg agaagttcaa gcgcatgtgc 180
gacaagtcga tgatcaagaa gcggtacatg tacctgaacg aggagatcct caaggagaac 240
ccgtcggtct gcgcctacat ggcccccagc ctggacgccc ggcaggacat ggtcgtgatg 300
gaggtgccga agctcggcaa ggaagccgcg accaaggcca tcaaggagtg gggccagccc 360
aagtccaaga tcacccacct gatcttctgc accacctcgg gcgtggacat gcccggcgec 420
gactaccagc tcaccaagct gctgggcctc cgccccagcg tcaagcggta catgatgtac 480
cagcagggct gcttcgccgg tggcaccgtg ctgcgcctgg ccaaggacct ggccgagaac 540
aacaagggtg cccgcgtcct cgtcgtgtgc tcggagatca ccgccgtgac cttccggggc 600
cccaccgaca cccacctgga cagcctcgtg ggccaggccc tgttcggcga cggcgccgceg 660
gccgtcatcg tgggcagcga cccgctcccc gtcgagaagc cgctgttcca gctcgtgtgg 720
accgcccaga ccatcctgcc ggactcggag ggcgccatcg acggccacct gcgcgaggtc 780
ggcctcacct tccacctgct caaggacgtg ccgggcctga tctccaagaa catcgagaag 840
gcgctggtcg aggccttcca gcccctcgge atcagcgact acaactccat cttctggatc 900
gcccacccgg gtggcccgge catcctggac caggtggagg cgaagctggg cctcaagcecc 960
gagaagatgg aggccacccg ccacgtcctc tcggagtacg gcaacatgtc ctcggcctgc 1020
gtgctgttca tcctcgacca gatgcggaag aagtcgatcg agaacggcct gggcaccacc 1080
ggcgagggcc tggactgggg cgtgctcttc ggcttcggcc ccggcctgac cgtcgagacc 1140
gtcgtgctcc gcagcgtgac cgtgtga 1167
<210> 14

<211> 349

<212> PRT

<213> Malus domestica

<400> 14

Met Ala Ala Ser Thr Glu Gly val Ile Ser Asn Lys GIn val Ile Leu
1 5 10 15

Lys Asp Tyr val Thr Gly Phe Pro Lys Glu Ser Asp Met Gln Leu Thr
20 25 30
Pro Glu Gly

Thr Ala Thr Thr Lys Leu Lys Leu Ser Lys Gly val Leu
35 40 45

val Lys Asn Leu Tyr Leu Ser Cys Asp Pro Tyr Met Arg Ser Arg Met
50 55 60

Pagina 17
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Thr Lys Arg Glu Pro Gly Ala Ser Tyr val Asp Ser Phe Asp Ala Gly
65 70 75 80

Ser Pro Ile val Gly Tyr Gly val Ala Lys val Leu Glu Ser Gly Asp
85 90 95

Pro Lys Phe Lys Lys Gly Asp Leu Ile Trp Gly Met Thr Gly Trp Glu
100 105 110

Glu Tyr Ser val Ile Thr Ser Thr Glu Ser Leu Phe Lys Ile GIn His
115 120 125

ITe Asp val Pro Leu Ser Tyr Tyr Thr Gly Ile Leu Gly Met Pro Gly
130 135 140

Met Thr Ala Tyr Ala Gly Phe Tyr Glu Ile Cys Asn Pro Lys Lys Gly
145 150 155 160

Glu Thr val Phe val ser Ala Ala Ser Gly Ala val Gly Gln Leu val
165 170 175

Gly GIn Phe Ala Lys Leu Leu Gly Cys Tyr val val Gly Ser Ala Gly
180 185 190

Ser Lys Glu Lys val Asp Leu Leu Lys Ash Lys Phe Gly Phe Asp Asn
195 200 205

Ala Phe Asn Tyr Lys Glu Glu Pro Asp Leu Asp Ala Ala Leu Lys Arg
210 215 220

Tyr Phe Pro Glu Gly Ile Asp Ile Tyr Phe Glu Asn val Gly Gly Lys
225 230 235 240

Met Leu Asp Ala val Leu Gln Asn Met Arg val His Gly Arg Ile Ala
245 250 255

val Cys Gly Leu Ile Ser GIn Tyr Asn Ile Asp Glu Pro Glu Gly Cys
260 265 270

Arg Asn Leu Met Tyr Leu Ile Ile Lys Gln val Arg Met Gln Gly Phe
275 280 285

Leu val Phe Ser Tyr Tyr His Leu Tyr Glu Lys Phe Leu Glu Met val
290 295 300

Leu Pro Ala Ile Lys Glu Gly Lys Ile Thr Tyr val Glu Asp val val
305 310 315 320

Glu Gly Leu Glu Ser Ala Pro Ala Ala Leu Ile Gly Leu Tyr Ala Gly
325 330 335

Pagina 18



Arg Asn val Gly Lys GIn val val val val Ser

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

<400>

15
1050
DNA

15

340

MaTus domestica

atggcggcra gtacagaggg agtgatcagc

accggcttcc
ccagaaggtt
agaagccgca
tcgcctatag
aaaggcgact
gagtctttgt
ggtatgcctg
gagacggtct
aagttgttgg
aagaacaagt
gctttgaaaa
atgcttgatg
atatcgcagt
aaacaggttc
cttgaaatgg

gaaggacttg
aagcaggtgg

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

<220>
<223>

16
1050
DNA

<400> 16

ccaaagaatc
ccaaaggggt
tgaccaagcg
tcggatatgg
tgatttgggg
ttaagattca
gaatgactgc
tcgtttcagce
gttgctatgt
ttgggtttga
ggtactttcc
cagtgctacm
acaacattga
gcatgcaagg
ttctgccggce
agagcgctcc

ttgtggtttc

ALKR optimizada

tgacatgcaa
tctggtgaag
tgaacctggc
agtcgccaaa
aatgaccggg
gcacattgat
ttatgctggg
agcatctgga
tgttggaagt
caacgctttc
tgaaggcatt
aaacatgagg
cgagcctgaa
tttcctggtt
rataaaagaa
agccgctctg

ccgtgaatga

Secuencia artificial

atggccgcgt ccaccgaagg cgtgatctcc

accgggttcc
cccgaggggt
cggagccgca
agccccatcg

aagggggacc

cgaaggaatc
cgaagggcgt
tgacgaagcg
tgggctacgg
tgatctgggg

ggacatgcag
gctcgtcaag
ggagccgggt
tgtcgcgaag

catgaccggc

345

aacaaacagg
ctcaccaccg
aacctctact
gccagttatg
gttttggaat
tgggaggaat
gtgcctctct
ttttatgaga
gcagtaggtc
gctggaagca
aattataaag
gacatatact
gtccatggcc
ggttgtcgca
tttagttact
gggaagmtaa

atagggctct

aacaagcagg
ctcaccacgg
aacctgtacc
gcctcctacg
gtgctggaga
tgggaggagt
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Arg Glu

tgatactgaa
ccaccaccaa
tgtcctgcga
ttgattcctt
ccggggatcc
acagcgtcat
cttactatac
tctgcaatcc
agcttgttgg
aagaaaaggt
aagaacctga
ttgaaaacgt
ggattgcagt
atttaatrta
accatctyta
cgtatgtgga
atgccggcecg

tcatcctgaa
cgacgaccaa
tctcctgcga
tcgactcctt
gcggcgaccc

acagcgtgat

Pagina 19

agactatgtg
gctcargctt
cccttatatg
cgaygccggt
caagtttaag
cacttcaaca
tggaattctt
caagaaggga
ccaatttgca
tgatctgctg
tttggatgca
tggggggraa
ttgtgggttg
tctgatcakt
cgagaagttt
agacgtagtg

caatgtagga

ggactacgtc
gctgaagctg
cccgtacatg
cgacgcgggt
gaagttcaag

cacctcgacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1050

60
120
180
240
300
360



gagtcgctgt
gggatgcccg
gagaccgtct
aagctgctgg
aagaacaagt
gcgctcaagc
atgctggacg
atcagccagt
aagcaggtcc
ctggagatgg
gagggcctgg
aagcaggtgg
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 17
gcttgcgagt

17

DNA

atcgcaggtg
acgcggtcca
tctagccaga
cagtcccaga
gaagccatcg
gcgcgegecc
acgaccggct
cagcagaacc
gcccgegecc
cccgaaacca
gcccagggca
ctccagggcc
atggaccgcc
aacggcacct
atcgacgccg

gcctggcacc

5781

tcaagatcca
gcatgaccgc
tcgtgtccgce
gctgctacgt
tcggcttcga
ggtacttccc
ccgtcctcca
acaacatcga
ggatgcaggg
tcctgecggce
aatccgcccc

tcgtcgtctc

gtccgttcga
cacgcggtcg
cacgtggcac
tctggtgggg
ccgcgaagga
ccacccaccg
acgcccgect
tcggtccect
tcatctacca
tcatgctcgce
tcgaccgcat
ccgtcggggce
gcgggcgceat
tctgcggggag
ccgccatgac
ccctccgeca

ccgegttegce

gcacatcgac
ctacgccggg
ggcctcggge
cgtcggctcg
caacgccttc
ggagggcatc
gaacatgcgc
cgagccggag
cttcctggtc
gatcaaggag

ggcggccctg
ccgcgagtga

Secuencia artificial

gtggcggett
atcttgacgg
cgcgatgctg
taaccaggct
ctgcctcgec
ctcccgceatc
ggagcacgcc
cgccaaccgc
cctggccacc
ccggctcaac
cgtcgccgtg
ctccggcgac
gatcgacccc
cccecctgacc
cgccatcgec
ctccgeegtce

cgaactgcgc
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gtgcccctga
ttctacgaaa
gcggtgggtc
gccggctcga
aactacaagg
gacatctact
gtccacggcc
ggctgccgea
ttctcctact
ggcaagatca

atcggcctgt

inserto para plasmido pJFF-PHLO

gcgcccgatg
ctggcgagag
ttgtgggcac
aacctcccgt
ctggacggcg
tccgtgaccc
atcgccgaac
ctgatcgggg
ggcgtcggec
tccatcctcc
ctgaacgccg
ctcacccccc
tccggecgeg
ctcgccgecc
gccctcaccg
ctgatggaag

ccccaccccg

gctactacac
tctgcaaccc
agctcgtggg
aggagaaggt
aggagcccga
tcgagaacgt
ggatcgccgt
acctgatgta
accacctcta

cctacgtgga

acgcgggccg

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgccctecg
agcgccacat
ccgaccaggg
ccaagctctc
agggcgcectc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcect
gcgtcgaggc
tcctgtccgg
gtcagctgcg

Pagina 20

gggcatcctc
caagaagggg
gcagttcgcc
ggacctcctg
cctcgacgcec
gggcggcaag
ctgcggcectc
cctgatcatc
cgaaaagttc
ggacgtcgtc
gaacgtgggc

ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc
cgcggaactc
ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgceg
cggcgccgtg
cgccctegtce
cgcccgegeg
ccacgccgag

cgccaccgaa

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1050

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtecgtcc
gtgacctgcg
cccgecctec
aacgccgccc
gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgcecc
ggctggtccc
cgcgccgacc
tcggccgecg
ccgtaggagg
atccacgacg
ggcaccgacg
gccgcactgg
accgtggcect
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact
atcgccacca
ctggcggtcc
cgcctgggcg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgccgetgg
ggccaggcgt
atggcggacg
gtgtccctga

cggggccccc

aggccctgga
ccgccgacct
cccagctcgt
agctgaactc
acggtggcaa
tcgtgaccct
acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgeccctege
tgaccgcccg
gcccgcetcgce
ccgacccccc
acgacatgtt
cggtgctcgg
gcaccaccct
cggagaccgg
tcceccctggce
tggcgaccgc
ccgtctcccc
agatcctcgt
ccgcccccga
cgtccggcac
acctggccca
tcccgttett
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgcect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg

agatcatgaa

cggcgcggge
ccgccccgaa
cggcgccgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc
cgccggcectc
cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegec
ccaggccatg
cgacctccgce
cggccacatc
cgcctagaaa
ccggtcggag
cggcgeggeg
cacctacgag
cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc
gctggagccc
ccacatctac
ggtcctgccc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc

gggctacctc

ES 2 590 221 Bl

cgcgtgtgec
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg
gtcgagcgcc
ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc
gaagccgtcg
ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttegget
caggtcgacc
ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gccccecggec
gccatcgacc
ccgaagggcg
tcgatgeccgt
ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectge
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggceggtg
ggccggcececg

gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc
agatcgcccg
gccaggccgg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtcetce
cccagggcect
ggggtaacca
tcccgeccgt
cgacccccgce
gcttccaccg
tcgccctceca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggecga
accgctccct
ccgcggagga
tgatgctcac
cggcccccgg
ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggcect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga

acgccaccgc

Pagina 21

cgccgcecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgecgtc
cgacgcgctg
cctgaccgac
cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc
gcgccacccc
ggctaacctc
ggacctgccc
cctgatcgac
tcgcgtggec
ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggcccgg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggec
ccaccgccag
cgaccgggtg
cgcgcccctg
cctcgeggec
cgccctggec
gagcgcggcec
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc

ggccatgatc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggcgg
gtgcgtcgcg
cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga
atggtcgtga
tggggccagce
atgcccggeg
tacatgatgt
ctggccgaga
accttccggg
gacggcgcecg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc
tcctcggect
ctgggcacca
accgtcgaga
tggggtaacc
gtgatctcca
gacatgcagc
ctcgtcaaga
gagccgggtg
gtcgcgaagg
atgaccggct

gctggctgca
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat
tcaccttcgt
gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt
tggaggtgcc
ccaagtccaa
ccgactacca
accagcaggg
acaacaaggg
gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgctggt
tcgcccaccc
ccgagaagat
gcgtgctgtt
ccggcgaggg
ccgtcgtget
aggctaacct
acaagcaggt
tcaccacggc
acctgtacct
cctcctacgt
tgctggagag
gggaggagta

caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac
ggacgccgtc
ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgcctac
gaagctcggc
gatcacccac
gctcaccaag
ctgcttcgec
tgcccgegtc
cacccacctg
cgtgggcagc
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc
catcctcgac
cctggactgg
ccgcagcegtg
cccgtaggag
catcctgaag
gacgaccaag
ctcctgcgac
cgactccttc
cggcgacccg

cagcgtgatc

ES 2 590 221 Bl

gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggagce
ccccgegecg
aggtggggta
atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca
aaggaagccg
ctgatcttct
ctgctgggcc
ggtggcaccg
ctcgtcgtgt
gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc
cagatgcgga
ggcgtgctct
accgtgtgag
gacgacaaaa
gactacgtca
ctgaagctgc
ccgtacatgc
gacgcgggta
aagttcaaga

acctcgaccg

tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgecagec
gggtggcccc
cctccggcaa
accaggctaa
cccagcgcgce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc
cgaccaaggc
gcaccacctc
tccgecccag
tgctgcgect
gctcggagat
tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta
agaagtcgat
tcggettegg
aattcatcta
tggccgegtc
ccgggttccc
ccgaggggtc
ggagccgcat
gccccatcgt

agggggacct
agtcgctgtt
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cggctggctg
ggcccccgceg
ggtcggegeg
ggccgcaccc
ctacaagcgg
gatcctccgc
cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac
catcaaggag
gggcgtggac
cgtcaagcgg
ggccaaggac
caccgccgtg
cctgttcggce
gccgcetgttce
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg
cgagaacggc
cccecggectg
gggatccagg
caccgaaggc
gaaggaatcg
gaagggcgtg
gacgaagcgg
gggctacggt
gatctggggc

caagatccag

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



cacatcgacg

tacgccgggt

gcctcgggcg
gtcggctcgg
aacgccttca
gagggcatcg
aacatgcgcg
gagccggagg
ttcctggtct
atcaaggagg
gcggccctga
cgcgagtgaa
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

18
411
PRT
18

Met Glu Leu
1
Ile

Ser

Ser
35

Cys Lys

Pro Asn

50

Ser

Gly Leu

65

Tyr

ser Cys Asn

Glu Asp Arg

Phe
115

Lys Asp

Lys Gly val

tgcccctgag
tctacgaaat
cggtgggtca
ccggctcgaa
actacaagga
acatctactt
tccacggcecg
gctgccgcaa
tctcctacta
gcaagatcac
tcggcctgta

aatctagaaa

Humulus Tupulus

Ser
5

Pro His

20

Lys Ser

Asn Asn
Gly GIn

Gln
85

Asp

Pro Pro

100

val Ser

ITe Ile

Ser val

Asn

Arg

Asn

sSer

70

Arg

Glu

val

Cys

ctactacacg
ctgcaacccc
gctcgtgggg
ggagaaggtg
ggagcccgac
cgagaacgtg
gatcgccgtc
cctgatgtac
ccacctctac
ctacgtggag
€gcgggccegg

a

Ser Ser

Asn

Asn

Ile
40

val

Asn Thr

55

Arg Cys

Gly Asn

Ser Gly

Cys Trp

Ser Ser

135

ES 2 590 221 Bl

ggcatcctcg
aagaaggggg
cagttcgcca
gacctcctga
ctcgacgccg
ggcggcaaga
tgcggcctca
ctgatcatca
gaaaagttcc
gacgtcgtcg
aacgtgggca

Phe Ser Leu

10

Asn Leu

25

Lys

Asn Ser Thr

Ser Asn Lys

Leu Leu Lys

Ile
90

Ser Arg

Asn Leu Ser

105

Glu Tyr val

Cys Leu Phe

ggatgcccgg
agaccgtctt
agctgctggg
agaacaagtt
cgctcaagcg
tgctggacgc
tcagccagta
agcaggtccg
tggagatggt
agggcctgga
agcaggtggt

Gly Thr Asn

val ser

30

Ser

Ser
45

Asn Lys

Thr Thr His

60

Pro Leu Ser

Ala Ser Ala

Thr
110

Ala Leu

Pro
125

Arg Tyr

Gly Glu

140

Arg
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catgaccgcc
cgtgtccgeg
ctgctacgtc
cggcttcgac
gtacttcccg
cgtcctccag
caacatcgac
gatgcagggc
cctgccggeg
atccgccccg

cgtcgtctcc

Pro Phe

15

Tyr Cys

His Cys
Leu

Leu

Ile
80

Phe

Gln
95

Asn val

Ala

Thr

Leu Leu

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5781



ES 2 590 221 Bl

Glu Asn Pro Asn Leu Phe Ser Arg Pro Leu Ile Phe Arg Ala Leu Leu
145 150 155 160

Gly Met Leu Ala ITe Leu Gly Ser Cys Phe Tyr Thr Ala Gly Ile Asn
165 170 175

Gln ITe Phe Asp Met Asp Ile Asp Arg Ile Asn Lys Pro Asp Leu Pro
180 185 190

Leu val Ser Gly Arg Ile Ser val Glu Ser Ala Trp Leu Leu Thr Leu
195 200 205

Ser Pro Ala ITe Ile Gly Phe Ile Leu Ile Leu Lys Leu Asn Ser Gly
210 215 220

Pro Leu Leu Thr Ser Leu Tyr Cys Leu Ala Ile Leu Ser Gly Thr Ile
225 230 235 240

Tyr Ser val Pro Pro Phe Arg Trp Lys Lys Asn Pro Ile Thr Ala Phe
245 250 255

Leu Cys Ile Leu Met Ile His Ala Gly Leu Asn Phe Ser val Tyr Tyr
260 265 270

Ala Ser Arg Ala Ala Leu Gly Leu Ala Phe Ala Trp Ser Pro Ser Phe
275 280 285

Ser Phe Ile Thr Ala Phe ITe Thr Phe Met Thr Leu Thr Leu Ala Ser
290 295 300

Ser Lys Asp Leu Ser Asp Ile Asn Gly Asp Arg Lys Phe Gly val Glu
305 310 315 320

Thr Phe Ala Thr Lys Leu Gly Ala Lys Asn Ile Thr Leu Leu Gly Thr
325 330 335

Gly Leu Leu Leu Leu Asn Tyr val Ala Ala ITe Ser Thr Ala Ile Ile
340 345 350

Trp Pro Lys Ala Phe Lys Ser Asn Ile Met Leu Leu Ser His Ala Ile
355 360 365

Leu Ala Phe Ser Leu Ile Phe Gln Ala Arg Glu Leu Asp Arg Thr Asn
370 375 380

Tyr Thr Pro Glu Ala Cys Lys Ser Phe Tyr Glu Phe Ile Trp Ile Leu
385 390 395 400

Phe ser Ala Glu Tyr val val Tyr Leu Phe Ile
405 410
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 19
atggagctct

19
1236
DNA

cataataata
aattccacaa
acacatcttc
agctgcaacg
cctgaatctg
gagtatgtaa
agagaattgt
ggaatgttgg
atggatattg
gaatcagctt
ttgaactcag
tattctgttc
atgattcatg
gcatttgcat
acgttggctt
acctttgcaa
ctaaactatg
ataatgctgc
gatcgaacga
ttctctgcgg
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

20
1236
DNA

PRT

<400> 20
atggagctgt

cacaataata
aactccacca
acccacctcc

tcgtgcaacg

Humulus Tupulus

cttcagtttc
ataatctcaa
actcaaagca
ttgggttgta
accaaagggg
gaaatctttc
gaccatacac
tggagaaccc
ctatactggg
acaggataaa
ggttattgac
gaccactcct
ctccatttag
caggtttaaa
ggagcccttc
cctccaaaga
ccaagcttgg
tagcagctat
tttctcatgce
actacactcc

aatacgttgt

optimizada

cctccgtctc
ataacctcaa
actccaagca

tcggcctcta

accagcgggg

tagcttttca
ggtctcatct
ttgttccccc
cggacagagc
aaattcaatt
ggcacttaca
agcaaaagga
aaatctattt
ctcttgtttt
caaaccagat
gttaagtcct
tacttctcta
atggaagaag
cttttctgta
attttccttc
tctttctgac
tgcaaaaaac
atctactgcc
aatcttagca
ggaagcgtgc
atatctgttc

Secuencia artificial

ctccttctcg
ggtgtcgagc
ctgctcgccg
cggccagtcg

caacagcatc

ES 2 590 221 Bl

cttggaacta
tactgttgta
aacaacaaca
agatgcttat
agggcttctg
aatgttaaag
gttattatat
agtaggcctc
tatacagctg
ttaccactgg
gcaataattg
tactgtttgg
aatcccatta
tattatgcct
atcactgcct
ataaatggag
attacattac
attatatggc
ttttccttaa
aaaagcttct

atttag

ctgggtacga
tactgctgca
aataataaca
cgctgcctcc

cgggcctccg

atccatttat
aaagcaagag
acaacacctc
taaaaccttt
cacaaattga
actttgtaag
gctctagttg
taatttttag
gcatcaatca
tttcagggcg
gcttcatatt
ccattttgag
cagcatttct
ctagagcagc
ttattacatt
atcgcaagtt
ttggcacagg
ctaaggcttt
tcttccaggc

atgaattcat

accccttcat
agagcaagtc
acaacacgag
tgaagcccct

cccagatcga
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atcaatcccc
cagagtaatc
taacaagaca
atcatttatc
agatcgacct
tgtatgttgg
tttatttgga
ggcactcttg
aatttttgat
tatttctgtg
gattcttaaa
tgggactatc
ttgtattctt
acttggactt
tatgacgcta
tggtgttgaa
acttctcctc
caagagtaac
tcgagagttg

ctggatcctc

ctcgatcccg
gcgcgtgatc
caacaagacc
ctccttcatc

ggaccgcccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1236

60
120
180
240
300



cccgagtcecg
gagtacgtcc
cgggaactcc
ggtatgctgg
atggacatcg
gagtcggcct
ctgaactcgg
tactcggtcc
atgatccacg
gccttecgect
acgctggcga
accttcgcga
ctgaactacg
atcatgctcc
gaccgcacca
ttctcggecg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

21
352
PRT
Humu

21

Met Glu Ser
1

Phe val Asp

Ile
35

Asp Ile

Ser Gly

50

Tyr Leu Ser

65

Glu Gln

Asp Ser Ser

gcaacctgtc
gcccctacac
tggagaaccc
ccatcctggg
accgcatcaa
ggctcctcac
gcccgcetget
cgcccttecg
cgggcctgaa
ggagcccgtc
gcagcaagga
ccaagctggg
tggcggcgat
tgtcccacgce
actacacgcc

agtacgtggt

Tus Tupulus

Leu Arg Gl
5

Ser Met Al

20

His Ser Hi

Arg Ser As

ITe Me

70

Arg

Glu Asp As

85

Arg Trp Le

cgccctcacc
cgccaagggt
caacctgttc
ctcctgcettc
caagccggac
cctgagcccc
gacgtcgctg
gtggaagaag
cttctccgtc
cttctcgttc
cctgagcgac
cgcgaagaac
ctccaccgcg
gatcctggcc
ggaggcgtgc
gtacctgttc

y Gln Glu

a Leu Lys

s Gly

n ser
55

t Arg Phe

Glu

n Asp

u Leu Arg

ES 2 590 221 Bl

aacgtgaagg
gtcatcatct
tccecgeccgce
tacaccgccg
ctgccgctgg
gccatcatcg
tactgcctgg
aacccgatca
tactacgcct
atcaccgcgt
atcaacggcg
atcacgctcc
atcatctggc
ttctccctga
aagtcgttct

atctga

Ile
10

Gln Trp

Cys Ala 1Ile

Pro Ile Thr

Ser Ser Ile

Leu val Arg

75

Ile
90

val Ser

Phe Lys

acttcgtctc
gctcgtcctg
tgatcttccg
gcatcaacca
tctccggecg
ggttcatcct
ccatcctcag
ccgeccttect
cccgegecgce
tcatcacgtt
accggaagtt
tcgggaccgg
ccaaggcgtt
tcttccaggc

acgagtttat

Gln Leu Met

Glu Leu Arg

30

ser Gln

45

Leu

ser
60

Pro Asn

Lys Asn

Leu Tyr Gly

Leu
110

Ser Ser
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cgtctgctgg
cctgttcggg
ggccctecctg
aatcttcgac
catctcggtc
catcctgaag
cggcacgatc
gtgcatcctg
cctcggectg
catgaccctc
cggcgtcgaa
gctgctcctc
caagagcaac
gcgggagctg
ctggatactg

Phe
15

Ser
ITe Ala
ITe Ala
Ile

Pro

Thr
80

Phe

Leu Ser

95

Ala Pro

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1236



ES 2 590 221 Bl

Met val Leu Met GIn Thr His Pro Leu Ser Met Ala val Trp His Phe
115 120 125

Leu Glu Asp Tyr val Arg Asn Ser Ser Asn Thr Phe Glu Lys Ala His
130 135 140

Gly Cys Asn Ile Trp Glu Phe Ser Ser Ala Asn Pro Glu Phe Asn Lys
145 150 155 160

ITe Phe Asn Asn Ala Met Ala Ser Ile val Pro Ile Tyr Met Gly Ala
165 170 175

Met Leu Ser Ser Tyr Lys Asp Gly Leu Gly Cys Ile Lys Gly Thr val
180 185 190

val Asp val Gly Gly Gly Thr Gly Gly Ser Ile Ser Glu Leu Met Lys
195 200 205

Tyr Tyr Pro Asn Ile Lys Gly Ile Asn Phe Asp Leu Pro His val Ile
210 215 220

Ala Thr Ala Pro Ala Leu Asp Gly val Thr His Ile Ser Gly Asp Ile
225 230 235 240

Phe Glu Ser Ile Pro Ser Ala Asp Ala val Leu Met Lys Gly val Leu
245 250 255

His Cys Phe Ser Asp Glu Lys Cys val Lys val Leu Arg Asn Cys Arg
260 265 270

Lys Ala ITe Thr Asp Lys Lys Asn Gly Lys Ile Ile Ile Leu Glu Ile
275 280 285

val Leu Asp Pro Thr Ser Asn Gln ITe Phe Asp Glu Thr Arg Met val
290 295 300

Tyr Asp Leu Leu ITe Pro Leu Phe Ser Gly Gly Lys Glu Arg Thr Glu
305 310 315 320

Leu Glu Trp Lys Arg Leu Leu Asn Glu Ala Gly Phe Thr Cys Ile Lys
325 330 335

ITe Thr Lys Ile Pro Ile Ile Pro Ala Ile Ile Glu Ala Phe Leu val

340 345 350
<210> 22
<211> 1059
<212> DNA

<213> Humulus Tupulus

<400> 22
atggaatctc taagaggcca agaacagata tggcaactca tgttcagctt tgtcgactcc

Pagina 27



atggccttga
cctataactc
ccgaatattc
gaacatcaag
tggctgttgc
ttgtcgatgg
gaaaaggctc
atcttcaaca
tataaggatg
ggctccatat
ccacatgtga
ttcgagtcaa
gatgaaaaat
gggaagatta
actcgaatgg
cttgaatgga
ccaattatac
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

23

DNA

<400> 23
atggagtccc

atggccctca
cccatcaccc
cccaacatcc
gagcaccagg
tggctgctgce
ctgagcatgg
gagaaggccc
atcttcaaca
tacaaggacg
ggcagcatct

ccccacgtga

1059

aatgcgccat
tctcccaaat
cttacctctc
aagataatga
gggattttaa
cggtgtggca
acggttgtaa
atgccatggc
gtcttggttg
cagagcttat
ttgcaacagc
ttcctagtgce
gtgtaaaagt
tcattttgga
tgtacgattt
aaaggctatt

ctgctattat

OMT1 optimizada

tccgeggtca
agtgcgccat
tgtcccagat
cgtacctctc
aggacaacga
gcgacttcaa
ccgtgtggea
acggttgcaa
acgcgatggc
gcctcggcetg
cggaactgat

tcgccaccgce

cgagcttcgce
agcgtctggce
tcgcatcatg
tgaggtgatc
gtcaagcctg
tttccttgag
catttgggag
gagtattgtg
tattaaagga
gaaatattat
accggcattg
tgatgcggtt
attgagaaat
gattgtgttg
attgattcca
aaacgaggct

tgaggccttt

Secuencia artificial

ggaacaaatc
cgagctgcgce
cgcctcecggt
ccgcatcatg
cgaggtcatc
gagcagcctc
cttcctggaa
catctgggag
ctccatcgtc
catcaagggg

gaagtattac

gccggcegctg

ES 2 590 221 Bl

attgctgaca
attcgatcaa
agatttctag
tcattgtacg
gctcccatgg
gattatgtga
ttttcctcag
ccaatataca
acagtggtgg
ccaaacatca
gatggtgtta
ttaatgaagg
tgtcgaaaag
gacccaacca
ctctttagtg
ggttttactt

ctagtgtga

tggcagctga
atcgccgaca
atccggtcga
cggttcctcg
tccctgtacg
gccccgatgg
gactacgtcc
ttctcctcgg
ccgatctaca
acggtggtgg
ccgaacatca

gacggcgtca

tcattcactc
actccaactc
ttcgaaagaa
ggctaagtga
tgctcatgca
gaaacagcag
ccaatccaga
tgggggctat

acgtcggggg
aagggattaa

cccatattag
gtgtactaca
caataacaga
gcaatcaaat
gtggaaaaga

gtatcaaaat

tgttctcgtt
tcatccactc
acagcaactc
tccgcaagaa
gcctgtccga
tgctcatgca
ggaacagctc
ccaacccgga
tgggcgcgat
acgtcggggg
aggggatcaa

cgcacatctc

Pagina 28

tcatggcaaa
ctccatatct
tatcttcact
tagctcgaga
gactcatcca
caacactttc
attcaacaag
gctttcaagt
tggtacgggc
ctttgacctg
tggtgacata
ttgcttcagc
caaaaagaat
atttgacgag
gagaactgag

caccaaaatt

cgtggactcg
ccacggcaag
gtcgatcagc
catcttcacg
ctcctcgegg
gacgcacccg
caacaccttc
gttcaacaaa
gctctecgtcg
cggcaccggc
cttcgacctg

cggcgacatc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1059

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



ttcgagtcca
gacgagaagt
ggcaagatca
acccgcatgg
ctggagtgga
ccgatcatcc
<210> 24

<211> 7063
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 24

tccccagegce
gcgtcaaggt
tcatcctgga
tctacgacct
agcgcctget

cggcgatcat

cgacgcggtg
cctccggaac
gatcgtcctg
gctcatcccc
caacgaggcc

cgaggcgttc

Secuencia artificial

ES 2 590 221 Bl

ctgatgaagg
tgccggaagg
gaccccacgt
ctcttcteccg
ggcttcacct

ctggtctag

inserto para plasmido pJFF-XAN

gcttgcgagt gtccgttcga gtggcggctt gcgcccgatg

atcgcaggtg
acgcggtcca
tctagccaga
cagtcccaga
gaagccatcg
gcgcgegecc
acgaccggct
cagcagaacc
gcccgegecc
cccgaaacca
gcccagggea
ctccagggcc
atggaccgcc
aacggcacct
atcgacgccg
gcctggcacc
cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtcgtcc
gtgacctgcg
cccgeectec

aacgccgccc

cacgcggtcg
cacgtggcac
tctggtgggg
ccgcgaagga
ccacccaccg
acgcccgcect
tcggtccect
tcatctacca
tcatgctcgce
tcgaccgcat
ccgtcggggce
gcgggcgceat
tctgcggggg
ccgccatgac
ccctccgeca
ccgcgttcgce
aggccctgga
ccgccgacct
cccagctcgt
agctgaactc
acggtggcaa

tcgtgaccct

atcttgacgg
cgcgatgctg
taaccaggct
ctgcctcgec
ctcccgceatc
ggagcacgcc
cgccaaccgc
cctggcecacc
ccggctcaac
cgtcgccgtg
ctccggcgac
gatcgacccc
cccecctgacc
cgccatcgec
ctccgeegtce
cgaactgcgc
€ggcgcegggc
ccgccccgaa
cggcgccgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc

cgccggcectc

ctggcgagag
ttgtgggcac
aacctcccgt
ctggacggcg
tccgtgaccc
atcgccgaac
ctgatcgggg
ggcgtcggec
tccatcctec
ctgaacgccg
ctcacccccc
tccggecgeg
ctcgccgecc
gccctcaccg
ctgatggaag
ccccaccccg
cgcgtgtgec
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg

gtcgagcgcc

gcgtcctgea
cgatcaccga
cgaaccaaat
gcgggaagga

gcatcaagat

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgccctecg
agcgccacat
ccgaccaggg
ccaagctctc
agggcgcectc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcect
gcgtcgaggc
tcctgteegg
gtcagctgcg
gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc

agatcgcccg

Pagina 29

ctgcttctcc
caagaagaac
cttcgacgag
gcgcaccgag

caccaagatc

ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc
cgcggaactc
ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgeg
cggcgccgtg
cgccctcgtce
cgcccgegeg
ccacgccgag
cgccaccgaa
cgccgeecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgccgtc
cgacgcgctg

cctgaccgac

780
840
900
960
1020
1059

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgcecc
ggctggtccc
cgcgccgacc
tcggccgcecg
ccgtaggagg
atccacgacg
ggcaccgacg
gccgcactgg
accgtggcct
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact
atcgccacca
ctggcggtcc
cgcctgggeg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgccgetgg
ggccaggcegt
atggcggacg
gtgtccctga
cggggccccc
gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggcgg
gtgcgtcgcg

acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgecectege
tgaccgcccg
gcccgcetcgce
ccgacccccc
acgacatgtt
cggtgctcgg
gcaccaccct
cggagaccgg
tccccctggce
tggcgaccgc
ccgtctcccc
agatcctcgt
ccgcccccga
cgtccggceac
acctggccca
tcccgttett
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg
agatcatgaa
gctggctgca
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat

tcaccttcgt

cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegec
ccaggccatg
cgacctccgce
cggccacatc
cgcctagaaa
ccggtcggag
cggcgeggeg
cacctacgag
cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc
gctggagccc
ccacatctac
ggtcctgcecc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc
gggctacctc
caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac

ggacgccgtc

ES 2 590 221 Bl

ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc
gaagccgtcg
ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttcgget
caggtcgacc
ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gccccecggec
gccatcgacc
ccgaagggcg
tcgatgeccgt
ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectge
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggecggtg
ggccggececg
gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggagce

cccecgegecg

gccaggccgg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtctc
cccagggcect
ggggtaacca
tcccgeccgt
cgacccccgce
gcttccaccg
tcgccctceca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggecga
accgctccct
ccgcggagga
tgatgctcac
cggcccccgg
ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggcect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga
acgccaccgc
tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgcecagec

gggtggcecc

cctccggcaa

Pagina 30

cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc
gcgccacccc
ggctaacctc
ggacctgccc
cctgatcgac
tcgcgtggec
ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggceeegg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggcc
ccaccgccag
cgaccgggtg
cgcgcccctg
cctcgeggec
cgccctggec
gagcgcggec
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc
ggccatgatc
cggctggctg
ggcccccgceg
ggtcggcegcg
ggccgcaccc
ctacaagcgg

gatcctccgce

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga
atggtcgtga
tggggccagce
atgcccggeg
tacatgatgt
ctggccgaga
accttccggg
gacggcgecg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc
tcctcggect
ctgggcacca
accgtcgaga
tggggtaacc
tccttctege
gtgtcgagct
tgctcgecga
ggccagtcgc
aacagcatcc
gccctcacca
gccaagggtg
aacctgttct
tcctgcttct
aagccggacc
ctgagccccg

acgtcgctgt

gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt
tggaggtgcc
ccaagtccaa
ccgactacca
accagcaggg
acaacaaggg
gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgctggt
tcgcccaccc
ccgagaagat
gcgtgctgtt
€cggcgaggg
ccgtcgtget
aggctaacct
tgggtacgaa
actgctgcaa
ataataacaa
gctgcctect
gggcctccgce
acgtgaagga
tcatcatctg
cccgeecget
acaccgccgg
tgccgctggt
ccatcatcgg

actgcctggce

ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgcctac
gaagctcggc
gatcacccac
gctcaccaag
ctgcttcgec
tgcccgcegtc
cacccacctg
cgtgggcagc
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc
catcctcgac
cctggactgg
ccgcagcgtg
cccgtaggag
ccccttcatc
gagcaagtcg
caacacgagc
gaagcccctc
ccagatcgag
cttcgtctcc
ctcgtcctgce
gatcttccgg
catcaaccaa
ctccggceegce
gttcatcctc

catcctcagc

ES 2 590 221 Bl

aggtggggta

atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca
aaggaagccg
ctgatcttct
ctgctgggcc
ggtggcaccg
ctcgtcgtgt
gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc
cagatgcgga
ggcgtgctct
accgtgtgag
gacgacaaaa
tcgatcccgce
cgcgtgatca
aacaagacca
tccttcatct
gaccgcccgce
gtctgctggg
ctgttcgggc
gccctcctgg
atcttcgaca
atctcggtcg
atcctgaagc

ggcacgatct

accaggctaa
cccagcgcgce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc
cgaccaaggc
gcaccacctc
tccgecccag
tgctgcgect
gctcggagat
tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta
agaagtcgat
tcggettcgg
aattcatcta
tggagctgtc
acaataataa
actccaccaa
cccacctect
cgtgcaacga
ccgagtccgg
agtacgtccg
gggaactcct
gtatgctggc
tggacatcga
agtcggcctg
tgaactcggg

actcggtccc

Pagina 31

cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac
catcaaggag
gggcgtggac
cgtcaagcgg
ggccaaggac
caccgccgtg
cctgttcggce
gccgcetgttc
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg
cgagaacggc
cccecggectg
ggaattcagg
ctccgtctcc
taacctcaag
ctccaagcac
cggcctctac
ccagcggggc
caacctgtcc
cccctacacc
ggagaacccc
catcctgggc
ccgcatcaac
gctcctcacc
cccgctgcetg

gccctteccgg

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



tggaagaaga
ttctccgtct
ttctcgttca
ctgagcgaca
gcgaagaaca
tccaccgcga
atcctggcct
gaggcgtgca
tacctgttca
gtccctececgce
cctcaagtgc
caccctgtcc
catcccgtac
ccaggaggac
gctgcgcgac
catggccgtg
ggcccacggt
caacaacgcg
ggacggcctc
catctcggaa
cgtgatcgcc
gtccatcccc
gaagtgcgtc
gatcatcatc
catggtctac
gtggaagcgc
catcccggceg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

25
218
PRT

25

acccgatcac
actacgcctc
tcaccgcgtt
tcaacggcga
tcacgctcct
tcatctggcc
tctccctgat
agtcgttcta
tctgaaaagg
ggtcaggaac
gccatcgagc
cagatcgcct
ctctcccgea
aacgacgagg
ttcaagagca
tggcacttcc
tgcaacatct
atggcctcca
ggctgcatca
ctgatgaagt
accgcgccgg
agcgccgacg
aaggtcctcc
ctggagatcg
gacctgctca
ctgctcaacg

atcatcgagg

Glycine max

cgccttecctg
ccgcgecgec
catcacgttc
ccggaagttc
cgggaccggg
caaggcgttc
cttccaggcg
cgagtttatc
atccccaggc
aaatctggca
tgcgcatcgce
ccggtatccg
tcatgcggtt
tcatctccct
gcctcgececc
tggaagacta
gggagttctc
tcgtcccgat
aggggacggt
attacccgaa
cgctggacgg
cggtgctgat
ggaactgccg
tcctggaccc
tcccectett
aggccggcett
cgttcctggt

ES 2 590 221 Bl

tgcatcctga
ctcggectgg
atgaccctca
ggcgtcgaaa
ctgctcctcc
aagagcaaca
cgggagctgg
tggatactgt
taacctcccg
gctgatgttc
cgacatcatc
gtcgaacagc
cctcgtccgce
gtacggcctg
gatggtgctc
cgtccggaac
ctcggccaac
ctacatgggc
ggtggacgtc
catcaagggg
cgtcacgcac
gaagggcgtc
gaaggcgatc
cacgtcgaac
ctccggcggg
cacctgcatc

ctagtctaga

Met Ala Thr Ile Ser Ala val GIn val Glu Phe

1

5

10

tgatccacgc
ccttcgectg
cgctggcgag
ccttcgcgac
tgaactacgt
tcatgctcct
accgcaccaa
tctcggccga
taggaggacg
tcgttcgtgg
cactcccacg
aactcgtcga
aagaacatct
tccgactcct
atgcagacgc
agctccaaca
ccggagttca
gcgatgctct
gggggcggca
atcaacttcg
atctccggcg
ctgcactgct
accgacaaga
caaatcttcg
aaggagcgca
aagatcacca

aaa

gggcctgaac
gagcccgtcc
cagcaaggac
caagctgggc
ggcggcgatc
gtcccacgceg
ctacacgccg
gtacgtggtg
acaaaatgga
actcgatggc
gcaagcccat
tcagccccaa
tcacggagca
cgcggtggct
acccgctgag
ccttcgagaa
acaaaatctt
cgtcgtacaa
ccggcggcag
acctgcccca
acatcttcga
tctccgacga
agaacggcaa
acgagacccg
ccgagctgga

agatcccgat

Leu Glu Phe Pro Ala

15

val val Thr Ser Pro Ala Ser Gly Lys Thr Tyr Phe Leu Gly Gly Ala
25 30

Pagina 32

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7063



ES 2 590 221 Bl

Gly Glu Arg Gly Leu Thr ITle Glu Gly Lys Phe Ile Lys Phe Thr Gly
35 40 45

Ile Gly val Tyr Leu Glu Asp Lys Ala val Pro Ser Leu Ala Ala Lys
50 55 60

Trp Lys Gly Lys Thr Ser Glu Glu Leu val His Thr Leu His Phe Tyr
65 70 75 80

Arg Asp Ile Ile Ser Gly Pro Phe Glu Lys Leu Ile Arg Gly Ser Lys
85 90 95

Ile Leu Pro Leu Ala Gly Ala Glu Tyr Ser Lys Lys val Met Glu Asn
100 105 110

Cys val Ala His Met Lys Ser Vval Gly Thr Tyr Gly Asp Ala Glu Ala
115 120 125

Ala Ala ITe Glu Lys Phe Ala Glu Ala Phe Lys Asn val Asn Phe Ala
130 135 140

Pro Gly Ala Ser val Phe Tyr Arg GIn Ser Pro Asp Gly Ile Leu Gly
145 150 155 160

Leu Ser Phe Ser Glu Asp Ala Thr Ile Pro Glu Lys Glu Ala Ala val
165 170 175

ITe Glu Asn Lys Ala val Ser Ala Ala val Leu Glu Thr Met Ile Gly
180 185 190

Glu His Ala val Ser Pro Asp Leu Lys Arg Ser Leu Ala Ser Arg Leu
195 200 205

Pro Ala val Leu Ser His Gly Ile Ile val

210 215
<210> 26
<211> 657
<212> DNA
<213> Glycine max
<400> 26
atggcaacga tcagcgcggt tcaggtggag ttcctggagt ttccagcggt ggttacttca 60
ccagcctccg gcaagaccta tttcctcggc ggcgcagggg agagaggatt gacgattgag 120
gggaagttca taaagttcac aggcatagga gtatacttgg aggataaggc ggtgccatca 180
ctcgccgcta agtggaaggg taaaacttca gaggagttag ttcacaccct ccacttctac 240
agggatatca tttcagggcc gtttgaaaag ctaattagag ggtcgaagat tctgccattg 300
gctggcgctg aatactcaaa gaaggtgatg gaaaactgcg tggcacacat gaagtctgtt 360

Pagina 33



gggacttacg
gtgaattttg
cttagtttct
gctgtatcag
aaacgcagtt
<210> 27

<211> 657
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 27
atggcgacca

CHI

cccgcgtecg
ggcaagttca
ctcgcggceca
cgcgacatca
gccggegegg
ggcacctacg
gtcaacttcg
ctctccttct

gcggtctegg

aagcggtccc

<210> 28
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA

<400> 28
gcttgcgagt

atcgcaggtg
acgcggtcca
tctagccaga
cagtcccaga
gaagccatcg
gcgcgcgcecc

acgaccggct

5380

gtgatgctga
cacctggtgc
ctgaagatgc
cggcggtctt
tggcttctcg

optimizada

tcagcgeccgt
gcaagaccta
tcaagttcac
agtggaaggg
tctccggecc
agtacagcaa
gcgacgcgga
cccececggegce
cggaggacgc
cggccgtgct
tggcgtcgeg

agccgcagcc
ctctgttttc
aacaatacca
ggagaccatg

attgcctgceg

Secuencia artificial

gcaggtggag
cttcctecggt
cggcatcggc
caagaccagc
gttcgagaag
gaaggtcatg
ggccgccgea
cagcgtgttc
gaccatcccg
ggagaccatg
gctcccggeg

Secuencia artificial

attgaaaagt
tacagacaat
gaaaaggagg
attggtgaac

gtattgagcc

ttcctcgagt
ggcgcecggeg
gtctacctgg
gaggagctgg
ctcatccgceg
gagaactgcg
atcgagaagt
taccgccagt
gagaaggaag
atcggcgagc

gtgctctccc

inserto para plasmido pIGM-NAR

gtccgttcga gtggcggctt gcgcccgatg

cacgcggtcg
cacgtggcac
tctggtgggg
ccgcgaagga
ccacccaccg
acgcccgect

tcggtccect

atcttgacgg
cgcgatgctg
taaccaggct
ctgcctcgec
ctcccgceatc
ggagcacgcc

cgccaaccgc

ctggcgagag
ttgtgggcac
aacctcccgt
ctggacggcg
tccgtgaccc

atcgccgaac

ctgatcgggg

ES 2 590 221 Bl

ttgctgaagc
cacctgatgg
ctgcagtgat
atgctgtttc

acggcattat

tccccgeegt
agcggggect
aggacaaggc
tccacaccct
gctcgaagat
tggcgcacat
tcgcggaggc
ccccggacgg
ccgccgtcat
acgccgtgag

acggcatcat

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgeccctecg
agcgccacat

ccgaccaggg

Pagina 34

cttcaagaat
aatcttgggg
agagaacaag
ccctgactta

agtctga

cgtgaccagc
gaccatcgag
ggtgccgtcg
ccacttctac
cctgcccctg
gaagtccgtg
cttcaagaac
catcctgggc
cgagaacaag
ccccgacctc

cgtctga

ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc

cgcggaactc

420
480
540
600
657

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
657

60
120
180
240
300
360
420
480



cagcagaacc
gcccgegecc
cccgaaacca
gcccagggca
ctccagggcc
atggaccgcc
aacggcacct
atcgacgccg
gcctggcacc
cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtecgtcc
gtgacctgcg
cccgeectec
aacgccgccc
gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgecc
ggctggtccc
cgcgccgacc
tcggccgecg
ccgtaggagg
atccacgacg
ggcaccgacg
gccgcactgg
accgtggcct
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact

atcgccacca

tcatctacca
tcatgctcgce
tcgaccgcat
ccgtcggggce
gcgggcgceat
tctgcggggg
ccgccatgac
ccctccgeca
ccgecgttegce
aggccctgga
ccgccgacct
cccagctcgt
agctgaactc
acggtggcaa
tcgtgaccct
acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgecctege
tgaccgcccg
gcccgcetegce
ccgacccccc
acgacatgtt
cggtgctcgg
gcaccaccct
cggagaccgg
tccccctggce
tggcgaccgc
ccgtctecccc
agatcctcgt
ccgecccccga
cgtccggcac

acctggccca

cctggccacc
ccggctcaac
cgtcgccgtg
ctccggcgac
gatcgacccc
cccecctgacc
cgccatcgec
ctccgeegtce
cgaactgcgc
cggcgcggge
ccgccccgaa
cggcgccgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc
cgccggcectce
cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegec
ccaggccatg
cgacctccgce
cggccacatc
cgcctagaaa
ccggtcggag
cggcgceggcg
cacctacgag
cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc

gctggagccc
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ggcgtcggec
tccatcctcc
ctgaacgccg
ctcacccccc
tccggecgeg
ctcgccgecc
gccctcaccg
ctgatggaag
ccccaccccg
cgcgtgtgcc
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg
gtcgagcgcc
ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc
gaagccgtcg
ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttcgget
caggtcgacc
ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gccccecggec
gccatcgacc
ccgaagggcg
tcgatgeccgt

ccaagctctc
agggcgcctc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcct
gcgtcgaggc
tcctgteccgg
gtcagctgcg
gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc
agatcgcccg
gccaggccgg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtcetce
cccagggcect
ggggtaacca
tcccgecegt
cgacccccgce
gcttccaccg
tcgccctcca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggecga
accgctccct
ccgcggagga
tgatgctcac

cggcccccgg

Pagina 35

ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgeg
cggcgccgtg
cgccctegtce
cgcccgegeg
ccacgccgag
cgccaccgaa
cgccgeecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgecgtc
cgacgcgctg
cctgaccgac
cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc
gcgccacccc
ggctaacctc
ggacctgccc
cctgatcgac
tcgecgtggec
ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggcccgg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggcc

ccaccgccag

cgaccgggtg

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



ctggcggtcc
cgcctgggcg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgcegcetgg
ggccaggcgt
atggcggacg
gtgtccctga
cggggccccc
gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggcgg
gtgcgtcgeg
cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga
atggtcgtga
tggggccagce
atgcccggeg
tacatgatgt
ctggccgaga
accttccggg
gacggcgcecg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc

tcctecggect

tcccgttett
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgcect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg
agatcatgaa
gctggctgca
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat
tcaccttcgt
gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt
tggaggtgcc
ccaagtccaa
ccgactacca
accagcaggg
acaacaaggg
gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgctggt
tcgcccaccc
ccgagaagat

gcgtgctgtt

ccacatctac
ggtcctgcecc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc
gggctacctc
caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac
ggacgccgtc
ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgectac
gaagctcggc
gatcacccac
gctcaccaag
ctgcttcgece
tgcccgegtc
cacccacctg
cgtgggcagc
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc

catcctcgac
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ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectge
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggccggtg
ggccggeecg
gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggagce
ccccgegecg
aggtggggta
atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca
aaggaagccg
ctgatcttct
ctgctgggcc
ggtggcaccg
ctcgtcgtgt
gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc

cagatgcgga

ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggcect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga
acgccaccgc
tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgecagec
gggtggcccc
cctccggcaa
accaggctaa
cccagcgcegce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc
cgaccaaggc
gcaccacctc
tccgecccag
tgctgcgect
gctcggagat
tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta

agaagtcgat

Pagina 36

cgcgcccctg
cctcgeggec
cgccctggec
gagcgcggcc
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc
ggccatgatc
cggctggctg
ggcccccgeg
ggtcggcgeg
ggccgcaccc
ctacaagcgg
gatcctccgce
cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac
catcaaggag
gggcgtggac
cgtcaagcgg
ggccaaggac
caccgccgtg
cctgttcggce
gccgcetgttc
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg

cgagaacggc

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



ctgggca
accgtcg
taaccag
ggagttc
cggtggc
cggcgtc
cagcgag
gaagctc
catggag
cgcaatc
gttctac
cccggag
catgatc

ggcggtg

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

<400>

Met Ala Ala
1

Ala Gln

Thr Cys

Gly Tyr

50

Leu Gly
65
Gln Asp

His Leu

Glu Tyr

cca
aga
gct
ctc
gcc
tac
gag
atc
aac
gag
cgc
aag

ggc
ctc
29

315
PRT

ccggcgaggg
ccgtcgtget
aacctcccgt
gagttccccg
ggcgagcggag
ctggaggaca
ctggtccaca
cgcggctcga
tgcgtggcgce
aagttcgcgg
cagtccccgg
gaagccgccg
gagcacgccg

tcccacggca

Glycine max

29

Gln

Lys

35

Arg

Glu

Leu

val

Leu
115

Ala

Arg

20

Lys

His

Ala

Phe

Leu

100

Asp

Ile

5

Met

Asp

Phe

Leu

val

85

Pro

Leu

Glu

Pro

Thr

Asp

Lys

Thr

Ala

Tyr

Ile

val

Lys

Thr

55

Glu

Ser

Leu

Leu

cctggactgg
ccgcagcgtg
aggaggacga
ccgtcgtgac
gcctgaccat
aggcggtgcec
ccctccactt
agatcctgcc
acatgaagtc
aggccttcaa
acggcatcct
tcatcgagaa
tgagccccga

tcatcgtctg

Pro

val

Glu

40

Ala

Ala

Lys

Arg

Ile
120
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ggcgtgctct

accgtgtgag

caaaatggcg

cagccccgcg

cgagggcaag
gtcgctcgeg

ctaccgcgac

cctggccggce

cgtgggcacc

gaacgtcaac

gggcctctcc

caaggcggtc

cctcaagcgg

aaaagaattc

Thr

Gly

25

Ala

Ala

Ile

Leu

Lys

105

His

Ile

10

Met

Ile

Ala

His

Trp

90

ser

Trp

val

Gly

Ile

Tyr

Leu

75

val

Leu

Pro

tcggcettcgg

aattcatcta

accatcagcg

tccggcaaga

ttcatcaagt

gccaagtgga

atcatctccg

gcggagtaca

tacggcgacg

ttcgcecccecg

ttctcggagg

tcggcggecg
tccctggegt

Phe Pro

Ser Ala

Glu Ala

45

Gly Ser

60

Gly Leu

Thr Glu

Lys Thr

Leu Ser
125

Pagina 37

Asn

Pro

30

val

Glu

val

Asn

Leu

110

Ser

cccecggectg
gaaggtgggg
ccgtgcaggt
cctacttcct
tcaccggcat
agggcaagac
gcccgttcga
gcaagaaggt
cggaggccgc
gcgccagcegt
acgcgaccat
tgctggagac

cgcggctccc

Ser ser
15

Asp Phe

Lys Gln

Gln Ala

ser Arg

80

His Pro
95

Gln Leu

Gln Pro

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5380



val

145

Thr

Leu

Asn

Gly

Gln

Gln

Lys

Pro
305

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

Ile

210

Pro

His

Gly

Asn

Ile

290

Gln

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

<400>

atggctgctg ctattgaaat

Phe

Gly

Ala

Ser

Ala

195

Ile

Asn

Gly

val

Leu

275

Ser

Leu

30
948
DNA

Ser

val

val

180

Trp

val

Glu

Lys

Thr

260

Gln

Ala

Phe

Trp

Gln

Thr

val

Ser

245

Phe

Ile

Ile

Asp

Glycine max

30

atgccagtgg

gctatcattg

tctgaacagg

caagacctct

cctgectttgce

cactggcccc

ttggaatggg
aggccgtgaa
ctctcggtga
ttgtcacttc
gcaaatcact

tgagttctca

Pro

Glu

150

val

Thr

Gln

Ala

Met

230

val

Phe

Ser

Leu
310

Ile

135

Ser

Ser

Ile

Lys

Phe

215

Glu

Ala

Pro

Asp

Gln

295

Trp

Glu

Met

Asn

Arg

Lys

Ser

Asn

Gln

Lys

Trp

Ser

Asp

ccccacaata
atctgcccct
acagggttac
agctctcaag
caagctttgg

taaaactctt

gccagggaag
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val

Glu

Phe

Pro

185

Leu

Pro

Asp

val

Ser

265

Ala

Arg

Asp

Glu

Glu

Ser

170

val

Arg

Leu

val

ser

250

Tyr

Leu

Leu

Gln

Asp

val

Glu

Arg

Leu

235

Leu

Asp

Thr

Ile
315

gtgtttccaa

gacttcacat

agacacttcg

gaagctatcc

gtcaccgaaa

caactagagt

Leu Leu Pro

140

GIn Lys Leu

Lys Lys Leu

val
190

Asp Gln

Phe Lys

Ala

Lys Glu

Arg Trp Leu

Lys Glu Arg

Gln
285

Glu Asp

Ser Gly Pro

300

actcctctgce
gcaagaaaga
acactgctgc
atcttggcct
atcatcctca

acttggacct

ttctcatttc caattgaagt

Pagina 38

Phe Asp

Leu
160

Gly

Gln
175

Asn
Glu Met
Glu Asn
Ser

Arg

Glu
240

Ala

Tyr
255

Met Asn

Thr Lys

ccaacagagg
cacaaaggag
tgcttatggc
cgtctcccgce
tcttgtcctt
gtatctcatc

agaagatctc

60
120
180
240
300
360
420



ES 2 590 221 Bl

ttgccttttg acgtgaaggg tgtgtgggaa tccatggaag

accaaagcca ttggagtcag caacttctct gtcaagaagc

gctaccatcc gtcccgtggt cgatcaagtg gagatgaacc

ctaagagagt tctgcaaaga aaatgggata atagtgactg

ggtgcgagca ggggcccaaa tgaagtgatg gagaatgatg

gctcatggga aatccatagc ccaggtgagt ctgagatggt

tttgtgccaa agagctacga taaggagagg atgaaccaga

gcattgactg aacaagatca tcacaaaata agtcaaatca

ggacccacca aaccacaact cgctgatctc tgggatgatc

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

<220>
<223>

<400>

31
948
DNA
Secuencia artificial

CHR optimizada
31

atggccgccg ccatcgagat cccgaccatc gtcttcccga

atgccggtgg tgggcatggg ctccgccccg gacttcacct

gccatcatcg aggccgtcaa gcagggctac cgccacttcg

tcggagcagg cgctcggcga ggccctgaag gaagccatcc

caggacctct tcgtcaccag caagctgtgg gtgaccgaga

ccggccctcc ggaagagcct gaagaccctc cagctcgagt

cactggcccc tgtcctcgca gcccggcaag ttctccttec

ctccccttcg acgtcaaggg cgtgtgggag tcgatggagg

accaaggcca tcggcgtctc gaacttcagc gtcaagaagc

gccaccatcc gccccgtggt ggaccaggtg gagatgaacc

ctgcgggagt tctgcaagga gaacggcatc atcgtcaccg

ggcgccteccc ggggccccaa cgaggtcatg gagaacgacg

gcccacggca agtccatcgc ccaggtgtcg ctccgctggce

ttcgtgccca agagctacga caaggagcgg atgaaccaga

gcgctgaccg agcaggacca ccacaagatc agccagatca

ggcccgacca agccccagct cgcggacctg tgggacgacc

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

<220>
<223>

32

6369

DNA

Secuencia artificial

inserto para plasmido pLMF-LQ

agtgccagaa
ttcagaatct
ttgcatggca
cgttctctcc
tgctgaagga
tgtacgaaca
atctgcacat
gccagagccg

aaatataa

acagctccgc
gcaagaagga
acaccgccgc
acctgggcect
accaccccca
acctggacct
cgatcgaggt
agtgccagaa
tccagaacct
tcgcgtggca
ccttcagecc
tgctgaagga
tgtacgagca
acctccacat
gccagtcccg

agatttga

Pagina 39

acttggcctc
gctctctgtt
acagaagaag
actgaggaaa
gattgcagag
aggtgtgaca
ctttgactgg

tttgatcagc

gcagcagcgc
caccaaggaa
ggcctacggc
cgtctcgegce
cctggtgctc
ctacctgatc
ggaggacctg
gctcggectg
gctctccgtc
gcagaagaag
gctgcgcaag
gatcgccgag
gggcgtcacc
cttcgactgg

cctcatcagc

480
540
600
660
720
780
840
900
948

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
948



<400> 32
gcttgcgagt

atcgcaggtg
acgcggtcca
tctagccaga
cagtcccaga
gaagccatcg
gcgcgegecc
acgaccggct
cagcagaacc
gcccgegecc
cccgaaacca
gcccagggca
ctccagggcc
atggaccgcc
aacggcacct
atcgacgccg
gcctggcacc
cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtcgtcc
gtgacctgcg
cccgeectec
aacgccgccc
gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgccc
ggctggtccc
cgcgccgacc
tcggccgcecg
ccgtaggagg

atccacgacg

gtccgttcga
cacgcggtcg
cacgtggcac
tctggtgggg
ccgcgaagga
ccacccaccg
acgcccgcect
tcggtcccect
tcatctacca
tcatgctcgce
tcgaccgcat
ccgtcggggc
gcgggcgceat
tctgcgggag
ccgccatgac
ccctcecgeca
ccgecgttege
aggccctgga
ccgccgacct
cccagctcgt
agctgaactc
acggtggcaa
tcgtgaccct
acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgeccctcge
tgaccgcccg
gccecgcetegce
ccgacccccc

acgacatgtt

cggtgctcgg

gtggcggctt
atcttgacgg
cgcgatgctg
taaccaggct
ctgcctcgec
ctcccgceatc
ggagcacgcc
cgccaaccgc
cctggccacc
ccggctcaac
cgtcgccgtg
ctccggcgac
gatcgacccc
ccccctgacc
cgccatcgec
ctccgecgtce
cgaactgcgc
cggcgcggge
ccgccccgaa
cggcgcecgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc
cgccggcectc
cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegcec
ccaggccatg
cgacctccgc
cggccacatc
cgcctagaaa
ccggtcggag
€ggcgceggeg
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gcgcccgatg
ctggcgagag
ttgtgggcac
aacctcccgt
ctggacggcg
tccgtgaccc
atcgccgaac
ctgatcgggg
ggcgtcggec
tccatcctcc
ctgaacgccg
ctcacccccc
tccggecgeg
ctcgccgecc
gccctcaccg
ctgatggaag
ccccaccccg
cgcgtgtgcc
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg
gtcgagcgcc
ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc
gaagccgtcg
ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttcgget

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgeccctecg
agcgccacat
ccgaccaggg
ccaagctctc
agggcgcctc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcct
gcgtcgaggc
tcctgtecgg
gtcagctgcg
gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc
agatcgcccg
gccaggcecegg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtcetc
cccagggcect
ggggtaacca
tcccgeccgt

cgacccccgc

Pagina 40

ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc
cgcggaactc
ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgeg
cggcgccgtg
cgccctcgtce
cgcccgegeg
ccacgccgag
cgccaccgaa
cgccgeecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgecgtc
cgacgcgctg
cctgaccgac
cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc
gcgccacccc
ggctaacctc
ggacctgccc

cctgatcgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



ggcaccgacg
gccgcactgg
accgtggcct
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact
atcgccacca
ctggcggtcc
cgcctgggcg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgcegcetgg
ggccaggcgt
atggcggacg
gtgtccctga
cggggccccc
gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggcegg
gtgcgtcgeg
cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga
atggtcgtga
tggggccagc
atgcccggeg

tacatgatgt

gcaccaccct
cggagaccgg
tccccctggce
tggcgaccgc
ccgtctcccc
agatcctcgt
ccgcccccga
cgtccggcac
acctggccca
tcccgttett
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg
agatcatgaa
gctggctgca
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat
tcaccttcgt
gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt
tggaggtgcc
ccaagtccaa
ccgactacca

accagcaggg

cacctacgag
cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc
gctggagccc
ccacatctac
ggtcctgcecc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc
gggctacctc
caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac
ggacgccgtc
ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgcctac
gaagctcggc
gatcacccac
gctcaccaag

ctgcttcgec
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caggtcgacc
ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gcccccggec
gccatcgacc
ccgaagggcg
tcgatgccgt
ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectge
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggccggtg
ggccggeecg
gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggagc
ccccgegecg
aggtggggta
atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca
aaggaagccg
ctgatcttct

ctgctgggcc
ggtggcaccg

gcttccaccg
tcgccctceca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggecga
accgctccct
ccgcggagga
tgatgctcac
cggcccccgg
ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggcect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga
acgccaccgc
tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgecagec
gggtggcccc
cctccggcaa
accaggctaa
cccagcgcgce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc
cgaccaaggc
gcaccacctc
tccgecccag

tgctgcgect

Pagina 41

tcgecgtggec
ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggceceegg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggec
ccaccgccag
cgaccgggtg
cgcgcccctg
cctcgeggec
cgccctggec
gagcgcggcc
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc
ggccatgatc
cggctggctg
ggcccccgeg
ggtcggcgeg
ggccgcaccc
ctacaagcgg
gatcctccgce
cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac
catcaaggag
gggcgtggac
cgtcaagcgg

ggccaaggac

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



ctggccgaga
accttccggg
gacggcgcecg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc
tcctcggect
ctgggcacca
accgtcgaga
gctaacctcc
ttcccgaaca
ttcacctgca
cacttcgaca
gccatccacc
accgagaacc
ctcgagtacc
tcctteccga
atggaggagt
aagaagctcc
atgaacctcg
gtcaccgcct
aacgacgtgc
cgctggctgt
aaccagaacc
cagatcagcc
gacgaccaga
aaaatggcga
agccccgegt
gagggcaagt
tcgctcgegg
taccgcgaca

ctggccggcg

acaacaaggg
gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgcetggt
tcgcccaccc
ccgagaagat
gcgtgctgtt
ccggcgaggg
ccgtcgtget
cgtaggagga
gctccgegea
agaaggacac
ccgccgeggce
tgggcctcgt
acccccacct
tggacctcta
tcgaggtgga
gccagaagct
agaacctgct
cgtggcagca
tcagcccgcet
tgaaggagat
acgagcaggg
tccacatctt
agtcccgect
tttgatctag
ccatcagcgc
ccggcaagac
tcatcaagtt
ccaagtggaa
tcatctccgg

cggagtacag

tgcccgegtc
cacccacctg
cgtgggcagc
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc
catcctcgac
cctggactgg
ccgcagcgtg
cgacaaaatg
gcagcgcatg
caaggaagcc
ctacggctcg
ctcgcgcecag
ggtgctcccg
cctgatccac
ggacctgctc
cggcctgacc
ctccgtcgec
gaagaagctg
gcgcaagggc
cgccgaggec
cgtcaccttc
cgactgggcg
catcagcggc
aaggtggggt
cgtgcaggtg
ctacttcctc
caccggcatc
gggcaagacc
cccgttcgag

caagaaggtc
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ctcgtcgtgt
gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc
cagatgcgga
ggcgtgctct
accgtgtgag
gccgccgeca
ccggtggtgg
atcatcgagg
gagcaggcgc
gacctcttcg
gccctccgga
tggcccctgt
cccttcgacg
aaggccatcg
accatccgcc
cgggagttct
gcctcccggg
cacggcaagt
gtgcccaaga
ctgaccgagc
ccgaccaagc
aaccaggcta
gagttcctcg
ggtggcgccg
ggcgtctacc
agcgaggagc
aagctcatcc

atggagaact

gctcggagat
tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta
agaagtcgat
tcggettcgg
aattcaggtg
tcgagatccc
gcatgggctc
ccgtcaagca
tcggcgaggc
tcaccagcaa
agagcctgaa
cctcgcagec
tcaagggcgt
gcgtctcgaa
ccgtggtgga
gcaaggagaa
gccccaacga
ccatcgccca
gctacgacaa
aggaccacca
cccagctcgce
acctcccgta
agttccccgce
gcgagcgggg
tggaggacaa
tggtccacac
gcggctcgaa
gcgtggcgca
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caccgccgtg
cctgttcggce
gccgcetgttc
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg
cgagaacggc
cccecggectg
gggtaaccag
gaccatcgtc
cgccccggac
gggctaccgc
cctgaaggaa
gctgtgggtg
gaccctccag
cggcaagttc
gtgggagtcg
cttcagcgtc
Cccaggtggag
cggcatcatc
ggtcatggag
ggtgtcgctc
ggagcggatg
caagatcagc
ggacctgtgg
ggaggacgac
cgtcgtgacc
cctgaccatc
ggcggtgecg
cctccacttc
gatcctgccc

catgaagtcc

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060



gtgggca

cct

aacgtcaact

ggcctct

cct

aaggcggtct

ctcaagcggt

aaagaattc

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

<400>
Met Ala
1

Ser Lys

Lys Phe

Asp Ser
50

Cys Glu
65

Asp Leu

Pro Ala

Gly Phe

Arg Glu

130

Ser Arg
145

Tyr Ser

Ser Glu

33
368
PRT

Petroselinum

33

Pro

Phe

ser

35

val

Asp

Ile

Glu

Ile

115

Ile

Trp

Asp

Ala

ser

val

20

Asp

Asp

Trp

Ser

Glu

100

val

val

Pro

Glu

Met
180

Thr

Arg

Glu

Lys

Gly

Glu

85

Lys

Ser

Thr

Asp

Leu

165

Gly

crispum

Leu

Asp

Ile

Arg

Ile

70

Met

Leu

Ser

Tyr

Leu

Thr

Glu

Pro

ser

55

Phe

Thr

Arg

Phe

135

Pro

Ala

Glu

acggcgacgc ggaggccgcec
tcgcccccgg cgecagegtg
tctcggagga cgcgaccatc
cggcggccgt gctggagacc
ccctggegtc gcggctcecg

Ala

Asp

val

40

Gln

Gln

Arg

Phe

Leu

120

Ser

Glu

Leu

Lys
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gcaatcgaga

ttctaccgcc

ccggagaagg aagccgccgt

atgatcggcg agcacgccgt

gcggtgctct cccacggecat

Leu

Glu

25

Ile

Ile

val

Leu

105

Gln

Tyr

Gly

Ala

Glu
185

Ala GIn Glu Lys Thr
10

Arg Pro Lys Ile Ala
30

Ser Leu Ala Gly Ile
45

Cys Arg Lys Ile val

val Asp His Gly Ile
75

Ala Arg GIn Phe Phe
90

Met Thr Gly Gly Lys
110

Gly Glu Ala val Gln
125

Pro Ile GIn Ala Arg
140

Trp Arg Ser Ile Thr

Cys Lys Leu Leu Glu
170

Gly Leu Thr Lys Ala
190
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catcgagaac
gagccccgac

catcgtctga

Leu

15

TYyr

Asp

Glu

Asp

Ala

95

Lys

Asp

Asp

Glu

val

175

cys

agttcgcgga ggccttcaag

agtccccgga cggcatcctg

Asn

Asn

Asp

Ala

Ile

80

Leu

Gly

Trp

Tyr

Met

160

Leu

val

6120
6180
6240
6300
6360
6369
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Asp Met Asp GIn Lys val Ile val Asn Tyr Tyr Pro Lys Cys Pro Gln
195 200 205

Pro Asn Leu Thr Leu Gly Leu Lys Arg His Thr Asp Pro Gly Thr Ile
210 215 220

Thr Leu Leu Leu GIn Asp GIn val Gly Gly Leu Gln Ala Thr Arg Asp
225 230 235 240

Gly Gly Lys Thr Trp Ile Thr val Gln Pro val Glu Gly Ala Phe val
245 250 255

val Asn Leu Gly Asp His Gly His Tyr Leu Ser Asn Gly Arg Phe Lys
260 265 270

Asn Ala Asp His GIn Ala val val Asn Ser Asn Ser Ser Arg Met Ser
275 280 285

Ile Ala Thr Phe Gln Asn Pro Ala Pro Asn Ala Thr val Tyr Pro Leu
290 295 300

Lys Ile Arg Glu Gly Glu Lys Ala val Met Glu Glu Pro Ile Thr Phe
305 310 315 320

Ala Glu Met Tyr Lys Arg Lys Met Ser Arg Asp Ile Glu Met Ala Thr
325 330 335

Leu Lys Lys Leu Ala Lys Glu Lys val Leu Gln Asp Gln Glu val Glu
340 345 350

Lys Ala Lys Leu GIn Met Thr Pro Lys Ser Ala Asp Glu Ile Phe Ala

355 360 365
<210> 34
<211> 1107
<212> DNA

<213> Petroselinum crispum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1068)..(1068)
<223> nis a, c, g, or t

<400> 34

atggctcctt caactctcac tgccttggcc caagagaaaa ctctaaattc taaatttgtt 60
cgagatgaag atgagcgtcc caaaattgcc tacaataaat tcagcgacga aatccctgtc 120
atttctctag ctggtattga tgatgattct gttgacaaga gatcccagat ctgtcgaaaa 180
attgtcgagg cttgtgaaga ctgggggatt ttccaggtgg ttgatcacgg tattgatatc 240
gatttaattt ctgaaatgac tcgtctcgct cgacaattct ttgccttgcc agctgaggaa 300
aaactccggt ttgacatgac tggtggtaag aaaggtggat ttattgtctc tagtcatctt 360

Pagina 44



cagggtgaag
gcccgggact
tacagtgacg
gggcttgaaa
aattactatc
cctggtacta
ggcggcaaaa
gatcatggtc
aattccaatt
gtatatccat
gctgagatgt
gctaaagaaa
aagagcgcag
<210> 35

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

DNA

<400> 35
atggccccct

cgggacgagg
atctcgctgg
atcgtcgagg
gacctgatct
aagctccgct
cagggcgagg
gcgcgcgact
tactcggacg
ggcctggaga
aactactacc
cccggcacca
ggcggcaaga
gaccacggcc
aactccaact

gtgtacccgc

1107

cagtgcagga
actcaagatg
agttgatggc
aagagggtct
ccaagtgccc
ttaccctttt
cttggattac
actatttaag
ctagcagaat
taaagattag
acaagaggaa
aagtgttgca

acgaaatttt

cgacgctgac
acgagcgccc
cgggcatcga
cctgcgagga
ccgagatgac
tcgacatgac
ccgtccagga
actcgcggtg
agctgatggc
aggaaggcct
cgaagtgccc
tcacgctgct
cctggatcac
actacctctc
cctcgcggat

tgaagatccg

ttggcgtgag
gcctgataag
actagcttgc
tacaaaggcg
acaacctaac
gttacaggat
tgttcagcct
caatgggagg
gtcaattgca
ggagggagag
gatgagcaga
agaccaagaa

cgcttga

Secuencia artificial

N3DOX optimizada

cgccctecgec
caagatcgcc
cgacgactcc
ctggggcatc
ccgcctecgec
gggcggcaag
ctggcgggag
gccggacaag
cctcgegtgce
caccaaggcg
gcagcccaac
cctccaggac
ggtccagccg
caacggccgc
gtcgatcgcc

cgagggcgag

atagtgactt
ccggagggat
aagttactag
tgtgtggata
ttgacactgg
caggttggtg
gtggagggag
ttcaagaatg
actttccaga
aaggccgtta
gatattgaga

gtggagaagg

caggagaaga
tacaacaagt
gtggacaagc
ttccaggtcg
cggcagttct
aagggcggct
atcgtgacct
cccgagggct
aagctgctgg
tgcgtcgaca
ctcaccctgg
caggtcggcg
gtggagggcg
ttcaagaacg
accttccaga

aaggccgtca
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atttttcgta
ggaggtccat
aagtgttatc
tggaccagaa
gactcaaaag
ggttacaggc
cttttgttgt
ccgaccacca
acccggctcc
tggaggagcc
tggctacgct

ccaagctnca

cgctgaactc
tctccgacga
gctcgcaaat
tggaccacgg
tcgccectgec
tcatcgtctc
acttctccta
ggcgctccat
aggtgctgtc
tggaccagaa
gcctcaagcg
gcctccaggce
ccttcgtegt
ccgaccacca

acccggcccc

tggaggagcc
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cccaattcag
cacggagatg
agaggccatg
agtgatagtt
acatacggat
tactagggat
caatttgggt
agcagttgtg
gaatgcaaca
tattacattt
taagaaattg

gatgacaccc

caagttcgtg
gatcccggtc
ctgccgcaag
catcgacatc
ggcggaggag
ctcgcacctc
ccccatccag
caccgagatg
cgaggccatg
ggtcatcgtg
ccacacggac
cacccgggac
gaacctgggc
ggcggtcgtg
caacgcgacg

catcaccttc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1107

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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gcggagatgt acaagcgcaa gatgtcgcgg gacatcgaga tggccacgct gaagaagctc

gcgaaggaga aggtcctcca ggaccaggaa gtcgagaagg ccaagctcca gatgaccccc

aagtcggcgg acgagatttt cgcgtga

<210> 36
<211>
<212>
<213>

DNA
<220>
<223>

<400> 36
aagcttgcga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegcegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgcgtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgc
acgagaagct
ccggcttcat

ccaccccggt

7538

gtgtccgttc
tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggegc
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetc
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc

gggggcccag

ctccgtccag

Secuencia artificial

inserto para plasmido pGR

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggctca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcegg
ctccgeececg
gtcggegecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca

tccctcagca

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctcecggecg
ccctecgecgce
ccgcectcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect

ccaacggcgc

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg

gaaccaggac
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ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcectcg
gccgeccgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg

gtcgtctcca

1020
1080
1107

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctcggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect
tccggggecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcctggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga

ccgccaccgt

cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcccgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctccecgttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgc
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc

catggccatc

cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg

ggcaccgcca
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cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgecctgat
tccecggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcgtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca

ccccgcccaa

cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctggge
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcec
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctcecggce
taaccaggct
ggcccagcgce

ctgcgtcgac
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cagatccagg
gagggccagg
tcgcccggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcegg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc

cagagcacct

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
tcttcccgaa
acttcacctg
gccacttcga
aagccatcca
tgaccgagaa
agctcgagta
tcteccttecc
cgatggagga
tcaagaagct
agatgaacct
tcgtcaccgce
agaacgacgt
tccgetgget
tgaaccagaa

gccagatcag

ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
cagctccgcg
caagaaggac
caccgccgeg
cctgggcectc
ccacccccac
cctggacctc
gatcgaggtg
gtgccagaag
ccagaacctg
cgcgtggcag
cttcagcccg
gctgaaggag
gtacgagcag
cctccacatc

ccagtcccgc

atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacaaaa
cagcagcgca
accaaggaag
gcctacggct
gtctcgegec
ctggtgctcc
tacctgatcc
gaggacctgc
ctcggcctga
ctctccgtcg
cagaagaagc
ctgcgcaagg
atcgccgagg
ggcgtcacct
ttcgactggg

ctcatcagcg
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ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
tggccgecgce
tgccggtggt
ccatcatcga
cggagcaggc
aggacctctt
cggccctecg
actggcccct
tcceccttega
ccaaggccat
ccaccatccg
tgcgggagtt
gcgcctecccg
cccacggcaa
tcgtgcccaa
cgctgaccga

gcccgaccaa

gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
catcgagatc
gggcatgggc
ggccgtcaag
gctcggcgag
cgtcaccagc
gaagagcctg
gtcctcgceag
cgtcaagggc
cggcgtctcg
ccccgtggtg
ctgcaaggag
gggccccaac
gtccatcgcc
gagctacgac
gcaggaccac

gccccagctc
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aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
ccgaccatcg
tccgccccgg
cagggctacc
gccctgaagg
aagctgtggg
aagaccctcc
cccggcaagt
gtgtgggagt
aacttcagcg

gaccaggtgg

aacggcatca
gaggtcatgg
caggtgtcgc
aaggagcgga
cacaagatca

gcggacctgt

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



gggacgacca
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgc
tctaccgcga
ccctggecegg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctceg
ggacgaggac
ctcgctggceg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettc
gggcgaggcec
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
<210>

<211>
<212>

37
513
PRT

gatttgatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgccecc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtgge
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg

gagattttcg

agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccageg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggetcc
ggtggggtaa
ccctcgecca
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgcett
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt

cgtgatttca
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gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggege
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcttc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcggc
ggagggcgcc
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc

aaggatct

taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggeg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggce
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga

aagctccaga
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taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc

tgacccccaa

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7538
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 37

Met Ala Thr Leu Phe Leu Thr Ile Leu Leu Ala Thr val Leu Phe Leu
1 5 10 15

Ile Leu Arg Ile Phe Ser His Arg Arg Asn Arg Ser His Asn Asn Arg
20 25 30

Leu Pro Pro Gly Pro Asn Pro Trp Pro Ile Ile Gly Asn Leu Pro His
35 40 45

Met Gly Thr Lys Pro His Arg Thr Leu Ser Ala Met val Thr Thr Tyr
50 55 60

Gly Pro Ile Leu His Leu Arg Leu Gly Phe val Asp val val val Ala
65 70 75 80

Ala Ser Lys Ser val Ala Glu GIn Phe Leu Lys Ile His Asp Ala Asn
85 90 95

Phe Ala Ser Arg Pro Pro Asn Ser Gly Ala Lys His Met Ala Tyr Asn
100 105 110

Tyr GIn Asp Leu val Phe Ala Pro Tyr Gly His Arg Trp Arg Leu Leu
115 120 125

Arg Lys ITe Ser Ser val His Leu Phe Ser Ala Lys Ala Leu Glu Asp
130 135 140

Phe Lys His val Arg Gln Glu Glu val Gly Thr Leu Thr Arg Glu Leu
145 150 155 160

val Arg val Gly Thr Lys Pro val Asn Leu Gly Gln Leu val Asn Met
165 170 175

Cys val val Asn Ala Leu Gly Arg Glu Met ITe Gly Arg Arg Leu Phe
180 185 190

Gly Ala Asp Ala Asp His Lys Ala Asp Glu Phe Arg Ser Met val Thr
195 200 205

Glu Met Met Ala Leu Ala Gly val Phe Asn ITe Gly Asp Phe val Pro
210 215 220

Ser Leu Asp Trp Leu Asp Leu GIn Gly val Ala Gly Lys Met Lys Arg
225 230 235 240

Leu His Lys Arg Phe Asp Ala Phe Leu Ser Ser Ile Leu Lys Glu His
245 250 255
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Glu

His

Gly

Leu

Leu

His

385

Arg

Phe

Phe

Ser

val

Met

Ser

Thr

290

Thr

Pro

Arg

Gln

Ser

370

Ile

Asp

Leu

Glu

Leu

450

Phe

Glu

Asn

Leu

275

Glu

Ser

Asp

Asp

Ala

355

Leu

Pro

Pro

Pro

Leu

435

Gly

Asp

Glu

Pro

Ala

Ile

Arg

val

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Leu

Trp

ser

Gln

Gly

Lys

Ser

Met

325

Pro

Ile

His

Gly

Gln

405

Gly

Pro

Arg

Glu

Tyr

485

Pro

Asp

Thr

Ala

Thr

310

val

val

Lys

ser

390

Trp

Glu

Phe

Thr

Leu

470

Gly

Arg

Gln

Asp

Leu

295

val

Lys

Asn

Glu

Ala

375

Thr

Ser

Lys

Gly

Ile

455

Ala

Leu

Leu

Lys

Leu

280

Leu

Asp

Ala

Asn

360

Ser

Leu

Asp

Ser

Ala

440

Gln

Gly

Thr

Ala
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His

265

Asp

Leu

Trp

Gln

Ser

345

Phe

Glu

Leu

Pro

Gly

Phe

Gly

Leu

Pro
505

Thr

Gly

Asn

Ala

Glu

330

Asp

Arg

Ser

Thr

Leu

410

val

Arg

Leu

val

Gln

490

Asn

Asp

Asp

Met

Ile

315

Glu

Ile

Leu

cys

Asn

395

Ala

Asp

Arg

Thr

Thr

475

Arg

val

Met

Gly

Phe

300

Ala

Leu

Ala

Glu

380

Ile

Phe

val

Ile

Ala

460

Pro

Ala

Tyr
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Leu

Gly

Thr

Glu

Asp

Gln

Pro

365

Ile

Trp

Lys

Lys

Cys

445

Thr

Glu

val

Gly

Ser
270
Ser

Ala

Leu

Leu

350

Pro

Asn

Ala

Pro

Gly

Ala

Leu

Lys

Pro

Leu
510

Thr

Leu

Gly

Ile

val

335

Pro

Thr

Gly

Ile

Glu

415

Ser

Gly

val

Leu

Leu

495

Gly

Leu

Thr

Thr

Tyr

Pro

Tyr

Ala

400

Arg

Asp

Leu

Asn
480

val

Ser



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

<400> 38
gttttgtttc

38
2716
DNA

cacaatcctc
ccgcagccac
ccctcacatg
tatcctccac
cgagcagttc
taaacacatg
actgttgaga
acatgttcga
ctggcctgta
atttataatt
tttgaacttt
tcttaaagtg
tacataagag
agtatgatct
attgcttgaa
tttctcaatt
tttttggttt
tgttttaaaa
ttatgttgga
aaaataaatt
gaaacccgtg
gatgatcgga
aatggtgacg
acttgattgg
cgacgctttt
tacagatatg
aagcttaacg
ccttaaaaat
gttcacagct

ccgtcacccg

ctcatttttc
ctagccactg
aacaaccgtc
ggcactaagc
ctccgactag
ttgaaaatac
gcatataact
aagattagtt
caggtaaaac
atcatgtcat
gggatttcaa
tgtaatgaat
aatttatata
ctaggtataa
aactttgatg
ttataaaatg
tcagactact
aatttaatta
tttgatagag
cgaaaatact
ttacaggaag
aatttaggcc
cggcgattgt
gaaatgatgg
ttagatttac
ctatcgtcga
cttagcactt
gatactgaga
cgtatataat
ggaactgaca

gatataatgg

Arabidopsis thaliana

acttaccatt
tcctcttect
ttccaccggg
ctcatcgaac
ggttcgtaga
acgacgccaa
atcaagatct
ctgttcatct
aattataaac
ttcaatgttt
accctatctc
attagtatct
ttaaaaatat
gtgcaaatat
atgccatgga
tatggaccac
gataatatat
gagtaaattt
cttttagatc
taattagtat
aggttggaac
agttggtgaa
tcggcgecga
ctctcgccgg
aaggcgtcgc
ttttgaaaga
taatctccct
ttaaagcctt
gaaagttaga
cgtcagcaag

ttaaagccca
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caaacccaac
catcctccgt
gccaaaccca
cctttccgec
cgtcgtggtc
tttcgctagce
tgtctttgca
attttcagct
ggtattctca
tgactttttc
tcactatttc
gcacataaat
ataaacgatt
gcaatactgt
aaaattggaa
attgtttcct
gctattatag
ttaaaaagaa
ataatcataa
tcaagaaaac
gctaacgcgg
catgtgtgta
cgccgatcat
agtattcaac
tggtaaaatg
gcacgaaatg
taaaggaact
gctattggtc
ttgttttttt
tacggtggac

agaagaactt

actatggcaa
atcttctctc
tggcccatca
atggttacta
gccgcttcta
cgaccaccaa
ccttacggac
aaagctctcg
ttttctaacg
tttatatata
aagactagac
tttatgttaa
gggttttact
cattgtcgtg
agttcagatc
taaatggaag
attttatttt
atatatggtt
ttttttcgta
ttttattcta
gagctagtgc
gtcaacgctc
aaagctgacg
atcggagact
aaacggcttc
aacggtcaag
gatcttgacg
agttttttga
tggttgtaaa
tgggctatag
gatattgttg
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ctctatttct
accgtcgcaa
tcggaaacct
cttacggccc
aatccgtggc
actcaggagc
accgatggag
aagatttcaa
ctatagctca
cataattata
cggattggaa
agttgggttt
caaatgaatt
gatgtataaa
cagaggaaat
gtctcacgag
ctaattattt
ttgttaaccg
ttaattgtga
aaaacagaat
gtgttggcac
taggacgaga
agtttcgatc
tcgtgccgtc
acaagagatt
atcaaaagca
gtgacggagg
caattaattt
tacagaacat

ctgaacttat

tgggccgtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



caggcctgtt
aaccggaatt
aaacaggcgg
cacatcgcgt
ttgacgaaca
aaacccgaga
ttcgagctaa
cgtacgattc
ggagttacgc
gttcctttgg
ggttaaaatt
aaaacagcgt
tcattattaa
cagaaatctt
ttaaaaccta
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

39

DNA

<400> 39

1542

aatgaatcag
tggaattgtt
ttatcaaaga
cagagagctg
tatgggccat
gattcttacc
taccgttcgg
agtttcttac
cggagaagct
tggtacatcc
taactttgct
agtttgatcc
atattgtgag
gaatatgttt

ttcctt

F3'H optimizada

acatcgctca
ttggttagcg
gaatttcagg
tgagatcaac
agcccgtgac
cggtggtgaa
agctgggagg
ggcgacgttg
gaatatggag
taagccaagg
tcttggacaa
ggagttagct
ttgtttgtaa

taggaaaaac

Secuencia artificial

atggccaccc tcttcctgac gatcctgctc

ttctcccacc
ccgatcatcg
gtcaccacgt
gcgtccaagt
ccgcccaact
tacggccacc
gcgctggagg
gtgcgggtcg
gccctgggec
gacgagttcc
gacttcgtcc
ctgcacaagc

caggaccaga

gtcgcaaccg
gcaacctgcc
acggcccgat
cggtcgccga
cgggcgccaa
gctggcggct
acttcaagca
gcaccaagcc
gcgagatgat
ggtccatggt
cgtcgctgga
ggttcgacgc

agcacaccga

ctcgcacaac
gcacatgggc
cctgcacctc
gcagttcctg
gcacatggcg
gctccgcaag
cgtgcggcag
ggtgaacctg
cggccgtcgce
caccgagatg
ctggctggac
gttcctctcc

catgctgtcc
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gcttccttac
agctattgtt
cttcatccac
ggctaccata
ccggatcaat
aaatccggcg
agaatctgtg
gttcaaggat
gagagttatg
ttggctccga
ggtatatggc
ttatgtaaga
cctatatata

attgtttttt

gcgaccgtcc
aaccggctgce
accaagcccc
cggctgggct
aagatccacg
tacaactacc
atcagctccg
gaagaggtcg
ggccagctcg
ctgttcggcg
atggccctgg
ctccagggcg
tcgatcctga

acgctcatct

cttcaggtac
gttaatccgg
caacaccact
tcccgaaagg
ggtccgaccc
ttgatgtgaa
ccggtttaag
ttgattggga
ggcttacact
acgtttatgg
ttgcacgaaa
acgtgtaacg
aatcttgaag

ttacagtagc

tcttcctgat
cgccgggtcc
accgcacgct
tcgtggacgt
acgccaactt
aggacctggt
tccacctctt
gcaccctcac
tcaacatgtg
ccgacgcgga
cgggcgtgtt
tcgccggcaa
aggagcacga

cgctgaaggg
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cgttaaccca
ttttggttta
ctcgttacca
atcgactcta
gttagcattt
aggaagcgat
tttagggtta
attagctgga
gcaaagagcg
actcgggtcg
ataaagtttt
ccaaatcaag
aggaagattt

gcaagttgaa

cctccgceatc
gaacccctgg
gtccgccatg
cgtggtcgec
cgcgtcccgce
cttcgccccg
ctccgccaag
gcgcgagcetg
cgtggtcaac
ccacaaggcg
caacatcggc
gatgaagcgc
gatgaacggc

caccgacctc

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2716

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



gacggcgacg
accgccggca
cacccggaca
ccggtgaacg
ttccgectgc
atcaacggct
cgcgaccccg
ggcgagaagt
ggccgtcgcea
acgctggtgc
atggaggagt
ccgeggcetceg
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 40
aagcttgcga

40

DNA

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc

aggcctggcea

9131

gcggctcect
ccgacacgtc
tcatggtcaa
agtccgacat
acccgcccac
accacatccc
accagtggtc
ccggcgtgga
tctgcgeggg
agggcttcga
cctacggcect

cgcccaacgt

gtgtccgttc
tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcgce
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce

cccecgegttce

gaccgacacg
cgcgtcgacg
ggcccaggaa
cgcccagcetc
cccecctcteg
gaagggctcc
ggaccccctc
cgtcaagggc
cctctcectg
ctgggagctg
gaccctccag

ctacggcctg

Secuencia artificial

inserto para plasmido pDF

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggceg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg

gccgaactgc
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gagatcaagg
gtggactggg
gagctggaca
ccctacctcc
ctgccgcaca
accctcctga
gccttcaagce
tcggacttcg
ggcctccgea
gccggtggcg
cgcgccgtgce
ggctcgggct

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga

gcccccaccc

ccctgctect
ccatcgcgga
tcgtggtcgg
aggcggtcat
tcgcctecga
cgaacatctg
cggagcggtt
agctgatccc
ccatccagtt
tcacccccga
cgctggtcgt
ga

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgec
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggc
cggcgtcgag
agtcctgtcc

cggtcagctg
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gaacatgttc
gctgatccgc
ccgcgaccgg
caaggagaac
gtcgtgcgag
ggccatcgcg
cctgccgggt
gttcggcgec
cctcaccgec
gaagctgaac

ccaccccaag

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgceccteg
gccgececgceg
ggccacgccg

cgcgccaccg

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1542

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



aacgcctcgc
ggcgcctcac
tccgcgtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtccct

tccggggecc

ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcecgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttce
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc

ccagatcatg

gacggcgcgg
ctccgecccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc

aagggctacc
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gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctgct
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttecgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtccteccct
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tccecggecgg
tcggccggec

ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtc
cgcccagggce
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc

cgacgccacc
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accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgccctgg
gtgagcgcgg
ctcccgeccg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga

gcggccatga

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcctggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgce
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
tcttcccgaa
acttcacctg
gccacttcga
aagccatcca
tgaccgagaa

agctcgagta

aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgc
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
cagctccgcg
caagaaggac
caccgccgeg
cctgggcectc
ccacccccac

cctggacctc

cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacaaaa
cagcagcgca
accaaggaag
gcctacggct
gtctcgegec
ctggtgctcc

tacctgatcc
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acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggegtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tccccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
tggccgecgce
tgccggtggt
ccatcatcga
cggagcaggc
aggacctctt
cggccctecg

actggcccct

cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcc
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
catcgagatc
gggcatgggc
ggccgtcaag
gctcggegag
cgtcaccagc
gaagagcctg

gtcctcgcag
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gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggcagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggec
tggggtaacc
ccgaccatcg
tccgccccgg
cagggctacc
gccctgaagg
aagctgtggg
aagaccctcc

cccggcaagt

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



tcteccttecc
cgatggagga
tcaagaagct
agatgaacct
tcgtcaccgce
agaacgacgt
tccgetgget
tgaaccagaa
gccagatcag
gggacgacca
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggccgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettc
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg

cggcaccatc

gatcgaggtg
gtgccagaag
ccagaacctg
cgcgtggcag
cttcagcccg
gctgaaggag
gtacgagcag
cctccacatc
ccagtcccgce
gatttgatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgeccecc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgeggtggce
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce

acgctgctcc

gaggacctgc
ctcggcctga
ctctccgtcg
cagaagaagc
ctgcgcaagg
atcgccgagg
ggcgtcacct
ttcgactggg
ctcatcagcg
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccageg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggetcc
ggtggggtaa
ccctcgecca
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct

tccaggacca
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tccecttega
ccaaggccat
ccaccatccg
tgcgggagtt
gcgcctecccg
cccacggcaa
tcgtgcccaa
cgctgaccga
gcccgaccaa
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggcegce
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggettc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc

ggtcggcggc

cgtcaagggc
cggcgtctcg
cccecgtggtg
ctgcaaggag
gggccccaac
gtccatcgec
gagctacgac
gcaggaccac
gccccagcetc
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagcegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggceg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggce
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc

ctccaggcca

Pagina 57

gtgtgggagt
aacttcagcg

gaccaggtgg

aacggcatca
gaggtcatgg
caggtgtcgc
aaggagcgga
cacaagatca
gcggacctgt
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa

acacggaccc

cccgggacgg

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140



cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
ctaacctccc
tcctcttect
tgccgccggg
cccaccgcac
gcttcgtgga
acgacgccaa
accaggacct
ccgtccacct
tcggcaccct
tcgtcaacat
gcgccgacgc
tggcgggegt
gcgtcgccgg
tgaaggagca
tctcgctgaa
aggccctget
gggccatcgc
acatcgtggt
tccaggeggt
acatcgcctc
tgacgaacat
agccggageg
tcgagctgat
gcaccatcca
gcgtcacccc
tgccgctggt

gctgactcga

tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg
gagattttcg
gtaggaggac
gatcctccgce
tccgaacccc
gctgtccgec
cgtcgtggtc
cttcgegtcc
ggtcttcgec
cttctccgec
cacgcgcgag
gtgcgtggtc
ggaccacaag
gttcaacatc
caagatgaag
cgagatgaac
gggcaccgac
cctgaacatg
ggagctgatc
cggccgcgac
catcaaggag
cgagtcgtgc
ctgggccatc
gttcctgccg
cccgttcggce
gttcctcacc
cgagaagctg
cgtccacccc

g

tccagccggt
acggccgctt
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttca
gacatggcca
atcttctccc
tggccgatca
atggtcacca
gccgcgtceca
cgcccgececa
ccgtacggcec
aaggcgctgg
ctggtgcggg
aacgccctgg
gcggacgagt
ggcgacttcg
cgcctgcaca
ggccaggacc
ctcgacggcg
ttcaccgccg
cgccacccgg
cggccggtga
aacttccgcc
gagatcaacg
gcgcgcgacc
ggtggcgaga
gccggcecgtc
gccacgctgg
aacatggagg

aagccgcggc

ES 2 590 221 Bl

ggagggcgcc
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
aaggatcttt
ccctcttect
accgtcgcaa
tcggcaacct
cgtacggccc
agtcggtcgce
actcgggcgce
accgctggcg
aggacttcaa
tcggcaccaa
gccgcgagat
tccggtccat
tccecgteget
agcggttcga
agaagcacac
acggcggctc
gcaccgacac
acatcatggt
acgagtccga
tgcacccgcc
gctaccacat
ccgaccagtg
agtccggcgt
gcatctgcgc
tgcagggctt
agtcctacgg

tcgcgeccaa

ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
taaaaggtgg
gacgatcctg
ccgctcgeac
gccgcacatg
gatcctgcac
cgagcagttc
caagcacatg
gctgctccgce
gcacgtgcgg
gccggtgaac
gatcggccgt
ggtcaccgag
ggactggctg
cgcgttcctc
cgacatgctg
cctgaccgac
gtccgegteg
caaggcccag
catcgcccag
cacccccctc
cccgaagggc
gtcggacccc
ggacgtcaag
gggcctctcc
cgactgggag
cctgaccctc

cgtctacggc
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acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
ggtaaccagg
ctcgcgaccg
aacaaccggc
ggcaccaagc
ctccggctgg
ctgaagatcc
gcgtacaact
aagatcagct
caggaagagg
ctgggccagc
cgcctgttcg
atgatggccc
gacctccagg
tcctcgatcc
tccacgctca
acggagatca
acggtggact
gaagagctgg
ctcccctacc
tcgctgecgce
tccaccctcc
ctcgccttca
ggctcggact
ctgggcctcc
ctggccggtg
cagcgcgccg

ctgggctcgg

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9131



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

<400>

41
520
PRT

Glycine max

41

Met Leu Glu
1

Leu

Asn

Leu

Lys

65

val

Ala

Thr

Phe

Asn

145

val

Glu

Glu

Gly

val
225

Arg

Pro

Leu

50

Ala

Thr

Tyr

val

130

Lys

Met

Leu

Ala

Glu

210

Gly

Pro

Pro

35

Lys

Gly

Ser

Ser

Arg

Leu

Ala

Leu

Glu

195

Tyr

Lys

Leu

Thr

20

Ser

Asp

Pro

Thr

Phe

100

Asn

Lys

Arg

Gln

Lys

Glu

ser

Tyr

Ala

5

Pro

Pro

Lys

Leu

Pro

85

Asn

Ser

Leu

Pro

Ser

165

Trp

Ile

Leu

Glu

Leu

Ser

Lys

Leu

Phe

70

Glu

Thr

val

Ile

Leu

150

Ala

Thr

Arg

Thr

Lys

Gly

Ala

Pro

Leu

55

Ser

Leu

Arg

Ala

Met

135

Arg

Glu

Asn

Asp

Asp

Arg

Leu

Lys

Arg

40

His

Leu

Phe

Phe

Met

120

Asn

Thr

Ala

Ser

Ile

200

Phe

Ile
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Phe

Ser

25

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

105

val

Asp

Gln

Gln

Thr

185

Ala

Ile

Asp

val

10

Lys

Pro

Ala

Phe

Leu

90

Thr

Pro

Leu

Gln

Lys

Ile

Arg

Trp

Asp

Leu

Ala

Phe

Leu

Gly

75

Phe

Ser

Phe

Leu

Ile

155

Pro

ser

Glu

Pro

Ile
235

Ala

Leu

Ile

Ile

60

Ser

Leu

Ala

Gly

Asn

140

Arg

Leu

Met

val

Leu

220

Leu
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Leu

Arg

Gly

45

Asp

Met

Gln

Ile

Pro

125

Ala

Lys

Asp

Met

Leu

205

Lys

Asn

Phe

His

30

His

Leu

Pro

Thr

Arg

Tyr

Thr

Phe

val

Met

190

Lys

Tyr

Lys

Leu

15

Leu

Leu

Ser

Thr

His

95

Arg

Trp

Thr

Leu

Thr

175

Leu

Ile

Leu

Phe

Pro

His

Lys

val

80

Leu

Lys

val

Arg

Glu

Gly

Phe

Lys

Asp
240
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Pro val val Glu Arg val Ile Lys Lys Arg Arg Glu Ile val Arg Arg

Arg Lys Asn Gly Glu val val Glu Gly Glu Ala Ser Gly val Phe Leu
260 265 270

Asp Thr Leu Leu Glu Phe Ala Glu Asp Glu Thr Met Glu Ile Lys Ile
275 280 285

Thr Lys Glu Gln ITe Lys Gly Leu val val Asp Phe Phe Ser Ala Gly
290 295 300

Thr Asp Ser Thr Ala val Ala Thr Glu Trp Ala Leu Ala Glu Leu Ile
305 310 315 320

Asn Asn Pro Arg val Leu GIn Lys Ala Arg Glu Glu val Tyr Ser val
325 330 335

val Gly Lys Asp Arg Leu Vval Asp Glu val Asp Thr GIn Asn Leu Pro
340 345 350

Tyr Ile Arg Ala ITe val Lys Glu Thr Phe Arg Met His Pro Pro Leu
355 360 365

Pro val val Lys Arg Lys Cys Thr Glu Glu Cys Glu ITe Asn Gly Tyr
370 375 380

val I1e Pro Glu Gly Ala Leu val Leu Phe Asn val Trp Gln val Gly
385 390 395 400

Arg Asp Pro Lys Tyr Trp Asp Arg Pro Ser Glu Phe Arg Pro Glu Arg
405 410 415

Phe Leu Glu Thr Gly Ala Glu Gly Glu Ala Gly Pro Leu Asp Leu Arg
420 425 430

Gly GIn His Phe Gln Leu Leu Pro Phe Gly Ser Gly Arg Arg Met Cys
435 440 445

Pro Gly val Asn Leu Ala Thr Ser Gly Met Ala Thr Leu Leu Ala Ser
450 455 460

Leu ITe GIn Cys Phe Asp Leu Gln val Leu Gly Pro GIln Gly Gln Ile
465 470 475 480

Leu Lys Gly Asp Asp Ala Lys val Ser Met Glu Glu Arg Ala Gly Leu
485 490 495

Thr val Pro Arg Ala His Ser Leu val Cys val Pro Leu Ala Arg Ile
500 505 510
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Gly val Ala Ser Lys Leu Leu Ser

515

<210> 42

<211> 1565
<212> DNA
<213>

<400> 42
atgtgctgga

caccaagtgc
gtcttccctt
tcgatctctc
tcgttgcctc
tcaacacaag
tggttccatt
acgccaccac
gggttatggc
aatggaccaa
tcgctcgcega
tgaagtatct
accctgtcgt
gagaagttgt
aggacgagac
ttttctctge
tcaacaatcc
atagactcgt
agacattccg
agattaatgg
gaagggaccc
ctggtgctga
catttgggtc
cacttcttgc
tattgaaagg
gggcacatag

cttaa

Glycine max

acttgcactt
aaaatcaaaa
cattggccac
caaaaagcat
cacccctgag
gttccaaacc
cggaccttac
cgtcaacaag
ccaaagcgca
cagcaccatc
ggttcttaag
caaggttgga
tgaaagggtc
tgagggcgag
catggagatc
agggacagat
cagggtgttg
tgacgaagtt
aatgcaccca
gtatgtgatc
caaatactgg
aggggaagca
tgggaggaga
atctcttatc
tgatgatgcc

tctcgtttgt

<210>
<211>
<212>

43
689
PRT

520

ggtttgtttg
gcacttcgcc
cttcacctct
ggccccttat
ttgttcaagc
tctgccataa
tggaagttcg
ctcaggcctt
gaggcccaga
tccatgatga
atcttcggcg
aagtatgaga
atcaagaagc
gccagcggceg
aaaattacca
tccacagcgg
caaaaggctc
gacactcaaa
ccactcccag
Cccagagggag
gacagaccat
gggcctcttg
atgtgccctg
caatgctttg
aaagttagca

gttccacttg

tgttagcttt
acctcccaaa
taaaagataa
tctctctctc
tcttcctcca
gacgcctcac
tgaggaagct
tgaggaccca
agccccttga
tgctcggcga
aatacagcct
agaggattga
gccgtgagat
tcttcctcga
aggagcaaat
tggcaacaga
gtgaggaggt
accttcctta
tggtcaaaag
cattggttct
cagaattccg
atcttagggg
gtgtcaattt
acctgcaagt
tggaagagag
caaggatcgg
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gtttctgcac
ccctccaagce
acttctccac
cttcggctcc
aacccacgag
ttacgacaac
catcatgaac
acagatccgc
cgtcaccgag
ggctgaggag
cactgacttc
tgacatcttg
cgtcagaagg
cactttgctt
caagggcctt
gtgggcattg
ctacagtgtt
cattagggcc
aaagtgcaca
tttcaatgtt
tcccgagagg
ccagcatttc
ggctacttca
gctgggccct
agctggcctc

cgttgcatct
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ttgcgtccca
ccaaagcctc
tatgcactca
atgccaaccg
gcaacttcct
tctgtggcca
gaccttctca
aagttcctta
gagcttctca
atcagagaca
atctggcctt
aacaagttcg
agaaagaacg
gaattcgctg
gttgtcgact
gcagagctca
gtgggcaaag
attgtgaagg
gaagagtgtg
tggcaagtag
ttcttagaaa
caactcctcc
ggaatggcaa
caaggacaaa
acagttccaa

aaactccttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1565
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<213> Glycine max

<400> 43

Met Ala Ser Asn Ser Glu Leu val Arg Thr val val Glu Ser val Leu
1 5 10 15

Gly val ser val Ser Asp Ser val Met val Ile Ala Ala Thr Ser val
20 25 30

Ala Leu val Ile Gly Leu Leu val Phe val Trp Arg Lys Ser Ser Asp
35 40 45

Arg Ser Lys Glu GIn Lys Pro Leu Ala val Pro Lys Leu Leu val Lys
50 55 60

Glu Asp Glu Glu Asp Glu val Asp Ala Gly Ser Gly Lys Thr Arg val
65 70 75 80

Ala IT1e Phe Phe Gly Thr GIn Thr Gly Thr Ala Glu Gly Phe Ala Lys
85 90 95

Ala Leu Ala Glu Glu Ile Lys Ala Arg Tyr Glu Lys Ala Ala val Lys
100 105 110

val Ala Asp Leu Asp Asp Tyr Ala Met Asp Asp Asp GIn Tyr Glu Glu
115 120 125

Lys Leu Lys Lys Glu Ser Leu Ala Phe Phe Met Leu Ala Thr Tyr Gly
130 135 140

Asp Gly Glu Pro Thr Asp Asn Ala Ala Arg Phe Tyr Lys Trp Phe Thr
145 150 155 160

Glu Gly Lys Asp Glu Arg Gly Ile Trp Leu GIn GIn Leu Thr Tyr Gly
165 170 175

val Phe Gly Leu Gly Asn Arg Gln Tyr Glu His Phe Asn Lys Ile Gly
180 185 190

Lys Ile val Asp Glu Glu Leu Ser Glu Gln Gly Ala Lys Arg Leu val
195 200 205

Pro Leu Gly Leu Gly Asp Asp Asp GIn Ser Ile Glu Asp Asp Phe val
210 215 220

Ala Trp Lys Glu Ser Leu Trp Ser Glu Leu Asp Gln Leu Leu Arg Asp
225 230 235 240

Glu Asp Asp val Asn Thr val Ser Thr Pro Tyr Lys Ala Ala Ile Pro
245 250 255
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Glu Tyr Arg val val Ile His Asp Ser Thr val Thr Ser Cys Asn Asp
260 265 270

Asn His Leu Asn Vval Ala Asn Gly Asn Ala val Phe Asp Ile His His
275 280 285

Pro Cys Arg val Asn Ile Ala Ala Gln Arg Glu Leu His Lys Pro Glu
290 295 300

Ser Asp Arg Ser Cys Ile His Leu Glu Phe Asp Ile Ser Gly Thr Gly
305 310 315 320

ITe Ile Tyr Glu Thr Gly Asp His val Gly val Phe Ala Glu Asn Gly
325 330 335

Asp Glu Thr val Glu Glu Ala Gly Lys Leu Leu Gly Gln Asp Leu Asp
340 345 350

Leu val Phe Ser Ile His Thr Asn Asn Glu Asp Gly Thr Pro Leu Gly
355 360 365

Ser Ser Leu Pro Pro Pro Phe Pro Gly Pro Cys Thr Leu Arg Phe Ala
370 375 380

Leu Ala His Tyr Ala Asp Leu Leu Asn Pro Pro Arg Lys Ala Ser Leu
385 390 395 400

val Ala Leu Ala Ala His Thr Ser Glu Pro Ser Glu Ala Asp Arg Leu
405 410 415

Thr Phe Leu Ser Ser Pro Gln Gly Lys Asp Glu Tyr Ser Lys Trp Leu
420 425 430

val Gly Ser Gln Arg Ser Leu Leu Glu val Met Ala Glu Phe Pro Ser
435 440 445

Ala Lys Pro Pro Leu Gly val Phe Phe Ala Ala val Ala Pro His Leu
450 455 460

Gln Pro Arg Tyr Tyr Ser Ile Ser Ser Ser Pro Arg Phe Ser Pro Gln
465 470 475 480

Lys val His val Thr Cys Ala Leu val Cys Gly Pro Thr Pro Thr Gly
485 490 495

Arg Ile His Lys Gly val Cys Ser Thr Trp Met Lys Asn Gly Ile Pro
500 505 510

Leu Glu Lys Ser Arg Asp Cys Ser Trp Ala Pro Ile Phe Ile Arg Thr
515 520 525
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Asn Phe

530

Ser

Pro Gly

Ala Leu

Phe Gly Cys

Phe
595

Lys Asn

Ser Arg Glu

Ala Ala

Cys Gly

His Thr Ile

val
675

Ala ITe

Trp

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

44
2070
DNA

<400> 44

atggcttcga attccgagct

tccgattcgg
ttcgtgtgga
ttgctggtga
gccattttct
gagatcaagg
atggatgatg
gcaacatatg

gagggtaaag

Lys

Thr

Lys

Gly

Asn

Asp

val

660

Lys

Leu

Gly

Glu

565

Asn

Glu

Pro

Leu

Ala

645

Gln

Lys

Glycine max

tgatggtgat
ggaaatcttc
aggaagatga
tcggaactca
ctaggtatga
atcaatatga
gagatggaga
acgagagggg

Pro

Leu

550

Asp

Arg

Gln

Glu

Lys

Gln

Leu

Ala

535

Ala

Ala

Gln

Gly

Gly

Gln

Gln

Asp

Pro

val

Met

Ala

600

Glu

Leu

Met

Glu

Met
680

ggtgcgaacc
cgcggcecact
ggatcggagc
agaagacgaa
aactggtacc
aaaagcagct
agagaagctg
gccaactgac

tatctggctt

ES 2 590 221 Bl

His Ser Ile

Phe Arg Gly

555

Gln Leu

570

Gly

Phe ITe

585

Leu Ser Glu

Tyr val Gln

Gln
635

Ser

Ala Arg Asp

Asn val

665

Asp

Asp Gly Arg

gttgtggagt
tccgtcgect
aaggagcaga
gtcgatgctg
gctgagggct
gtcaaagttg
aagaaagagt

aatgctgcaa

Pro

540

Phe

Pro

Tyr

Leu

His

620

Gly

val

ser

Tyr

Ile

Leu

Ala

Glu

Ile

605

Lys

Gly

His

Ser

Leu
685

Ile

Gln

Leu

Asp

val

Met

Tyr

Arg

Lys

Arg

cagtgctggg
tggtgatcgg

agccgctcgce

gttcggggaa
ttgccaaggc

ctgacctgga

cacttgcatt

gattctacaa

caacagctca cgtatggtgt
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Met

Glu

Leu

575

Glu

Thr

Met

Leu

Thr

655

Ala

Asp

cgtttcggtc
gcttctcgtt
ggtgccgaag
gacccgagtt
tttggcagag
tgactatgca
tttcatgttg
atggtttact

ttttggctta

val

560

Phe

Leu

Phe

Asp

TYyr

640

Leu

Glu

val

60
120
180
240
300
360
420
480
540



ggtaaccggc
gagcaaggtg
gatgattttg
gaggatgatg
gttattcatg
aatgctgtgt
cacaaacctg
ataatatatg
gaagaagctg
aatgaggatg
ctgcgctttg
gtggctctgg
tctcctcagg
gaggtaatgg
gcccctcact
aaggtgcatg
ggagtatgtt
tgggctccta
attattatgg
ttggccctca
aatcgacaaa
ctgtcagagt
aagatgatgg
gtttgtggtg
cagcagcagg
gatggacgtt
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

45

PRT

<400> 45

1

1135

aatatgaaca
caaagcgtct
ttgcttggaa
taaatactgt
attccaccgt
ttgatattca
agtctgatcg
aaactggtga
gaaagttgct
gtactcctct
ctttggcaca
ctgcacatac
ggaaggatga
ctgagtttcc
tacaacctcg
taacttgtgc
caacctggat
tttttatcag
ttggtcctgg
aagaggatgc
tggattttat
tgatagtcac
ataaagctgc
atgctaaggg
aaaatgtgga

atcttagaga

ttttaataag
tgttccattg
ggaatctcta
atctactcct
cacatcttgc
ccatccttgc
ttcttgcata
ccatgtgggt
gggtcaggat
aggaagttct
ttatgcagat
ttcggaaccc
gtactccaaa
gtcagcaaaa
ttattattct
cttggtatgt
gaagaatggc
aacatcaaac
tacaggcctg
cgttcaactt
ttatgaggat
attctcgaga
aaatctgtgg
catggcccga
ctcttcaaag

tgtctggtaa

Secuencia artificial

ES 2 590 221 Bl

ataggtaaaa
ggactaggtg
tggtctgagt
tataaggctg
aatgataatc
agggttaata
catttggagt
gtttttgctg
ttagatttgg
ctgccacctc
ctcttgaatc
agtgaagcag
tggctggtgg
ccaccgcttg
atttcatcct
ggtccaactc
attcccttag
ttcaagttac
gcacctttca
ggtcctgcat
gagctaaaga
gagggacctg
aatttgattt
gatgttcatc

gcagaggcta

IFS reductasa quimera proteina

10

tagttgatga
atgacgatca
tggatcagtt
ctattcctga
acttaaatgt
ttgccgctca
ttgacatatc
aaaacggcga
tattttccat
cttttcctgg
ccccacgcaa
atagattaac
gaagtcagag
gtgtgttttt
cgcctaggtt
ctactggaag
agaaaagccg
cagctgatca
ggggattttt
tactcttctt
attttatgga
aaaaggagta
ctcagggagg
ggactcttca

tagttaaaaa

agaacttagt
atccattgag
gctccgggat
atatcgagtg
ggcaaatggt
aagagaactt
cgggactggc
tgaaactgtt
tcacactaat
cccttgcaca
ggcttcttta
attcctctca
aagtctcctt
tgctgcagta
ttccccgcaa
aattcacaaa
tgactgtagt
ttccattcct
acaggaaaga
tggatgtagg
acaaggtgct
tgttcaacac
ttatctttat
taccattgtc

actccagatg

Met Pro Ser Ala Lys Ser Lys Ala Leu Arg His Leu Pro Asn Pro Pro
5

15

Ser Pro Lys Pro Arg Leu Pro Phe Ile Gly His Leu His Leu Leu Lys
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600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2070



ES 2 590 221 Bl

20 25 30

Asp Lys Leu Leu His Tyr Ala Leu Ile Asp Leu Ser Lys Lys His Gly
35 40 45

Pro Leu Phe Ser Leu Ser Phe Gly Ser Met Pro Thr val val Ala Ser
50 55 60

Thr Pro Glu Leu Phe Lys Leu Phe Leu Gln Thr His Glu Ala Thr Ser
65 70 75 80

Phe Asn Thr Arg Phe GIn Thr Ser Ala Ile Arg Arg Leu Thr Tyr Asp
85 90 95

Asn Ser val Ala Met val Pro Phe Gly Pro Tyr Trp Lys Phe val Arg
100 105 110

Lys Leu Ile Met Asn Asp Leu Leu Asn Ala Thr Thr val Asn Lys Leu
115 120 125

Arg Pro Leu Arg Thr GIn Gln Ile Arg Lys Phe Leu Arg val Met Ala
130 135 140

Gln Ser Ala Glu Ala GIn Lys Pro Leu Asp Val Thr Glu Glu Leu Leu
145 150 155 160

Lys Trp Thr Asn Ser Thr Ile Ser Met Met Met Leu Gly Glu Ala Glu
165 170 175

Glu ITe Arg Asp Ile Ala Arg Glu val Leu Lys Ile Phe Gly Glu Tyr
180 185 190

Ser Leu Thr Asp Phe Ile Trp Pro Leu Lys Tyr Leu Lys Vval Gly Lys
195 200 205

Tyr Glu Lys Arg ITe Asp Asp Ile Leu Asn Lys Phe Asp Pro val val
210 215 220

Glu Arg val Ile Lys Lys Arg Arg Glu Ile val Arg Arg Arg Lys Asn
225 230 235 240

Gly Glu val val Glu Gly Glu Ala Ser Gly val Phe Leu Asp Thr Leu
245 250 255

Leu Glu Phe Ala Glu Asp Glu Thr Met Glu Ile Lys Ile Thr Lys Glu
260 265 270

Gln ITe Lys Gly Leu val val Asp Phe Phe Ser Ala Gly Thr Asp Ser
275 280 285

Thr Ala val Ala Thr Glu Trp Ala Leu Ala Glu Leu ITe Asn Asn Pro
Pagina 66



ES 2 590 221 Bl

290 295 300

Arg val Leu Gln Lys Ala Arg Glu Glu val Tyr Ser val val Gly Lys
305 310 315 320

Asp Arg Leu val Asp Glu val Asp Thr Gln Asn Leu Pro Tyr Ile Arg
325 330 335

Ala Ile val Lys Glu Thr Phe Arg Met His Pro Pro Leu Pro val val
340 345 350

Lys Arg Lys Cys Thr Glu Glu Cys Glu Ile Asn Gly Tyr val Ile Pro
355 360 365

Glu Gly Ala Leu val Leu Phe Asn val Trp GIn val Gly Arg Asp Pro
370 375 380

Lys Tyr Trp Asp Arg Pro Ser Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Leu Glu
385 390 395 400

Thr Gly Ala Glu Gly Glu Ala Gly Pro Leu Asp Leu Arg Gly Gln His
405 410 415

Phe GIn Leu Leu Pro Phe Gly Ser Gly Arg Arg Met Cys Pro Gly val
420 425 430

Asn Leu Ala Thr Ser Gly Met Ala Thr Leu Leu Ala Ser Leu Ile Gln
435 440 445

Cys Phe Asp Leu GIn val Leu Gly Pro GIn Gly Gln Ile Leu Lys Gly
450 455 460

Asp Asp Ala Lys val Ser Met Glu Glu Arg Ala Gly Leu Thr val Pro
465 470 475 480

Arg Ala His Ser Leu val Cys val Pro Leu Ala Arg Ile Gly val Ala
485 490 495

Ser Lys Leu Leu Ser Thr Gly Gly Ser His Gly Gly His Ser Thr Asp
500 505 510

Glu Glu Asp Glu val Asp Ala Gly Ser Gly Lys Thr Arg val Ala Ile
515 520 525

Phe Phe Gly Thr GIn Thr Gly Thr Ala Glu Gly Phe Ala Lys Ala Leu
530 535 540

Ala Glu Glu Ile Lys Ala Arg Tyr Glu Lys Ala Ala val Lys val Ala
545 550 555 560

Asp Leu Asp Asp Tyr Ala Met Asp Asp Asp Gln Tyr Glu Glu Lys Leu
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ES 2 590 221 Bl

565 570 575

Lys Lys Glu Ser Leu Ala Phe Phe Met Leu Ala Thr Tyr Gly Asp Gly
580 585 590

Glu Pro Thr Asp Asn Ala Ala Arg Phe Tyr Lys Trp Phe Thr Glu Gly
595 600 605

Lys Asp Glu Arg Gly Ile Trp Leu GIn Gln Leu Thr Tyr Gly val Phe
610 615 620

Gly Leu Gly Asn Arg GIn Tyr Glu His Phe Asn Lys Ile Gly Lys Ile
625 630 635 640

val Asp Glu Glu Leu Ser Glu Gln Gly Ala Lys Arg Leu Vval Pro Leu
645 650 655

Gly Leu Gly Asp Asp Asp GIn Ser Ile Glu Asp Asp Phe val Ala Trp
660 665 670

Lys Glu Ser Leu Trp Ser Glu Leu Asp Gln Leu Leu Arg Asp Glu Asp
675 680 685

Asp val Asn Thr val Ser Thr Pro Tyr Lys Ala Ala Ile Pro Glu Tyr
690 695 700

Arg val val Ile His Asp Ser Thr val Thr Ser Cys Asn Asp Asn His
705 710 715 720

Leu Asn Vval Ala Asn Gly Asn Ala val Phe Asp Ile His His Pro Cys
725 730 735

Arg val Asn Ile Ala Ala GIn Arg Glu Leu His Lys Pro Glu Ser Asp
740 745 750

Arg Ser Cys Ile His Leu Glu Phe Asp Ile Ser Gly Thr Gly Ile Ile
755 760 765

Tyr Glu Thr Gly Asp His val Gly val Phe Ala Glu Asn Gly Asp Glu
770 775 780

Thr val Glu Glu Ala Gly Lys Leu Leu Gly Gln Asp Leu Asp Leu val
785 790 795 800

Phe Ser Ile His Thr Asn Asn Glu Asp Gly Thr Pro Leu Gly Ser Ser
805 810 815

Leu Pro Pro Pro Phe Pro Gly Pro Cys Thr Leu Arg Phe Ala Leu Ala
820 825 830

His Tyr Ala Asp Leu Leu Asn Pro Pro Arg Lys Ala Ser Leu Vval Ala
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835 840 845

Leu Ala Ala His Thr Ser Glu Pro Ser Glu Ala Asp Arg Leu Thr Phe
850 855 860

Leu Ser Ser Pro GIn Gly Lys Asp Glu Tyr Ser Lys Trp Leu val Gly
865 870 875 880

Ser GIn Arg Ser Leu Leu Glu val Met Ala Glu Phe Pro Ser Ala Lys
885 890 895

Pro Pro Leu Gly val Phe Phe Ala Ala val Ala Pro His Leu GIn Pro
900 905 910

Arg Tyr Tyr Ser Ile Ser Ser Ser Pro Arg Phe Ser Pro Gln Lys val
915 920 925

His val Thr Cys Ala Leu val Cys Gly Pro Thr Pro Thr Gly Arg Ile
930 935 940

His Lys Gly val Cys Ser Thr Trp Met Lys Asn Gly ITle Pro Leu Glu
945 950 955 960

Lys Ser Arg Asp Cys Ser Trp Ala Pro Ile Phe Ile Arg Thr Ser Asn
965 970 975

Phe Lys Leu Pro Ala Asp His Ser Ile Pro Ile Ile Met val Gly Pro
980 985 990

Gly Thr Gly Leu Ala Pro Phe Arg Gly Phe Leu Gln Glu Arg Leu Ala
995 1000 1005

Leu Lys Glu Asp Ala val Gln Leu Gly Pro Ala Leu Leu Phe Phe
1010 1015 1020

Gly Cys Arg Asn Arg GIn Met Asp Phe Ile Tyr Glu Asp Glu Leu
1025 1030 1035

Lys Asn Phe Met Glu Gln Gly Ala Leu Ser Glu Leu 1Ile val Thr
1040 1045 1050

Phe Ser Arg Glu Gly Pro Glu Lys Glu Tyr val GIn His Lys Met
1055 1060 1065

Met Asp Lys Ala Ala Asn Leu Trp Asn Leu Ile Ser GIn Gly Gly
1070 1075 1080

Tyr Leu Tyr val Cys Gly Asp Ala Lys Gly Met Ala Arg Asp val
1085 1090 1095

His Arg Thr Leu His Thr Ile Vval GIn Gln Gln Glu Asn Vval Asp
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1100

Ser Ser
1115

Arg Tyr
1130

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

46

DNA
<220>
<223>

<400> 46
atgccgtcgg

cgcctecccect
atcgacctct
gtggtggcct
ttcaacaccc
atggtgccct
aacgccacca
cgggtcatgg
aagtggacca
atcgcccgeg
ctgaagtacc
gacccggtcg
ggcgaggtgg
gaggacgaga
ttcttctcgg
atcaacaacc
gaccgcctcg
gagaccttcc
gagatcaacg
ggccgggacc
accggcgccg
cccttecggea
accctgctcg

atcctcaagg

3414

Lys Ala Glu Ala Ile

cgaagtccaa
tcatcggcca
cgaagaagca
ccacccccga
ggttccagac
tcggcccgta
ccgtgaacaa
cccagagcgc
acagcaccat
aggtcctgaa
tcaaggtcgg
tggagcgcgt
tggagggcga
ccatggagat
ccggcaccga
cccgggtect
tcgacgaggt
gcatgcaccc
gctacgtcat
cgaagtactg
agggcgaggc
gcggccgtcg
cctcgctgat

gcgacgacgc

1105

1120

Leu Arg Asp val Trp

1135

Secuencia artificial

IFS reductasa quimera

ggccctgcgg

cctgcacctg
cggcccgctg
gctgttcaag
cagcgccatc
ctggaagttc
gctgcggcecc
cgaggcccag
ctccatgatg
aatcttcggc
caagtacgag
catcaagaag
ggcctccggce
caagatcacc
cagcaccgcc
ccagaaggcc
ggacacccag
gcccctgecc
cccggagggce
ggaccgcccc
gggccccctg
catgtgcccc
ccagtgcttc

caaggtctcc

ES 2 590 221 Bl

val Lys Lys Leu Gln

cacctcccca
ctcaaggaca
ttctccctct
ctgttcctcc
cgtcgcctga
gtccgcaagc
ctccgcaccc
aagccgctgg
atgctgggcg
gagtactccc
aagcggatcg
cgccgggaga
gtcttcctgg
aaggagcaga
gtggccaccg
cgggaggaag
aacctgccct
gtggtgaagc
gccctggtgce
tccgagttcc
gacctccggg
ggcgtcaacc

gacctccagg

atggaggagc

1110

1125

acccgcecctc
agctgctcca
cgttcggctc
agacccacga
cctacgacaa
tgatcatgaa
agcagatccg
acgtgaccga
aggccgagga
tgaccgactt
acgacatcct
tcgtgcgtcg
acaccctgct
tcaagggcct
agtgggccct
tctactccgt
acatccgggc
gcaagtgcac
tcttcaacgt
ggcccgageg
gccagcactt
tggccacctc

tgctgggccc
gggccggect
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Met Asp Gly

gcccaagcecc
ctacgccctg
catgcccacc
ggcgacctcg
cagcgtcgcg
cgacctgctc
gaagttcctg
ggagctgctc
gatccgggac
catctggccc
gaacaagttc
ccgcaagaac
cgagttcgcg
ggtcgtggac
ggccgagcetg
ggtgggcaag
catcgtcaag
cgaggagtgc
ctggcaggtc
cttcctggag
ccagctgctc
cggcatggcc
ccagggccag

gaccgtgccc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



cgcgcccaca
tccaccggceg
gccggctccg
ggcttcgcca
gtggcggacc
gagtccctcg
gcgcggttct
ctcacctacg
aagatcgtgg
ggcgacgacg
gagctggacc
gccgcgatcc
aaccacctga
aacatcgcgg
gagttcgaca
gcggagaacg
ctcgtgttct
cccecegttec
aacccgccgce
gccgaccgec
gtcggctcgce
ctcggegtct
tcctceccgce
acccccaccg
ctggagaaga
ctgcccgegg
ttccggggct
gccctgetct
aagaacttca
cccgagaagg
atctcccagg
caccgcaccc

gcgatcgtga

<210> 47

gcctggtctg
gcagccacgg
gcaagacccg
aggcgctcgce
tggacgacta
cgttcttcat
acaagtggtt
gcgtcttcgg
acgaggagct
accagtcgat
agctgctccg
cggagtaccg
acgtcgcgaa
cccagcggga
tctccggceac
gcgacgagac
cgatccacac
ccggcccgtg
gcaaggcgtc
tgaccttcct
agcgcagcect
tcttcgecgce
gcttctcccc
gccgcatcca
gccgggactg
accacagcat
tcctccagga
tcttcggctg
tggagcaggg
agtacgtgca
gcggctacct
tgcacaccat

agaagctcca

cgtgccgctc
tggccacagc
ggtggccatc
cgaggagatc
cgccatggac
gctcgccacc
caccgagggc
cctgggcaac
gtcggagcag
cgaggacgac
ggacgaggac
cgtcgtgatc
cggcaacgcc
gctgcacaag
cggcatcatc
cgtggaggaa
caacaacgag
caccctccgg
cctggtcgec
cagctccccg
gctcgaggtg
ggtggccccg
gcagaaggtc
caagggcgtg
ctcctgggcg
ccccatcatc
gcgcctggec
ccggaaccgc
cgccctgagce
gcacaagatg
ctacgtctgc
cgtccagcag

gatggacggc

ES 2 590 221 Bl

gcgcgcatcg
acccatatgg
ttcttcggca
aaggcgcgct
gacgaccagt
tacggcgacg
aaggacgagc
cggcagtacg
ggcgccaagc
ttcgtcgegt
gacgtcaaca
cacgactcca
gtgttcgaca
cccgagtcgg
tacgagaccg
gccggcaagce
gacggcaccc
ttcgccctgg
ctcgccgegce
cagggcaagg
atggccgagt
cacctccagc
cacgtgacct
tgctcgacct
ccgatcttca
atggtgggcc
ctgaaggaag
cagatggact
gagctgatcg
atggacaagg
ggcgacgcca
caggagaacg

cgctacctgc

gcgtggectc
acgaggaaga
cccagaccgg
acgagaaggc
acgaggagaa
gcgagcccac
ggggcatctg
agcacttcaa
gcctggtgec
ggaaggagtc
ccgtgtcgac
ccgtcacctc
tccaccaccc
accgctcgtg
gcgaccacgt
tgctgggcca
cgctgggctc
cccactacgc
acaccagcga
acgagtacag
tccecteggce
cccggtacta
gcgccctggt
ggatgaagaa
tccgcacctce
cgggcaccgg
acgcggtgca
tcatctacga
tcaccttctc
ccgcgaacct
agggcatggc
tggactcgag

gggacgtgtg

Pagina 71

gaagctgctc
cgaggtggac
caccgccgag
cgcggtcaag
gctgaagaag
cgacaacgcc
gctccagcag
caagatcggc
cctgggcectc
gctgtggtcg
cccctacaag
gtgcaacgac
ctgccgggtg
catccacctg
gggcgtgttc
ggacctggac
ctcgctcccg
cgacctgctg
gccctccgag
caagtggctg
caagcccccg
ctccatctcc
ctgcggcccc
cggcatcccc
gaacttcaag
cctggecccc
gctgggccecg
ggacgagctg
ccgcgagggce
gtggaacctc
ccgggacgtg
caaggccgag

gtga

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3414



<211> 9833
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 47

Secuencia artificial

ES 2 590 221 Bl

inserto para plasmido pLMF55w

gcttgcgagt gtccgttcga gtggcggctt gcgcccgatg

atcgcaggtg
acgcggtcca
tctagccaga
cagtcccaga
gaagccatcg
gcgcgegecc
acgaccggct
cagcagaacc
gcccgegcecc
cccgaaacca
gcccagggea
ctccagggcc
atggaccgcc
aacggcacct
atcgacgccg
gcctggcacc
cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtecgtcc
gtgacctgcg
cccgecctec
aacgccgccc
gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgccc
ggctggtccc

cgcgccgacc

cacgcggtcg
cacgtggcac
tctggtgggg
ccgcgaagga
ccacccaccg
acgcccgcect
tcggtcccect
tcatctacca
tcatgctcgce
tcgaccgcat
ccgtcggggce
gcgggcgceat
tctgcggggg
ccgccatgac
ccctccgeca
ccgecgttege
aggccctgga
ccgccgacct
cccagctegt
agctgaactc
acggtggcaa
tcgtgaccct
acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgecctege
tgaccgcccg

gcccgetegce

atcttgacgg
cgcgatgctg
taaccaggct
ctgcctcgec
ctcccgceatc
ggagcacgcc
cgccaaccgc
cctggccacc
ccggctcaac
cgtcgccgtg
ctccggcgac
gatcgacccc
cccecctgacc
cgccatcgec
ctccgecgtce
cgaactgcgc
cggcgcggge
ccgccccgaa
cggcgccgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc
cgccggcectce
cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegcec
ccaggccatg
cgacctccgc

cggccacatc

ctggcgagag
ttgtgggcac
aacctcccgt
ctggacggcg
tccgtgaccc
atcgccgaac
ctgatcgggg
ggcgtcggec
tccatcctcc
ctgaacgccg
ctcacccccc
tccggecgeg
ctcgeccgecc
gccctcaccg
ctgatggaag
ccccaccccg
cgcgtgtgcc
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg
gtcgagcgcc
ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc

gaagccgtcg

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgccctecg
agcgccacat
ccgaccaggg
ccaagctctc
agggcgcctc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcect
gcgtcgaggc
tcctgtecgg
gtcagctgcg
gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc
agatcgcccg
gccaggccgg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtctc

cccagggect
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ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc
cgcggaactc
ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgeg
cggcgccgtg
cgccctegtce
cgcccgegeg
ccacgccgag
cgccaccgaa
cgccgeecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgecgtc
cgacgcgctg
cctgaccgac
cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc

gcgccacccc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



tcggccgcecg
ccgtaggagg
atccacgacg
ggcaccgacg
gccgcactgg
accgtggcct
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact
atcgccacca
ctggcggtcc
cgcctgggcg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgcecgcetgg
ggccaggcgt
atggcggacg
gtgtccctga
cggggccccc
gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggcegg
gtgcgtcgeg
cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga

atggtcgtga

ccgacccccc
acgacatgtt
cggtgctcgg
gcaccaccct
cggagaccgg
tccccctggce
tggcgaccgc
ccgtctcccc
agatcctcgt
ccgcccccga
cgtccggcac
acctggccca
tcccgttctt
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg
agatcatgaa
gctggctgea
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat
tcaccttcgt
gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt

tggaggtgcc

cgcctagaaa
ccggtcggag
cggcgeggeg
cacctacgag
cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc
gctggagccc
ccacatctac
ggtcctgcecc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc
gggctacctc
caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac
ggacgccgtc
ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgcctac

gaagctcggc

ES 2 590 221 Bl

ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttcgget
caggtcgacc
ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gcccccggec
gccatcgacc
ccgaagggcg
tcgatgeccgt
ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectgce
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggccggtg
ggccggeecg
gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggagc
cceccgegecg
aggtggggta
atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca

aaggaagccg

ggggtaacca
tcccgeccgt
cgacccccgce
gcttccaccg
tcgccctceca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggcecga
accgctccct
ccgcggagga
tgatgctcac
cggcccccgg
ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggcect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga
acgccaccgc
tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgecagec
gggtggcccc
cctccggcaa
accaggctaa
cccagcgcgce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc

cgaccaaggc
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ggctaacctc
ggacctgccc
cctgatcgac
tcgecgtggec
ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggceceegg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggec
ccaccgccag
cgaccgggtg
cgcgcccctg
cctcgeggec
cgccctggec
gagcgcggcc
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc
ggccatgatc
cggctggctg
ggcccccgeg
ggtcggcgeg
ggccgcaccc
ctacaagcgg
gatcctccgce
cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac

catcaaggag

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



tggggccage
atgcccggeg
tacatgatgt
ctggccgaga
accttccggg
gacggcgeeg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc
tcctcggect
ctgggcacca
accgtcgaga
gctaacctcc
ttcccgaaca
ttcacctgca
cacttcgaca
gccatccacc
accgagaacc
ctcgagtacc
tccttcccga
atggaggagt
aagaagctcc
atgaacctcg
gtcaccgcct
aacgacgtgc
cgctggctgt
aaccagaacc
cagatcagcc
gacgaccaga
aaaatggcga
agccccgegt

gagggcaagt

ccaagtccaa
ccgactacca
accagcaggg
acaacaaggg
gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgctggt
tcgcccaccc
ccgagaagat
gcgtgctgtt
ccggcgaggg
ccgtcgtget
cgtaggagga
gctccgegea
agaaggacac
ccgccgeggce
tgggcctcgt
acccccacct
tggacctcta
tcgaggtgga
gccagaagct
agaacctgct
cgtggcagca
tcagcccgcet
tgaaggagat
acgagcaggg
tccacatctt
agtcccgect
tttgatctag
ccatcagcgc
ccggcaagac

tcatcaagtt

gatcacccac
gctcaccaag
ctgcttcgec
tgcccgegtc
cacccacctg
cgtgggcagc
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc
catcctcgac
cctggactgg
ccgcagcgtg
cgacaaaatg
gcagcgcatg
caaggaagcc
ctacggctcg
ctcgcgcecag
ggtgctcccg
cctgatccac
ggacctgctc
cggcctgacc
ctccgtcgec
gaagaagctg
gcgcaagggc
cgccgaggec
cgtcaccttc
cgactgggcg
catcagcggc
aaggtggggt
cgtgcaggtg
ctacttcctc

caccggcatc
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ctgatcttct
ctgctgggcc
ggtggcaccg
ctcgtcgtgt
gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc
cagatgcgga
ggcgtgctct
accgtgtgag
gccgecgeca
ccggtggtgg
atcatcgagg
gagcaggcgc
gacctcttcg
gccctccgga
tggcccctgt
cccttcgacg
aaggccatcg
accatccgcec
cgggagttct
gcctcccggg
cacggcaagt
gtgcccaaga
ctgaccgagc
ccgaccaagc
aaccaggcta
gagttcctcg
ggtggcgccg
ggcgtctacc

gcaccacctc
tccgecccag
tgctgcgect
gctcggagat
tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta
agaagtcgat
tcggcttcgg
aattcaggtg
tcgagatccc
gcatgggctc
ccgtcaagca
tcggcgagge
tcaccagcaa
agagcctgaa
cctcgcagec
tcaagggcgt
gcgtctcgaa
ccgtggtgga
gcaaggagaa
gccccaacga
ccatcgccca
gctacgacaa
aggaccacca
cccagctcgce
acctcccgta
agttccccgce
gcgagcgggag
tggaggacaa
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gggcgtggac
cgtcaagcgg
ggccaaggac
caccgccgtg
cctgttcggce
gccgcetgttce
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg
cgagaacggc
cccecggectg
gggtaaccag
gaccatcgtc
cgccccggac
gggctaccgc
cctgaaggaa
gctgtgggtg
gaccctccag
cggcaagttc
gtgggagtcg
cttcagcgtc
ccaggtggag
cggcatcatc
ggtcatggag
ggtgtcgctc
ggagcggatg
caagatcagc
ggacctgtgg
ggaggacgac
cgtcgtgacc
cctgaccatc

ggcggtgecg

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880



tcgctcgegg
taccgcgaca
ctggccggeg
gtgggcacct
aacgtcaact
ggcctctect
aaggcggtct
ctcaagcggt
gataattcag
cgaagtccaa
tcatcggcca
cgaagaagca
ccacccccga
ggttccagac
tcggcccgta
ccgtgaacaa
cccagagcgce
acagcaccat
aggtcctgaa
tcaaggtcgg
tggagcgcgt
tggagggcga
ccatggagat
ccggcaccga
cccgggtect
tcgacgaggt
gcatgcaccc
gctacgtcat
cgaagtactg
agggcgaggc
gcggccgtcg
cctcgctgat
gcgacgacgc

gcctggtctg

ccaagtggaa
tcatctccgg
cggagtacag
acggcgacgc
tcgcccccgg
tctcggagga
cggcggeegt
ccctggegtc
gaggtggggt
ggccctgegg
cctgcacctg
cggcccgctg
gctgttcaag
cagcgccatc
ctggaagttc
gctgcggcecc
cgaggcccag
ctccatgatg
aatcttcggc
caagtacgag
catcaagaag
ggcctccggce
caagatcacc
cagcaccgcc
ccagaaggcc
ggacacccag
gcccctgecc
cccggagggc
ggaccgcccc
gggccccctg
catgtgcccc
ccagtgcttc
caaggtctcc

cgtgccgctc

gggcaagacc
cccgttcgag
caagaaggtc
ggaggccgec
cgccagcgtg
cgcgaccatc
gctggagacc
gcggctcccg
aaccaggcta
cacctcccca
ctcaaggaca
ttctccctct
ctgttcctcc
cgtcgcctga
gtccgcaagc
ctccgcaccc
aagccgctgg
atgctgggcg
gagtactccc
aagcggatcg
cgccgggaga
gtcttcctgg
aaggagcaga
gtggccaccg
cgggaggaag
aacctgccct
gtggtgaagc
gccctggtgc
tccgagttcc
gacctccggg
ggcgtcaacc
gacctccagg
atggaggagc
gcgcgcatcg
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agcgaggagc
aagctcatcc
atggagaact
gcaatcgaga
ttctaccgec
ccggagaagg
atgatcggcg
gcggtgctct
acctcccgta
acccgeccctc
agctgctcca
cgttcggctc
agacccacga
cctacgacaa
tgatcatgaa
agcagatccg
acgtgaccga
aggccgagga
tgaccgactt
acgacatcct
tcgtgegtcg
acaccctgct
tcaagggcct
agtgggccct
tctactccgt
acatccgggc
gcaagtgcac
tcttcaacgt
ggcccgagceg
gccagcactt
tggccacctc
tgctgggccc

gggccggect
gcgtggcctc

tggtccacac
gcggctcgaa
gcgtggcgea
agttcgcgga
agtccccgga
aagccgccgt
agcacgccgt
cccacggcat
ggaggacgac
gcccaagccc
ctacgccctg
catgcccacc
ggcgacctcg
cagcgtcgcg
cgacctgctc
gaagttcctg
ggagctgctc
gatccgggac
catctggccc
gaacaagttc
ccgcaagaac
cgagttcgcg
ggtcgtggac
ggccgagcetg
ggtgggcaag
catcgtcaag
cgaggagtgc
ctggcaggtc
cttcctggag
ccagctgctc
cggcatggcc
ccagggccag
gaccgtgccc

gaagctgctc
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cctccacttc
gatcctgccc
catgaagtcc
ggccttcaag
cggcatcctg
catcgagaac
gagccccgac
catcgtctga
atgccgtcgg
cgccteccect
atcgacctct
gtggtggcct
ttcaacaccc
atggtgccct
aacgccacca
cgggtcatgg
aagtggacca
atcgcccgeg
ctgaagtacc
gacccggtcg
ggcgaggtgg
gaggacgaga
ttcttctcgg
atcaacaacc
gaccgcctcg
gagaccttcc
gagatcaacg
ggccgggacc
accggcgccg
cccttecggea
accctgctcg
atcctcaagg
cgcgcccaca

tccaccggcg

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920



gcagccacgg
gcaagacccg
aggcgctcgc
tggacgacta
cgttcttcat
acaagtggtt
gcgtcttcgg
acgaggagct
accagtcgat
agctgctccg
cggagtaccg
acgtcgcgaa
cccagcggga
tctccggcac
gcgacgagac
cgatccacac
ccggceccgtg
gcaaggcgtc
tgaccttcct
agcgcagcct
tcttcgecge
gcttctcccc
gccgcatcca
gccgggactg
accacagcat
tcctccagga
tcttcggetg
tggagcaggg
agtacgtgca
gcggctacct
tgcacaccat
agaagctcca
<210>

<211>
<212>

48
10
PRT

tggccacagc
ggtggccatc
cgaggagatc
cgccatggac
gctcgccacc
caccgagggc
cctgggcaac
gtcggagcag
cgaggacgac
ggacgaggac
cgtcgtgatc
cggcaacgcc
gctgcacaag
cggcatcatc
cgtggaggaa
caacaacgag
caccctccgg
cctggtcgec
cagctccccg
gctcgaggtg
ggtggccccg
gcagaaggtc
caagggcgtg
ctcctgggeg
ccccatcatc
gcgcctggec
ccggaaccgc
cgccctgagce
gcacaagatg
ctacgtctgc
cgtccagcag

gatggacggc

acccatatgg
ttcttcggca
aaggcgcgct
gacgaccagt
tacggcgacg
aaggacgagc
cggcagtacg
ggcgccaagc
ttcgtcgegt
gacgtcaaca
cacgactcca
gtgttcgaca
cccgagtcgg
tacgagaccg
gccggcaagce
gacggcaccc
ttcgccctgg
ctcgcegegce
cagggcaagg
atggccgagt
cacctccagc
cacgtgacct
tgctcgacct
ccgatcttca
atggtgggcc
ctgaaggaag
cagatggact
gagctgatcg
atggacaagg
ggcgacgcca
caggagaacg

cgctacctgc
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acgaggaaga
cccagaccgg
acgagaaggc
acgaggagaa
gcgagcccac
ggggcatctg
agcacttcaa
gcctggtgec
ggaaggagtc
ccgtgtcgac
ccgtcacctc
tccaccaccc
accgctcgtg
gcgaccacgt
tgctgggcca
cgctgggctc
cccactacgc
acaccagcga
acgagtacag
tcceccteggce
cccggtacta
gcgccctggt
ggatgaagaa
tccgcacctce
cgggcaccgg
acgcggtgea
tcatctacga
tcaccttctc
ccgcgaacct
agggcatggc
tggactcgag

gggacgtgtg

cgaggtggac
caccgccgag
cgcggtcaag
gctgaagaag
cgacaacgcc
gctccagcag
caagatcggc
cctgggcectc
gctgtggtcg
cccctacaag
gtgcaacgac
ctgccgggtg
catccacctg
gggcgtgttc
ggacctggac
ctcgctcccg
cgacctgctg
gccctccgag
caagtggctg
caagcccccg
ctccatctcc
ctgcggcccc
cggcatcccc
gaacttcaag
cctggecccc
gctgggccecg
ggacgagctg
ccgcgagggce
gtggaacctc
ccgggacgtg
caaggccgag

gtgatttgaa
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gccggctecg
ggcttcgcca
gtggcggacc
gagtccctcg
gcgcggttct
ctcacctacg
aagatcgtgg
ggcgacgacg
gagctggacc
gccgcgatcc
aaccacctga
aacatcgcgg
gagttcgaca
gcggagaacg
ctcgtgttct
cccecegttec
aacccgccgce
gccgaccgcec
gtcggctcgce
ctcggegtct
tcctceccgce
acccccaccg
ctggagaaga
ctgcccgegg
ttccggggct
gccctgctct
aagaacttca
cccgagaagg
atctcccagg
caccgcaccc
gcgatcgtga

ttc

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9833



<213>

<220>
<223>

<400>

Thr Gly Gly Ser His Gly Gly His Ser Thr
1 5

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

<220>
<223>

<400>

1

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

<400>

Secuencia artificial

ES 2 590 221 Bl

region intergenica quimera IFS reductasa

48

49
9
PRT

Secuencia artificial

10

region inicial quimera IFS reductasa

49

50
644
PRT

Met Pro Ser Ala Lys Ser Lys
5

Lactococcus garvieae

50

Met Lys Asn Lys
1

Asn Leu

Leu Gly

Ala Glu

50

Gly val

65

Tyr Ile

Ala Ile

val Arg

Trp Tyr
130

Glu

Asn

35

Ala

Thr

Gly

Pro

val

20

Pro

Ala

Gln

Pro

Gly

Asp

Asn

Phe
5
Glu
Asp
Asp
Phe
Met
85
Leu

Asp

Gly

Tyr

Asn

Gly

Gly

His

70

Ser

Gln

Leu

Gly

Pro

Arg

Ser

Gly

55

His

val

Ile

Ile

Ala
135

Ala

Lys

Ala

Pro

40

Thr

val

Leu

val

Ser

120

val

Leu

Thr

Ile

25

Ser

Gly

Gly

Ala

His

105

Ser

Pro

Phe

10

Arg

Trp

Ile

Leu

Lys

Pro

ser

Arg

Met

Ala

val

Ser

75

Thr

Gly

Arg

Glu

Arg

Pro

Ser

Phe

60

Leu

Ile

Arg

Ile

Leu
140
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Gly

Met

Leu

45

Met

Ala

Lys

Asp

Gln

125

Thr

Tyr

Gly

30

Lys

Asp

Ser

Gln

Ala

110

Trp

Ile

Ile

15

Thr

Ala

Asn

Asp

His

95

Ala

Glu

Glu

Gly

Glu

Tyr

Ala

Asn

80

Gly

Phe

Pro

Glu
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Ile His Asp Phe val Gly Tyr Phe Gly Asp Cys Ala Leu Arg Ala Gln
145 150 155 160

Thr Ala Gly Phe Glu Ile val Asp val His Ala Ala Cys Gly val Leu
165 170 175

Leu Ser Asn Phe Leu Ser Pro Arg Asn Asn Thr Arg Asn Asp Met Tyr
180 185 190

Gly Gly Ser Leu His Asn Arg Ala Arg Phe Leu Leu Glu val Ile Arg
195 200 205

Asp Ile Lys Lys Lys Cys Pro Asn Leu Pro Leu Ala Ile Arg Leu Ser
210 215 220

Gly ITe Asp Phe Glu Pro Asp Gly Ile Thr I1e Glu Glu Thr Cys Glu
225 230 235 240

val Ala Lys Met Cys Glu Ala Ala Gly Ala Asp Ala Ile Asn Ile Thr
245 250 255

Trp Gly Ser His Ala Glu val Ile Asn Ala Ala Gly Leu Leu Ser Lys
260 265 270

His Gly Ala Asn His val Glu Ala Ala Lys Met ITe Lys Asp Ala val
275 280 285

Ser Ile Pro Thr Met Leu Cys Gly Gly ITe Tyr Ser Pro Glu Ile Gly
290 295 300

Glu Lys Leu Leu Glu Asp Gly val Cys Asp Phe I1e Gly Ile Gly Lys
305 310 315 320

Pro Ala Leu Ala Asp Pro Met Trp Ala Lys Lys Ala Ala Glu Gly Arg
325 330 335

Pro Glu Asp Ile Arg Pro Cys Ile Gly Cys Gly val Gly Cys His Asp
340 345 350

Arg Gly Met Leu Ser Gly Gly val val Gln Cys Ala val Asn Ala Ala
355 360 365

Leu Tyr Lys Phe Asp Glu Pro val Tyr Pro Gln Ala Glu val Pro Lys
370 375 380

Lys val ITe Ile ITe Gly Ala Gly Pro Ala Gly Cys Glu Ala Ala Ile
385 390 395 400

Thr Ala Lys Lys Cys Gly His Asp val Thr Ile Tyr Glu Lys Arg Lys
405 410 415
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Ile Gly Gly val Leu Lys Glu Ala Thr val Ser Asp Ser Lys Glu Asp
420 425 430

Leu Gly Arg Leu Ile Thr Tyr Tyr Glu Thr Gln Leu Lys Lys Glu Gly
435 440 445

Ile Glu val Ile Tyr Glu Glu Ala Thr Ala Asp Thr val val Ala Gly
450 455 460

Gly Phe Asp val Ala Ile val Ala Cys Gly Ala Thr val Arg Asn Leu
465 470 475 480

Asn Ile Asp Gly GIn Asp Asp Pro Ser val val Tyr Ala Met Asp Phe
485 490 495

Leu Asp Ash Asp Cys Lys Ser Asp Ala Asp Arg val val val val Gly
500 505 510

Gly Gly Ile val Gly Ala Glu Thr Ala Leu ITe Leu Ala Glu Glu Arg
515 520 525

Gly Lys Asp val Thr Ile Thr Thr Arg Ser Pro Glu Phe Phe val Ser
530 535 540

Gly val Met Gly Ile Ala Tyr Met val Arg Leu Gly Met Ala Gly val
545 550 555 560

Thr I1e Lys Pro Ser Thr Gln Leu val Ala val Lys Asp Gly Lys Pro
565 570 575

Met Phe Ala Gly Pro Arg Gly Leu Glu Thr Leu Asp val Asp GIn Thr
580 585 590

ITe ITe Ser Ser Gly Phe val Pro Thr Phe Asn GIn Phe Arg Ala Gln
595 600 605

ITe Glu Glu Lys Cys Glu Asp val Arg val Ile Gly Ile Gly Asp Cys
610 615 620

Lys Ala Ser Arg Met val Met Asp Ala val His Glu Gly Tyr Ile Ala
625 630 635 640

Gly Cys Asn Leu

<210> 51
<211> 1935
<212> DNA

<213> Lactococcus garvieae

<400> 51
atgaagaaca agttctatcc gaagaccttc gagcgcggct acatcggtaa cctagaggtc
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gagaaccgag
agctgggcct
atggacaacg
tacatcggcc
ctgcagatcg
tcttcccgea
accatcgagg
accgcgggct
ctctcgeegce
cgcttectge
atccgactct
gtcgccaaga
gcagaggtca
gcgaagatga
cccgagatcg
cccgcegcetceg
aggccctgca
gtccagtgcg
gaggttccca
accgcgaaga
ctgaaggagg
gagacccagc
gttgtagccg
aacatcgacg
tgcaagagcg
gcgctgatcc
ttcttegtct
acgatcaagc
ccececgeggcec
accttcaacc
atcggcgact
ggctgcaacc
<210>

<211>
<212>

52
1935
DNA

cgatccgcat
ccctcaaggc
ccggcgtgac
ccatgtccgt
tccacccggg
tccagtggga
agatccacga
tcgaaatcgt
gcaacaacac
tcgaggtcat
ccggcatcga
tgtgcgaggc
taaacgcggc
tcaaggacgc
gcgagaagct
ccgaccccat
tcggttgegg
ccgtcaacgc
agaaggtcat
agtgcggcca
ctaccgtctc
tcaagaagga
gcggcttcga
gccaggacga
atgccgacag
tcgcggagga
ccggcgtcat
cctccaccca
tggagaccct
agttccgcgce
gcaaggcctc

tgtag

gccgatggge
gtacgctgag
ccagttccac
cctcgcaaag
ccgcgacgcg
gccctggtac
cttcgtcggt
cgacgtccac
ccgcaatgac
ccgcgacatc
cttcgaaccg
agccggtgeg
cggcctgctc
tgttagcatc
gctcgaggac
gtgggccaag
cgtcggctgce
ggccctgtac
catcatcggc
tgacgtcacc
cgacagcaag
gggcatcgag
cgtcgccatc
cccctecgtce
ggtcgtcgtt
gcggggcaag
gggcatcgcc
gctcgtcgcc
ggacgtcgac
ccagatcgag

ccgcatggtc

ES 2 590 221 Bl

accgagctgg
gctgccgacg
catgtcggac
accatcaagc
gcgttcgtgce
gagaacggcg
tacttcggcg
gcggcatgceg
atgtacggcg
aagaagaagt
gacggcatca
gacgccatca
tccaagcacg
cccaccatgc
ggcgtctgeg
aaggcagctg
catgaccgcg
aagttcgacg
gcaggccccg
atctacgaga
gaggacctcg
gtcatctacg
gtcgcctgeg
gtgtacgcga
gtcggcggtg
gatgtcacca
tacatggttc
gtcaaggatg
cagacaatca
gagaagtgcg
atggacgctg

gcaacccgga

gtggaaccgg
tgtccctggc
agcacggggc
gcggtgacga
gcgctgttcc
actgcgcact
gcgtcctget
gaagcctgca
gccccaacct
ccatcgagga
acatcacctg
gcgccaacca
tgtgcggcag
acttcatcgg
aggggcgtcc
gcatgctctc
aacccgtcta
ctggctgcga
agcgcaagat
gccgectcat
aggaggccac
gcgccaccgt
tggacttcct
gcatcgtggg
tcaccacccg
gcctgggtat
gcaagcccat
tctcctctgg
aggacgtcag

tccacgaggg

Pagina 80

cggctctccc
catcgtgttc
cagcgacaac
catccccggce
cctgatctcc
ccgcgagcetc
ccgcgcegceag
gagcaacttc
caaccgcgcc
cccgetgget
gacctgcgag
gggttcccat
cgtcgaggca
catctactcc
catcggcaag
tgaggacatc
cggcggcgtc
cccgcaggcet
ggctgccatc
cggtggcgtt
cacctactac
tgcagacacc
gcgcaacctc
ggacaacgac
tgccgagacc
ctccccggag
ggcgggagtc
gttcgccggc
cttcgtcccg
ggtcatcggc

ctacatcgct

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1935



<213>

<220>
<223>

<400> 52

DZNR optimizada

Secuencia artificial

atgaagaaca agttctaccc caagaccttc

gagaaccggg
tcctgggect

atggacaacg
tacatcggtc
ctccagatcg
tcctcecgea
accatcgagg
accgccggct
ctgtccccgce
cgcttecctgce
atccggctgt
gtggccaaga
gccgaggtga
gcgaagatga
cccgagatcg
cccgcectgg
cggccctgea
gtgcagtgcg
gaggtcccga
accgccaaga
ctgaaggaag
gagacccagc
gtggtggccg
aacatcgacg
tgcaagagcg
gcgctgatcc
ttcttcgtca
accatcaagc
ccgecgeggec

accttcaacc

ccatccggat
ccctcaaggc
ccggcgtcac
cgatgtccgt
tccaccccgg
tccagtggga
agatccacga
tcgagatcgt
gcaacaacac
tggaggtcat
cgggcatcga
tgtgcgaggc
tcaacgccgce
tcaaggacgc
gcgagaagct
cggaccccat
tcggctgegg
ccgtcaacgc
agaaggtgat
agtgcggcca
ccaccgtgtc
tgaagaagga
gtggcttcga
gccaggacga
acgccgaccg
tcgccgagga
gcggcgtgat
cctccaccca
tggagaccct

agttccgcgce

gcccatgggc
ctacgccgag
ccagttccac
cctggccaag
ccgggacgcc
gccgtggtac
cttcgtgggc
ggacgtgcac
ccggaacgac
ccgcgacatc
cttcgagccc
cgccggtgec
cggtctgctc
ggtgtccatc
gctggaggac
gtgggccaag
cgtgggctgce
cgcgctctac
catcatcggc
cgacgtcacc
ggacagcaag
aggcatcgag
cgtggccatc
cccgteggtce
ggtggtggtg
gcggggcaag
gggcatcgcc
gctcgtcgec
cgacgtggac

ccagatcgag

ES 2 590 221 Bl

gagcgcggct
accgagctgg
gccgcggacg
cacgtgggcc
accatcaagc
gccttegtgce
gagaacggcg
tacttcggcg
gccgegtgeg
atgtacggcg
aagaagaagt
gacggcatca
gacgcgatca
tccaagcacg
ccgaccatgc
ggcgtctgeg
aaggccgcgg
cacgaccgcg
aagttcgacg
gccggtccgg
atctacgaga
gaagacctgg
gtcatctacg
gtggcctgcg
gtgtacgcca
gtcggcggcg
gacgtgacca
tacatggtcc
gtgaaggacg

cagaccatca

gagaagtgcg

acatcggcaa
gcaaccccga
gcggcaccgg
tgtccctcgce
agcacggcgc
ggggcgacga
gcgccgtecc
actgcgccect
gcgtcctget
gctccctcca
gccccaacct
ccatcgagga
acatcacctg
gcgccaacca
tgtgcggtgg
acttcatcgg
agggtcgcecc
ggatgctgtc
agcccgtgta
ccggctgcga
agcgcaagat
gccggctcat
aggaagccac
gcgccaccgt
tggacttcct
gcatcgtggg
tcaccacccg
gcctgggceat
gcaagccgat
tctccteggg
aggacgtccg

Pagina 81

cctggaggtg
cggcagcccg
catcgtcttc
gtcggacaac
catccccggce
cctgatctcc
gcgcgagcetg
ccgcgegceag
cagcaacttc
caaccgcgcc
gcccctegec
gacctgcgag
gggcagccac
cgtggaggcc
catctactcg
catcggcaag
ggaggacatc
cggcggcgtc
cccccaggcec
ggccgcgatc
cggcggcgtc
cacctactac
cgcggacacc
gcgcaacctg
ggacaacgac
cgccgagacc
gtcgcccgag
ggccggegtg
gttcgccggc
cttcgtgccg

ggtgatcggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



ES 2 590 221 Bl

atcggcgact gcaaggcctc ccggatggtc atggacgccg tccacgaggg ctacatcgcg 1920
ggctgcaacc tgtga 1935
<210> 53

<211> 286

<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<400> 53

Met Ala Gln Glu val Lys val Pro Lys Met Pro Gly Ala Pro val Phe
1 5 10 15

Gly Lys Trp Ile Ser Pro Glu Glu Ser val Gly Gln Arg Leu Lys Gly
20 25 30

Lys Lys ITe Leu Leu Thr Gly Thr Thr Lys Gly val Gly Arg val Thr
35 40 45

Gln Glu Leu Leu Cys Ala His Gly Ala Phe val Cys Gly Ser Gly Arg
50 55 60

Thr Pro Gly val Ala Ala Ser val Ala Asp Glu Leu Lys Ala Lys Gly
65 70 75 80

Tyr GIn Ala Ala Gly Met Asp val Asp Leu Ser Asp Tyr Asp Ala val
85 90 95

Lys Lys Trp vVal Glu Glu Cys Ala Glu Leu Met Gly Gly Ile Asp val
100 105 110

val IT1e Asn Asn Ala Ser His Pro Gly Met Ala Pro Phe Gly Glu Met
115 120 125

Thr Pro Glu Ile Trp Asn Tyr Gly Ile Lys Asn Glu Leu Asp Leu val
130 135 140

Tyr Asn val Cys Asn Cys Ala Trp Pro Tyr Leu Gln Lys Ala Asp Gly
145 150 155 160

Ala Ser ITe Ile ITe Thr Ser Ser Thr val Ala Leu GIn Gly Ser Asn
165 170 175

Ser Pro Gln Ala Cys His Ala Ala Cys Lys Gly Ala Cys Leu Ser Leu
180 185 190

Ala Arg GIn Leu Ala Ala Glu Gly Gly Pro Phe Gly Ile Arg Cys Asn
195 200 205

Ser val Thr Pro Gly Leu val Trp Thr Glu Ala Met Ser Asn Ile Pro
210 215 220

Pagina 82



225

Lys Glu Met Ala Ser Gly Leu val
230

val Asp Pro Met Asp Ile Ala Tyr

245

Glu Ser Arg GIn ITe Thr Ala Ala
260

Ala Gly Ala val Thr Gly Gly Met

275

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

<400>

54
861
DNA

54

280

Lactococcus garvieae

atggcacagg aagtcaaagt ccccaagatg

tcccccgagg
accaagggcg
ggctccggec
taccaggccg
gaggagtgcg
ggcatggccc
ctcgacctcg
gcctccatca
tgtcacgctg
ggccccttcg
tccaacatcc
gtcgacccga
atcaccgctg

cagggcgaga

<210> 55

<211> 861
<212> DNA
<213>

<400> 55
atggcccagg

agcccggagg
accaagggcg
ggcagcggcc

taccaggccg

agtccgtcgg
tcggcagggt
gcacccccgg
ccggcatgga
ccgagctcat
ccttcggcga
tctacaacgt
tcatcacctc
cctgcaaggg
gcatccgctg
ccaaggagat
tggacatcgc
ccaacatccc

tcgaggtcta

aagtcaaggt
agagcgtcgg
tgggccgegt
ggacccccgg

ccggtatgga

ccagcgcectg
cacccaggag
cgtggcagcc
cgtcgacctg
gggcggcatc
gatgaccccg
ctgcaactgc
ctccaccgtc
cgcctgectg
caactccgtc
ggcaagcggc
ctacgcctac
cgtcgacggc
g

secuencia artificial

gcccaagatg
ccagcggctg
gacccaggag
cgtggccgceg
cgtggacctc

ES 2 590 221 Bl

Gln
235

Ala Ala

Ala Tyr
250

Leu

Asn Ile
265

Pro

Gln Gly Glu

cccggegeac
aagggcaaga
ctgctgtgceg
tccgtcgecg
tctgactacg
gacgtcgtca
gagatctgga
gcatggccct
gccctccagg
tccctggecc
accccgggec
ctggtcgcag
ctgttcctgg
ggctgcgecg

cccggegecc
aagggcaaga
ctgctctgceg
tccgtggcecg

tccgactacg

Thr Thr GIn GIn Ala

240

Phe Leu Ala Ser Asp

255

val Asp Gly Gly Cys
270

Ile Glu val

285

ccgtgttcgg
agatcctgct
cacacggcgc
acgagctgaa
acgccgtgaa
tcaacaacgc
actacggcat
acctgcagaa
gcagcaactc
gccagctcgce
tggtctggac
cccagaccac
catccgacga

gcgctgtgac

ccgtgttcgg
agatcctgct
cccacggcgce
acgagctgaa

acgccgtcaa

Pagina 83

caagtggatc
caccggcacc
cttcgtctgce
ggccaagggc
gaagtgggtt
gtcccacccc
caagaacgag
ggcagacggc
ccctcaggcec
cgctgagggc
cgaggccatg
ccagcaggct

gtcccgcecag

cggcggcatg

caagtggatc
gaccggcacc
gttcgtctgc
ggccaagggc
gaagtgggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
861

60
120
180
240
300



ES 2 590 221 Bl

gaggagtgcg ccgagctgat gggcggcatc gacgtcgtga tcaacaacgc ctcgcacccc 360
ggcatggccc ccttcggcga gatgaccccg gaaatctgga actacggcat caagaacgag 420
ctggacctcg tctacaacgt gtgcaactgc gcctggccct acctccagaa ggccgacggce 480
gcgtccatca tcatcacctc ctcgaccgtg gccctccagg gcagcaactc cccgcaggcec 540
tgccacgccg cgtgcaaggg cgcctgcectg tcgctcgecge gccagctggc cgcggagggce 600
ggcccgttcg gcatccggtg caacagcgtc acccccggcc tggtgtggac cgaggccatg 660
tccaacatcc cgaaggagat ggcctcgggc ctcgtcgccg cccagaccac ccagcaggcec 720
gtggacccca tggacatcgc ctacgcgtac ctgttcctcg cctcggacga gagccgccag 780
atcaccgccg cgaacatccc cgtggacggc ggctgcgcgg gcgcggtcac cggcgggatg 840
cagggcgaga tcgaggtctg a 861
<210> 56

<211> 486

<212> PRT

<213> Lactococcus garvieae

<400> 56

Met Ala Glu Phe Asp val Glu Tyr Asp Leu Vval val val Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ala Ser Gly Lys Ser Ala Ala Leu Ile Ala Ala Arg Glu Gly Lys Arg
20 25 30

val val val Leu Glu Lys Met Pro Glu Thr Gly Gly Leu Ser Met Tyr
35 40 45

Ala Glu Gly Thr Ala Ala Phe Glu Ser Ser Ile Gln Asn Glu Leu Gly
50 55 60

Thr Pro Arg Leu Ser Lys Tyr His Phe Pro Thr Lys Gln Glu Gly Ile
65 70 75 80

Glu Lys Phe Met Gly Tyr Ser His Gln Arg Ala Asn Tyr Asp val val
85 90 95

Arg Ala Phe val Glu Asn Ser Ala Glu Thr ITe Asp Ile Tyr Arg Asp
100 105 110

Leu Gly val val Tyr Lys Ala Cys Asp Ile Ala Ala Glu Asp Asp Pro
115 120 125

Asn Glu val Trp Thr Phe His Leu Pro Glu Gly Leu Gly Ala His Cys
130 135 140

GIn Glu val Leu Leu Asp Ala Ile GIn Lys Leu Asp val Asp Ile Phe
145 150 155 160

Pagina 84



ES 2 590 221 Bl

Thr Ser Thr Pro Ala Lys Glu Leu Ile Ile Glu Asp Gly Ala val val

165 170 175

Gly val val Ala Glu Ser Asp Gly Glu Pro Leu Arg val Gly Gly Lys
180 185 190

Ala val ITe Leu Ala Thr Gly Gly Met Gly Ser Ser Pro Glu Arg Ile
195 200 205

Phe Lys Tyr Ser Trp Phe Ala Pro Ala Ala Tyr Asn Met Asn Thr Leu
210 215 220

Thr Pro Leu GIn Asn val Gly Asp Gly Leu Asp Leu Ala Leu Ser Ala
225 230 235 240

Gly Ala Asp Pro Thr Tyr Ile Thr Thr Cys Pro Ile Leu Ala Ala Gly
245 250 255

Gly Arg Asp Met Thr Met Asp Ser Gln val Gly Gly Ala Gly val Asn
260 265 27

o

Pro Gly val Trp Ile Asn Lys Thr Gly Arg Arg Phe Ala Ala Glu Ser
275 280 285

val Ala Glu Asn Ile Gly Asp Ile Gly Thr Tyr Tyr Gly Lys Gln Pro
290 295 300

Gly Gly val val Trp Ser Ile Leu Ser GIn Ala Asp Ile Asp Arg Leu
305 310 315 320

val Ala Glu Gly Ser Glu Ile Ala Ile Gly Glu Phe val val Tyr His
325 330 335

Lys Pro Met Glu Arg Leu Pro Ile Glu Leu Glu Ala His Leu Glu Ser
340 345 350

Gly Leu val Lys Lys Ala Gly Ser Phe Glu Glu Leu Ala Ala Leu Ile
355 360 365

Asp val Pro val Asp Thr Phe val Ala Thr Met Ala Asp Tyr Asn Glu
370 375 380

Ala Cys Glu Lys Gly Tyr Asp Asp Ala Phe Met Lys Lys Pro Gln Tyr
385 390 395 400

Leu Arg Pro Met val Glu Gly Pro Phe Tyr Ala ITle Pro Leu Ala Thr
405 410 415

Gly Thr Met Gly Ser Ala Gly Gly Ile Arg ITe Asn Gly Asn Met Gln
420 425 430

Pagina 85



val val Asp Ala Asp Tyr

435

Leu Asp Ala Thr Gly Leu

450

Gly Ala Ala Asn Gly Phe

465

440

455

470

His Ala Ile Ser Thr Met

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

57
1461
DNA

<400> 57
atggcagaat
tctgcagcgce
gagaccggag
aacgagctcg
gagaagttca
gagaactccg
gacatcgccg
ggcgcccatt
acctccaccc
gagtctgacg
atgggctcca
atgaacaccc
ggcgcagacc
accatggact
ggcaggcgct
ggcaagcagc
gtggccgagg
cgcctccecta
ttcgaggagc
gactacaacg
ctccgececga
tctgctggceg

attcccggtc

485

tcgatgttga
tgatcgccgce
gcctctccat
gcaccccgcg
tgggctacag
cagagaccat
cagaggacga
gccaggaagt
ccgccaagga
gcgagcccct
gcccggageg
tcaccccgct
ccacctacat
cccaggtcgg
tcgcggecga
ccggecggegt
gttccgagat
tcgagctcga
tcgcagecect
aggcatgcga
tggtcgaggg
gcatccgcat

tctacgcggt

Lactococcus garvieae

gtatgatctt
ccgtgagggc
gtacgccgaa
tctttccaag
ccatcagcgc
cgacatctac
ccccaacgag
cctgctcgac
gctcatcatc
gcgcgtcggc
catcttcaag
gcagaacgtc
caccacctgc
cggcgcggge
gtccgttgcc
ggtctggtcc
cgcgatcggc
ggctcatctc
cattgacgtg
gaagggctac
tcccttctat
taacggcaac

cggtctggac

ES 2 590 221 Bl

Asn Ala Ile Pro Gly

Tyr Gly Asp Ser Tyr

Ala His Thr Ser Gly

475

gttgtcgttg
aagcgcgtcg
ggcaccgctg
taccacttcc
gcgaactacg
cgcgacctcg
gtctggacct
gccatccaga
gaggacggcg
ggcaaggccg
tacagctggt
ggcgacggcec
ccgattctcg
gtcaaccccg
gagaacatcg
atcctctccc
gagttcgtcg
gagtccggcc
cctgtagaca
gacgacgcct
gccatccctc
atgcaggtcg
gccacgggtc

Leu Tyr Ala val Gly

445

Asn Met Glu val Pro

460

Arg ITe Ala Ala Arg

gaggaggcgc
tggtgctcga
ccttcgagtc
cgaccaagca
acgtcgtccg
gcgtcgtcta
tccatctgec
agctcgacgt
ctgtcgtcgg
ttatcctggc
tcgeccccgce
tcgacctcgce
cagcaggcgg
gcgtgtggat
gcgacatcgg
aggcggacat
tgtaccacaa
tggtgaagaa
ccttcgtcgce
ttatgaagaa
tggctaccgg
tcgacgccga

tctacggcga

Pagina 86

480

ctctggaaag
gaagatgccc
ctctattcag
ggagggcatc
cgctttcgtt
caaggcctgc
cgagggcctc
cgacatcttc
tgtcgtcgca
aaccggcggc
tgcctacaac
cctctccgeg
ccgtgacatg
caacaagacc
aacctactac
cgaccgtctg
gccgatggag
ggctggcage
aactatggcc
gccccagtac
caccatgggt
ctacaacgcc

ttcctacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



ES 2 590 221 Bl

atggaggttc ccggcgcagc aaacggtttc gcccacacct ccggacgcat cgccgcccgce

cacgcgatct ccactatgta g

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

<220>
<223>

58
1461
DNA

<400> 58
atggcggagt

tcggcggcecc
gagaccggcg
aacgagctgg
gagaagttca
gagaactccg
gacatcgccg
ggcgcccact
acctcgaccc
gagtccgacg
atgggcagct
atgaacaccc
ggcgcggacc
accatggaca
ggtcgccget
ggcaagcagc
gtcgccgagg
cggctcccca
ttcgaggagc
gactacaacg
ctgcggccca
tccgccggeg
atccccggec
atggaggtcc
cacgccatct

<210>
<211>

59
158

THDR optimizada

tcgacgtgga
tgatcgcggc
gcctctccat
gcaccccgcg
tgggctacag
cggagaccat
cggaggacga
gccaggaagt
cggccaagga
gcgagcccct
cccccgageg
tcaccccgct
cgacctacat
gccaggtggg
tcgccgegga
ccggeggegt
gctccgagat
tcgagctgga
tggccgeget
aggcctgcga
tggtggaggg
gcatccggat
tctacgecgt
ccggcgecgce

ccaccatgtg

Secuencia artificial

gtacgacctg
gcgggagggc
gtacgccgag
gctgtcgaag
ccaccagcgg
cgacatctac
ccccaacgag
cctgctcgac
gctgatcatc
gcgggtggge
gatcttcaag
ccagaacgtg
caccacctgc
cggcgccggce
gtccgtcgec
ggtctggtcg
cgccatcggc
ggcccacctg
gatcgacgtg
gaagggctac
gccgttctac
caacggcaac
gggcctggac
gaacggcttc

a

gtggtggtgg
aagcgcgtcg
ggcaccgccg
taccacttcc
gccaactacg
cgcgacctgg
gtctggacct
gcgatccaga
gaggacggcg
ggcaaggccg
tactcgtggt
ggcgacggcc
cccatcctgg
gtgaaccccg
gagaacatcg
atcctgagcc
gagttcgtgg
gagtccggcc
cccgtggaca
gacgacgcgt
gccatccccc
atgcaggtgg
gcgaccggcc

gcccacacct

gcggceggcegce
tggtcctgga
cgttcgagtc
ccaccaagca
acgtggtccg
gcgtggtcta
tccacctecc
agctggacgt
ccgtggtcgg
tcatcctggc
tcgccccggce
tggacctcgc
ccgeecggtgg
gcgtctggat
gcgacatcgg
aggccgacat
tctaccacaa
tggtgaagaa
ccttcgtcgce
tcatgaagaa
tggcgaccgg
tggacgccga
tctacggcga

ccggccgeat

Pagina 87

gagcggcaag
gaagatgccc
ctcgatccag
ggaaggcatc
ggccttcgtg
caaggcctgc
ggagggcctg
ggacatcttc
cgtggtcgcg
caccggcggc
cgcatacaac
cctgagcgcec
ccgggacatg
caacaagacc
cacctactac
cgaccgcctc
gccgatggag
ggccggctcg
caccatggcg
gccccagtac
caccatgggc
ctacaacgcg
ctcgtacaac

cgccgeccgce

1440
1461

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1461



<212>
<213>

<400>

PRT

Lactococcus garvieae

59

Met ITe Lys

1

Asp

Gly

Ser

Gly

65

Ala

Leu

Met

Asn

Met
145

Lys

Pro

Gly

50

Ala

Met

Gly

Glu
130

Gly

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

<400>

atgatcaagg cacagctcaa ccgcatcgct

Ala

Tyr

35

Gly

Tyr

Arg

Leu

Phe

115

Phe

val

60
477
DNA

Ala

val

20

Asp

Ile

Lys

val

Thr

100

Pro

Pro

Asp

Gln

5

Glu

Asp

Glu

Ala

Asp

85

Pro

Pro

Asp

Trp

Leu

Asp

Glu

val

Leu

70

Asp

val

Gln

Ala

Thr
150

Asn

Leu

Met

55

Gln

Phe

val

Pro

Asn

135

Asp

Lactococcus garvieae

60

gaggacctga

ggtctgcgeg

cacgacgcca

gccatgcgcg

cctgtcgtcg

aCCCacCaacc

gttgccctcg

ataagcttct
tcgcactgcec
tcggcgctta
tcgacgactt
agttcaacca
tggagatcgc
acatgggcgt

Arg

Asn

Met

40

Ala

Thr

Asp

Glu

Ala

120

Gly

val

gggggtgaca

caagtccggc
caaggccctg
cgacgccgcec
cggcaagttc
cgtcaacgag

tgattggact

ES 2 590 221 Bl

Pro

val

Ala

Phe

105

Thr

Ala

cys

Ala

10

Leu

Leu

Met

Gly

Ala

90

Asn

His

Ala

Asp

Leu

Leu

Arg

Glu
75

Lys

Asn

Ile

ttgcgcgctg

ttctacggcc

ggcatcgagg

cagaccgtag

aaggagcact

cgcgagatga

ttccccgatg

gacgtctgcg

Arg

Gly

val

Asp

60

Gly

Glu

Gly

Leu

Gln

140

Asp

Ala

val

Ala

45

Ile

His

Lys

Glu

125

val

Ala

Ala

Thr

30

Leu

Asp

ser

Phe

Phe

110

ITe

Ala

Lys

cagatgccga

cctacgacga

tcatggcacc

gcgagggcat

tcgcatccct

tcttcccccc

caaatggcgc

actgggacgc

Pagina 88

Asp Ala
15

Phe Tyr

Pro Lys

Ala ITe

Gly Ile
80

Ala Ser
95

Arg Glu

Ala val

Leu Asp

caaggcagtt
cgagcacatg
catgcacgac
cagcggcatc
gggcctgacc
gcagcctgcc
tgctatccag

aaagtaa

60
120
180
240
300
360
420
477



ES 2 590 221 Bl

<210> 61

<211> 480

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RAC optimizada
<400> 61

atgatcaagg cccagctgaa ccggatcgcc ctgcgcgcegg

gaagacctga acaagctcct ttctacggcc

cggtgtgacg
ggtctccggg caagtccggt gggatcgagg

cacgacgcca tcggcgccta caaggecctc

tggcgctccc
cagaccgtcg

gccatgcggg tggacgactt cgacgccgcc aaggagcact

cccgtcgtcg agttcaacca cggtaagttc cgcgaaatga

acccacaacc tggaaatcgc ggtgaacgag ttccccgacg

gtggcgctgg acatgggtgt cgactggacc gacgtctgcg

<210> 62

<211> 14950

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400> 62
gcttgcgagt gtccgttcga gtggcggctt gcgcccgatg

inserto para plasmido pLMF-56

atcgcaggtg cacgcggtcg atcttgacgg ctggcgagag

acgcggtcca cacgtggcac cgcgatgctg ttgtgggcac

tctagccaga tctggtgggg taaccaggct aacctcccgt

cagtcccaga ccgcgaagga ctgcctcgcc ctggacggcg

gaagccatcg ccacccaccg ctcccgcatc tccgtgaccc

gcgcgecgeccc acgcccgect ggagcacgcc atcgccgaac

acgaccggct tcggtcccct cgccaaccgc

ctgatcgggg

cagcagaacc tcatctacca cctggccacc ggcgtcggcc

gcccgegecc tcatgctcge ccggctcaac tccatcctcc

cccgaaacca tcgaccgcat cgtcgccgtg ctgaacgccg

ctccggcgac ctcacccccc

gcccagggca ccgtcggggce
ctccagggcc gcgggcgcat gatcgacccc tccggccgceg

ccccctgacc ctcgecgecc

atggaccgcc tctgcggggg

aacggcacct ccgccatgac cgccatcgcc gccctcaccg

atcgacgccg ccctccgeca ctccgecgtce ctgatggaag

gcctggcacc ccgcgttcgc cgaactgcgc ccccaccccg

ccgacgccga
cctacgacga
tgatggcccc
gtgaaggtat
tcgcgagect
tcttecccccc

cgaacggggc
actgggacgc

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgeccctecg
agcgccacat
ccgaccaggg
ccaagctctc
agggcgcctc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcect
gcgtcgaggc
tcctgtecgg
gtcagctgcg
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caaggcggtg
cgaacacatg
catgcacgac
ctccggtatc
cgggctgacc
ccagcccgec
ggccatccag

caagtagaaa

ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc
cgcggaactc
ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgeg
cggcgccgtg
cgccctcgtce
cgcccgegeg
ccacgccgag

cgccaccgaa

60
120
180
240
300
360
420
480

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtecgtcc
gtgacctgcg
cccgeectec
aacgccgccc
gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgccc
ggctggtccc
cgcgccgacc
tcggccgecg
ccgtaggagg
atccacgacg
ggcaccgacg
gccgcactgg
accgtggcct
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact
atcgccacca
ctggcggtcc
cgcctgggcg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgccgetgg
ggccaggcgt
atggcggacg
gtgtccctga

cggggccccc

aggccctgga
ccgccgacct
cccagctcgt
agctgaactc
acggtggcaa
tcgtgaccct
acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgecectcgce
tgaccgcccg
gcccgcetcgce
ccgacccccc
acgacatgtt
cggtgctcgg
gcaccaccct
cggagaccgg
tccccctggce
tggcgaccgc
ccgtctcccc
agatcctcgt
ccgcccccga
cgtccggcac
acctggccca
tcccgttett
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgcect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg

agatcatgaa

€ggcgcgggc
ccgccccgaa
cggcgccgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc
cgccggcectc
cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegcec
ccaggccatg
cgacctccgce
cggccacatc
cgcctagaaa
ccggtcggag
cggcgeggeg
cacctacgag
cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc
gctggagccc
ccacatctac
ggtcctgcecc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc

gggctacctc
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cgcgtgtgcc
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg
gtcgagcgcc
ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc
gaagccgtcg
ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttcgget
caggtcgacc
ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gccccecggec
gccatcgacc
ccgaagggcg
tcgatgeccgt
ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectge
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggccggtg
ggccggececg

gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc
agatcgcccg
gccaggcecegg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtctc
cccagggcct
ggggtaacca
tcccgeccgt
cgacccccgce
gcttccaccg
tcgccctceca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggecga
accgctccct
ccgcggagga
tgatgctcac
cggcccccgg
ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggcect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga

acgccaccgc
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cgccgeecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgecgtc
cgacgcgctg
cctgaccgac
cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc
gcgccacccc
ggctaacctc
ggacctgccc
cctgatcgac
tcgegtggec
ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggeccgg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggcc
ccaccgccag
cgaccgggtg
cgcgcccctg
cctcgeggec
cgccctggec
gagcgcggcec
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc

ggccatgatc

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggcegg
gtgcgtcgeg
cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga
atggtcgtga
tggggccagc
atgcccggeg
tacatgatgt
ctggccgaga
accttccggg
gacggcgccg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc
tcctcggect
ctgggcacca
accgtcgaga
gctaacctcc
ttcccgaaca
ttcacctgca
cacttcgaca
gccatccacc
accgagaacc

ctcgagtacc

gctggctgca
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat
tcaccttcgt
gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt
tggaggtgcc
ccaagtccaa
ccgactacca
accagcaggg
acaacaaggg
gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgctggt
tcgcccaccc
ccgagaagat
gcgtgctgtt
ccggcgaggg
ccgtcgtget
cgtaggagga
gctccgegea
agaaggacac
ccgccgeggce
tgggcctcgt
acccccacct

tggacctcta

caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac
ggacgccgtc
ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgcctac
gaagctcggc
gatcacccac
gctcaccaag
ctgcttcgec
tgcccgegtc
cacccacctg
cgtgggcage
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc
catcctcgac
cctggactgg
ccgcagcgtg
cgacaaaatg
gcagcgcatg
caaggaagcc
ctacggctcg
ctcgcgcecag
ggtgctcccg

cctgatccac
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gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggagce
cceccgegecg
aggtggggta
atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca
aaggaagccg
ctgatcttct
ctgctgggcc
ggtggcaccg
ctcgtcgtgt
gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc
cagatgcgga
ggcgtgctct
accgtgtgag
gccgccgceca
ccggtggtgg
atcatcgagg
gagcaggcgc
gacctcttcg
gccctccgga

tggcccctgt

tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgecagec
gggtggcccc
cctccggcaa
accaggctaa
cccagcgcgce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc
cgaccaaggc
gcaccacctc
tccgecccag
tgctgcgect
gctcggagat
tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta
agaagtcgat
tcggcttcgg
aattcaggtg
tcgagatccc
gcatgggctc
ccgtcaagca
tcggcgaggc
tcaccagcaa
agagcctgaa

cctcgcagcec
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cggctggctg
ggcccccgceg
ggtcggcgcg
ggccgcaccc
ctacaagcgg
gatcctccgce
cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac
catcaaggag
gggcgtggac
cgtcaagcgg
ggccaaggac
caccgccgtg
cctgttcggce
gccgcetgttc
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg
cgagaacggc
cccecggectg
gggtaaccag
gaccatcgtc
cgccccggac
gggctaccgc
cctgaaggaa
gctgtgggtg
gaccctccag

cggcaagttc

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



tcctteccga
atggaggagt
aagaagctcc
atgaacctcg
gtcaccgcct
aacgacgtgc
cgctggctgt
aaccagaacc
cagatcagcc
gacgaccaga
aaaatggcga
agccccgegt
gagggcaagt
tcgctcgegg
taccgcgaca
ctggccggeg
gtgggcacct
aacgtcaact
ggcctctcect
aaggcggtct
ctcaagcggt
gataattcag
cgaagtccaa
tcatcggcca
cgaagaagca
ccacccccga
ggttccagac
tcggcccgta
ccgtgaacaa
cccagagcgce
acagcaccat
aggtcctgaa

tcaaggtcgg
tggagcgcgt

tcgaggtgga
gccagaagct
agaacctgct
cgtggcagca
tcagcccgcet
tgaaggagat
acgagcaggg
tccacatctt
agtcccgcect
tttgatctag
ccatcagcgc
ccggcaagac
tcatcaagtt
ccaagtggaa
tcatctccgg
cggagtacag
acggcgacgc
tcgcccccgg
tctcggagga
cggcggeegt
ccctggegtc
gaggtggggt
ggccctgegg
cctgcacctg
cggcccgctg
gctgttcaag
cagcgccatc
ctggaagttc
gctgcggcecc
cgaggcccag
ctccatgatg
aatcttcggc
caagtacgag

catcaagaag

ggacctgctc
cggcctgacc
ctccgtcgec
gaagaagctg
gcgcaagggc
cgccgaggec
cgtcaccttc
cgactgggcg
catcagcggc
aaggtggggt
cgtgcaggtg
ctacttcctc
caccggcatc
gggcaagacc
cccgttcgag
caagaaggtc
ggaggccgcec
cgccagcgtg
cgcgaccatc
gctggagacc
gcggctcccg
aaccaggcta
cacctcccca
ctcaaggaca
ttctccctct
ctgttcctcc
cgtcgcctga
gtccgcaagc
ctccgcaccc
aagccgctgg
atgctgggcg
gagtactccc
aagcggatcg
cgccgggaga
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cccttcgacg
aaggccatcg
accatccgcc
cgggagttct
gcctcccggg
cacggcaagt
gtgcccaaga
ctgaccgagc
ccgaccaagc
aaccaggcta
gagttcctcg
ggtggcgccg
ggcgtctacc
agcgaggagc
aagctcatcc
atggagaact
gcaatcgaga
ttctaccgcc
ccggagaagg
atgatcggcg
gcggtgctct
acctcccgta
acccgccctc
agctgctcca
cgttcggctc
agacccacga
cctacgacaa
tgatcatgaa
agcagatccg
acgtgaccga
aggccgagga
tgaccgactt
acgacatcct

tcgtgcgtcg

tcaagggcgt
gcgtctcgaa
ccgtggtgga
gcaaggagaa
gccccaacga
ccatcgccca
gctacgacaa
aggaccacca
cccagctcgce
acctcccgta
agttccccgce
gcgagcgggag
tggaggacaa
tggtccacac
gcggctcgaa
gcgtggcgea
agttcgcgga
agtccccgga
aagccgccgt
agcacgccgt
cccacggcat
ggaggacgac
gcccaagccc
ctacgccctg
catgcccacc
ggcgacctcg
cagcgtcgcg
cgacctgctc
gaagttcctg
ggagctgctc
gatccgggac
catctggccc
gaacaagttc

ccgcaagaac
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gtgggagtcg
cttcagcgtc
ccaggtggag
cggcatcatc
ggtcatggag
ggtgtcgctc
ggagcggatg
caagatcagc
ggacctgtgg
ggaggacgac
cgtcgtgacc
cctgaccatc
ggcggtgecg
cctccacttc
gatcctgccc
catgaagtcc
ggccttcaag
cggcatcctg
catcgagaac
gagccccgac
catcgtctga
atgccgtcgg
cgcctececect
atcgacctct
gtggtggcct
ttcaacaccc
atggtgccct
aacgccacca
cgggtcatgg
aagtggacca
atcgcccgeg
ctgaagtacc

gacccggtcg
ggcgaggtgg

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140



tggagggcga
ccatggagat
ccggcaccga
cccgggtect
tcgacgaggt
gcatgcaccc
gctacgtcat
cgaagtactg
agggcgaggc
gcggecgteg
cctcgctgat
gcgacgacgc
gcctggtctg
gcagccacgg
gcaagacccg
aggcgctcgce
tggacgacta
cgttcttcat
acaagtggtt
gcgtcttcgg
acgaggagct
accagtcgat
agctgctccg
cggagtaccg
acgtcgcgaa
cccagcggga
tctccggcac
gcgacgagac
cgatccacac
ccggcccgtg
gcaaggcgtc
tgaccttcct
agcgcagcect

tcttcgeegce

ggcctccggce
caagatcacc
cagcaccgcc
ccagaaggcc
ggacacccag
gcccctgecc
cccggagggce
ggaccgcccc
gggccccctg
catgtgcccc
ccagtgcttc
caaggtctcc
cgtgccgctc
tggccacagc
ggtggccatc
cgaggagatc
cgccatggac
gctcgccacc
caccgagggc
cctgggcaac
gtcggagcag
cgaggacgac
ggacgaggac
cgtcgtgatc
cggcaacgcc
gctgcacaag
cggcatcatc
cgtggaggaa
caacaacgag
caccctccgg
cctggtcgec
cagctccccg
gctcgaggtg
ggtggccccg

gtcttcctgg
aaggagcaga
gtggccaccg
cgggaggaag
aacctgccct
gtggtgaagc
gccctggtgce
tccgagttcc
gacctccggg
ggcgtcaacc
gacctccagg
atggaggagc
gcgcgcatcg
acccatatgg
ttcttcggca
aaggcgcgct
gacgaccagt
tacggcgacg
aaggacgagc
cggcagtacg
ggcgccaagc
ttcgtcgegt
gacgtcaaca
cacgactcca
gtgttcgaca
cccgagtcgg
tacgagaccg
gccggcaagce
gacggcaccc
ttcgccctgg
ctcgcegegce
cagggcaagg
atggccgagt

cacctccagc
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acaccctgct
tcaagggcct
agtgggccct
tctactccgt
acatccgggc
gcaagtgcac
tcttcaacgt
ggcccgageg
gccagcactt
tggccacctc
tgctgggccc
gggccggcect
gcgtggectc
acgaggaaga
cccagaccgg
acgagaaggc
acgaggagaa
gcgagcccac
ggggcatctg
agcacttcaa
gcctggtgec
ggaaggagtc
ccgtgtcgac
ccgtcacctc
tccaccaccc
accgctcgtg
gcgaccacgt
tgctgggcca
cgctgggctc
cccactacgc
acaccagcga
acgagtacag
tcceccteggce

cccggtacta

cgagttcgcg
ggtcgtggac
ggccgagcetg
ggtgggcaag
catcgtcaag
cgaggagtgc
ctggcaggtc
cttcctggag
ccagctgctc
cggcatggcc
ccagggccag
gaccgtgccc
gaagctgctc
cgaggtggac
caccgccgag
cgcggtcaag
gctgaagaag
cgacaacgcc
gctccagcag
caagatcggc
cctgggcectc
gctgtggtcg
cccctacaag
gtgcaacgac
ctgccgggtg
catccacctg
gggcgtgttc
ggacctggac
ctcgctcccg
cgacctgctg
gccctccgag
caagtggctg
caagcccccg

ctccatctcc
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gaggacgaga
ttcttctcgg
atcaacaacc
gaccgcctcg
gagaccttcc
gagatcaacg
ggccgggacc
accggcgccg
cccttecggea
accctgctcg
atcctcaagg
cgcgcccaca
tccaccggeg
gccggctecg
ggcttcgcca
gtggcggacc
gagtccctcg
gcgcggttct
ctcacctacg
aagatcgtgg
ggcgacgacg
gagctggacc
gccgcgatcc
aaccacctga
aacatcgcgg
gagttcgaca
gcggagaacg
ctcgtgttct
ccceccgttec
aacccgccgce
gccgaccgcec
gtcggctcgce
ctcggegtct

tcctccccgc

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180



gcttctcccc
gccgcatcca
gccgggactg
accacagcat
tcctccagga
tcttcggctg
tggagcaggg
agtacgtgca
gcggctacct
tgcacaccat
agaagctcca
tccgttcgag
acgcggtcga
acgtggcacc
aaaggtgggg
ccaagacctt
tgcccatggg
cctacgccga
cccagttcca
tcctggecaa
gccgggacgc
agccgtggta
acttcgtggg
tggacgtgca
cccggaacga
tccgcgacat
acttcgagcc
ccgeceggtgce
ccggtctget
cggtgtccat
tgctggagga
tgtgggccaa
gcgtgggctg

ccgcgetcta

gcagaaggtc
caagggcgtg
ctcctgggeg
ccccatcatc
gcgcctggec
ccggaaccgc
cgccctgagce
gcacaagatg
ctacgtctgc
cgtccagcag
gatggacggc
tggcggcttg
tcttgacggc
gcgatgctgt
taaccaggct
cgagcgcggce
caccgagctg
ggccgceggac
ccacgtgggc
gaccatcaag
cgccttcgtg
cgagaacggc
ctacttcggc
cgccgegtgce
catgtacggc
caagaagaag
cgacggcatc
cgacgcgatc
ctccaagcac
cccgaccatg
cggcgtctgce
gaaggccgeg
ccacgaccgc

caagttcgac

cacgtgacct
tgctcgacct
ccgatcttca
atggtgggcc
ctgaaggaag
cagatggact
gagctgatcg
atggacaagg
ggcgacgcca
caggagaacg
cgctacctgc
cgcccgatgce
tggcgagagg
tgtgggcaca
aacctcccgt
tacatcggca
ggcaaccccg
ggcggcaccg
ctgtccctcg
cagcacggcg
cggggcgacg
ggcgccgtcc
gactgcgccc
ggcgtcctgc
ggctccctcc
tgccccaacc
accatcgagg
aacatcacct
ggcgccaacc
ctgtgcggtg
gacttcatcg
gagggtcgcc
gggatgctgt
gagcccgtgt
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gcgccctggt
ggatgaagaa
tccgcacctce
cgggcaccgg
acgcggtgca
tcatctacga
tcaccttctc
ccgcgaacct
agggcatggc
tggactcgag
gggacgtgtg
tagtcgcggt
tgcggggagg
atcgtgccgg
aggaggacga
acctggaggt
acggcagccc
gcatcgtctt
cgtcggacaa
ccatccccgg
acctgatctc
cgcgcgaget
tccgcgegea
tcagcaactt
acaaccgcgc
tgcccctcgce
agacctgcga
ggggcagcca
acgtggaggc
gcatctactc
gcatcggcaa
cggaggacat
ccggcggegt

acccccaggc

ctgcggcccc
cggcatcccc
gaacttcaag
cctggecccc
gctgggccecg
ggacgagctg
ccgcgagggce
gtggaacctc
ccgggacgtg
caaggccgag
gtgatttaaa
tgatcggcga
atctgaccga
ttggtaggat
catgaagaac
ggagaaccgg
gtcctgggcc
catggacaac
ctacatcggt
cctccagatc
ctcctececcgce
gaccatcgag
gaccgccggc
cctgtccccg
ccgcttectg
catccggctg
ggtggccaag
cgccgaggtg
cgcgaagatg
gcccgagatc
gcccgecctg
ccggccctgce
cgtgcagtgc
cgaggtcccg
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acccccaccg
ctggagaaga
ctgcccgegg
ttccggggct
gccctgctct
aagaacttca
cccgagaagg
atctcccagg
caccgcaccc
gcgatcgtga
aaagcgagtg
tcgcaggtgce
cgcggtccac
ctagccccca
aagttctacc
gccatccgga
tccctcaagg
gccggcgtca
ccgatgtccg
gtccaccccg
atccagtggg
gagatccacg
ttcgagatcg
cgcaacaaca
ctggaggtca
tcgggcatcg
atgtgcgagg
atcaacgccg
atcaaggacg
ggcgagaagc
gcggacccca
atcggctgcg
gccgtcaacg

aagaaggtga

9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220



tcatcatcgg
acgacgtcac
cggacagcaa
aaggcatcga
acgtggccat
acccgtcggt
gggtggtggt
agcggggcaa
tgggcatcgc
agctcgtcgce
tcgacgtgga
cccagatcga
cccggatggt
gcaggtgggg
tgcccaagat
gccagcggct
tgacccagga
gcgtggecgce
acgtggacct
tgggcggcat
agatgacccc
tgtgcaactg
cctcgaccgt
gcgcctgect
gcaacagcgt
tggcctcggg
cctacgcgta
ccgtggacgg
gactcgagag
acgtggagta
tcgcggcgeg
tctccatgta
ccccgegget

gctacagcca

cgccggtccg
catctacgag
ggaagacctg
ggtcatctac
cgtggcctgce
cgtgtacgcc
ggtcggcggc
ggacgtgacc
ctacatggtc
cgtgaaggac
ccagaccatc
ggagaagtgc
catggacgcc
taaccaggct
gccecggegec
gaagggcaag
gctgctctgce
gtccgtggec
ctccgactac
cgacgtcgtg
ggaaatctgg
cgcctggecc
ggccctccag
gtcgctcgeg
cacccccggce
cctcgtcgec
cctgttcctc
cggctgcgeg
gtggggtaac
cgacctggtg
ggagggcaag
cgccgagggc
gtcgaagtac

ccagcgggcc

gccggcetgeg
aagcgcaaga
ggccggctca
gaggaagcca
ggcgccaccg
atggacttcc
ggcatcgtgg
atcaccaccc
cgcctgggca
ggcaagccga
atctcctcgg
gaggacgtcc
gtccacgagg
aacctcccgt
cccgtgttcg
aagatcctgc
gcccacggcg
gacgagctga
gacgccgtca
atcaacaacg
aactacggca
tacctccaga
ggcagcaact
cgccagctgg
ctggtgtgga
gcccagacca
gcctcggacg
ggcgcggtca
caggctaacc
gtggtgggcg
cgcgtcgtgg
accgccgegt
cacttcccca

aactacgacg

ES 2 590 221 Bl

aggccgcgat
tcggcggegt
tcacctacta
ccgcggacac
tgcgcaacct
tggacaacga
gcgccgagac
ggtcgcccga
tggccggegt
tgttcgccgg
gcttcgtgec
gggtgatcgg
gctacatcgc
aggaggacga
gcaagtggat
tgaccggcac
cgttcgtctg
aggccaaggg
agaagtgggt
cctcgcaccc
tcaagaacga
aggccgacgg
ccccgcaggce
ccgcggaggg
ccgaggccat
cccagcaggc
agagccgcca
ccggcgggat
tcccgtagga
gcggcgcgag
tcctggagaa
tcgagtcctc

ccaagcagga

tggtccgggc

caccgccaag
cctgaaggaa
cgagacccag
cgtggtggcc
gaacatcgac
ctgcaagagc
cgcgctgatc
gttcttcgtc
gaccatcaag
cccgegeggce
gaccttcaac
catcggcgac
gggctgcaac
catggcccag
cagcccggag
caccaagggc
cggcagcggce
ctaccaggcc
ggaggagtgc
cggcatggcc
gctggacctc
cgcgtccatc
ctgccacgcc
cggcccgttc
gtccaacatc
cgtggacccc
gatcaccgcc
gcagggcgag
ggacgacatg
cggcaagtcg
gatgcccgag
gatccagaac
aggcatcgag
cttcgtggag
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aagtgcggcc
gccaccgtgt
ctgaagaagg
ggtggcttcg
ggccaggacg
gacgccgacc
ctcgccgagg
agcggcgtga
ccctccaccc
ctggagaccc
cagttccgcg
tgcaaggcct
ctgtgagcta
gaagtcaagg
gagagcgtcg
gtgggccgeg
cggacccccg
gccggtatgg
gccgagctga
cccttcggeg
gtctacaacg
atcatcacct
gcgtgcaagg
ggcatccggt
ccgaaggaga
atggacatcg
gcgaacatcc
atcgaggtct
gcggagttcg
gcggccctga
accggcggec
gagctgggca
aagttcatgg

aactccgcgg

11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260



agaccatcga
aggacgaccc
aggaagtcct
ccaaggagct
agcccctgceg
ccgagcggat
ccccgctcca
cctacatcac
aggtgggcgg
ccgcggagtc
gcggcgtggt
ccgagatcgc
agctggaggc
ccgcgctgat
cctgcgagaa
tggaggggcc
tccggatcaa
acgccgtggg
gcgccgcgaa
ccatgtgacc
cgacatgatc
ggtggaagac
catgggtctc
cgaccacgac
tatcgccatg
gacccccgtc
cgccacccac
ccaggtggcg
gaaatttaaa
<210>
<211>

<212>
<213>

63
8844
DNA

<220>
<223>

catctaccgc
caacgaggtc
gctcgacgcg
gatcatcgag
ggtgggcggc
cttcaagtac
gaacgtgggc
cacctgcccc
cgccggcgtg
cgtcgccgag
ctggtcgatc
catcggcgag
ccacctggag
cgacgtgccc
gggctacgac
gttctacgcc
cggcaacatg
cctggacgcg
cggcttcgec
cgggaaagga
aaggcccagc
ctgaacaagc
cgggtggcgc
gccatcggeg
cgggtggacg
gtcgagttca
aacctggaaa

ctggacatgg

gacctgggcg
tggaccttcc

atccagaagc
gacggcgccg
aaggccgtca
tcgtggttcg
gacggcctgg
atcctggccg
aaccccggcg
aacatcggcg
ctgagccagg
ttcgtggtct
tccggectgg
gtggacacct
gacgcgttca
atccccctgg
caggtggtgg
accggcctct
cacacctccg
tccaaaggtg
tgaaccggat
tcctecggtgt
tccccaagtce
cctacaaggc
acttcgacgc
accacggtaa
tcgcggtgaa
gtgtcgactg

Secuencia artificial

tggtctacaa
acctcccgga
tggacgtgga
tggtcggegt
tcctggcecac
cccecggecgce
acctcgccect
ccggtggecg
tctggatcaa
acatcggcac
ccgacatcga
accacaagcc
tgaagaaggc
tcgtcgcecac
tgaagaagcc
cgaccggcac
acgccgacta
acggcgactc
gccgcatcgce
gggtaaccag
cgccctgegce
gacgttctac
cggtgggatc
cctccagacc
cgccaaggag
gttccgcgaa
cgagttcccc

gaccgacgtc

inserto para plasmido pIGM-GEN
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ggcctgcgac
gggcctgggc
catcttcacc
ggtcgcggag
cggcggcatg
atacaacatg
gagcgccggce
ggacatgacc
caagaccggt
ctactacggc
ccgectegtce
gatggagcgg
cggctcgttc
catggcggac
ccagtacctg
catgggctcc
caacgcgatc
gtacaacatg
cgcccgcecac
gctaacctcc
gcggccgacg
ggcccctacg
gaggtgatgg
gtcggtgaag
cacttcgcga
atgatcttcc
gacgcgaacg

tgcgactggg
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atcgccgcgg
gcccactgcec
tcgaccccgg
tccgacggceg
ggcagctccc
aacaccctca
gcggacccga
atggacagcc
cgccgctteg
aagcagcccg
gccgagggct
ctccccatcg
gaggagctgg
tacaacgagg
cggcccatgg
gccggeggea
cccggectct
gaggtccccg
gccatctcca
cgtaggagga
ccgacaaggc
acgacgaaca
cccccatgea
gtatctccgg
gcctcgggct
cccecccagec

gggcggccat

acgccaagta

13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
14950



<400> 63
gcttgcgagt

atcgcaggtg
acgcggtcca
tctagccaga
cagtcccaga
gaagccatcg
gcgcgegecc
acgaccggct
cagcagaacc
gccecgegcecc
cccgaaacca
gcccagggca
ctccagggcc
atggaccgcc
aacggcacct
atcgacgccg
gcctggcacc
cgcctecgecc
cgcctcaccg
cgcgtcgtcc
gtgacctgcg
cccgecctec
aacgccgccc
gagaagctga
ggcttcatgg
accccggtct
ggtaccatcg
atcctcgcecc
ggctggtccc
cgcgccgacc
tcggccgecg
ccgtaggagg
atccacgacg

ggcaccgacg

gtccgttcga
cacgcggtcg
cacgtggcac
tctggtgggg
ccgcgaagga
ccacccaccg
acgcccgect
tcggtccect
tcatctacca
tcatgctcgce
tcgaccgcat
ccgtcggggce
gcgggcgeat
tctgcgggyag
ccgccatgac
ccctccgeca
ccgecgttegce
aggccctgga
ccgccgacct
cccagctcgt
agctgaactc
acggtggcaa
tcgtgaccct
acaagggcct
gggcccaggt
ccgtccagtc
ccgcccgecg
tcgecctege
tgaccgcccg
gcccgcetcgce
ccgacccccc
acgacatgtt
cggtgctcgg

gcaccaccct

gtggcggcett
atcttgacgg
cgcgatgctg
taaccaggct
ctgcctcgec
ctcccgceatc
ggagcacgcc
cgccaaccgc
cctggccacc
ccggctcaac
cgtcgccgtg
ctccggcgac
gatcgacccc
cccecctgacc
cgccatcgec
ctccgeegtce
cgaactgcgc
€ggcgcegggc
ccgccccgaa
cggcgccgtg
cgtcaccgac
cttcatgggc
cgccggcectce
cccecgegttce
caccgccacc
cctcagcacc
ggcccgegec
ccaggccatg
cgacctccgce
cggccacatc
cgcctagaaa
ccggtcggag
€ggcgceggeg

cacctacgag

ES 2 590 221 Bl

gcgcccgatg
ctggcgagag
ttgtgggcac
aacctcccgt
ctggacggcg
tccgtgaccc
atcgccgaac
ctgatcgggg
ggcgtcggcc
tccatcctcc
ctgaacgccg
ctcacccccc
tccggecgeg
ctcgcecgecc
gccctcaccg
ctgatggaag
ccccaccccg
cgcgtgtgec
gaccaccccg
tgggacaccc
aacccgatct
gtccacgtcg
gtcgagcgcc
ctccacggtg
gccctecteg
aacggcgcga
cagctgctcc
gacctgctcg
gaccgcatcc
gaagccgtcg
ctgcagaggt
tacgcggacg
gccttegget

caggtcgacc

ctagtcgcgg
gtgcggggag
aatcgtgccg
aggaggacga
ccctcaccct
ccgccctecg
agcgccacat
ccgaccaggg
ccaagctctc
agggcgcectc
ggttcgcccc
tggcccacat
tgcaggaagc
gcgacggcect
gcgtcgaggc
tcctgteccgg
gtcagctgcg
gcaccctcac
cccaggacgc
tcgactggca
tcccggaagg
ccctggectc
agatcgcccg
gccaggccgg
ccgaaatgcg
accaggacgt
ccctgtccca
acgacccgga
gcgccgtcetce
cccagggcect
ggggtaacca
tcccgeccgt
cgacccccgce

gcttccaccg
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ttgatcggcg
gatctgaccg
gttggtagga
catgaccctc
ggtccagtgc
cgaacgctgc
ctacggcatc
cgcggaactc
ctgggccgaa
cggtgcgtcc
cgaagtgccg
ggtcctcgeg
cggcgccgtg
cgccctegtce
cgcccgegeg
ccacgccgag
cgccaccgaa
cgccgcecgg
ctactccctc
cgaccgggtc
ctgcgecgtc
cgacgcgctg
cctgaccgac
cctccagtcc
cgcgaacgcc
cgtctccatg
gatccaggcc
gggccaggcc
gcccggectc
gcgccacccc
ggctaacctc
ggacctgccc
cctgatcgac

tcgcgtggcec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



gccgcactgg
accgtggcect
gtccaccccc
tggatcgtga
ggcgtccagg
ctggcctcca
ctgccgtact
atcgccacca
ctggcggtcc
cgcctgggeg
atccagaacc
aagcaccccc
gcgccgetgg
ggccaggcgt
atggcggacg
gtgtccctga
cggggccccc
gacgaggaag
ttcgtggtgg
gagctggagg
tacgacgacg
ggcctggegg
gtgcgtcgcg
cgccagctcc
gaggacgaca
gccaccgtca
ccggactact
aagcgcatgt
ctcaaggaga
atggtcgtga
tggggccage
atgcccggeg
tacatgatgt

ctggccgaga

cggagaccgg
tccccctggce
tggcgaccgc
ccgtctecccc
agatcctcgt
ccgcccccga
cgtccggcac
acctggccca
tcccgttett
ccaccgtggt
accgcatcac
tcgtcgegga
acgcccgcect
acggcatgac
caccgccggg
ccgaccccgg
agatcatgaa
gctggctgca
accgcgtcaa
cccacctgct
acggcaacga
agtcggagat
tcaccttcgt
gcgagccccg
aaatggtcag
tggccatcgg
acttccgcat
gcgacaagtc
acccgtcggt
tggaggtgcc
ccaagtccaa
ccgactacca
accagcaggg

acaacaaggg

cgtgcgcaag
cttctacgcc
cgaggagttc
gctgctctcg
gtgcgactcg
gcccagegtc
caccggcacc
gctggagccc
ccacatctac
ggtcctgcecc
ctccctgtac
ctacgacctg
cgccgeggec
cgagctgtcc
caccgtgggc
caccgacctc
gggctacctc
caccggcgac
ggagctgatc
cacccacccc
ggtgccccac
catgatgtac
ggacgccgtc
ctgagagctc
cgtcgaggag
caccgccacc
caccaactcc
gatgatcaag
ctgcgcctac
gaagctcggc
gatcacccac
gctcaccaag
ctgcttcgece

tgcccgcegtc

ES 2 590 221 Bl

ggcgacgtgc
gccacccggg
gccaagcagc
accgcccgtc
gccccecggec
gccatcgacc
ccgaagggcyg
tcgatgeccgt
ggcctgaccg
cggttcgacc
gtggcaccgc
tcctcectgce
tgctcccagce
ccgggcaccc
cgcctgatcg
ccggecggtg
ggccggeccg
gtgggccacg
aagtacaagg
ggcgtggcgg
gccttcgtgg
gtggcggage
ccccgegecg
aggtggggta
atccgccagg
ccgcccaact
gagcacatga
aagcggtaca
atggccccca
aaggaagccg
ctgatcttct
ctgctgggcc

ggtggcaccg
ctcgtcgtgt

tcgccctceca
ccggcgcecag
tcaaggacag
gcgcggcecga
accgctccect
ccgcggagga
tgatgctcac
cggcccccgg
ccctcatgaa
tggagcagtt
cgatcgtgct
ggtacatcgt
ggctgggect
acgtggtccc
ccggcaccga
agtccggcga
acgccaccgc
tggacgcgga
gcttccaggt
acgcggecgt
tccgecagec
gggtggcccc
cctccggcaa
accaggctaa
cccagcgcgce
gcgtcgacca
ccgagctgaa
tgtacctgaa
gcctggacgc
cgaccaaggc
gcaccacctc
tccgecccag
tgctgcgect
gctcggagat
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ctcccccaac
cgtgaccacc
cgcggceceegg
gctggcgggc
ggtcgacatg
cgtggcggcec
ccaccgccag
cgaccgggtg
cgcgcccctg
cctecgeggec
cgccctggec
gagcgcggcec
cccgeecgtce
gctcgacgcg
gatgcgcatc
gatcctgatc
ggccatgatc
cggctggctg
ggcccccgceg
ggtcggegeg
ggccgcaccc
ctacaagcgg
gatcctccgc
cctcccgtag
cgagggcccc
gagcacctac
ggagaagttc
cgaggagatc
ccggcaggac
catcaaggag
gggcgtggac
cgtcaagcgg
ggccaaggac

caccgccgtg

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080



accttccggg
gacggcgccg
cagctcgtgt
ctgcgcgagg
aacatcgaga
atcttctgga
ggcctcaagc
tcctcggect
ctgggcacca
accgtcgaga
taaccaggct
ggagttcctc
cggtggcgcc
cggcgtctac
cagcgaggag
gaagctcatc
catggagaac
cgcaatcgag
gttctaccgc
cccggagaag
catgatcggc
ggcggtgctc
aacctcccgt
aacccgccct
aagctgctcc
tcgttcgget
cagacccacg
acctacgaca
ctgatcatga
cagcagatcc
gacgtgaccg
gaggccgagg
ctgaccgact

gacgacatcc

gccccaccga
cggccgtcat
ggaccgccca
tcggcctcac
aggcgctggt
tcgcccaccc
ccgagaagat
gcgtgctgtt
ccggcgaggg
ccgtcgtget
aacctcccgt
gagttccccg
ggcgagcggg
ctggaggaca
ctggtccaca
cgcggctcga
tgcgtggcgce
aagttcgcgg
cagtccccgg
gaagccgccg
gagcacgccg
tcccacggea
aggaggacga
cgcccaagec
actacgccct
ccatgcccac
aggcgacctc
acagcgtcgc
acgacctgct
ggaagttcct
aggagctgct
agatccggga
tcatctggec

tgaacaagtt

cacccacctg
cgtgggcagc
gaccatcctg
cttccacctg
cgaggccttc
gggtggcccg
ggaggccacc
catcctcgac
cctggactgg
ccgcagcgtg
aggaggacga
ccgtcgtgac
gcctgaccat
aggcggtgcec
ccctccactt
agatcctgcc
acatgaagtc
aggccttcaa
acggcatcct
tcatcgagaa
tgagccccga
tcatcgtctg
catgccgtcg
ccgcctecccc
gatcgacctc
cgtggtggcc
gttcaacacc
gatggtgccc
caacgccacc
gcgggtcatg
caagtggacc
catcgcccgce
cctgaagtac

cgacccggtc
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gacagcctcg
gacccgctcc
ccggactcgg
ctcaaggacg
cagcccctcg
gccatcctgg
cgccacgtcc
cagatgcgga
ggcgtgctct
accgtgtgag
caaaatggcg
cagccccgceg
cgagggcaag
gtcgctcgeg
ctaccgcgac
cctggecggce
cgtgggcacc
gaacgtcaac
gggcctctcc
caaggcggtc
cctcaagcgg
agataattca
gcgaagtcca
ttcatcggec
tcgaagaagc
tccacccccg
cggttccaga
ttcggcccgt
accgtgaaca
gcccagagcg
aacagcacca
gaggtcctga
ctcaaggtcg

gtggagcgceg

tgggccaggc
ccgtcgagaa
agggcgccat
tgccgggect
gcatcagcga
accaggtgga
tctcggagta
agaagtcgat
tcggcttcgg
aattcatcta
accatcagcg
tccggcaaga
ttcatcaagt
gccaagtgga
atcatctccg
gcggagtaca
tacggcgacg
ttcgcccecg
ttctcggagg
tcggcggecg
tccctggegt
9g9aggtgggg
aggccctgeg
acctgcacct
acggcccgct
agctgttcaa
ccagcgccat
actggaagtt
agctgcggec
ccgaggccca
tctccatgat
aaatcttcgg
gcaagtacga

tcatcaagaa
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cctgttcggce
gccgcetgttce
cgacggccac
gatctccaag
ctacaactcc
ggcgaagctg
cggcaacatg
cgagaacggc
cccecggcectg
gaaggtgggg
ccgtgcaggt
cctacttcct
tcaccggcat
agggcaagac
gcccgttcga
gcaagaaggt
cggaggccgc
gcgccagcegt
acgcgaccat
tgctggagac
cgcggctccc
taaccaggct
gcacctcccc
gctcaaggac
gttctccctc
gctgttcctc
ccgtcgectg
cgtccgcaag
cctccgceacc
gaagccgctg
gatgctgggc
cgagtactcc
gaagcggatc
gcgccgggag

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120



atcgtgcgtc
gacaccctgc
atcaagggcc
gagtgggccc
gtctactccg
tacatccggg
cgcaagtgca
ctcttcaacg
cggcccgagce
ggccagcact
ctggccacct
gtgctgggcc
cgggccggcec
ggcgtggect
gacgaggaag
acccagaccg
tacgagaagg
tacgaggaga
ggcgagccca
cggggcatct
gagcacttca
cgcctggtgce
tggaaggagt
accgtgtcga
accgtcacct
atccaccacc
gaccgctcgt
ggcgaccacg
ctgctgggcc
ccgctgggct
gcccactacg
cacaccagcg
gacgagtaca

ttcccctegg

gccgcaagaa
tcgagttcgce
tggtcgtgga
tggccgagcet
tggtgggcaa
ccatcgtcaa
ccgaggagtg
tctggcaggt
gcttcctgga
tccagctget
ccggcatggce
cccagggcca
tgaccgtgcc
cgaagctgct
acgaggtgga
gcaccgccga
ccgcggtcaa
agctgaagaa
ccgacaacgc
ggctccagca
acaagatcgg
ccctgggect
cgctgtggtc
ccccctacaa
cgtgcaacga
cctgccgggt
gcatccacct
tgggcgtgtt
aggacctgga
cctcgctecc
ccgacctgct
agccctccga
gcaagtggct

CCaagccccc

cggcgaggtg
ggaggacgag
cttcttcteg
gatcaacaac
ggaccgcctc
ggagaccttc
cgagatcaac
cggccgggac
gaccggcgcc
cccctteggce
caccctgctc
gatcctcaag
ccgcgeccac
ctccaccggc
cgccggctcc
gggcttcgcc
ggtggcggac
ggagtccctc
cgcgcggttc
gctcacctac
caagatcgtg
cggcgacgac
ggagctggac
ggccgcgatc
caaccacctg
gaacatcgcg
ggagttcgac
cgcggagaac
cctecgtgttc
gcccccgttce
gaacccgccg
ggccgaccgc
ggtcggctcg
gctcggegtc
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gtggagggcg
accatggaga
gccggcaccg
cccecgggtec
gtcgacgagg
cgcatgcacc
ggctacgtca
ccgaagtact
gagggcgagg
agcggcecgtc
gcctcgetga
ggcgacgacg
agcctggtct
ggcagccacg
ggcaagaccc
aaggcgctcg
ctggacgact
gcgttcttca
tacaagtggt
ggcgtcttcg
gacgaggagc
gaccagtcga
cagctgctcc
ccggagtacc
aacgtcgcga
gcccageggg
atctccggca
ggcgacgaga
tcgatccaca
cccggeccgt
cgcaaggcgt
ctgaccttcc
cagcgcagcc

ttcttcgecg

aggcctccgg
tcaagatcac
acagcaccgc
tccagaaggc
tggacaccca
cgcccctgece
tcccggaggg
gggaccgccc
cgggccccct
gcatgtgccc
tccagtgcett
ccaaggtctc
gcgtgccget
gtggccacag
gggtggccat
ccgaggagat
acgccatgga
tgctcgccac
tcaccgaggg
gcctgggcaa
tgtcggagca
tcgaggacga
gggacgagga
gcgtcgtgat
acggcaacgc
agctgcacaa
ccggcatcat
ccgtggagga
ccaacaacga
gcaccctccg
ccctggtcgce
tcagctcccc
tgctcgaggt
cggtggcccc

Pagina 100

cgtcttcctg
caaggagcag
cgtggccacc
ccgggaggaa
gaacctgccc
cgtggtgaag
cgccctggtg
ctccgagttc
ggacctccgg
cggcgtcaac
cgacctccag
catggaggag
cgcgcgceatc
cacccatatg
cttcttcggce
caaggcgcgc
cgacgaccag
ctacggcgac
caaggacgag
ccggcagtac
gggcgccaag
cttcgtcgeg
cgacgtcaac
ccacgactcc
cgtgttcgac
gcccgagtcg
ctacgagacc
agccggcaag
ggacggcacc
gttcgccctg
cctcgecgeg
gcagggcaag
gatggccgag

gcacctccag

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160



ccccggtact
tgcgccctgg
tggatgaaga
atccgcacct
ccgggcaccg
gacgcggtgc
ttcatctacg
gtcaccttct
gccgcgaacc
aagggcatgg
gtggactcga
cgggacgtgt
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

64
6979
DNA

64

actccatctc
tctgcggecc

acggcatccc

cgaacttcaa

gcctggeccc
agctgggcecc
aggacgagct
cccgcgaggg
tgtggaacct

cccgggacgt

gcaaggccga

ggtgatttga

ctccteccccg
cacccccacc
cctggagaag
gctgcccgeg
cttccggggc
ggccctgcetc
gaagaacttc
ccccgagaag
catctcccag
gcaccgcacc
ggcgatcgtg
attc

Secuencia artificial

cgcttctccc
ggccgcatcc
agccgggact
gaccacagca
ttcctccagg
ttcttcgget
atggagcagg
gagtacgtgc
ggcggctacc
ctgcacacca

aagaagctcc

inserto para plasmido pIGM-ERY

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggce ttgcgcccga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgcegegc
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc

aggcctggcea

tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcegce
cctctgcggg
ctccgccatg
cgcccteccgce

ccccgegttc

cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg

gccgaactgc

ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtcgg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga

gcccccaccc

ES 2 590 221 Bl

cgcagaaggt
acaagggcgt
gctcctgggce
tccccatcat
agcgcctggce
gccggaaccg
gcgccctgag
agcacaagat
tctacgtctg

tcgtccagca

agatggacgg

tgctagtcgc
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcec
cgggttcgcc
cctggcccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc

cggtcagctg

Pagina 101

ccacgtgacc
gtgctcgacc
gccgatcttc
catggtgggc
cctgaaggaa
ccagatggac
cgagctgatc
gatggacaag
cggcgacgcc
gcaggagaac

ccgctacctg

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggcegecg
ctcgcecteg
gccgeccgeg
ggccacgccg

cgcgccaccg

8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8844

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgeect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect

tccggggecc

ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetc
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeccgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgecccgctce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttccccctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttce
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc

ccagatcatg

gacggcgegg
ctccgeeecg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggcecaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc

aagggctacc

ES 2 590 221 Bl

gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctgcet
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgecctgat
tcccggecgg
tcggccggec

ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggc
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgcectc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgceggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc

cgacgccacc

Pagina 102

accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgecceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcgg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga

gcggccatga

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcectggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcge
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
atctagaagg
cagcgccgtg
caagacctac
caagttcacc
gtggaagggc
ctccggcececg

gtacagcaag

aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgc
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
tggggtaacc
caggtggagt
ttcctcggtg
ggcatcggcg
aagaccagcg
ttcgagaagc

aaggtcatgg

cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggcec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
aggctaacct
tcctcgagtt
gcgccggega
tctacctgga
aggagctggt
tcatccgegg

agaactgcgt

ES 2 590 221 Bl

acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcgtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
cccgtaggag
ccccgecgtce
gcggggcectg
ggacaaggcg

ccacaccctc
ctcgaagatc

ggcgcacatg

cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcec
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgeccc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
gacgacaaaa
gtgaccagcc
accatcgagg
gtgccgtcgce
cacttctacc
ctgcccctgg

aagtccgtgg

Pagina 103

gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
tggcgaccat
ccgcgteccgg
gcaagttcat
tcgcggecaa
gcgacatcat
ccggcgegga

gcacctacgg

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



cgacgcggag
cccecggegec
ggaggacgcg
ggccgtgctg
ggcgtcgcegg
taaccaggct
cgcgaccgtc
caaccggctg
caccaagccc
ccggctggge
gaagatccac
gtacaactac
gatcagctcc
ggaagaggtc
gggccagctc
cctgttcggce
gatggccctg
cctccagggc
ctcgatcctg
cacgctcatc
ggagatcaag
ggtggactgg
agagctggac
cccctacctc
gctgccgcac
caccctcctg
cgccttcaag
ctcggacttc
gggcctccgce
ggccggtggce
gcgcgecgtg
gggctcgggc

<210>
<211>

65
365

gccgccgcaa
agcgtgttct
accatcccgg
gagaccatga
ctcccggegg
aacctcccgt
ctcttcctga
ccgeccgggtce
caccgcacgc
ttcgtggacg
gacgccaact
caggacctgg
gtccacctct
ggcaccctca
gtcaacatgt
gccgacgegg
gcgggcgtgt
gtcgccggea
aaggagcacg
tcgctgaagg
gccctgetcc
gccatcgcgg
atcgtggtcg
caggcggtca
atcgcctccg
acgaacatct
ccggagcggt
gagctgatcc
accatccagt
gtcacccccg
ccgctggtcg

tgactcgag

tcgagaagtt
accgccagtc
agaaggaagc
tcggcgagea
tgctctccca
aggaggacga
tccteccgeat
cgaacccctg
tgtccgccat
tcgtggtcgce
tcgegtcecg
tcttecgeecc
tctccgecaa
cgcgcgaget
gcgtggtcaa
accacaaggc
tcaacatcgg
agatgaagcg
agatgaacgg
gcaccgacct
tgaacatgtt
agctgatccg
gccgcgaccg
tcaaggagaa
agtcgtgcga
gggccatcgc
tcctgccggg
cgttcggcgce
tcctcaccgce
agaagctgaa

tccaccccaa

ES 2 590 221 Bl

cgcggaggcc
cccggacggce
cgccgtcatc
cgccgtgagce
cggcatcatc
catggccacc
cttctcccac
gccgatcatc
ggtcaccacg
cgcgtccaag
cccgcccaac
gtacggccac
ggcgctggag
ggtgcgggtc
cgccctgggce
ggacgagttc
cgacttcgtc
cctgcacaag
ccaggaccag
cgacggcgac
caccgccggce
ccacccggac
gccggtgaac
cttccgectg
gatcaacggc
gcgcgacccc
tggcgagaag
cggccgtcgce
cacgctggtg
catggaggag
gccgcggcetc

ttcaagaacg
atcctgggcc
gagaacaagg
cccgacctca
gtctgagata
ctcttcctga
cgtcgcaacc
ggcaacctgc
tacggcccga
tcggtcgecg
tcgggcgceca
cgctggcggc
gacttcaagc
ggcaccaagc
cgcgagatga
cggtccatgg
ccgtcgetgg
cggttcgacg
aagcacaccg
ggcggctccc
accgacacgt
atcatggtca
gagtccgaca
cacccgccca
taccacatcc
gaccagtggt
tccggegtygg
atctgcgcgg
cagggcttcg
tcctacggec

gcgcccaacg

Pagina 104

tcaacttcgc
tctccttctc
cggtctcggce
agcggtccct
aaaggtgggg
cgatcctgct
gctcgcacaa
cgcacatggg
tcctgcacct
agcagttcct
agcacatggc
tgctccgcaa
acgtgcggca
cggtgaacct
tcggccgtcg
tcaccgagat
actggctgga
cgttcctctc
acatgctgtc
tgaccgacac
ccgcgtcgac
aggcccagga
tcgcccaget
cccecectctce
cgaagggctc
cggaccccct
acgtcaaggg
gcctcteect
actgggagct
tgaccctcca

tctacggect

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
6979



ES 2 590 221 Bl

<212> PRT
<213> Petroselinum crispum
<400> 65

Met Ala Pro Thr Thr Ile Thr Ala Leu Ala Lys Glu Lys Thr Leu Asn
1 5 10 15

Leu Asp Phe val Arg Asp Glu Asp Glu Arg Pro Lys val Ala Tyr Asn
20 25 30

Gln Phe Ser Asn Glu ITe Pro Ile Ile Ser Leu Ala Gly Leu Asp Asp
35 40 45

Asp Ser Asp Gly Arg Arg Pro Glu ITe Cys Arg Lys Ile val Lys Ala
50 55 60

Cys Glu Asp Trp Gly Ile Phe GIn val val Asp His Gly Ile Asp Ser
65 70 75 80

Gly Leu Ile Ser Glu Met Thr Arg Leu Ser Arg Glu Phe Phe Ala Leu
85 90 95

Pro Ala Glu Glu Lys Leu Glu Tyr Asp Thr Thr Gly Gly Lys Arg Gly
100 105 110

Gly Phe Thr ITe Ser Thr val Leu GIn Gly Asp Asp Ala Met Asp Trp
115 120 125

Arg Glu Phe val Thr Tyr Phe Ser Tyr Pro Ile Asn Ala Arg Asp Tyr
130 135 140

Ser Arg Trp Pro Lys Lys Pro Glu Gly Trp Arg Ser Thr Thr Glu val
145 150 155 160

Tyr Ser Glu Lys Leu Met val Leu Gly Ala Lys Leu Leu Glu val Leu
165 170 175

Ser Glu Ala Met Gly Leu Glu Lys Gly Asp Leu Thr Lys Ala Cys val
180 185 190

Asp Met Glu Gln Lys val Leu Ile Asn Tyr Tyr Pro Thr Cys Pro GIn
195 200 205

Pro Asp Leu Thr Leu Gly val Arg Arg His Thr Asp Pro Gly Thr Ile
210 215 220

Thr Ile Leu Leu GIn Asp Met val Gly Gly Leu Gln Ala Thr Arg Asp
225 230 235 240

Gly Gly Lys Thr Trp Ile Thr val Gln Pro val Glu Gly Ala Phe val
245 250 255

Pagina 105



val Asn Leu

Ala

Asn

Ala
290

Ile

ITle Arg

Glu Met

Arg Lys Lys

Glu Met

355

Leu

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

<400> 66
atggctccta

66
1098
DNA

agggatgaag
atttctttag
atagttaagg
ggcttgattt
aaacttgagt
cagggtgacg
gctcgggact
tatagcgaga
gggcttgaga
aattactatc
ccaggtacta
ggtggcaaaa
gatcatggtc
aattcaacct
gtatatccat

gctgaaatgt

Gly Asp

His Gln
Gln

Phe

Glu Gly

Ala

Asn

Glu

Gly

val
280

val

Pro Ala

295

Lys Ala

310

Tyr Lys

Leu Ala

340

Lys Ser

caacaataac
acgagcgtcc
ccggtttgga
cttgtgaaga
ccgagatgac
atgatacaac
acgctatgga
actcaagatg
agttaatggt
aaggggatct
ccacgtgccc
ttaccattct
cttggattac
attatttgag
ctagcagatt
taaagatcag

ataagaaatg

Lys

Lys

Lys

Cys Met

Glu

Lys

Ala
360

Ser

Petroselinum crispum

cgcattagcc
caaagttgct
tgacgattct
ctggggaatt
tcgtctttct
tgggggaaag
ttggcgtgag
gcctaaaaag
gctaggtgcc
tactaaggct
ccaacccgac
acttcaggac
tgttcagcct
caatggaagg
gtcaattgca
ggagggagag

catgactaaa

ES 2 590 221 Bl

Tyr Leu Ser

265

Asn Ser Thr

Gln Asn Ala

Ile Leu Asp

315

Thr

Gln
345

Asp Glu Asn

aaggagaaaa
tacaatcaat
gatggcagga
ttccaagtgg
cgtgaattct
agaggcggct
ttcgttactt
cccgaaggat
aagttactgg
tgtgtggata
ttgacacttg
atggttggtg
gtggagggag
ttcaggaatg
actttccaga
aaggcaattc

catattgagg

Asn Gly

Ser
285

sSer Arg

ITe val

300

Tyr

Glu Ala

ITe Glu val

Glu

Asp

Ala
365

Leu

cactaaactt
tcagcaatga
gacccgagat
ttgatcatgg
ttgctttgec
ttactatatc
acttttcgta
ggagatcaac
aagtgttatc
tggaacagaa
gagtcagaag
ggttacaagc
cttttgttgt
ctgaccacca
acccggctca
tggatgaggc
tggctactcg

Pagina 106

Phe Arg

Leu Ser

Pro Leu

Thr Tyr

320

Ala Thr

335

Ala Lys

ggactttgtg
aattcccatt
atgtcgcaaa
tattgacagc
tgctgaggaa
cactgttctt
cccaatcaat
cacggaggtt
agaggccatg
agtgttaatt
gcatacggat
caccagggac
caatttgggc
agcagtagtg
gaatgcgata
catcacctac

gaagaaattg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



gccaaggaga aaaggttgca agacgagaaa

gatgaaaatt tagcttag

<210> 67

<211> 1098
<212> DNA
<213>

<400> 67

secuencia artificial

atggccccga ccacgatcac cgccctggeg

cgcgacgagg
atctcgctgg
atcgtcaagg
ggcctgatct
aagctggagt
cagggcgacg
gcgcgcgact
tactcggaga
ggcctggaga
aactactacc
cccggcacca
ggcggcaaga
gaccacggcc
aactccacct
gtctaccccc
gcggagatgt
gcgaaggaga
gacgagaacc
<210> 68

<211> 6535
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 68

acgagcggcc
cgggcctcga
cctgcgagga
cggagatgac
acgacaccac
acgccatgga
actcgcggtg
agctgatggt
agggcgacct
cgacctgccc
tcacgatcct
cctggatcac
actacctctc
cctcgegect
tgaagatccg
acaagaagtg

agcggctcca

gaaggtggcc
cgacgactcc
ctggggcatc
ccgcctctec
gggcggcaag
ctggcgggag
gccgaagaag
gctcggegec
caccaaggcc
gcagcccgac
gctccaggac
ggtccagccg
caacggccgc
gtcgatcgcc
ggagggcgag
catgacgaag

ggacgagaag

Secuencia artificial

gccaagctgg

aaggagaaga
tacaaccagt
gacggccgtc
ttccaggtcg
cgggagttct
cgcggtggct
ttcgtgacct
cccgagggct
aagctgctgg
tgcgtcgaca
ctgacgctcg
atggtgggcg
gtggagggcg
ttccggaacg
accttccaga
aaggccatcc
cacatcgagg

gccaagctgg

inserto para plasmido pIGM-API

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggce ttgcgcccga

cgatcgcagg tgcacgcggt cgatcttgac ggctggcgag

cgacgcggtc cacacgtggc accgcgatgc tgttgtgggc

gatctagcca gatctggtgg ggtaaccagg ctaacctccc

ES 2 590 221 Bl

agatgaaatc

cgctgaacct
tctccaacga
gccccgaaat
tggaccacgg
tcgcectgec
tcaccatctc
acttctccta
ggcgctccac
aggtcctgtc
tggagcagaa
gcgtccgtcg
gcctccaggc
cgttcgtcgt
ccgaccacca
acccggccca
tcgacgaggc
tcgccacccg

agatgaagtc

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc

gtaggaggac

Pagina 107

caagagtgca

cgacttcgtc
gatccccatc
ctgccgcaag
catcgactcc
ggcggaggag
gacggtcctc
ccccatcaac
cacggaggtc
cgaggcgatg
ggtgctgatc
ccacaccgac
cacccgcgac
gaacctgggc
ggcggtcgtg
gaacgcgatc
catcacctac
caagaagctg

caagtcggcc

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag

gacatgaccc

1080
1098

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1098

60
120
180
240



tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggca
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgc
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggcetggtc
tccgegecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc

ccgtccaccc

ggtggatcgt

gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcegce
cctctgcggg
ctccgeccatg
cgcccteccgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgececgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc

gaccgtctcc

gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgegg
ctccgeeccg
gtcggcgcecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggcecaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgetct

ES 2 590 221 Bl

ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgcectcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctgct
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea

cgaccgcccg

cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcec
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcec
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggc
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac

tcgcgeggcec

Pagina 108

ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcecteg
gccgeccgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc

gagctggcgg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgectggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgcgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcctggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt

acctgcgcga

ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc

gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgcg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc

accttccacc

ES 2 590 221 Bl

cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tcccggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggegtggc
acgccttcgt
acgtggcgga
tccccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc

tgctcaagga

ccaccgctcc
ccccgceggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctggge
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcc
ggtccgccag
gcgggtggec
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgeccc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce

Pagina 109

ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgccctgg
gtgagcgcegg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcec
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggceagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc

ctgatctcca

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
agaagacgct
accagttctc
gccgtcgecc
aggtcgtgga
agttcttcgce
gtggcttcac
tgacctactt
agggctggcg
tgctggaggt
tcgacatgga
cgctcggegt
tgggcggect
agggcgcegtt
ggaacgccga
tccagaaccc
ccatcctcga
tcgaggtcgce
agctggagat
accaggctaa
agttcctcga
gtggcgeegg
gcgtctacct
gcgaggagct
agctcatccg
tggagaactg
caatcgagaa

tctaccgcca

gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
gaacctcgac
caacgagatc
cgaaatctgc
ccacggcatc
cctgccggeg
catctcgacg
ctcctacccc
ctccaccacg
cctgtccgag
gcagaaggtg
ccgtcgcecac
ccaggccacc
cgtcgtgaac
ccaccaggcg
ggcccagaac
cgaggccatc
cacccgcaag
gaagtccaag
cctcccgtag
gttccccgec
cgagcggggc
ggaggacaag
ggtccacacc
cggctcgaag
cgtggcgcac
gttcgcggag

gtccccggac

gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
ttcgtccgeg
cccatcatct
cgcaagatcg
gactccggcc
gaggagaagc
gtcctccagg
atcaacgcgc
gaggtctact
gcgatgggcc
ctgatcaact
accgaccccg
cgcgacggeg
ctgggcgacc
gtcgtgaact
gcgatcgtct
acctacgcgg
aagctggcga
tcggccgacg
gaggacgaca
gtcgtgacca
ctgaccatcg
gcggtgecgt
ctccacttct
atcctgcccc
atgaagtccg
gccttcaaga

ggcatcctgg

ES 2 590 221 Bl

tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
ccccgaccac
acgaggacga
cgctggcggg
tcaaggcctg
tgatctcgga
tggagtacga
gcgacgacgc
gcgactactc
cggagaagct
tggagaaggg
actacccgac
gcaccatcac
gcaagacctg
acggccacta
ccacctcctc
accccctgaa
agatgtacaa
aggagaagcg
agaacctggc
aaatggcgac
gccccgegtce
agggcaagtt
cgctcgeggce
accgcgacat
tggccggcgce
tgggcaccta
acgtcaactt

gcctctectt

cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
gatcaccgcc
gcggccgaag
cctcgacgac
cgaggactgg
gatgacccgc
caccacgggc
catggactgg
gcggtggcecg
gatggtgctc
cgacctcacc
ctgcccgcag
gatcctgctc
gatcacggtc
cctctccaac
gcgcctgteg
gatccgggag
gaagtgcatg
gctccaggac
gtgatctaga
catcagcgcc
cggcaagacc
catcaagttc
caagtggaag
catctccggc
ggagtacagc
cggcgacgcg
cgccceccggce

ctcggaggac

Pagina 110

gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
ctggcgaagg
gtggcctaca
gactccgacg
ggcatcttcc
ctctcccggg
ggcaagcgceg
cgggagttcg
aagaagcccg
ggcgccaagc
aaggcctgcg
cccgacctga
caggacatgg
cagccggtgg
ggccgcttcc
atcgccacct
ggcgagaagg
acgaagcaca
gagaaggcca
aggtggggta
gtgcaggtgg
tacttcctcg
accggcatcg
ggcaagacca
ccgttcgaga
aagaaggtca
gaggccgccg
gccagcgtgt

gcgaccatcc

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
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cggagaagga agccgccgtc atcgagaaca aggcggtctc ggcggccgtg ctggagacca

tgatcggcga gcacgccgtg agccccgacc tcaagcggtc cctggcgtcg cggctcccgg

cggtgctctc ccacggcatc atcgtctgag ataaaaggtg gggtaaccac tcgag

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

69
8102
DNA

<220>
<223>

<400> 69
aagcttgcga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegcegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgcgtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgc
acgagaagct
ccggcttcat

ccaccccggt

gtgtccgttc
tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggegc
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetc
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc

gggggcccag

ctccgtccag

Secuencia artificial

inserto para plasmido pLT

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggctca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcegg
ctccgeececg
gtcggegecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca

tccctcagca

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctcecggecg
ccctecgecgce
ccgcectcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect

ccaacggcgc

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg

gaaccaggac

Pagina 111

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcectcg
gccgeccgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg

gtcgtctcca

6420
6480
6535

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctcggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect
tccggggecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcctggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga

ccgccaccgt

cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcccgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctccecgttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgc
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc

catggccatc

cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg

ggcaccgcca

ES 2 590 221 Bl

cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgecctgat
tccecggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcgtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca

ccccgcccaa

cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctggge
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcec
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctcecggce
taaccaggct
ggcccagcgce

ctgcgtcgac

Pagina 112

cagatccagg
gagggccagg
tcgcccggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcegg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc

cagagcacct

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
agaagacgct
accagttctc
gccgtecgecc
aggtcgtgga
agttcttcgce
gtggcttcac
tgacctactt
agggctggcg
tgctggaggt
tcgacatgga
cgctcggegt
tgggcggcct
agggcgcgtt
ggaacgccga

tccagaaccc

ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
gaacctcgac
caacgagatc
cgaaatctgc
ccacggcatc
cctgccggeg
catctcgacg
ctcctacccc
ctccaccacg
cctgtccgag
gcagaaggtg
ccgtcgcecac
ccaggccacc
cgtcgtgaac
ccaccaggcg

ggcccagaac

atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgcg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
ttcgtccgeg
cccatcatct
cgcaagatcg
gactccggcc
gaggagaagc
gtcctccagg
atcaacgcgc
gaggtctact
gcgatgggcc
ctgatcaact
accgaccccg
cgcgacggcg
ctgggcgacc
gtcgtgaact

gcgatcgtct

ES 2 590 221 Bl

ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
ccccgaccac
acgaggacga
cgctggcggg
tcaaggcctg
tgatctcgga
tggagtacga
gcgacgacgc
gcgactactc
cggagaagct
tggagaaggg
actacccgac
gcaccatcac
gcaagacctg
acggccacta
ccacctcctc

accccctgaa

gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
gatcaccgcc
gcggccgaag
cctcgacgac
Ccgaggactgg
gatgacccgc
caccacgggc
catggactgg
gcggtggcecg
gatggtgctc
cgacctcacc
ctgcccgcag
gatcctgctc
gatcacggtc
cctctccaac
gcgcctgteg
gatccgggag
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aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
ctggcgaagg
gtggcctaca
gactccgacg
ggcatcttcc
ctctcccggg
ggcaagcgcg
cgggagttcg
aagaagcccg
ggcgccaagc
aaggcctgcg
cccgacctga
caggacatgg
cagccggtgg
ggccgcttcc

atcgccacct

ggcgagaagg

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



ccatcctcga
tcgaggtcgce
agctggagat
accaggctaa
agttcctcga
gtggcgcegg
gcgtctacct
gcgaggagct
agctcatccg
tggagaactg
caatcgagaa
tctaccgceca
cggagaagga
tgatcggcga
cggtgctctc
cgtaggagga
tgatcctccg
gtccgaaccc
cgctgtccgce
acgtcgtggt
acttcgcgtc
tggtcttcgce
tcttctecgce
tcacgcgcga
tgtgcgtggt
cggaccacaa
tgttcaacat
gcaagatgaa
acgagatgaa
agggcaccga
tcctgaacat
cggagctgat
tcggccgcga

tcatcaagga

cgaggccatc
cacccgcaag
gaagtccaag
cctcccgtag
gttccccgec
cgagcggggc
ggaggacaag
ggtccacacc
cggctcgaag
cgtggcgcac
gttcgcggag
gtccccggac
agccgecgtc
gcacgccgtg
ccacggcatc
cgacatggcc
catcttctcc
ctggccgatc
catggtcacc
cgccgegtcc
ccgcecgecc
cccgtacggce
caaggcgctg
gctggtgcgg
caacgccctg
ggcggacgag
cggcgacttc
gcgcctgcac
cggccaggac
cctcgacggc
gttcaccgcc
ccgccacccg
ccggccggtg

gaacttccgc

acctacgcgg
aagctggcga
tcggccgacg
gaggacgaca
gtcgtgacca
ctgaccatcg
gcggtgecgt
ctccacttct
atcctgcccc
atgaagtccg
gccttcaaga
ggcatcctgg
atcgagaaca
agccccgacc
atcgtctgag
accctcttcc
caccgtcgca
atcggcaacc
acgtacggcc
aagtcggtcg
aactcgggcg
caccgctggc
gaggacttca
gtcggcacca
ggccgcgaga
ttccggtcca
gtcccgtcgce
aagcggttcg
cagaagcaca
gacggcggct
ggcaccgaca
gacatcatgg
aacgagtccg

ctgcacccgc
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agatgtacaa
aggagaagcg
agaacctggc
aaatggcgac
gccccgegtc
agggcaagtt
cgctcgeggce
accgcgacat
tggccggege
tgggcaccta
acgtcaactt
gcctctectt
aggcggtctc
tcaagcggtc
ataaaaggtg
tgacgatcct
accgctcgea
tgccgcacat
cgatcctgca
ccgagcagtt
ccaagcacat
ggctgctccg
agcacgtgcg
agccggtgaa
tgatcggccg
tggtcaccga
tggactggct
acgcgttcct
ccgacatgct
ccctgaccga
cgtccgegtc
tcaaggccca
acatcgccca

ccacccccct

gaagtgcatg
gctccaggac
gtgatctaga
catcagcgcc
cggcaagacc
catcaagttc
caagtggaag
catctccggc
ggagtacagc
cggcgacgcg
cgcccccggce
ctcggaggac
ggcggccgtg
cctggegtcg
gggtaaccag
gctcgcgacc
caacaaccgg
gggcaccaag
cctccggcetg
cctgaagatc
ggcgtacaac
caagatcagc
gcaggaagag
cctgggccag
tcgectgttce
gatgatggcc
ggacctccag
ctcctcgatc
gtccacgctc
cacggagatc
gacggtggac
ggaagagctg
gctcccctac

ctcgctgecg

Pagina 114

acgaagcaca
gagaaggcca
aggtggggta
gtgcaggtgg
tacttcctcg
accggcatcg
ggcaagacca
ccgttcgaga
aagaaggtca
gaggccgecg
gccagcgtgt
gcgaccatcc
ctggagacca
cggctcccgg
gctaacctcc
gtcctcttcc
ctgccgecgg
ccccaccgea
ggcttcgtgg
cacgacgcca
taccaggacc
tccgtccacc
gtcggcaccc
ctcgtcaaca
ggcgccgacg
ctggcgggcg
ggcgtcgcecg
ctgaaggagc
atctcgctga
aaggccctgc
tgggccatcg
gacatcgtgg
ctccaggcgg

cacatcgcct

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
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ccgagtcgtg cgagatcaac ggctaccaca tcccgaaggg ctccaccctc ctgacgaaca 7740
tctgggccat cgcgcgcgac cccgaccagt ggtcggaccc cctcgecttc aagccggagce 7800
ggttcctgcc gggtggcgag aagtccggcg tggacgtcaa gggctcggac ttcgagctga 7860
tcccgttcgg cgccggecgt cgcatctgcg cgggectctc cctgggectc cgcaccatcc 7920
agttcctcac cgccacgctg gtgcagggct tcgactggga gctggccggt ggcgtcaccc 7980
CcCcgagaagct gaacatggag gagtcctacg gcctgaccct ccagcgcgcc gtgccgctgg 8040
tcgtccaccc caagccgcgg ctcgcgccca acgtctacgg cctgggectcg ggctgactcg 8100
ag 8102
<210> 70

<211> 336

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 70

Met Glu val Glu Arg val GIn Asp Ile Ser Ser Ser Ser Leu Leu Thr
1 5 10 15

Glu Ala Ile Pro Leu Glu Phe Ile Arg Ser Glu Lys Glu Gln Pro Ala
20 25 30

ITe Thr Thr Phe Arg Gly Pro Thr Pro Ala Ile Pro val val Asp Leu
35 40 45

Ser Asp Pro Asp Glu Glu Ser val Arg Arg Ala val val Lys Ala Ser
50 55 60

Glu Glu Trp Gly Leu Phe GIn val val Asn His Gly Ile Pro Thr Glu
65 70 75 80

Leu Ile Arg Arg Leu GIn Asp val Gly Arg Lys Phe Phe Glu Leu Pro
85 90 95

Ser Ser Glu Lys Glu Ser val Ala Lys Pro Glu Asp Ser Lys Asp Ile
100 105 110

Glu Gly Tyr Gly Thr Lys Leu GIn Lys Asp Pro Glu Gly Lys Lys Ala
115 120 125

Trp val Asp His Leu Phe His Arg Ile Trp Pro Pro Ser Cys val Asn
130 135 140

Tyr Arg Phe Trp Pro Lys Asn Pro Pro Glu Tyr Arg Glu val Asn Glu
145 150 155 160

Glu Tyr Ala val His val Lys Lys Leu Ser Glu Thr Leu Leu Gly Ile
165 170 175

Pagina 115



Leu Ser Asp Gly Leu Gly Leu Lys
1

Glu Ala Glu

195

Gly Gly Met Met

200

Tyr

Ala
215

Pro Pro Leu Leu

210

Cys Arg Asp

Ile Thr Leu val Pro

230

Ser Leu

225

Gly

His Phe

245

Phe Lys Asp Asp Trp Asp

Ile Gln Ile

260

Ile val His Gly Asp

Thr
280

val His Thr

275

Lys Asn Leu Arg

Glu
295

ser Pro val Phe Leu Pro

Glu Thr Gly

310

Leu Leu

305

Asp Asp

Ala Phe Lys Asp Tyr Ser

325

Tyr Arg

<210> 71

<211> 1598

<212> DNA

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 71
atggaggtcg aaagagtcca agacatttca

ttggagttca tcagatcaga gaaagaacaa

ccggcgattc ccgtcgtcga tctaagcgat

gtgaaagcga gtgaagaatg ggggctattc

ctgatacgac gtttacaaga cgtcggaaga

gaatccgtcg ctaaaccgga agattcgaaa

aaagatccag aaggtaaaaa agcttgggtc

tcatgcgtca attacagatt ctggcctaag

gaatcatcaa aaattcaaat tttgtaaacc

aggtgaatga agagtatgca gtgcatgtga

tctcggatgg attagggtta aagcgtgatg
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Arg Asp Ala
185

Met Lys Ile

Gly val Pro

val
235

Asn Glu

Glu
250

Ala Tyr

Leu Leu

265

Arg

val Asp Lys

Pro Arg Glu

Pro
315

Asn Pro

Leu Asn

330

Lys

tcttcttctc
ccagcgatca
cccgacgaag
caagtggtta
aaattcttcg
gacattgaag
gatcatctct
aatccacctg
gaagttaacc
agaagctatc

cgttgaaaga

Glu
190

Leu Lys

Asn Tyr Tyr

Ala His Thr

220

Pro Gly Leu

Ile Pro Ser

Ser Asn Gly

Glu Lys Thr

Lys Ile val

Lys Phe Lys

Lys Leu Pro

tactaacaga
caacattccg
aaagcgtgag
accacgggat
agcttccttc
gatacggaac
tccatcgaat
aatacaggta
gttggtttaa
ggagacgtta
aggtctcggc

Pagina 116

Leu
Pro Pro
Leu

Asp

val
240

Gln

Ala val

255

Arg Tyr

Arg Met
Gly

Pro

Phe
320

Pro

Leu
335

Asp

agcaatcccg
aggtccaacg
gcgcgeggtg
tccgacggag
gtcggagaaa
aaagcttcag
ctggccaccg
aaccaaaaca
tgtattaggg

ttagggattc
ggagagatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



cggagtatat
gtgtaccggc
gacttcaagt
ttgttcacat

tagattaatt

aatgggaggt
tcgtggccgg
accggagatg
aagctcaata
gtggaatagg
attgttattt
acatgttttt
gaaagagtag
tttttaatgt
cattcgctat
gaaaccaaaa
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 72
atggaggtgg

ctggagttca

72

DNA

cccgcgatcc
gtgaaggcgt
ctgatccgtc
gagtccgtgg
aaggacccgg
tcctgcgtga
gagtacgccg
ctgggcctca
atgaagatca
cacaccgacc
ttcaaggacg
ggcgaccaga

gtggacaagg

1011

gatgaagatt
tcatacagat
tttcaaagat
cggcgatcag
tataaaatgt
ataaaaatgt
ttttcttgga
ataatcctcc
aacttcctct
aagtggttcg
tatgtttaaa
attgtgttgc
gtttgtattt
gatataatct
tagacaaaag

gttggaaaaa

agcgcgtgea
tccggtcgga
cggtcgtgga
ccgaggagtg
gcctccagga
ccaagcccga
agggcaagaa
actaccggtt
tccacgtgaa
agcgggacgc
actactaccc
tgtccggcat
accactggtt
tcctgegect

agaagacccg

aactattatc
ctcagtggaa
gatcactggt
attctggtct
ttttaatgga
gttgcatagg
gcctccecegt
aaagtttaaa
ggattgagaa
ttattgagtt
ataaagatta
gatgcctttg
tgtaaatttt
atataatgaa
tatatatttt

taaagactga

secuencia artificial

ggacatctcg
gaaggagcag
cctgtccgac
gggcctgttc
cgtcggccgce
ggactcgaag
ggcgtgggtc
ctggcccaag
gaagctgtcc
cctgaaggaa
gccctgeecg
cacgctgctc
cgacgccgag
ctcgaacggc

gatgtcgtgg
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cgccgtgtcc
tcactcttct
tcgatgcaga
gaactttatt
ttggttttgt
acgacggtgg
gaaaagattg
ccgtttgctt
aaatcaatac
gttgttttcc
aaacatctac
caagttatgt
taacctgtca
acttatttct
ctggcaaaca

ttttgttt

tcgtcgtcgce
ccggccatca
cccgacgagg
caggtcgtga
aagttcttcg
gacatcgagg
gaccacctct
aacccgcccg
gagaccctgc
ggcctcggcg
cgccccgacc
gtcccgaacg
tacatcccgt
cggtacaaga

ccggtcttcc

tcggccggat
tgttcctaac
gtatattccc
atgattcttg
gaattttgca
ataaagagaa
ttggaccttt
tcaaggatta
gagaagaata
cgcggttgtg
ctacattgtg
cggaccattt
cggaaaaaaa
atccaaagtc

cactcaagtt

tgctcacgga
ccacgttccg
agtcggtccg
accacggcat
agctgccgtc
gctacggcac
tccaccgcat
agtaccgcga
tcggcatcct
gcgagatggc
tggccctcgg
aggtgcccgg
ccgcggtcat
acgtcctgca

tggagccgcc
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ttagctttag
gaagttcctg
tccgecgtca
tataaaaatg
gaggttgagt
gacgaggatg
accggaacta
cagttaccgc
atttgtggtt
tctcttgett
tgtgatgttg
ttaggcattg
tcggtgatca
caaaccgaca

gttctcaaaa

ggcgatcccg
cggtccgacc
tcgcgecgtce
cccgaccgag
ctcggagaag
gaagctccag
ctggccgcecc
ggtcaacgag
ctcggacggc
ggagtacatg
cgtcccggeg
cctccaggtc
cgtgcacatc
ccgcaccacg

ccgcgagaag

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1598

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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atcgtcggcc cgctgcccga gctgacgggc gacgacaacc cgcccaagtt caagccgttc

gcgttcaagg actactcgta ccgcaagctc aacaagctgc ccctggactg a

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

<220>
<223>

73
7598
DNA

<400> 73
aagcttgcga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegcegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggca
aacgcctcgc
ggcgcctcac
tccgcgtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt

tgggtaccat

gtgtccgttc
tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgegggegce
cctctgcggg
ctccgccatg
cgcccteccgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag

cgccgcccgce

Secuencia artificial

inserto para plasmido pKf

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggceg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcgg
ctccgecccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca

tccctcagca

cgggcccgeg

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc

cccagctgct

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
ccececgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcec
cgggttcgec
cctggcccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac

ccccctgtcc
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ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcecctcg
gccgeccgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca

cagatccagg

960
1011

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



ccatcctcgce
ccggcetggtc
tccgegecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcectc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgectggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcectggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt

acccggacta

cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgececgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttccccctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc

ctacttccgc

gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggcecaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgcegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca

atcaccaact
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tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tcccggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcegtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tccccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa

ccgagcacat

cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgegeggec
ccaccgctcc
ccccgceggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctggge
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcec
ggtccgccag
gcgggtggec
cgccteccggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac

gaccgagctg
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gagggccagg

tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgcgg
ctcgccctgg
gtgagcgcgg
ctcccgeccg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcec
cagagcacct

aaggagaagt

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
cgtcgctget
ccatcaccac
acgaggagtc
tcgtgaacca
tcttcgaget
tcgagggcta
acctcttcca
cgcccgagta
ccctgctcgg
tcggcggcga
ccgacctggc
cgaacgaggt
tccecgtecgce
acaagaacgt
tcttcctgga

aCaacccgcc

gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
cacggaggcg
gttccgeggt
ggtccgtcgce
cggcatcccg
gccgtecteg
cggcacgaag
ccgcatctgg
ccgcgaggtc
catcctctcg
gatggcggag
cctcggegtc
gcccggectc
ggtcatcgtg
cctgcaccgce
gccgecccgce

caagttcaag

tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
atcccgctgg
ccgacccccg
gccgtcgtga
accgagctga
gagaaggagt
ctccagaagg
ccgeccctect
aacgaggagt
gacggcctgg
tacatgatga
ccggcgceaca
caggtcttca
cacatcggcg
accacggtgg
gagaagatcg
ccgttcgegt

ES 2 590 221 Bl

agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctegtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
aggtggagcg
agttcatccg
cgatcccggt
aggcgtccga
tccgtcgect
ccgtggccaa
acccggaggg
gcgtgaacta
acgccgtcca
gcctcaagcg
agatcaacta
ccgacctgtc
aggacgacca
accagatcct
acaaggagaa
tcggcecget

tcaaggacta

catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctcecgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggc
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
cgtgcaggac
gtcggagaag
cgtggacctg
ggagtggggc
ccaggacgtc
gcccgaggac
caagaaggcg
ccggttctgg
cgtgaagaag
ggacgccctg
ctacccgecc
cggcatcacg
ctggttcgac
gcgcctcteg
gacccggatg
gcccgagcetg

ctcgtaccgc
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aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggegtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
atctcgtcgt
gagcagccgg
tccgaccccg
ctgttccagg
ggccgcaagt
tcgaaggaca
tgggtcgacc
cccaagaacc
ctgtccgaga
aaggaaggcc
tgcccgegec
ctgctcgtcc
gccgagtaca
aacggccggt
tcgtggecgg
acgggcgacg

aagctcaaca

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



agctgcccct
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggecgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettce
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac

<210>
<211>

74
508

ggactgatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgeccccc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtggce
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg

gagattttcg

agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccagceg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggctcc
ggtggggtaa
ccctcgecca
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgctt
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt

cgtgatttca

ES 2 590 221 Bl

gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggegce
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcttc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcgge
ggagggcgcec
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc

aaggatct

taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagcegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggcg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggc
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga

aagctccaga

Pagina 121

taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc

tgacccccaa

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7598



ES 2 590 221 Bl

<212> PRT
<213> Petunia x hybrida
<400> 74

Met val Leu Leu Ser Glu Leu Ala Ala Ala Thr Leu Ile Phe Leu Thr
1 5 10 15

Thr His Ile Phe Ile Ser Thr Leu Leu Ser Ile Thr Asn Gly Arg Arg
20 25 30

Leu Pro Pro Gly Pro Arg Gly Trp Pro val Ile Gly Ala Leu Pro Leu
35 40 45

Leu Gly Ala Met Pro His val Ser Leu Ala Lys Met Ala Lys Lys Tyr
50 55 60

Gly Ala Ile Met Tyr Leu Lys val Gly Thr Cys Gly Met val val Ala
65 70 75 80

Ser Thr Pro Asp Ala Ala Lys Ala Phe Leu Lys Thr Leu Asp Leu Asn
85 90 95

Phe Ser Asn Arg Pro Pro Asn Ala Gly Ala Thr His Leu Ala Tyr Gly
100 105 110

Ala GIn Asp Met val Phe Ala His Tyr Gly Pro Arg Trp Lys Leu Leu
115 120 125

Arg Lys Leu Ser Asn Leu His Met Leu Gly Gly Lys Ala Leu Glu Asn
130 135 140

Trp Ala Asn val Arg Ala Asn Glu Leu Gly His Met Leu Lys Ser Met
145 150 155 160

Phe Asp Met Ser Arg Glu Gly Glu Arg val val val Ala Glu Met Leu
165 170 175

Thr Phe Ala Met Ala Asn Met Ile Gly Gln val Ile Leu Ser Lys Arg
180 185 190

val Phe val Asn Lys Gly val Glu val Asn Glu Phe Lys Asp Met val
195 200 205

val Glu Leu Met Thr Thr Ala Gly Tyr Phe Asn Ile Gly Asp Phe Ile
210 215 220

Pro Cys Leu Ala Trp Met Asp Leu Gln Gly Ile Glu Lys Gly Met Lys
225 230 235 240

Arg Leu His Lys Lys Phe Asp Ala Leu Leu Thr Lys Met Phe Asp Glu
245 250 255
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ES 2590 221 B1
His Lys Ala Thr Ser Tyr Glu Arg Lys Gly Lys Pro Asp Phe Leu Asp
260 265 270

Cys val Met Glu Asn Arg Asp Asn Ser Glu Gly Glu Arg Leu Ser Thr
275 280 285

Thr Asn Ile Lys Ala Leu Leu Leu Asn Leu Phe Thr Ala Gly Thr Asp
290 295 300

Thr Ser Ser Ser Ala Ile Glu Trp Ala Leu Ala Glu Met Met Lys Asn
305 310 315 320

Pro Ala ITe Leu Lys Lys Ala Gln Gly Glu Met Asp GIn val Ile Gly
325 330 335

Asn Asn Arg Arg Leu Leu Glu Ser Asp Ile Pro Asn Leu Pro Tyr Leu
340 345 350

Arg Ala ITe Cys Lys Glu Thr Phe Arg Lys His Pro Ser Thr Pro Leu
355 360 365

Asn Leu Pro Arg Ile Ser Asn Glu Pro Cys Ile val Asp Gly Tyr Tyr
370 375 380

Ile Pro Lys Asn Thr Arg Leu Ser val Asn Ile Trp Ala ITle Gly Arg
385 390 395 400

Asp Pro Glu val Trp Glu Asn Pro Leu Glu Phe Tyr Pro Glu Arg Phe
405 410 415

Leu Ser Gly Arg Asn Ser Lys Ile Asp Pro Arg Gly Asn Asp Phe Glu
4

Leu ITe Pro Phe Gly Ala Gly Arg Arg Ile Cys Ala Gly Thr Arg Met
435 440 445

Gly Ile val Met val Glu Tyr Ile Leu Gly Thr Leu val His Ser Phe
450 455 460

Asp Trp Lys Leu Pro Ser Glu val ITe Glu Leu Asn Met Glu Glu Ala
465 470 475 480

Phe Gly Leu Ala Leu GIn Lys Ala val Pro Leu Glu Ala Met val Thr
485 490 495

Pro Arg Leu Pro ITe Asp val Tyr Ala Pro Leu Ala

500 505
<210> 75
<211> 1527
<212> DNA

Pagina 123



<213>

<400> 75
atggtgctac

atttcaactc
ccggtgatcg
gcaaaaaaat
tctacccctg
ccacctaatg
tatggaccaa
gccttagaaa
tttgatatga
gcgaatatga
gtaaatgaat
ggtgatttta
cgtttacata
agctatgaac
tctgaaggag
gctggtacag
cctgccattt
ctgctcgaat
cgaaagcacc
gatggttatt
gatcccgaag
aactcgaaga
agaatttgtg
gtccattcat
tttggattag
attgatgttt
<210>
<211>

<212>
<213>

76
1527
DNA

<220>
<223>

<400> 76

ttagtgagct
ttctttctat
gagcacttcc
atggagcaat
atgctgctaa
caggtgccac
gatggaagtt
attgggcaaa
gcagagaagg
tcggacaggt
ttaaggacat
ttccttgttt
agaagtttga
gtaaggggaa
aaaggctcag
acacttcttc
taaagaaagc
cggatatccc
cttctacacc
acataccaaa
tttgggagaa
ttgatcctcg
cagggacaag
ttgattggaa
ctttgcagaa

atgcaccttt

Petunia Xx hybrida

tgctgcagca
aactaacggc
acttttagga
catgtatctc
agcgttcttg
ccacttagcc
gctaaggaaa
tgttcgtgec
ggagagagtt
gatacttagc
ggtggtagag
agcttggatg
tgctttattg
accagatttt
tacaaccaac
tagtgcaata
acaaggagaa
aaatctccct
attaaatctc
aaacactagg
cccactagag
agggaacgac
aatgggaatc
attaccaagt
agctgtccct

agcttga

Secuencia artificial

F3'5'H optimizada

accttaatct
cggcgtctcc
gccatgccac
aaagttggaa
aaaacacttg
tatggtgctc
ttaagcaact
aatgagctag
gtggtggcgg
aaaagagtat
ttaatgacaa
gatttacaag
acaaagatgt
cttgattgtg
atcaaagcac
gaatgggcac
atggatcaag
tacctccgag
cctaggatct
cttagtgtta
ttttatcctg
tttgaattga
gtaatggtgg
gaagttattg

cttgaagcta

ES 2 590 221 Bl

ttctaacaac
cgccagggcc
atgtttcctt
cgtgtggcat
atctcaactt
aagacatggt
tacatatgct
gacacatgct
agatgttgac
ttgtaaataa
cagcagggta
ggatagaaaa
ttgatgaaca
ttatggaaaa
tcttgctgaa
ttgcagagat
tcattggaaa
caatttgcaa
cgaacgaacc
acatatgggc
aaaggttctt
taccatttgg
aatatatatt
agctaaatat

tggttactcc

acatatcttc
aagagggtgg
agctaaaatg
ggtagttgct
ctccaatcgt
ttttgcacat
aggggggaaa
aaaatcgatg
atttgccatg
aggtgttgag
ttttaacatt
aggaatgaaa
caaagcaact
tagggacaat
tttgttcaca
gatgaagaac
caataggcgt
agaaacattt
atgcattgtc
aattggaaga
gagtggaaga
tgctggacga
aggaactttg
ggaagaagct

aaggctgcct

atggtgctgc tgtccgagct ggcggcggcg acgctcatct tcctgacgac gcacatcttc

atctccacgc tgctgtccat cacgaacggc cgtcgcctgc cgccgggtcc gcgcggctgg
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1527

60
120



cccgtgatceg
gcgaagaagt
tcgacgccgg
ccgcccaacg
tacggtccgce
gccctggaga
ttcgacatgt
gcgaacatga
gtcaacgagt
ggcgacttca
cgcctgcaca
tcctacgagce
tcggagggcg
gccggcaccg
ccggcgatcc
ctcctggagt
cggaagcacc
gacggctact
gaccccgagg
aactccaaga
cgcatctgcg
gtgcactcgt
ttcggecteg
atcgacgtgt
<210>
<211>

<212>
<213>

77
9183
DNA

<220>
<223>

<400> 77
aagcttgcga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca

tccagtccca

gcgcgcetgec
acggcgccat
acgccgcgaa
ccggcgcgac
gctggaagct
actgggccaa
cccgcgaggg
tcggccaggt
tcaaggacat
tccecgtgect
agaagttcga
ggaagggcaa
agcggctgtc
acacgtcctc
tcaagaaggc
cggacatccc
cgtcgacgcc
acatcccgaa
tctgggagaa
tcgacccgeg
ccggcacccg
tcgactggaa
cgctccagaa

acgccccget

gtgtccgttc
tgcacgcggt
cacacgtggc

gatctggtgg

gaccgcgaag

gctgctcggce
catgtacctg
ggccttecctg
ccacctggcc
gctccggaag
cgtccgcgeg
cgagcgggtc
catcctgtcc
ggtggtcgag
ggcctggatg
cgccctgctc
gccggacttc
caccacgaac
gtccgcgatc
ccagggcgag
gaacctgccc
cctcaacctg
gaacacccgc
cccgctggag
cggtaacgac
gatgggcatc
gctgccgtcc
ggccgtcccc

cgcctga

Secuencia artificial

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc

ggtaaccagg

ES 2 590 221 Bl

gccatgcccc
aaggtcggca
aagaccctcg
tacggcgcgce
ctctcgaacc
aacgagctgg
gtggtcgccg
aagcgggtgt
ctgatgacca
gacctccagg
accaagatgt
ctggactgcg
atcaaggcgc
gagtgggcgc
atggaccagg
tacctccgcg
ccgcgecatct
ctgtccgtga
ttctaccccg
ttcgagctga
gtgatggtcg
gaggtcatcg
ctggaggcca

inserto para plasmido pMIR

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc

ctaacctccc

acgtctccct
cctgcggeat
acctgaactt
aggacatggt
tgcacatgct
gccacatgct
agatgctgac
tcgtcaacaa
cggccggcta
gcatcgagaa
tcgacgagca
tcatggagaa
tgctcctgaa
tggcggagat
tgatcggcaa
ccatctgcaa
ccaacgagcc
acatctgggc
agcgcttect
tccccttegg
agtacatcct
agctgaacat

tggtgacccc

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc

gtaggaggac

gactgcctcg ccctggacgg cgccctcacc
Pagina 125

cgccaagatg
ggtcgtggcg
ctccaaccgc
gttcgcccac
cggcggcaag
caagtcgatg
cttcgccatg
gggcgtggag
cttcaacatc
gggcatgaag
caaggcgacg
ccgcgacaac
cctgttcacc
gatgaagaac
caaccgtcgc
ggagacgttc
ctgcatcgtc
catcggccgg
ctcgggeegg
cgcgggecgt
gggcacgctc
ggaggaagcc

ccggctgecc

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc

ctggtccagt

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1527

60
120
180
240
300



gcgaagccat
gcgcgcegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca

cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcegce
cctctgcggg
ctccgeccatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeccgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcccgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc

ggagatcctc

cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggctca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcgg
ctccgeeccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgca
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct

gtgtgcgact

ES 2 590 221 Bl

tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtcgg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg

cggcccccgg

cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggc
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggc
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec

ccaccgctcc
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cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcecctcg
gccgeccgceg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgccc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgteccct
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcectggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga

agaacatcga

caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttce
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg

gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc

gtcgaggcct

ES 2 590 221 Bl

tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tccecggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcgtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga

tccagcccct

ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggcetgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcc
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctcecggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcc
cgtgccgggce

cggcatcagc

Pagina 127

gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcgg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctgge
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggec
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgttcg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca

gactacaact

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
cgtcgctgct
ccatcaccac
acgaggagtc
tcgtgaacca
tcttcgaget
tcgagggcta
acctcttcca
cgcccgagta
ccctgctcgg
tcggcggega
ccgacctggc
cgaacgaggt
tccecgtecgce
acaagaacgt
tcttcctgga
acaacccgcc
agctgcccct
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggecgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt

acctcaagcg

gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
cacggaggcg
gttccgecggt
ggtccgtcgce
cggcatcccg
gccgtccteg
cggcacgaag
ccgcatctgg
ccgcgaggtc
catcctctcg
gatggcggag
cctcggegtc
gcccggectc
ggtcatcgtg
cctgcaccgce
gccgecccgce
caagttcaag
ggactgatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgeccccc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg

ccgggtggcec
atggaggcca

ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
atcccgctgg
ccgacccccg
gccgtcgtga
accgagctga
gagaaggagt
ctccagaagg
ccgeccctect
aacgaggagt
gacggcctgg
tacatgatga
ccggcgceaca
caggtcttca
cacatcggcg
accacggtgg
gagaagatcg
ccgttcgegt
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccagceg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggetcc
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cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
aggtggagcg
agttcatccg
cgatcccggt
aggcgtccga
tccgtcgect
ccgtggccaa
acccggaggg
gcgtgaacta
acgccgtcca
gcctcaagcg
agatcaacta
ccgacctgtc
aggacgacca
accagatcct
acaaggagaa
tcggcccget
tcaaggacta
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggege
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa

ccatgatcgg

cggcggtgct

ggaccaggtg
cctctcggag

gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
cgtgcaggac
gtcggagaag
cgtggacctg
ggagtggggc
ccaggacgtc
gcccgaggac
caagaaggcg
ccggttctgg
cgtgaagaag
ggacgccctg
ctacccgecc
cggcatcacg
ctggttcgac
gcgcctcteg
gacccggatg
gcccgagcetg
ctcgtaccgce
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagcegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggeg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc

ctcccacggc

Pagina 128

gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggec
tggggtaacc
atctcgtcgt
gagcagccgg
tccgaccccg
ctgttccagg
ggccgcaagt
tcgaaggaca
tgggtcgacc
cccaagaacc
ctgtccgaga
aaggaaggcc
tgcccgegec
ctgctcgtcc
gccgagtaca
aacggccggt
tcgtggecgg
acgggcgacg
aagctcaaca
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg

atcatcgtct

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420



gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgettce
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
cccgtaggag
gacgacgcac
gggtccgege
ctccctecgec
cggcatggtc
gaacttctcc
catggtgttc
catgctcggc
catgctcaag
gctgaccttc
caacaagggc
cggctacttc
cgagaagggc

cgagcacaag

gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtggce
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgc
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg
gagattttcg
gacgacatgg
atcttcatct
ggctggcccg
aagatggcga
gtggcgtcga
aaccgcccgce
gcccactacg
ggcaaggccc
tcgatgttcg
gccatggcga
gtggaggtca
aacatcggcg
atgaagcgcc

gcgacgtcct

ggtggggtaa

ccctcgececa
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgctt
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttaa
tgctgctgtc
ccacgctgct
tgatcggcgc
agaagtacgg
cgccggacgc
ccaacgccgg
gtccgegcetg
tggagaactg
acatgtcccg
acatgatcgg
acgagttcaa
acttcatccc
tgcacaagaa

acgagcggaa
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ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcettc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcggc
ggagggcgcec
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
actcgagagg
cgagctggcg
gtccatcacg
gctgccgcetg
cgccatcatg
cgcgaaggcc
cgcgacccac
gaagctgctc
ggccaacgtc
cgagggcgag
ccaggtcatc
ggacatggtg
gtgcctggec
gttcgacgcc

gggcaagccg

ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
tggggtaacc
gcggcgacgc
aacggccgtc
ctcggcgceca
tacctgaagg
ttcctgaaga
ctggcctacg
cggaagctct
cgcgcgaacg
cgggtcgtgg
ctgtccaagc
gtcgagctga
tggatggacc
ctgctcacca

gacttcctgg

Pagina 129

aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
aggctaacct
tcatcttcct
gcctgccgec
tgccccacgt
tcggcacctg
ccctcgacct
gcgcgcagga
cgaacctgca
agctgggcca
tcgccgagat
gggtgttcgt
tgaccacggc
tccagggcat
agatgttcga

actgcgtcat

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460



ggagaaccgc
cctgaacctg
ggagatgatg
cggcaacaac
ctgcaaggag
cgagccctgce
ctgggccatc
cttcctcteg
cttcggcgceg
catcctgggc
gaacatggag
gaccccccgg
tct

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

<220>
<223>

<400>

78

DNA

78

9192

gacaactcgg
ttcaccgccg
aagaacccgg
cgtcgecctcc
acgttccgga
atcgtcgacg
ggccgggacc
ggccggaact
ggccgtcgea
acgctcgtgce
gaagccttcg

ctgcccatcg

agggcgagcg
gcaccgacac
cgatcctcaa
tggagtcgga
agcacccgtc
gctactacat
ccgaggtctg
ccaagatcga
tctgcgeegg
actcgttcga
gcctcgegcet

acgtgtacgc

Secuencia artificial

inserto para plasmido pQR

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggc

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegcegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac

cgatcgacgc

tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggegc
cctctgcggg
ctccgeccatg

cgcccteecgce

cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg

cactccgccg
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gctgtccacc
gtcctcgtcc
gaaggcccag
catcccgaac
gacgcccctc
cccgaagaac
ggagaacccg
cccgcgeggt
cacccggatg
ctggaagctg
ccagaaggcc

cccgetegec

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgcectcac

tcctgatgga

acgaacatca
gcgatcgagt
ggcgagatgg
ctgccctacc
aacctgccgce
acccgectgt
ctggagttct
aacgacttcg
ggcatcgtga
ccgtccgagg
gtccccctgg

tgagggccca

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggcccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc

Pagina 130

aggcgctgct
gggcgctggc
accaggtgat
tccgcgecat
gcatctccaa
ccgtgaacat
accccgagcg
agctgatccc
tggtcgagta
tcatcgagct
aggccatggt

aagcaaagga

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgceccteg
gccgeccgeg

ggccacgccg

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9183

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgeect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgcgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect

cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeccgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgecccgctce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttce
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg

gaccgacccc

gccgaactgc
gacggcgegg
ctccgeeccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgcecggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg

ggcaccgacc

ES 2 590 221 Bl

gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgcectect
ccaacggcgc
cccagctgcet
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgecctgat

tcccggccgg

cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcec
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggc
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgceggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctggge
ccacgtggtc
cgccggcacc

tgagtccggc

Pagina 131

cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgecccggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgccctgg
gtgagcgcegg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca

gagatcctga

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000



tccggggecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggectggce
gggtgcgtcg
gccgeccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
cgtcgctget
ccatcaccac
acgaggagtc
tcgtgaacca

tcttcgaget

ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgc
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
cacggaggcg
gttccgeggt
ggtccgtcgce
cggcatcccg

gccgtcctcg

aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgcg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
atcccgctgg
ccgacccccg
gccgtcgtga
accgagctga

gagaaggagt
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tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcegtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
aggtggagcg
agttcatccg
cgatcccggt
aggcgtccga
tccgtcgect

ccgtggccaa

cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcc
ggtccgccag
gcgggtggcec
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgeccc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
cgtgcaggac
gtcggagaag
cgtggacctg
ggagtggggc
ccaggacgtc

gcccgaggac
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gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
atctcgtcgt
gagcagccgg
tccgaccccg
ctgttccagg
ggccgcaagt

tcgaaggaca

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040



tcgagggcta
acctcttcca
cgcccgagta
ccctgctcgg
tcggcggcga
ccgacctggc
cgaacgaggt
tccecgtecgce
acaagaacgt
tcttcctgga
acaacccgcc
agctgcccct
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggecgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettce
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag

cctggagaag

cggcacgaag
ccgcatctgg
ccgcgaggtc
catcctctcg
gatggcggag
cctcggegtc
gcccggectc
ggtcatcgtg
cctgcaccgce
gccgecccgce
caagttcaag
ggactgatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgccccc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtggce
ctgatggccc

gaaggcctca

ctccagaagg
ccgeccctect
aacgaggagt
gacggcctgg
tacatgatga
ccggcgcaca
caggtcttca
cacatcggcg
accacggtgg
gagaagatcg
ccgttcgegt
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccageg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggetcc
ggtggggtaa
ccctcgececa
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa

ccaaggcgtg
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acccggaggg
gcgtgaacta
acgccgtcca
gcctcaageg
agatcaacta
ccgacctgtc
aggacgacca
accagatcct
acaaggagaa
tcggcccgcet
tcaaggacta
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggcgce
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcttc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg

caagaaggcg
ccggttctgg
cgtgaagaag
ggacgccctg
ctacccgecc
cggcatcacg
ctggttcgac
gcgcctcteg
gacccggatg
gcccgagcetg
ctcgtaccgce
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggcg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggc
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgecgg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg

gaccagaagg
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tgggtcgacc
cccaagaacc
ctgtccgaga
aaggaaggcc
tgcccgegec
ctgctcgtcc
gccgagtaca
aacggccggt
tcgtggccgg
acgggcgacg
aagctcaaca
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080



ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
ggaggacgac
cctccgceatc
gaacccctgg
gtccgccatg
cgtggtcgec
cgcgtcccgce
cttcgcecccg
ctccgccaag
gcgcgagctg
cgtggtcaac
ccacaaggcg
caacatcggc
gatgaagcgc
gatgaacggc
caccgacctc
gaacatgttc
gctgatccgce
ccgcgaccgg
caaggagaac
gtcgtgcgag
ggccatcgcg
cctgccgggt
gttcggcgec
cctcaccgec

gaagctgaac

aagtgcccgce
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg
gagattttcg
atggccaccc
ttctcccacc
ccgatcatcg
gtcaccacgt
gcgtccaagt
ccgcccaact
tacggccacc
gcgctggagg
gtgcgggtcg
gccctgggec
gacgagttcc
gacttcgtcc
ctgcacaagc
caggaccaga
gacggcgacg
accgccggea
cacccggaca
ccggtgaacg
ttccgectgce
atcaacggct
cgcgaccccg
ggcgagaagt
ggccgtcgea
acgctggtgce
atggaggagt

agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgcett
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttaa
tcttcctgac
gtcgcaaccg
gcaacctgcc
acggcccgat
cggtcgccga
cgggcgccaa
gctggeggct
acttcaagca
gcaccaagcc
gcgagatgat
ggtccatggt
cgtcgctgga
ggttcgacgc
agcacaccga
gcggctccect
ccgacacgtc
tcatggtcaa
agtccgacat
acccgcccac
accacatccc
accagtggtc
ccggcgtgga
tctgcgeggg
agggcttcga

cctacggect
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caccctgggc
ggtcggcggc
ggagggcgcec
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
aaggtggggt
gatcctgctc
ctcgcacaac
gcacatgggc
cctgcacctc
gcagttcctg
gcacatggcg
gctccgcaag
cgtgcggcag
ggtgaacctg
cggccgtcgce
caccgagatg
ctggctggac
gttcctctcc
catgctgtcc
gaccgacacg
cgcgtcgacg
ggcccaggaa
cgcccagctc
ccccctceteg
gaagggctcc
ggaccccctc
cgtcaagggc
cctctecectg
ctgggagctg

gaccctccag

ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
aaccaggcta
gcgaccgtcc
aaccggctgc
accaagcccc
cggctgggct
aagatccacg
tacaactacc
atcagctccg
gaagaggtcg
ggccagctcg
ctgttcggcg
atggccctgg
ctccagggcg
tcgatcctga
acgctcatct
gagatcaagg
gtggactggg
gagctggaca
ccctacctcc
ctgccgcaca
accctcctga
gccttcaagce
tcggacttcg
ggcctccgea
gccggtggcg
cgcgccgtgce
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acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
acctcccgta
tcttcctgat
cgccgggtcc
accgcacgct
tcgtggacgt
acgccaactt
aggacctggt
tccacctctt
gcaccctcac
tcaacatgtg
ccgacgcgga
cgggcgtgtt
tcgccggcaa
aggagcacga
cgctgaaggg
ccctgctect
ccatcgcgga
tcgtggtcgg
aggcggtcat
tcgectecga
cgaacatctg
cggagcggtt
agctgatccc
ccatccagtt
tcacccccga

cgctggtcgt

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
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ccaccccaag ccgcggctcg cgcccaacgt ctacggcctg ggctcgggcet

agcaaaggat ct

<210> 79

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RBS Streptomyces
<400> 79

aggtggggta accaggctaa cctcccgtag gaggacgac

<210> 80

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> rbs LMF

<400> 80
aggtggggta accaggctaa cctcccgtag gaggacgac

<210> 81

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> rbs consenso Streptomyces
<400> 81

agaaaggagg tgatc

<210> 82

<211> 183

<212> DNA

<213> Saccharopolyspora erythraea

<400> 82

gcgagtgtcc gttcgagtgg cggcttgcgc ccgatgctag tcgcggttga
caggtgcacg cggtcgatct tgacggctgg cgagaggtgc ggggaggatc
ggtccacacg tggcaccgcg atgctgttgt gggcacaatc gtgccggttg
gcc

<210> 83

<211> 229

<212> DNA

<213> Streptomyces Tividans

<400> 83

aaaaaagctt acccggccgc cggggcccgg gtattctgca cagtcgtatg
tgctcattct cacgtgaggg gcccttacac cggtccaccg ggaccgatga

gcacgcggta tgcgtcaccg cggtgcggtc agggctgtcg tgatcgtctt
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gactcgagaa

tcggcgatcg
tgaccgacgc

gtaggatcta

tgtattggct
ccagcgacct

cggtgaccat

9180
9192

39

39

15

60
120
180
183

60
120
180



gtcaggacca ctcactgaag aagcggaggc
<210> 84

<211> 161

<212> DNA

<213> Streptomyces Tividans
<400> 84

gggctgaggg agccgacggc acgcggcggce
tgcacctcac gtcacgtgag gaggcagcgt
gctactccgt gggacaggtg gccggcttcg
<210> 85

<211> 184

<212> DNA

<213> Streptomyces cyaneus
<400> 85

aatacttcat atgcggggat cgaccgcgcg
gccagagagc gacgacttcc ccttgegttg
tcgtcgcgta gggtgtcaca ccccaggaat
gacc

<210> 86

<211> 377

<212> DNA

<213> Streptomyces lividans
<400> 86

gctcccgggt gaacagcggt ccgcccaggg
acgtgggctg tgcgacaccc agtcggcgtg
tggcgcacag tgcgcgtagg tgcctcacct
cagttggttg cgccaggtga acaaaacgcg
aaagctggaa cgagagtggc cgggcggtgg
tcatcacagc gggctcatgg gcgccccaca

cactcaagga gtcatcg

<210> 87

<211> 594

<212> DNA

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 87
cgccgggegg ttctagggcg cgggcgggcec

cgggacaccg aaggtgttcc ggccttcgac
gatagcccac gacgatcagt aacgatcgtg
tgacgtcgaa cgagactcgc gtccatcggt

cgttagagtg tccacagtgc caagggccgc

tacgaaccga

tcacggcgtg

ggacggcgtc
ccggagtgac

ggtcccggac
gtgattgccg

cgcgtcactg

cctgttcgat
ccgceccggtg
cgagctccat
gcggatcagg
gtgatagccc

ctcaccggtg

gacacgggcc
gttcccgagg
ctttcgataa
cggcattgtc

catcgctctc

ES 2 590 221 Bl

gatctaaaa

gcacgcggaa
agagaaggga
9

ggggaagagc
gtcagggcag

aacacagcag

gcgggtcaac
caggctgccg
gcagggagcg
gcgagttctg
ggccctatca

acgacttctc

gtacgggaag
aacgggccgg

cacagctctt
gaacacctac

acaacgaggg
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cgtccgggct
gcggaagtga

ggggagcttt

ccatccgcca

ccggtaggac

tgagtgctca
gcgtcggcga
taaagcggaa
cactctggtc
cctgttgcca

cccactcccc

acacaggggc
gcgggagatc
gacgcgcgeg
cggcaatacg

cgccggaacg

229

60
120
161

60
120
180
184

60
120
180
240
300
360
377

60
120
180
240
300
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cccggaggga cccggggttc ggctttccct ggacgaagga caaaggagtc gcgggtgtcc 360
agctccgaca tcttcatcgg cgagaccatc ggtaccgccc tgctcatcct gctcggcggce 420
ggcgtgtgtg ccgccgtcac gctcaaggcc tccaaggccc gcaacgccgg ctggctcgec 480
atcgccttcg ggtggggctt cgccgtcatg acggcggcgt acatatcggg tccgctctcc 540
ggcgcccacc tcaacccggc cgtgaccgtc ggcatcgcga tcaaggacgg cgac 594
<210> 88

<211> 318

<212> DNA

<213> Streptomyces lavendulae

<400> 88

gtgacctcat ccgacggatc ggacctcacc actctggtca acgtgggccg gtccgtggcg 60
aggtacttcg agcgcatcgg catcaccgag atcgcgcaac tgcgggaccg cgatccggtc 120
gagttgtacg agcggatgtc agccgccttc gggcagcgcc tcgatccctg cctgctcgac 180
accgtcatgt cggcggtgga ccaggccgaa ggcctgcccg ctcgcccctg gtggcactac 240
accccggagc gcaagcggtt gctggcaggc gaaggccatg accgggccgg tggaaccgcg 300
ggggagggga cagcgtag 318
<210> 89

<211> 504

<212> DNA

<213> Klebsiella

<400> 89

gaattcccgg ggatccggtg attgattgag caagctttat gcttgtaaac cgttttgtga 60
aaaaattttt aaaataaaaa aggggacctc tagggtcccc aattaattag taatataatc 120
tattaaaggt cattcaaaag gtcatccacc ggatcaattc ccctgctcgc gcaggctggg 180
tgccaagctc tcgggtaaca tcaaggcccg atccttggag cccttgccct cccgcacgat 240
gatcgtgccg tgatcgaaat ccagatcctt gacccgcagt tgcaaaccct cactgatccg 300
gctcacggta actgatgccg tatttgcagt accagcgtac ggcccacaga atgatgtcac 360
gctgaaaatg ccggcctttg aatgggttca tgtgcagctc catcagcaaa aggggatgat 420
aagtttatca ccaccgacta tttgcaacag tgccgttgat cgtgctatga tcgactgatg 480
tcatcagcgg tggagtgcaa tgtc 504
<210> 90

<211> 341

<212> PRT

<213> Punica granatum

<400> 90

Met Gly Ser GIn Ala Glu ITe val Cys val Thr Gly Ala Ala Gly Phe
1 5 10 15

ITe Gly Ser Trp Leu val Met Arg Leu Leu Glu Arg Gly Tyr Thr val
Pagina 137



Arg

Leu

Leu

65

val

Asn

Ser

Gly

Ser

145

Met

Ala

val

Leu

Gly

Tyr

Glu

Tyr

val

Ala

Asp

50

Asn

Phe

Glu

Cys

Thr

130

Trp

Tyr

Glu

Gly

Ser

210

Gln

Asn

Asp

Ser

Thr

35

Leu

Glu

His

val

val

115

val

Ser

Phe

Glu

Pro

195

Pro

Phe

His

Ile
275

Phe

20

val

Pro

Ala

val

Ile

100

Lys

Asn

Asp

val

Asn

180

Phe

Ile

val

Pro

Thr

260

Pro

ser

Arg

Asn

Gly

Ala

85

Lys

Ala

val

Leu

Ser

165

Asn

Leu

Thr

His

Glu

245

Gly

Thr

Ser

Asp

Ala

Ser

70

Thr

Pro

Lys

Gln

Lys

Leu

Met

Arg

Leu

230

Ala

Ile

Lys

Lys

Pro

Pro

Thr

val

Pro

135

Phe

Thr

Asp

Pro

Asn

215

Asp

Lys

Ala

Phe

Lys

Asn
40
Thr

Asp

Met

Arg

val

val

Met

Phe

Ser

200

Glu

Asp

Gly

Lys

Glu

280

Leu

ES 2 590 221 Bl

25

Asn

Glu

Asp

Glu

105

Arg

Gln

Trp

Ala

Ile

185

Phe

Ala

Leu

Arg

Leu

265

Gly

Met

Leu

Pro

Phe

90

Gly

Leu

Arg

Ala

Glu

170

Ser

Pro

His

Cys

Tyr

250

Leu

val

Lys

Ser

Ile

75

Met

val

Pro

Thr

155

Arg

Pro

Tyr

Met

235

Ile

Arg

Asp

Lys

Leu

60

Gln

Ser

Leu

Phe

val

140

Lys

Ala

Ser

Gly

Ser

Cys

Glu

Glu

Arg Asp Leu Gly
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val

45

Trp

Gly

Lys

ser

Thr

125

His

Met

Ala

Pro

Leu

205

Ile

His

Ser

Lys

Asn

285

Leu

30

Lys

Arg

Cys

Asp

Ile

110

Ser

Asp

Thr

Trp

Thr
190

Ser

Tyr
270

Thr

His

Ala

Thr

Pro

95

Met

Ser

Glu

Gly

Lys

175

Leu

Thr

Arg

Phe

His

255

Pro

Glu

Phe

Leu
Asp
Gly
80

Glu

Lys

Thr
Trp
1

Phe

val

Leu
240

Asp

Lys

Lys



290

295
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300

His Asn Leu Glu Asp Met Phe val Gly Ala val Glu Cys Cys Arg Glu
310

305

315

320

Lys Gly Leu Leu Pro Leu Ser His Glu Lys Lys GIn Lys Glu Gln val
330

Met Ash Gly

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

91
1026
DNA

<400> 91
atggggtcgc

ctcgtgatga
aatatgaaga
tggagggccg
gtgttccacg
aagccaacga
agactggtct
cacgacgaga
atgtactttg
aaccttgatt
ttccctecga
atcataaggc
tacgagcacc
ggcatcgcaa
ggggtcgatg
ctcgagttca
aaggggcttc
aactaa
<210>

<211>

<212>
<213>

92
1026
DNA

<220>
<223>

<400>

DFR
92

325

Ser Asn
340

Punica granatum

aagccgagat
ggctcctcga
aagtgaagca
atctcaacga
tcgcgacccc
tcgaagggat
tcacgtcttc
cctcatggag
tgtccaagac
tcatcagtat
gcctcatcac
agggccagtt
cagaggccaa
agctcctaag
agaacacaga
agcacaactt

tccctetttc

optimizada

cgtgtgtgtc
gcgtggctac
tttgctggac
agcgggaagc
catggacttt
gctcagtata
cgccgggact
tgacctcgac
aatggcagag
cataccgacc
cgcgctttecc
cgttcacctg
gggccggtac
ggagaagtac
gaaggtgtcg
ggaggacatg

ccatgagaag

Secuencia artificial

accggagcag
actgtccggg
ttgcctaatg
ttcgatgagc
gaatccaagg
atgaagtcgt
gtcaatgttc
ttcgtctggg
cgagctgcct
ctcgtggtcg
ccgatcacga
gacgacctat
atctgctcat
cccgagtatg
ttctcttcga

ttcgtcgggg

aagcagaaag

ccggcttcat
ccaccgtgag
caaagacgca
caatccaagg
accctgagaa
gtgtgaaggc
aacccgtcca
cgaccaagat
ggaaattcgc
gcccgttect
ggaacgaagc
gcatgtccca
cgcacgatga
acatcccaac
agaagctaag
ctgtggagtg

aacaagtcat

335

cggatcgtgg
ggaccccaat
ccttagcctg
gtgcactggc
tgaagtgatc
gaaggtgagg
gagacctgtc
gaccggttgg
cgaagagaac
catgccttct
tcactacggg
catattcctg
gaacatcacc
aaagttcgaa
ggacttgggg
ttgcagggag
gaatggcagc

atgggctcgc aggccgagat cgtgtgcgtg acgggcgccg ccgggttcat cggctcctgg
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1026

60



ctggtcatgc
aacatgaaga
tggcgcgegg
gtcttccacg
aagccgacga
cgcctggtct
cacgacgaga
atgtacttcg
aacctcgact
ttcccgeegt
atcatccgcc
tacgagcacc
ggcatcgcca
ggcgtcgacg
ctggagttca
aaggggctcc
aactaa
<210>

<211>

<212>
<213>

93
356
PRT
Puni

<400> 93

Tet val Ala Thr val Ile
5

Ile GIn Ser

Ser Ile Gly

35

val Pro Thr

50

Arg Glu

65

Lys

val Met His

val Lys Lys

ggctcctgga
aggtcaagca
acctcaacga
tcgccacccc
tcgagggcat
tcacctcgag
cctcgtggtc
tctccaagac
tcatcagcat
ccctgatcac
agggccagtt
cggaggccaa
agctcctccg
agaacacgga
agcacaacct

tgccgcetctc

ca granatum

Ile
20

Pro Ly

Asn val Ph

Ile Asp Le

Al
70

Cys Arg

val
85

Leu As

Ala Gly

acgcggctac
cctgctggac
ggcggggagce
catggacttc
gctctccatc
cgcggggacyg
cgacctggac
catggcggag
catccccacg
cgcgctctcg
cgtgcacctc
ggggcgctac
cgagaagtac
gaaggtgtcg
cgaggacatg

ccacgagaag

Pro Arg

s Glu

Tyr

Glu
40

e Glu

u Arg
55

Asp
a Glu Leu
Gly

n His

u Glu Phe
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accgtccggg
ctgcccaacg
ttcgacgagc
gagagcaagg
atgaagagct
gtgaacgtcc
ttcgtctggg
cgggccgect
ctcgtcgtgg
ccgatcaccc
gacgacctct
atctgctcca
ccggagtacg
ttctcgtcca
ttcgtgggcg

aagcagaagg

Glu
10

val Ser

val
25

Arg Pro

Glu Lys Arg

Ile

ser

Ala
75

Lys Lys

Pro
90

Asp

Phe Asn Leu

ccacggtccg
ccaagaccca
cgatccaggg
acccggagaa
gcgtgaaggc
agccggtcca
ccaccaagat
ggaagttcgc
ggccgttcct
ggaacgaggc
gcatgtccca
gccacgacga
acatccccac
agaagctgcg
cggtcgagtg
agcaggtcat

Leu Ala Ser

Glu
30

Glu Glu

Glu
45

Asp Gly

Glu
60

Asp Lys

Ala Ala Asp

Asn Leu ITe

Pro Ile Glu
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cgaccccaac
cctgtcgctg
ctgcaccggc
cgaggtgatc
caaggtccgg
gcgccccgtc
gaccggctgg
ggaggaaaac
gatgccgtcc
ccactacggg
catcttcctg
gaacatcacc
caagttcgag
cgacctcggg
ctgccgcgag

gaacggcagc

Ser
15

Gly
Leu Thr
Pro
val

val

Gly
80

Trp

Glu
95

Arg

Glu Lys

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1026
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100 105 110

Glu Lys Tyr Ala Asn Asp Gln Ala Ser Gly Arg Ile Gln Gly Tyr Gly
115 120 125

Ser Lys Leu Ala Asn Asn Ala Ser Gly GIn Leu Glu Trp Glu Asp Tyr
130 135 140

Phe Phe His Leu val Phe Pro Glu Asp Lys Arg Asn Ile Ser Ile Trp
145 150 155 160

Pro Lys ITe Pro Ser Asp Tyr Lys Ala Ala Thr Ala Glu Tyr Ala Arg
165 170 175

Leu Leu Arg Ala Leu Ala Thr Arg val Leu Ser Ala Leu Ser Leu Gly
180 185 190

Leu Gly Leu Glu Glu Gly Arg Leu Glu Lys Glu val Gly Gly Leu Glu
195 200 205

Glu Met Leu Leu GIn Met Lys Ile Asn Phe Tyr Pro Lys Cys Pro Gln
210 215 220

Pro Glu Leu Ala Leu Gly val Glu Ala His Thr Asp Ile Ser Ala Leu
225 230 235 240

Thr Phe Ile Leu His Asn Met val Pro Gly Leu Gln Leu Phe Tyr Lys
245 250 255

Gly Lys Trp val Thr Ala Lys Cys val Pro Asn Ser Ile Ile Met His
260 265 270

Ile Gly Asp Thr Ile Glu Ile Leu Ser Asn Gly Lys Tyr Lys Ser Ile
275 280 285

Leu His Arg Gly Leu val Asn Lys Glu Lys val Arg Ile Ser Trp Ala
290 295 300

val Phe Cys Glu Pro Pro Arg Glu Lys Ile Ile Leu Lys Pro Leu Pro
305 310 315 320

Glu Leu val Thr Glu Ala Glu Pro Ala Gln Phe Pro Ser Arg Thr Phe
325 330 335

Ala Gln His Ile Glu His Lys Leu Phe Arg Lys Asnh Asn Pro Glu Glu
340 345 350

Lys Ser Asn Lys
355

<210> 94
Pagina 141



<211>
<212>
<213>

1071
DNA

<400> 94
atggtggcca
ccgaaggagt
gagaagaggg
gacaaggttg
gtcatgcacc
ggggaggagt
tcggggagga
tgggaggact

cctaagatcc
ttggcgacga
gagaaggaag
aagtgcccgc
accttcatcc
accgccaagt
agcaacggaa
atctcgtggg
gagcttgtca
gagcacaagc
<210>
<211>

<212>
<213>

95
1071
DNA

<220>
<223> ANS

<400> 95
atggtggcca

cccaaggagt
gagaagcgcg
gacaaggtcg
gtgatgcacc
ggcgaggagt
tccggecgea

tgggaggact

ccgaagatcc

Punica granatum

cggtgatccc
acgtgaggcc
atgagggccc
tccgggagaa
tcgtgaacca
tcttcaacct
tccaagggta
acttcttcca
cgagtgatta
gagtgctctc
ttggcgggct
agccggagcet
tccacaacat
gcgttccgaa
agtacaagag
cggtgttctg
ctgaggcaga

tcttcaggaa

optimizada

ccgtcatccc
acgtccgcecc
acgagggccc
tgcgggagaa
tggtgaacca
tcttcaacct
tccagggcta
acttcttcca

cgtccgacta

gagagtcgag
ggaggaggag
tcaggtcccg
gtgccgggec
cgggatccct
ccccattgag
tgggagcaag
cctecgtgttc
caaggccgcg
ggccctcteg
tgaggagatg
ggccctecggc
ggtcccgggc
ctcgattatc
catcctccac
tgagccaccc
gcccgceccag

gaataaccca

Secuencia artificial

gcgggtggag
cgaggaagag
ccaggtgccc
gtgccgegec
cggcatcccg
gccgatcgag
cggctccaag
cctggtgttc

caaggccgcg

ES 2 590 221 Bl

agcctggcga
ctcactagca
accattgacc
gagctcaaga
gacaacctca
gagaaggaga
ctcgccaaca
ccggaggaca
accgcagagt
cttgggctgg
ctgctgcaga
gtggaggcac
ctgcagctct
atgcatattg
cgtgggcttg
agggagaaga
ttcccttecc

gaggaaaaat

tcgctggect
ctgacgtcga
acgatcgacc
gagctgaaga
gacaacctga
gagaaggaga
ctcgccaaca
ccggaggaca

accgccgagt

gcagcgggat
tcggaaatgt
taagggacat
aggccgecgce
ttgagcgggt
agtacgcgaa
atgccagcgg
aacgcaacat
atgcaaggct
gcttggagga
tgaagatcaa
acaccgacat
tctacaaggg
gggacacaat
tgaacaagga
tcatactgaa
gcacctttgc

ctaataaatg

cctcgggcat
tcggcaacgt
tccgcgacat
aggccgecgce
tcgagcgegt
agtacgccaa
acgcctcggg
agcggaacat

acgcccgect

Pagina 142

ccagtcaatc
cttcgaggag
tgagtcagag
tgactggggc
caagaaggcc
cgaccaggcc
gcagctcgag
atcgatctgg
gctacgggca
aggcaggctg
cttctacccg
cagcgcccta
taagtgggtg
cgagatcctc
gaaggtgagg
gccgcetgcecc
ccagcatatc

a

ccagtccatc
gttcgaggaa
cgagagcgag
cgactggggg
caagaaggcc
cgaccaggcc
gcagctggag
ctccatctgg

gctccgegeg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1071

60
120
180
240
300
360
420
480
540



ctcgccacgc
gagaaggagg
aagtgcccgc
acgttcatcc
accgccaagt
tccaacggca
atctcctggg
gaactggtca
gagcacaagc
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

96

DNA

<400> 96
aagcttgcga

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgcegegc
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggca
aacgcctcgc
ggcgcctcac

tccgegtegt

8736

gcgtcctgtc
tcgggggcect
agcccgaget

tgcacaacat

gcgtgccgaa

agtacaagtc

ccgtgttctg

ccgaggcgga

tcttccgcaa

gtgtccgttc
tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcegce
cctctgcggg
ctccgccatg
cgcccteccgce
ccccgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac

cccccagcetce

ggcgctctcc
cgaggagatg
ggcgctggge
ggtccccggce
ctccatcatc
catcctgcac
cgagcccccg
gcccgeccag

gaacaacccc

Secuencia artificial

inserto en plasmido pPEL

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcgg
ctccgecccg

gtcggcgeeg

ctcggcctgg
ctgctccaga
gtggaggccc
ctgcagctgt
atgcacatcg
cgcggectgg
cgggagaaga
ttccegtege

gaggaaaagt

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgcgtgtg
aagaccaccc

tgtgggacac

ES 2 590 221 Bl

ggctggagga
tgaagatcaa
acacggacat
tctacaaggg
gcgacaccat
tcaacaagga
tcatcctcaa
gcaccttcgc

cgaacaagta

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggcccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac

cctcgactgg

Pagina 143

aggccgcctc
cttctacccc
ctcggcgctc
caagtgggtc
cgagatcctg
aaaggtccgc
gccgcetgecc
ccagcacatc

a

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgceccteg
gccgeccgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc

cacgaccggg

600
660
720
780
840
900
960
1020
1071

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200



tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgcgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtcect
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga

cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgecccgctce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctccegttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc

ggcccacctg

tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggcecaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga

ctcacccacc

ES 2 590 221 Bl

acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgcectect
ccaacggcgc
cccagctgct
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgecctgat
tcccggecgg
tcggccggec
acgtgggcca

tcaagtacaa

ccggcgtggce

cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggc
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag

ggacgcggcec

Pagina 144

ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgecceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcgg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



cgtacgacga
ccggectggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcge
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
tggcctcctc
cgtcgatcgg
tcgacctccg
tgaagaaggc
acctgatcga
aggagaagta
ccaacaacgc
aggacaagcg

ccgagtacgc

cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
gggcatccag
caacgtgttc
cgacatcgag
cgccgecgac
gcgcgtcaag
cgccaacgac
ctcggggcag
gaacatctcc

ccgecctgetc

gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggcec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
tccatcccca
gaggaagaga
agcgaggaca
tggggggtga
aaggccggcg
caggcctccg
ctggagtggg
atctggccga

cgcgcgctcg

ES 2 590 221 Bl

acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
tggccaccgt
aggagtacgt
agcgcgacga
aggtcgtgcg
tgcacctggt
aggagttctt
gccgcatcca
aggactactt
agatcccgtc

ccacgcgcgt

ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgeccc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
catcccgcgg
ccgccccgag
gggcccccag
ggagaagtgc
gaaccacggc
caacctgccg
gggctacggc
cttccacctg
cgactacaag

cctgtcggcg

Pagina 145

ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggegtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
gtggagtcgc
gaagagctga
gtgcccacga
cgcgccgagce
atcccggaca
atcgaggaga
tccaagctcg
gtgttcccgg
gccgcgaccg

ctctccctcg

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280



gcctgggget

tccagatgaa
aggcccacac
agctgttcta
acatcggcga
gcctggtcaa
agaagatcat
cgtcgcgceac
aaaagtcgaa
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggecgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettce
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc

cggcaagacc

ggaggaaggc
gatcaacttc
ggacatctcg
caagggcaag
caccatcgag
caaggaaaag
cctcaagccg
cttcgcccag
caagtaatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgeccccc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtggce
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce
acgctgctcc

tggatcacgg

cgcctcgaga
taccccaagt
gcgctcacgt
tgggtcaccg
atcctgtcca
gtccgcatct
ctgcccgaac
cacatcgagc
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggecg
ggcgccageg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggctcc
ggtggggtaa
ccctcgececa
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca

tccagccggt

ES 2 590 221 Bl

aggaggtcgg
gcccgcagec
tcatcctgca
ccaagtgcgt
acggcaagta
cctgggccgt
tggtcaccga
acaagctctt
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggege
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcttc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcggc
ggagggcgcec

gggcctcgag
Ccgagctggcg
caacatggtc
gccgaactcc
caagtccatc
gttctgcgag
ggcggagcecc
ccgcaagaac
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggcg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggc
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca

ttcgtcgtga

Pagina 146

gagatgctgc
ctgggcgtgg
cccggectgce
atcatcatgc
ctgcaccgcg
ccceccgeggg
gcccagttcc
aaccccgagg
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tccecggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc

cccgggacgg
acctgggcga

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320



ccacggccac tacctctcca

ctccaactcc tcgcggatgt
gtacccgctg aagatccgcg
ggagatgtac aagcgcaaga
gaaggagaag gtcctccagg
gtcggcggac
ggaggacgac

cggctcctgg

gagattttcg
atgggctcgce
ctggtcatgc
cgaccccaac aacatgaaga
cctgtcgctg tggcgcgegg
ctgcaccggc gtcttccacg
cgaggtgatc aagccgacga
caaggtccgg cgcctggtct
gcgccccgtc cacgacgaga
gaccggctgg atgtacttcg

ggaggaaaac aacctcgact

gatgccgtcc ttcccgecgt
ccactacggg atcatccgcc
catcttcctg tacgagcacc
gaacatcacc ggcatcgcca
caagttcgag ggcgtcgacg
cgacctcggg ctggagttca
ctgccgcgag aaggggctcc

gaacggcagc aactaactcg

<210> 97
<211> 10305
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 97
aagcttgcga gtgtccgttc

cgatcgcagg tgcacgcggt
cgacgcggtc cacacgtggc
gatctagcca gatctggtgg

tccagtccca gaccgcgaag

acggccgcett
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttaa
aggccgagat
ggctcctgga
aggtcaagca
acctcaacga
tcgccacccc
tcgagggcat
tcacctcgag
cctcgtggtc
tctccaagac
tcatcagcat
ccctgatcac
agggccagtt
cggaggccaa
agctcctccg
agaacacgga
agcacaacct
tgccgctctc

agaaagcaaa

Secuencia artificial

inserto en plasmido pDEL

gagtggcggc
cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg

gactgcctcg

caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
aaggtggggt
cgtgtgcgtg
acgcggctac
cctgctggac
ggcggggage
catggacttc
gctctccatc
cgcggggacg
cgacctggac
catggcggag
catccccacg
cgcgctctceg
cgtgcacctc
ggggcgctac
cgagaagtac
gaaggtgtcg
cgaggacatg
ccacgagaag

ggatcc

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc

ccctggacgg

ES 2 590 221 Bl

gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
aaccaggcta
acgggcgcecg
accgtccggg
ctgcccaacg
ttcgacgagc
gagagcaagg
atgaagagct
gtgaacgtcc
ttcgtctggg
cgggccgcect
ctcgtcgtgg
ccgatcaccc
gacgacctct
atctgctcca
ccggagtacg
ttctcgtcca
ttcgtgggcg

aagcagaagg

tgctagtcgce
aggtgcggag
acaatcgtgc
gtaggaggac

cgccctcacc

Pagina 147

cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
acctcccgta
ccgggttcat
ccacggtccg
ccaagaccca
cgatccaggg
acccggagaa
gcgtgaaggc
agccggtcca
ccaccaagat
ggaagttcgc
ggccgttect
ggaacgaggc
gcatgtccca
gccacgacga
acatccccac
agaagctgcg
cggtcgagtg
agcaggtcat

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc

ctggtccagt

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8736

60
120
180
240
300



gcgaagccat
gcgcgcegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctecggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca

cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcegce
cctctgcggg
ctccgeccatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeccgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcccgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccecctg
cctggcgacc
gaccgtctcc

ggagatcctc

cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggctca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcgg
ctccgeeccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgca
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct

gtgtgcgact
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tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtcgg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg

cggcccccgg

cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggc
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggc
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec

ccaccgctcc

Pagina 148

cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcecctcg
gccgeccgceg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgccc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgteccct
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcectggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga

agaacatcga

caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttce
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg

gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc

gtcgaggcct
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tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tccecggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcgtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga

tccagcccct

ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggcetgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcc
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctcecggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcc
cgtgccgggce

cggcatcagc
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gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcgg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctgge
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggec
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgttcg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca

gactacaact

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
tggcctcctc
cgtcgatcgg
tcgacctccg
tgaagaaggc
acctgatcga
aggagaagta
ccaacaacgc
aggacaagcg
ccgagtacgc
gcctggggct
tccagatgaa
aggcccacac
agctgttcta
acatcggcga
gcctggtcaa
agaagatcat
cgtcgcgceac
aaaagtcgaa
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggecgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt

gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
gggcatccag
caacgtgttc
cgacatcgag
cgccgecgac
gcgcgtcaag
cgccaacgac
ctcggggcag
gaacatctcc
ccgectgctce
ggaggaaggc
gatcaacttc
ggacatctcg
caagggcaag
caccatcgag
caaggaaaag
cctcaagccg
cttcgcccag
caagtaatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgccecc
cttctcggag
ctcggeggec

ccgggtggcec
atggaggcca

ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
tccatcccca
gaggaagaga
agcgaggaca
tggggggtga
aaggccggeg
caggcctccg
ctggagtggg
atctggccga
cgcgcgcetcg
cgcctcgaga
taccccaagt
gcgctcacgt
tgggtcaccg
atcctgtcca
gtccgcatct
ctgcccgaac
cacatcgagc
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggecg
ggcgccageg
gacgcgacca

gtgctggaga
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cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
tggccaccgt
aggagtacgt
agcgcgacga
aggtcgtgcg
tgcacctggt
aggagttctt
gccgcatcca
aggactactt
agatcccgtc
ccacgcgcgt
aggaggtcgg
gcccgcagec
tcatcctgca
ccaagtgcgt
acggcaagta
cctgggccgt
tggtcaccga
acaagctctt
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggcgce
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa

ccatgatcgg

ggaccaggtg
cctctcggag

gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
catcccgcgg
ccgccccgag
gggcccccag
ggagaagtgc
gaaccacggc
caacctgccg
gggctacggc
cttccacctg
cgactacaag
cctgtcggcg
gggcctcgag
cgagctggcg
caacatggtc
gccgaactcc
caagtccatc
gttctgcgag
ggcggagcecc
ccgcaagaac
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagcegg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggcg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc

cgagcacgcc
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gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggec
tggggtaacc
gtggagtcgc
gaagagctga
gtgcccacga
cgcgccgagce
atcccggaca
atcgaggaga
tccaagctcg
gtgttcccgg
gccgcgaccg
ctctcccteg
gagatgctgc
ctgggcgtgg
cccggectgce
atcatcatgc
ctgcaccgcg
ccceccgeggg
gcccagttcc
aaccccgagg
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga

gtgagccccg

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420



acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgettce
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
ggaggacgac
cggctcctgg
cgaccccaac
cctgtcgctg
ctgcaccggc
cgaggtgatc
caaggtccgg
gcgccccgtc
gaccggctgg
ggaggaaaac
gatgccgtcc
ccactacggg

catcttcctg

gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtgge
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg
gagattttcg
atgggctcgce
ctggtcatgc
aacatgaaga
tggcgcgegg
gtcttccacg
aagccgacga
cgcctggtct
cacgacgaga
atgtacttcg
aacctcgact
ttcccgeegt
atcatccgec

tacgagcacc

tcgcggetcc
ggtggggtaa
ccctcgececa
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgctt
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttaa
aggccgagat
ggctcctgga
aggtcaagca
acctcaacga
tcgccacccc
tcgagggcat
tcacctcgag
cctcgtggtc
tctccaagac
tcatcagcat
ccctgatcac
agggccagtt

cggaggccaa
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cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcttc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcggc
ggagggcgcec
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
aaggtggggt
cgtgtgcgtg
acgcggctac
cctgctggac
ggcggggage
catggacttc
gctctccatc
cgcggggacg
cgacctggac
catggcggag
catccccacg
cgcgctctceg
cgtgcacctc

ggggcgctac

ctcccacggc
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
aaccaggcta
acgggcgeceg
accgtccggg
ctgcccaacg
ttcgacgagc
gagagcaagg
atgaagagct
gtgaacgtcc
ttcgtctggg
cgggccgect
ctcgtcgtgg
ccgatcaccc
gacgacctct

atctgctcca
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atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
acctcccgta
ccgggttcat
ccacggtccg
ccaagaccca
cgatccaggg
acccggagaa
gcgtgaaggc
agccggtcca
ccaccaagat
ggaagttcgc
ggccgttect
ggaacgaggc
gcatgtccca

gccacgacga

6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460



gaacatcacc
caagttcgag
cgacctcggg
ctgccgcgag
gaacggcagc
gaggacgaca
cacatcttca
cgcggcetggce
gccaagatgg
gtcgtggcgt
tccaaccgcc
ttcgcccact
ggcggcaagg
aagtcgatgt
ttcgccatgg
ggcgtggagg
ttcaacatcg
ggcatgaagc
aaggcgacgt
cgcgacaact
ctgttcaccg
atgaagaacc
aaccgtcgcc
gagacgttcc
tgcatcgtcg
atcggccggg
tcgggccgga
gcgggccgtc
ggcacgctcg
gaggaagcct
cggctgccca
<210>
<211>

<212>
<213>

98
357
PRT

ggcatcgcca
ggcgtcgacg
ctggagttca
aaggggctcc
aactaactcg
tggtgctgct
tctccacgcet
ccgtgatcgg
cgaagaagta
cgacgccgga
cgcccaacgc
acggtccgeg
ccctggagaa
tcgacatgtc
cgaacatgat
tcaacgagtt
gcgacttcat
gcctgcacaa
cctacgagcg
cggagggcga
ccggcaccga
cggcgatcct
tcctggagtc
ggaagcaccc
acggctacta
accccgaggt
actccaagat
gcatctgcgc
tgcactcgtt
tcggectcgce

tcgacgtgta

agctcctccg
agaacacgga
agcacaacct
tgccgctctc
agaaagcaaa
gtccgagctg
gctgtccatc
cgcgctgecg
cggcgccatc
cgccgcgaag
cggcgcgacc
ctggaagctg
ctgggccaac
ccgcgaggge
cggccaggtc
caaggacatg
cccgtgectg
gaagttcgac
gaagggcaag
gcggctgtcc
cacgtcctcg
caagaaggcc
ggacatcccg
gtcgacgccc
catcccgaag
ctgggagaac
cgacccgcgce
cggcacccgg
cgactggaag
gctccagaag

cgcceccgctc

Fragaria X ananassa
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cgagaagtac
gaaggtgtcg
cgaggacatg
ccacgagaag
aggtggggta
gcggcggcega
acgaacggcc
ctgctcggceg
atgtacctga
gccttcctga
cacctggcct
ctccggaagc
gtccgcgega
gagcgggtcg
atcctgtcca
gtggtcgagc
gcctggatgg
gccctgctca
ccggacttcc
accacgaaca
tccgcgatcg
cagggcgaga
aacctgccct
ctcaacctgc
aacacccgcc
ccgctggagt
ggtaacgact
atgggcatcg
ctgccgtecg
gccgteccccc

gcctgaggat

ccggagtacg
ttctcgtcca
ttcgtgggcg
aagcagaagg
accaggctaa
cgctcatctt
gtcgcctgec
ccatgcccca
aggtcggcac
agaccctcga
acggcgcgea
tctcgaacct
acgagctggg
tggtcgccga
agcgggtgtt
tgatgaccac
acctccaggg
ccaagatgtt
tggactgcgt
tcaaggcgct
agtgggcgct
tggaccaggt
acctccgcgce
cgcgcatctc
tgtccgtgaa
tctaccccga
tcgagctgat
tgatggtcga
aggtcatcga
tggaggccat

CCaaa
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acatccccac
agaagctgcg
cggtcgagtg
agcaggtcat
cctcccgtag
cctgacgacg
gccgggtcecg
cgtctccctc
ctgcggcatg
cctgaacttc
ggacatggtg
gcacatgctc
ccacatgctc
gatgctgacc
cgtcaacaag
ggccggctac
catcgagaag
cgacgagcac
catggagaac
gctcctgaac
ggcggagatg
gatcggcaac
catctgcaag
caacgagccc
catctgggcc
gcgcttectc
cccctteggce
gtacatcctg
gctgaacatg

ggtgaccccc

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10305
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<400> 98

Met Thr val Ser Pro Ser Ile Ala Ser Ala Ala Lys Ser Gly Arg val
1 5 10 15

Leu Ile ITe Gly Ala Thr Gly Phe Ile Gly Lys Phe val Ala Glu Ala
20 25 30

Ser Leu Asp Ser Gly Leu Pro Thr Tyr val Leu val Arg Pro Gly Pro
35 40 45

Ser Arg Pro Ser Lys Ser Asp Thr Ile Lys Ser Leu Lys Asp Arg Gly
50 55 60

Ala Ile ITe Leu His Gly val Met Ser Asp Lys Pro Leu Met Glu Lys
65 70 75 80

Leu Leu Lys Glu His Glu Ile Glu Ile val Ile Ser Ala val Gly Gly
85 90 95

Ala Thr Ile Leu Asp GIn Ile Thr Leu val Glu Ala Ile Thr Ser val
100 105 110

Gly Thr val Lys Arg Phe Leu Pro Ser Glu Phe Gly His Asp val Asp
115 120 125

Arg Ala Asp Pro val Glu Pro Gly Leu Thr Met Tyr Leu Glu Lys Arg
130 135 140

Lys val Arg Arg Ala Ile Glu Lys Ser Gly val Pro Tyr Thr Tyr Ile
145 150 155 160

Cys Cys Asn Ser Ile Ala Ser Trp Pro Tyr Tyr Asp Asn Lys His Pro
165 170 175

Ser Glu val ITe Pro Pro Leu Asp Gln Phe Gln Ile Tyr Gly Asp Gly
180 185 190

Thr val Lys Ala Tyr Phe val Asp Gly Pro Asp Ile Gly Lys Phe Thr
195 200 205

Met Lys Thr val Asp Asp Ile Arg Thr Met Asn Lys Asn Val His Phe
210 215 220

Arg Pro Ser Ser Asn Leu Tyr Asp Ile Asn Gly Leu Ala Ser Leu Trp
225 230 235 240

Glu Lys Lys Ile Gly Arg Thr Leu Pro Lys val Thr ITe Thr Glu Asn
245 250 255

Asp Leu Leu Thr Met Ala Ala Glu Asn Arg Ile Pro Glu Ser Ile val
Pagina 153



Phe
275

Ala Ser

Ile Glu

290

Pro

Glu Phe

305

Ser

val Gly Gly

Ala val Gly

Ser
355

Glu His

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

<400> 99
atgacggtgt

99
1074
DNA

gccaccggct
tacgtcctcg
aaagacagag
ctactgaaag
gaccagatca
tcggagttcg
ttggagaagc
tgttgcaatt
ccaccgttgg
ggccctgata
aatgttcact
gagaagaaaa
atggctgcag
atcaaaggtt
ctctaccctg

gttgggggga
gaacctatgg

260

Thr His

Gly

Pro

Arg Thr

Asp

Asn

Leu

Phe
280

Ile
val

Asp

Asp Glu

310

Leu
325

Lys

val Glu

340

ser

aria

caccttctat
tcatcggcaa
tccgacccgg
gcgccatcat
agcatgagat
ccctagtcga
ggcatgacgt
gcaaggtgag
ctattgcttc
atcagttcca
tcggaaaatt
ttcgaccttc
ttggtcgcac
agaaccgtat
gtcaaaccaa
aagagtcttt
agctagagac

caatatcacg

Glu

Pro

Thr Asp

Met Ala

X ananassa

tgcctctget
gttcgtcgec
cccgtctegt
cctacatggg
cgagatagtc
agccattact
ggaccgggcc
gcgtgcgatt
ttggccctac
gatctacggt
cacaatgaag
aagcaattta
cctcccaaaa
accagaaagt
cttccccatt
taggactttg
tgataaactt

gctacttgtg

ES 2 590 221 Bl

265

Ile Lys Gly

Asp Gly

Phe Asn

315

cys

Leu Ala

330

Lys

Ile
345

Ser Arg

gcaaagagtg
gaagccagcc
ccttccaagt
gtgatgagtg
atatcagccg
tctgtaggaa
gatccggtgg
gagaagagtg
tatgacaaca
gatggcacgg
acggtggacg
tatgatatca
gttaccataa
attgtagcct
gaaggtccga
gatgagtgct
gccgccaaga

cctgaagaac

270

Gln Thr

285

Cys

Thr
300

Leu Tyr

Asp Phe Leu

Ala Lys Asn

val
350

Leu Leu

gccgagtcct
tcgactccgg
ccgacaccat
ataagccatt
tgggtggtgc
cggtcaagag
aaccgggtct
gggtccctta
agcatccttc
ttaaagccta
acatcagaac
atggacttgc
ctgagaacga
cgttcactca
atgatgttga
tcaatgattt
acacggcagc

attccatatc

Pagina 154

Asn Phe

Pro Glu

val Lys

Thr Ala

335

Pro Glu

cattatcggc
ccttcccact
caagtccctc
gatggagaag
aacaattcta
gtttctgccg
gaccatgtat
cacgtatatt
ggaggttatc
cttcgtcgac
tatgaacaaa
ttcactgtgg
cctattgact
tgatatcttc
tataggcact
tcttgtcaaa
ggtcggagtt

ctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1074



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

<220>
<223>

100

DNA

LAR

<400> 100
atgacggtgt

gccaccggct
tacgtgctgg
aaggaccgcg
ctcctcaagg
gaccagatca
tcggagttcg
ctggagaagc
tgctgcaact
ccgeecgcetgg
ggccccgaca
aacgtccact
gagaagaaga
atggcggcgg
atcaagggct
ctctaccccg
gtcggcggca
gagccgatgg
<210>
<211>

<212>
<213>

101
DNA
<220>
<223>

<400> 101

1074

optimizada

cgccgtccat
tcatcggcaa
tgcggccggg
gcgcgatcat
agcacgagat
ccctggtgga
gccacgacgt
gcaaggtccg
ccatcgcectc
accagttcca
tcggcaagtt
tccggecctce
tcgggcggac
agaaccgcat
gccagacgaa
aagagagctt
agctcgagac

cgatctcgcg

10323

Secuencia artificial

cgccagcgcec
gttcgtcgceg
ccccteecgce
cctgcacggc
cgagatcgtg
ggccatcacc
cgaccgcgcc
ccgcgcegatc
gtggccctac
gatctacggc
caccatgaag
ctcgaacctg
cctgccgaag
cccggagtcc
cttcccgatc
ccgcaccctg
ggacaagctg

cctgctcgtc

Secuencia artificial

inserto en plasmido pCTC

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggc

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca

gcgaagccat

tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag

cgccacccac

cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg

cgctcccgea

ES 2 590 221 Bl

gccaagtccg
gaggccagcc
cccagcaagt
gtgatgtccg
atcagcgccg
agcgtgggca
gaccccgtcg
gagaagtccg
tacgacaaca
gacggcaccg
accgtcgacg
tacgacatca
gtcaccatca
atcgtggcct
gaaggcccga
gacgagtgct
gcggccaaga

ccggaggagc

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg

tctccgtgac

gccgegtget
tggactccgg
ccgacaccat
acaagcccct
tcggcgggge
ccgtcaageg
agccgggcect
gcgtgccgta
agcacccgtc
tcaaggccta
acatccgcac
acggcctggc
cggagaacga
ccttcaccca
acgacgtgga
tcaacgactt
acaccgccgce

actcgatctc

tgctagtcgce
aggtgcggag
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc

ccccgcecctce

Pagina 155

gatcatcggc
cctgcccacg
caagagcctg
gatggagaag
gaccatcctg
gttcctgcecc
cacgatgtac
cacctacatc
ggaggtgatc
cttcgtggac
catgaacaag
ctcgctgtgg
cctcctcacc
cgacatcttc
catcggcacc
cctcgtcaag
ggtgggcgtg

ctaa

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt

cgcgaacgct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1074

60
120
180
240
300
360



gcgcgegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgcgtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctcggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc

ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgegggcegce
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagctce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgecccgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttccccctg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc

caccgccccc

ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgegg
ctccgeeccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcegegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgcetct
gtgtgcgact

gagcccagcg

ES 2 590 221 Bl

ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg

tcgccatcga

acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcc
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggc
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc

ccccgcggag

Pagina 156

atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgcectcg
gccgeccgceg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgccc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca

gacgtggcgg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgcgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgteccct
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcctggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga

ccatcttctg

ctcgtccggce
caacctggcc
cctcecgttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgc
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg

gatcgcccac

accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggcec

ES 2 590 221 Bl

ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tcccggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggegtggc
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect

cggccatcct

cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggcetgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcc
ggtccgccag
gcgggtggec
cgcctcecggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgececc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggce
cggcatcagc

ggaccaggtg

Pagina 157

acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcecctgg
gtgagcgcgg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggec
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggegtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca

gactacaact

gaggcgaagc

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440



tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
agtccggccg
ccagcctgga
gcaagtccga
tgtccgacaa
gcgccgtcgg
tgggcaccgt
ccgtcgagec
agtccggcgt
acaacaagca
gcaccgtcaa
tcgacgacat
acatcaacgg
ccatcacgga
tggcctectt
gcccgaacga
agtgcttcaa
ccaagaacac
aggagcactc
acgacaaaat
tgaccagccc
ccatcgaggg
tgccgtcget
acttctaccg
tgcccctggce
agtccgtggg
tcaagaacgt
tcctgggect
agaacaaggc

ccgacctcaa

gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
cgtgctgatc
ctccggectg
caccatcaag
gcccctgatg
cggggcgacc
caagcggttc
gggcctcacg
gccgtacacc
cccgtcggag
ggcctacttc
ccgcaccatg
cctggectcg
gaacgacctc
cacccacgac
cgtggacatc
cgacttcctc
cgccgeggtg
gatctcctaa
ggcgaccatc
cgcgtccggce
caagttcatc
cgcggccaag
cgacatcatc
cggcgcggag
cacctacggc
caacttcgcc
ctccttctcg

ggtctcggcg
gcggtccctg

atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatga
atcggcgceca
cccacgtacg
agcctgaagg
gagaagctcc
atcctggacc
ctgccctcgg
atgtacctgg
tacatctgct
gtgatcccgc
gtggacggcc
aacaagaacg
ctgtgggaga
ctcaccatgg
atcttcatca
ggcaccctct
gtcaaggtcg
ggcgtggage
tctagaaggt
agcgccgtgce
aagacctact
aagttcaccg
tggaagggca
tccggcccgt
tacagcaaga
gacgcggagg
cccggegeca
gaggacgcga
gccgtgctgg
gcgtcgeggc
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cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
cggtgtcgcc
ccggcttcat
tgctggtgcg
accgcggcgce
tcaaggagca
agatcaccct
agttcggcca
agaagcgcaa
gcaactccat
cgctggacca
ccgacatcgg
tccacttccg
agaagatcgg
cggcggagaa
agggctgcca
accccgaaga
gcggcaagct
cgatggcgat
ggggtaacca
aggtggagtt
tcctcggtgg
gcatcggcgt
agaccagcga
tcgagaagct
aggtcatgga
ccgccgcaat
gcgtgttcta
ccatcccgga
agaccatgat

tcccggeggt

cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
gtccatcgec
cggcaagttc
gccgggeccc
gatcatcctg
cgagatcgag
ggtggaggcc
cgacgtcgac
ggtccgecgce
cgcctcgtgg
gttccagatc
caagttcacc
gccctecteg
gcggaccctg
ccgcatcccg
gacgaacttc
gagcttccgc
cgagacggac
ctcgcgectg
ggctaacctc
cctcgagttc
cgccggcgag
ctacctggag
ggagctggtc
catccgcggc
gaactgcgtg
cgagaagttc
ccgccagtcc
gaaggaagcc
cggcgagcac

gctctcccac
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tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
agcgccgceca
gtcgcggagg
tcccgeccca
cacggcgtga
atcgtgatca
atcaccagcg
cgcgccgacc
gcgatcgaga
ccctactacg
tacggcgacg
atgaagaccg
aacctgtacg
ccgaaggtca
gagtccatcg
ccgatcgaag
accctggacg
aagctggcgg
ctcgtcccgg
ccgtaggagg
cccgecgteg
cggggcctga
gacaaggcgg

cacaccctcc
tcgaagatcc
gcgcacatga
gcggaggcct
ccggacggca
gccgtcatcg
gccgtgagec

ggcatcatcg

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480



tctgagatga
catggccccc
gcgggacgag
catctcgctg
gatcgtcgag
cgacctgatc
gaagctccgc
ccagggcgag
ggcgcgcgac
gtactcggac
gggcctggag
gaactactac
cccecggceacc
cggcggcaag
cgaccacggc
gaactccaac
ggtgtacccg
cgcggagatg
cgcgaaggag
caagtcggcg
gtaggaggac
catcggctcc
ccgcgacccc
ccacctgtcg
gggctgcacc
gaacgaggtg
ggccaaggtc
ccagcgcccc
gatgaccggc
cgcggaggaa
cctgatgccg
ggcccactac
ccacatcttc

cgagaacatc

tccgatgatt
tcgacgctga
gacgagcgcc
gcgggcatcg
gcctgcgagg
tccgagatga
ttcgacatga
gccgtccagg
tactcgcggt
gagctgatgg
aaggaaggcc
ccgaagtgcc
atcacgctgc
acctggatca
cactacctct
tcctcgegga
ctgaagatcc
tacaagcgca
aaggtcctcc
gacgagattt
gacatgggct
tggctggtca
aacaacatga
ctgtggcgceg
ggcgtcttcc
atcaagccga
cggcgcectgg
gtccacgacg
tggatgtact
aacaacctcg
tcctteccgce
gggatcatcc
ctgtacgagc

accggcatcg

acaggtgggg

ccgccctegce
ccaagatcgc
acgacgactc
actggggcat
cccgectegce
cgggcggeaa
actggcggga

ggccggacaa
ccctcgegtg
tcaccaaggc
cgcagcccaa
tcctccagga
cggtccagcc
ccaacggccg
tgtcgatcgc
gcgagggega
agatgtcgcg
aggaccagga
tcgcgtgatt
cgcaggccga
tgcggctect
agaaggtcaa
cggacctcaa
acgtcgccac
cgatcgaggg
tcttcacctc
agacctcgtg
tcgtctccaa
acttcatcag
cgtccctgat
gccagggceca
acccggaggc

Cccaagctcct
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taaccaggct
ccaggagaag
ctacaacaag
cgtggacaag
cttccaggtc
ccggcagttc
gaagggcggc
gatcgtgacc
gcccgagggce
caagctgctg
gtgcgtcgac
cctcaccctg
ccaggtcggc
ggtggagggc
cttcaagaac
caccttccag
gaaggccgtc
ggacatcgag
agtcgagaag
taaaaggtgg
gatcgtgtgc
ggaacgcggc
gcacctgctg
€gaggcgggg
ccccatggac
catgctctcc
gagcgcgggg
gtccgacctg
gaccatggcg
catcatcccc
caccgcgctc
gttcgtgcac
caaggggcgc

ccgcgagaag

aacctcccgt
acgctgaact
ttctccgacg
cgctcgcaaa
gtggaccacg
ttcgcectgce
ttcatcgtct
tacttctcct
tggcgctcca
gaggtgctgt
atggaccaga
ggcctcaagc
ggcctccagg
gccttegteg
gccgaccacc
aacccggccc
atggaggagc
atggccacgc
gccaagctcc
ggtaaccagg
gtgacgggcg
tacaccgtcc
gacctgccca
agcttcgacg
ttcgagagca
atcatgaaga
acggtgaacg
gacttcgtct
gagcgggecg
acgctcgtcg
tcgccgatca
ctcgacgacc
tacatctgct

tacccggagt
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aggaggacga
ccaagttcgt
agatcccggt
tctgccgcaa
gcatcgacat
c€ggcggagga
cctcgcacct
accccatcca
tcaccgagat
ccgaggccat
aggtcatcgt
gccacacgga
ccacccggga
tgaacctggg
aggcggtcgt
ccaacgcgac
ccatcacctt
tgaagaagct
agatgacccc
ctaacctccc
ccgeccgggtt
gggccacggt
acgccaagac
agccgatcca
aggacccgga
gctgcgtgaa
tccagccggt
gggccaccaa
cctggaagtt
tggggccgtt
cccggaacga
tctgcatgtc
ccagccacga

acgacatccc

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
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caccaagttc gagggcgtcg acgagaacac ggagaaggtg tcgttctcgt ccaagaagct 8580
gcgcgacctc gggctggagt tcaagcacaa cctcgaggac atgttcgtgg gcgcggtcga 8640
gtgctgccgc gagaaggggc tcctgccgct ctcccacgag aagaagcaga aggagcaggt 8700
catgaacggc agcaactaac tcgagaaagc aaaaggtggg gtaaccaggc taacctcccg 8760
taggaggacg acatggccac cctcttcctg acgatcctgc tcgcgaccgt cctcttectg 8820
atcctccgca tcttctccca ccgtcgcaac cgctcgcaca acaaccggct gccgccgggt 8880
ccgaacccct ggccgatcat cggcaacctg ccgcacatgg gcaccaagcc ccaccgcacg 8940
ctgtccgcca tggtcaccac gtacggcccg atcctgcacc tccggctggg cttcgtggac 9000
gtcgtggtcg ccgcgtccaa gtcggtcgcc gagcagttcc tgaagatcca cgacgccaac 9060
ttcgcgtccc gcccgeccaa ctcgggegec aagcacatgg cgtacaacta ccaggacctg 9120
gtcttcgccc cgtacggcca ccgctggcgg ctgctccgca agatcagctc cgtccacctc 9180
ttctccgecca aggcgctgga ggacttcaag cacgtgcggc aggaagaggt cggcaccctc 9240
acgcgcgagc tggtgcgggt cggcaccaag ccggtgaacc tgggccagct cgtcaacatg 9300
tgcgtggtca acgccctggg ccgcgagatg atcggccgtc gecctgttcgg cgccgacgcg 9360
gaccacaagg cggacgagtt ccggtccatg gtcaccgaga tgatggccct ggcgggcgtg 9420
ttcaacatcg gcgacttcgt cccgtcgctg gactggctgg acctccaggg cgtcgccggce 9480
aagatgaagc gcctgcacaa gcggttcgac gcgttcctct cctcgatcct gaaggagcac 9540
gagatgaacg gccaggacca gaagcacacc gacatgctgt ccacgctcat ctcgctgaag 9600
ggcaccgacc tcgacggcga cggcggctcc ctgaccgaca cggagatcaa ggccctgcetc 9660
ctgaacatgt tcaccgccgg caccgacacg tccgcgtcga cggtggactg ggccatcgeg 9720
gagctgatcc gccacccgga catcatggtc aaggcccagg aagagctgga catcgtggtc 9780
ggccgcgacc ggccggtgaa cgagtccgac atcgcccagc tcccctacct ccaggcggtc 9840
atcaaggaga acttccgcct gcacccgccc acccccctct cgctgecgca catcgectcc 9900
gagtcgtgcg agatcaacgg ctaccacatc ccgaagggct ccaccctcct gacgaacatc 9960

tgggccatcg cgcgcgaccc cgaccagtgg tcggaccccc tcgeccttcaa gccggagcgg 10020
ttcctgccgg gtggcgagaa gtccggcgtg gacgtcaagg gctcggactt cgagctgatc 10080
ccgttcggcg ccggeccgtcg catctgecgcg ggcctctccc tgggcctccg caccatccag 10140
ttcctcaccg ccacgctggt gcagggcttc gactgggagc tggccggtgg cgtcaccccc 10200
gagaagctga acatggagga gtcctacggc ctgaccctcc agcgcgccgt gccgctggtc 10260

gtccacccca agccgcggct cgcgcccaac gtctacggcc tgggctcggg ctgaggatcc 10320

aaa 10323
<210> 102

<211> 10320

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
Pagina 160



<220>
<223>

<400> 102

inserto en plasmido pCYN

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggc

cgatcgcagg
cgacgcggtc
gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgcegegc
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggca
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctcggecgce

tcccgtagga

tgcacgcggt
cacacgtggc
gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgcgggcgce
cctctgcggg
ctccgeccatg
cgcccteccgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetc
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgececgcetce
cgccgacccc

ggacgacatg

cgatcttgac
accgcgatgc
ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcgg
ctccgeeccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga

ttccggtcgg

ES 2 590 221 Bl

ttgcgcccga
ggctggcgag
tgttgtgggc
ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggegtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctgct
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag

agtacgcgga

tgctagtcgce
aggtgcgggg
acaatcgtgc
gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcec
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggc
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce

gtggggtaac

cgtcccgecc
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ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggcegecg
ctcgcecctcg
gccgeccgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc

gtggacctgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



ccatccacga
acggcaccga
ccgccgeact
acaccgtggc
ccgtccaccc
ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgtccct
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcctggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt

agtggggcca

acatgcccgg

cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttcccectg
cctggcgacc
gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcccgttc
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc

cgccgactac

ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg
gccgaggagt
ccgctgetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgect
ccgaagctcg
aagatcaccc

cagctcacca
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cggccttcgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg
tcgccaagea
cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctcect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tccecggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggegtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tccccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt

agctgctggg

ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegcec
gctcaaggac
tcgcgeggec
ccaccgctcc
cccecgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctgggc
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcec
ggtccgccag
gcgggtggcc
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc

cctccgceccc
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gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca
agcgcggcecc
gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgcgg
ctcgccctgg
gtgagcgcgg
ctcccgececg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctgge
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcc
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggcagg
gccatcaagg
tcgggcgtgg

agcgtcaagc

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgce
tccagctcgt
acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
tggcctcctc
cgtcgatcgg
tcgacctccg
tgaagaaggc
acctgatcga
aggagaagta
ccaacaacgc
aggacaagcg
ccgagtacgc
gcctggggct
tccagatgaa
aggcccacac
agctgttcta
acatcggcga
gcctggtcaa
agaagatcat
cgtcgcgceac
aaaagtcgaa
acaaaatggc
ccagccccgce

tcgagggcaa

gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc
ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
gggcatccag
caacgtgttc
cgacatcgag
cgccgecgac
gcgcgtcaag
cgccaacgac
ctcggggcag
gaacatctcc
ccgecctgcetce
ggaggaaggc
gatcaacttc
ggacatctcg
caagggcaag
caccatcgag
caaggaaaag
cctcaagccg
cttcgcccag
caagtaatct
gaccatcagc
gtccggcaag

gttcatcaag

ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca
cagaccatcc
accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
tccatcccca
gaggaagaga
agcgaggaca
tggggggtga
aaggccggcg
caggcctccg
ctggagtggg
atctggccga
cgcgcgcetcg
cgcctcgaga
taccccaagt
gcgctcacgt
tgggtcaccg
atcctgtcca
gtccgcatct
ctgcccgaac
cacatcgagc
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc

ttcaccggca
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ccggtggcac
tcctegtegt
tggacagcct
gcgacccgct
tgccggactc
tgctcaagga
tccagcccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
tggccaccgt
aggagtacgt
agcgcgacga
aggtcgtgcg
tgcacctggt
aggagttctt
gccgcatcca
aggactactt
agatcccgtc
ccacgcgcgt
aggaggtcgg
gcccgcagec
tcatcctgca
ccaagtgcgt
acggcaagta
cctgggccgt
tggtcaccga
acaagctctt
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggcgce
tcggcgtcta

cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag
ggagggcgcec
cgtgccgggc
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
catcccgcgg
ccgccccgag
gggcccccag
ggagaagtgc
gaaccacggc
caacctgccg
gggctacggc
cttccacctg
cgactacaag
cctgtcggcg
gggcctcgag
cgagctggcg
caacatggtc
gccgaactcc
caagtccatc
gttctgcgag
ggcggagcecc
ccgcaagaac
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagcegg
cctggaggac
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ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt
atcgacggcc
ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
gtggagtcgc
gaagagctga
gtgcccacga
cgcgccgagce
atcccggaca
atcgaggaga
tccaagctcg
gtgttcccgg
gccgcgaccg
ctctcccteg
gagatgctgc
ctgggcgtgg
cccggectgce
atcatcatgc
ctgcaccgcg
ccceccgeggg
gcccagttcc
aaccccgagg
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca

aaggcggtgc

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000



cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggecgg
ccgtgggcac
agaacgtcaa
tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettc
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
ggaggacgac
cggctcctgg
cgaccccaac
cctgtcgctg
ctgcaccggc

cgaggtgatc

ggccaagtgg

catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac
cttcgccecc
cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtgge
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg
gagattttcg
atgggctcgce
ctggtcatgc
aacatgaaga
tggcgcgegg
gtcttccacg

aagccgacga

aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccageg
gacgcgacca
gtgctggaga
tcgcggctcc
ggtggggtaa
ccctcgecca
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgctt
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttaa
aggccgagat
ggctcctgga
aggtcaagca
acctcaacga
tcgccacccc

tcgagggcat

ES 2 590 221 Bl

ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga
tgttctaccg
tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggcttc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcggc
ggagggcgcc
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
aaggtggggt
cgtgtgcgtg
acgcggctac
cctgctggac
ggcggggage
catggacttc

gctctccatc

gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggceg
gaagttcgcg
ccagtccccg
ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggce
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgecgg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
aaccaggcta
acgggcgcecg
accgtccggg
ctgcccaacg
ttcgacgagc
gagagcaagg
atgaagagct
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accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca
gacggcatcc
gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
acctcccgta
ccgggttcat
ccacggtccg
ccaagaccca
cgatccaggg

acccggagaa

gcgtgaaggc

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040



caaggtccgg
gcgccecgtce
gaccggctgg
ggaggaaaac
gatgccgtcc
ccactacggg
catcttcctg
gaacatcacc
caagttcgag
cgacctcggg
ctgccgcgag
gaacggcagc
gaggacgaca
ctccgcatct
aacccctggc
tccgccatgg
gtggtcgceg
gcgtcccgec
ttcgcceccgt
tccgccaagg
cgcgagctgg
gtggtcaacg
cacaaggcgg
aacatcggcg
atgaagcgcc
atgaacggcc
accgacctcg
aacatgttca
ctgatccgcec
cgcgaccggc
aaggagaact
tcgtgcgaga
gccatcgcgce

ctgccgggtg

cgcctggtct
cacgacgaga
atgtacttcg
aacctcgact
ttcccgeegt
atcatccgec
tacgagcacc
ggcatcgcca
ggcgtcgacg
ctggagttca
aaggggctcc
aactaactcg
tggccaccct
tctcccaccg
cgatcatcgg
tcaccacgta
cgtccaagtc
cgcccaactc
acggccaccg
cgctggagga
tgcgggtcgg
ccctgggecg
acgagttccg
acttcgtccc
tgcacaagcg
aggaccagaa
acggcgacgg
ccgccggeac
acccggacat
cggtgaacga
tccgectgea
tcaacggcta
gcgaccccga

gcgagaagtc

tcacctcgag
cctcgtggtc
tctccaagac
tcatcagcat
ccctgatcac
agggccagtt
cggaggccaa
agctcctccg
agaacacgga
agcacaacct
tgccgctctc
agaaagcaaa
cttcctgacg
tcgcaaccgc
caacctgccg
cggcccgatc
ggtcgccgag
gggcgccaag
ctggcggctg
cttcaagcac
caccaagccg
cgagatgatc
gtccatggtc
gtcgctggac
gttcgacgcg
gcacaccgac
cggctccctg
cgacacgtcc
catggtcaag
gtccgacatc
cccgcccacc
ccacatcccg
ccagtggtcg
cggcgtggac
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cgcggggacyg
cgacctggac
catggcggag
catccccacg
cgcgctctceg
cgtgcacctc
ggggcgctac
cgagaagtac
gaaggtgtcg
cgaggacatg
ccacgagaag
aggtggggta
atcctgctcg
tcgcacaaca
cacatgggca
ctgcacctcc
cagttcctga
cacatggcgt
ctccgcaaga
gtgcggcagg
gtgaacctgg
ggccgtcgec
accgagatga
tggctggacc
ttcctctcct
atgctgtcca
accgacacgg
gcgtcgacgg
gcccaggaag
gcccagctcc
cccctctege
aagggctcca
gaccccctcg

gtcaagggct

gtgaacgtcc
ttcgtctggg
cgggccgect
ctcgtcgtgg
ccgatcaccc
gacgacctct
atctgctcca
ccggagtacg
ttctcgtcca
ttcgtgggcg
aagcagaagg
accaggctaa
cgaccgtcct
accggctgec
ccaagcccca
ggctgggctt
agatccacga
acaactacca
tcagctccgt
aagaggtcgg
gccagctcgt
tgttcggcgce
tggccctggce
tccagggegt
cgatcctgaa
cgctcatctc
agatcaaggc
tggactgggc
agctggacat
cctacctcca
tgccgcacat
ccctectgac
ccttcaagcc

cggacttcga
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agccggtcca
ccaccaagat
ggaagttcgc
ggccgttect
ggaacgaggc
gcatgtccca
gccacgacga
acatccccac
agaagctgcg
cggtcgagtg
agcaggtcat
cctcccgtag
cttcctgatc
gccgggtecg
ccgcacgctg
cgtggacgtc
cgccaacttc
ggacctggtc
ccacctcttc
caccctcacg
caacatgtgc
cgacgcggac
gggcgtgttc
cgccggcaag
ggagcacgag
gctgaagggc
cctgctcctg
catcgcggag
cgtggtcggc
ggcggtcatc
cgcctccgag
gaacatctgg
ggagcggttc
gctgatcccg

8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
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ttcggcgccg gccgtcgecat ctgcgcgggce ctctccctgg

ctcaccgcca cgctggtgca gggcttcgac tgggagctgg

aagctgaaca tggaggagtc ctacggcctg accctccagc

caccccaagc cgcggctcgc gcccaacgtc tacggcctgg

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

<400>

103
339
PRT

Fragaria

103

Met Ser Thr

1

Gly

Lys

Lys

Phe

65

Gly

Pro

Asn

Leu

Ala

Gly

Gly

Ile

50

Arg

Ser

Asp

val

Thr

130

Leu

Ala

Lys

val

Thr

Tyr

35

Ser

Gly

Asp

Pro

Met

115

Ser

Lys

Thr

Ile
195

Thr
Gly

20

Ala

Asp

Leu

Glu

100

Lys

Ser

Ala

Pro

Ala

180

Pro

X ananassa

Gln

Phe

val

Leu

Leu

val

85

Asn

Ser

Ala

Asp

Pro

165

Trp

Ser

Pro

val

Arg

Thr

Thr

70

Phe

Asp

Cys

Ala

Glu

150

Thr

Lys

Leu

Ile

Ala

Thr

Ala

55

Asp

Met

val

Ala

135

Asn

Trp

Phe

Met

Ser

Thr

40

Leu

Glu

val

Asp

Gly

Ala

Ala
200

Ser

Gln

25

val

Gln

Gly

Ala

Thr

Trp

Tyr

Glu

185

Gly

Thr

10

Leu

Arg

Glu

Ser

Thr

90

Pro

Lys

val

Ser

Pro

170

Gln

Ala

Lys

Asp

Leu

Phe

75

Pro

Gly

Thr

Asn

Asn

Ser

gcctccgeac

ccggtggegt
gcgccgtgec

gctcgggctg

ser

Lys

Pro

Gly

60

Asp

val

val

val

Thr

140

val

ser

Asn

Leu
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Ala

Leu

Asp

45

Glu

Ala

His

Gln

Lys

Leu

Glu

Lys

Ile

Thr
205

Cys

Leu

30

Asn

Leu

Ala

Phe

Gly

Arg

Ser

Phe

val

Asp

190

Pro

catccagttc
cacccccgag
gctggtcgtc

aggatccaaa

val ITe
15

Leu Glu

Leu Lys

Thr ITe

ITe Ala
80

Gly Ser
95

val Leu

val val

Gly Thr

Leu Thr

160

Leu Ala
175

Leu Ile

Asp Ile

10140
10200
10260
10320



Ser Ser

210

Pro

Leu Asn

225

Ile Thr His

Lys Glu Ser

Glu
275

val Pro

val Pro Thr

290

Pro Ser Glu

305

Glu Asp Ile

Leu Gln Asn

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

<400> 104
atgtccacca

104
1020
DNA

ttcgtggcgt
gttagagacc
gagctaacaa
ggttctgatc
aacgacatga
gcaaaaacag
cttagtggaa
actgccaagc
tggaaatttg
ggtgcttctc
ggaaatgagt

attacacatg

Ile Gly

Leu

Gly

Glu
245

val

Ala
260

Ser
val Ala
Phe

Glu

Lys Leu

Leu

Asp

Gly

Lys

Gly

Lys

Ala Thr

215

Gly Met

val Cys

Arg Tyr

Phe Leu

280

Asp Phe

295

Lys Glu

310

Tyr Asp

325

aria

cccaacccat
ctcagctaat
cagataatct
tatttcgtgg
ttgttttcca
tcaagccagg
ttaaacgagt
caggcttgat
cacctacctg
ctgaacaaaa
tcactccaga

tcctcataaa

tggaggatgt

Gln

Thr val

X ananassa

catctcaaca
caagctcttg
gaagaagatc
ggatttaacc
tgtagccaca
agtccaagga
cgttttgaca
tgccgacgaa
gggatatcct
caacattgat
catccccagc
tggcttgaaa

ctgccgagcet

ES 2 590 221 Bl

Ser Leu Ile

Gln Met Leu

235

Ala His

250

Arg

Ile
265

Cys Cys

Ser Lys Arg

Pro Ser Lys

Thr
315

Gly Phe

Glu Tyr Leu

330

aagtctgctt
ctagagaagg
tcccacctaa
gatgaaggga
ccagtccact
gtactaaacg
tcatcagcag
aatgattggt
gtttcaaagg
ctcatcgctg
agtataggcc
ggcatgcaaa

catatatttt

Thr
220

Gly Asn

Ser Gly Ser

ITe Phe Leu

Ala Glu Asn

270

Pro Glu

285

Tyr

Ala Thr

300

Lys

Phe Lys Phe

Lys Leu Lys

gtgtcatcgg
gctatgccgt
cagcactaca
gctttgatgc
ttggctcgec
ttatgaaatc
ctgcagtaac
ctgatgttga
tactagctga
tgatcccttc
tcgccacgtc
tgctatcagg

tggcagagaa
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Glu Phe

ITe Ser

240

Ala Glu

255

Ser Ser

Tyr Lys
Ile

Leu

Ile
320

Gly

Gly val

cggcaccggc
cagaaccact
agagttggga
tgctatagca
ggatccagag
atgtgtgaaa
tgtcaatact
gttcttgacc
gaagacagca
tctcatggct
tttaatcaca
ttccatatcc

agaatctgct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



tctggtcggt
agcaaaagat
aagaccatac
gaagacatat
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

105
DNA

ANR

<400> 105
atgtcgacca

ttcgtggcegt
gtccgcgacc
gagctcacca
ggcagcgacc
aacgacatga
gcgaagaccg
ctgtccggca
accgcgaagc
tggaagttcg
ggcgcgtcgc
ggcaacgagt
atcacgcacg
agcgggcegcet
agcaagcgct
aagaccatcc
gaggacatct
<210>
<211>

<212>
<213>

106
DNA
<220>
<223>

<400> 106

1020

acatatgctg tgctgaaaat
atcctgaata caaagtcccg
tcccctcaga aaagcttaag

atgaccaaac tgtggagtac

Secuencia artificial

optimizada

cccagcccat catcagcacc

cgcagctcat caagctgctg
ccgacaacct gaagaagatc
tcttccgegg cgacctcacc
tcgtcttcca cgtcgccacc
tcaagcccgg cgtccagggc
tcaagcgcgt cgtcctgacc
ccgggctgat cgcggacgag
ccccgacctg gggctacccg
cggagcagaa caacatcgac
tgacgccgga catcccgtceg

tcctgatcaa cggcctcaag

gtgccgcgeg

cgccgagaac

tggaggacgt
acatctgctg
accccgagta caaggtgccg
tgccctccga aaagctgaag

acgaccagac ggtggaatac

11388

Secuencia artificial

inserto en plasmido pECTC

agtagtgttc
actgagtttg
aaggaggggt
ttgaaactta

aagtccgcct
ctggagaagg
tcccacctga
gacgagggca
ccggtccact
gtcctcaacg
tcgagcgcecg
aacgactgga
gtcagcaagg
ctcatcgcgg
tccatcggec
ggcatgcaga
cacatcttcc
tcgagcgtcc
acggagttcg
aaggaggggt

ctcaagctca
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ctgaggttgc
gagattttcc

tcactttcaa

agggggtgct

gcgtgatcgg
gctacgccgt
cggccctgea
gcttcgacgc
tcggcagcecc
tgatgaagtc
cggccgtcac
gcgacgtcga
tcctcgecga
tgatcccgtc
tggccacgtc
tgctgtccgg
tggcggaaaa
ccgaggtcgce
gggacttccc
tcaccttcaa

agggcgtcect

aaagttcctc
atccaaggcg
gttcgggatt

gcagaactag

cggcaccggg
gcggacgacg
ggagctcggc
cgcgatcgcc
cgaccccgag
ctgcgtgaag
cgtcaacacc
attcctgacc
gaagacggcg
gctcatggcc
cctgatcacg
ctcgatctcc
ggagtccgeg
caagttcctg
cagcaaggcc
gttcggcatc

gcagaactaa

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggc ttgcgcccga tgctagtcgc ggttgatcgg

cgatcgcagg tgcacgcggt cgatcttgac ggctggcgag aggtgcgggg aggatctgac

cgacgcggtc cacacgtggc accgcgatgc tgttgtgggc acaatcgtgc cggttggtag
Pagina 168

840
900
960
1020

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

60
120
180



gatctagcca
tccagtccca
gcgaagccat
gcgcgegegce
tcacgaccgg
tccagcagaa
aagcccgcgce
cccccgaaac
cggcccaggg
cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggca
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgce
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgegecga
cctcggecgce
tcccgtagga
ccatccacga
acggcaccga
ccgeccgeact
acaccgtggc

ccgtccaccc

gatctggtgg
gaccgcgaag
cgccacccac
ccacgcccgce
cttcggtccc
cctcatctac
cctcatgctc
catcgaccgc
caccgtcggg
ccgegggegce
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgcccgcetce
cgccgacccc
ggacgacatg
cgcggtgctc
cggcaccacc
ggcggagacc
cttccccctg

cctggcgacc

ggtaaccagg
gactgcctcg
cgctcccgea
ctggagcacg
ctcgccaacc
cacctggcca
gcccggetca
atcgtcgccg
gcctccggeg
atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgegg
ctccgeeccg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggccaca
cccgcctaga
ttccggtcgg
ggcggcgegg
ctcacctacg
ggcgtgcgea
gccttctacg

gccgaggagt

ES 2 590 221 Bl

ctaacctccc
ccctggacgg
tctccgtgac
ccatcgccga
gcctgatcgg
ccggcgtegg
actccatcct
tgctgaacgc
acctcacccc
cctccggecg
ccctecgecgce
ccgccctcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgecgtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctget
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcagag
agtacgcgga
cggccttecgg
agcaggtcga
agggcgacgt
ccgccacccg

tcgccaagca

gtaggaggac
cgccctcacc
cccecgeectce
acagcgccac
ggccgaccag
ccccaagctc
ccagggcgcec
cgggttcgcc
cctggeccac
cgtgcaggaa
ccgcgacggc
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
gtggggtaac
cgtcccgecc
ctcgaccccc
ccgcttccac
gctcgecctc
ggccggegec

gctcaaggac
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gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce
atggtcctcg
gccggegecg
ctcgceccteg
gccgeccgceg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgccc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgcceggec
ctgcgccacc
caggctaacc
gtggacctgc
gccctgatcg
cgtcgcgtgg
cactccccca
agcgtgacca

agcgcggecc

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



ggtggatcgt
gcggcgtcca
tgctggcctc
ccctgecgta
agatcgccac
tgctggcggt
tgcgcctggg
ccatccagaa
ccaagcaccc
ccgecgecget
tcggccaggce
cgatggcgga
tcgtgteccct
tccggggcecc
tcgacgagga
tgttcgtggt
cggagctgga
cgtacgacga
ccggcectggce
gggtgcgtcg
gccgccaget
aggaggacga
ccgccaccgt
acccggacta
tcaagcgcat
tcctcaagga
acatggtcgt
agtggggcca
acatgcccgg
ggtacatgat
acctggccga
tgaccttccg
gcgacggcgc
tccagctcgt

gaccgtctcc
ggagatcctc
caccgccccc
ctcgtccggce
caacctggcc
cctcecgttce
cgccaccgtg
ccaccgcatc
cctcgtcgeg
ggacgcccgce
gtacggcatg
cgcaccgccg
gaccgacccc
ccagatcatg
aggctggctg
ggaccgcgtc
ggcccacctg
cgacggcaac
ggagtcggag
cgtcaccttc
ccgcgagcecc
caaaatggtc
catggccatc
ctacttccgce
gtgcgacaag
gaacccgtcg
gatggaggtg
gcccaagtcc
cgccgactac
gtaccagcag
gaacaacaag
gggccccacc
cgcggecgtc
gtggaccgcc

ccgctgcetct
gtgtgcgact
gagcccagcg
accaccggca
cagctggagc
ttccacatct
gtggtcctgc
acctccctgt
gactacgacc
ctcgccgegg
accgagctgt
ggcaccgtgg
ggcaccgacc
aagggctacc
cacaccggcg
aaggagctga
ctcacccacc
gaggtgcccc
atcatgatgt
gtggacgccg
cgctgagagc
agcgtcgagg
ggcaccgcca
atcaccaact
tcgatgatca
gtctgcgcect
ccgaagctcg
aagatcaccc
cagctcacca
ggctgcttcg
ggtgcccgeg
gacacccacc
atcgtgggca

cagaccatcc

ES 2 590 221 Bl

cgaccgcccg
cggcccccgg
tcgccatcga
ccccgaaggg
cctcgatgcec
acggcctgac
cccggttcga
acgtggcacc
tgtcctecect
cctgctccca
ccccgggeac
gccgcctgat
tcccggecgg
tcggccggec
acgtgggcca
tcaagtacaa
ccggcgtggce
acgccttcgt
acgtggcgga
tcceccegegce
tcaggtgggg
agatccgcca
ccccgeccaa
ccgagcacat
agaagcggta
acatggcccc
gcaaggaagc
acctgatctt
agctgctggg
ccggtggcac
tcctcgtegt
tggacagcct
gcgacccgct

tgccggactc

tcgcgeggec
ccaccgctcc
ccccgeggag
cgtgatgctc
gtcggccccc
cgccctcatg
cctggagcag
gccgatcgtg
gcggtacatc
gcggctggge
ccacgtggtc
cgccggcacc
tgagtccggc
cgacgccacc
cgtggacgcg
gggcttccag
ggacgcggcec
ggtccgccag
gcgggtggec
cgcctececggce
taaccaggct
ggcccagcgce
ctgcgtcgac
gaccgagctg
catgtacctg
cagcctggac
cgcgaccaag
ctgcaccacc
cctccgeccc
cgtgctgcgce
gtgctcggag
cgtgggccag
ccccgtcgag

ggagggcgcec
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gagctggcgg
ctggtcgaca
gacgtggcgg
acccaccgcc
ggcgaccggg
aacgcgcccc
ttcctcgegg
ctcgcectgg
gtgagcgcgg
ctcccgeccg
ccgctcgacg
gagatgcgca
gagatcctga
gcggccatga
gacggctggc
gtggcccccg
gtggtcggcg
ccggccgceac
ccctacaagc
aagatcctcc
aacctcccgt
gccgagggcec
cagagcacct
aaggagaagt
aacgaggaga
gcccggeagg
gccatcaagg
tcgggegtgg
agcgtcaagc
ctggccaagg
atcaccgccg
gccctgtteg
aagccgctgt

atcgacggcc

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260



acctgcgcga
agaacatcga
ccatcttctg
tgggcctcaa
tgtcctcggce
gcctgggcac
tgaccgtcga
aggctaacct
tggcctcctc
cgtcgatcgg
tcgacctccg
tgaagaaggc
acctgatcga
aggagaagta
ccaacaacgc
aggacaagcg
ccgagtacgc
gcctggggct
tccagatgaa
aggcccacac
agctgttcta
acatcggcga
gcctggtcaa
agaagatcat
cgtcgcgcac
aaaagtcgaa
acaaaatggc
ccagccccgce
tcgagggcaa
cgtcgctcgce
tctaccgcga
ccctggccgg
ccgtgggcac

agaacgtcaa

ggtcggcctc
gaaggcgctg
gatcgcccac
gcccgagaag
ctgcgtgctg
caccggcgag
gaccgtcgtg
cccgtaggag
gggcatccag
caacgtgttc
cgacatcgag
cgccgecgac
gcgcgtcaag
cgccaacgac
ctcggggcag
gaacatctcc
ccgectgctce
ggaggaaggc
gatcaacttc
ggacatctcg
caagggcaag
caccatcgag
caaggaaaag
cctcaagccg
cttcgcccag
caagtaatct
gaccatcagc
gtccggcaag
gttcatcaag
ggccaagtgg
catcatctcc
cgcggagtac
ctacggcgac

cttcgccccc

accttccacc
gtcgaggcct
ccgggtggec
atggaggcca
ttcatcctcg
ggcctggact
ctccgcageg
gacgacatgg
tccatcccca
gaggaagaga
agcgaggaca
tggggggtga
aaggccggcg
caggcctccg
ctggagtggg
atctggccga
cgcgcgcetcg
cgcctcgaga
taccccaagt
gcgctcacgt
tgggtcaccg
atcctgtcca
gtccgcatct
ctgcccgaac
cacatcgagc
agaaggtggg
gccgtgcagg
acctacttcc
ttcaccggca
aagggcaaga
ggcccgttcg
agcaagaagg
gcggaggcecg
ggcgccageg

ES 2 590 221 Bl

tgctcaagga
tccageccect
cggccatcct
cccgccacgt
accagatgcg
ggggcgtgct
tgaccgtgtg
tggccaccgt
aggagtacgt
agcgcgacga
aggtcgtgcg
tgcacctggt
aggagttctt
gccgcatcca
aggactactt
agatcccgtc
ccacgcgcgt
aggaggtcgg
gcccgcagec
tcatcctgca
ccaagtgcgt
acggcaagta
cctgggccgt
tggtcaccga
acaagctctt
gtaaccaggc
tggagttcct
tcggtggcegce
tcggcgtcta
ccagcgagga
agaagctcat
tcatggagaa
ccgcaatcga

tgttctaccg

cgtgccgggce
cggcatcagc
ggaccaggtg
cctctcggag
gaagaagtcg
cttcggcttc
agaattcagg
catcccgcgg
ccgccccgag
gggcccccag
ggagaagtgc
gaaccacggc
caacctgccg
gggctacggc
cttccacctg
cgactacaag
cctgtcggeg
gggcctcgag
cgagctggcg
caacatggtc
gccgaactcc
caagtccatc
gttctgcgag
ggcggagccc
ccgcaagaac
taacctcccg
cgagttcccc
cggcgagcgg
cctggaggac
gctggtccac
ccgcggcetcg
ctgcgtggceg
gaagttcgcg

ccagtccccg
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ctgatctcca
gactacaact
gaggcgaagc
tacggcaaca
atcgagaacg
ggccccggcec
tggggtaacc
gtggagtcgc
gaagagctga
gtgcccacga
cgcgccgagce
atcccggaca
atcgaggaga
tccaagctcg
gtgttcccgg
gccgcgaccg
ctctccctcg
gagatgctgc
ctgggcgtgg
cccggectgce
atcatcatgc
ctgcaccgcg
ccceccgeggg
gcccagttcc
aaccccgagg
taggaggacg
gccgtcgtga
ggcctgacca
aaggcggtgc
accctccact
aagatcctgc
cacatgaagt
gaggccttca

gacggcatcc

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



tgggcctctc
acaaggcggt
acctcaagcg
gagatgatcc
ggccccctcg
ggacgaggac
ctcgctggeg
cgtcgaggcc
cctgatctcc
gctccgcettc
gggcgaggcc
gcgcgactac
ctcggacgag
cctggagaag
ctactacccg
cggcaccatc
cggcaagacc
ccacggccac
ctccaactcc
gtacccgctg
ggagatgtac
gaaggagaag
gtcggcggac
ggaggacgac
cggctcctgg
cgaccccaac
cctgtcgctg
ctgcaccggc
cgaggtgatc
caaggtccgg
gcgccecgtc
gaccggctgg
ggaggaaaac

gatgccgtcc

cttctcggag
ctcggeggec
gtccctggeg
gatgattaca
acgctgaccg
gagcgcccca
ggcatcgacg
tgcgaggact
gagatgaccc
gacatgacgg
gtccaggact
tcgcggtggce
ctgatggccc
gaaggcctca
aagtgcccgce
acgctgctcc
tggatcacgg
tacctctcca
tcgcggatgt
aagatccgcg
aagcgcaaga
gtcctccagg
gagattttcg
atgggctcgc
ctggtcatgc
aacatgaaga
tggcgecgegg
gtcttccacg
aagccgacga
cgcctggtct
cacgacgaga
atgtacttcg
aacctcgact

ttcccgecgt

gacgcgacca
gtgctggaga
tcgeggetcc
ggtggggtaa
ccctcgececa
agatcgccta
acgactccgt
ggggcatctt
gcctcgeecg
gcggcaagaa
ggcgggagat
cggacaagcc
tcgcgtgcaa
ccaaggcgtg
agcccaacct
tccaggacca
tccagccggt
acggccgctt
cgatcgccac
agggcgagaa
tgtcgcggga
accaggaagt
cgtgatttaa
aggccgagat
ggctcctgga
aggtcaagca
acctcaacga
tcgccacccc
tcgagggcat
tcacctcgag
cctcgtggtc
tctccaagac
tcatcagcat

ccctgatcac

ES 2 590 221 Bl

tcccggagaa
ccatgatcgg
cggcggtgct
ccaggctaac
ggagaagacg
caacaagttc
ggacaagcgc
ccaggtcgtg
gcagttcttc
gggcggettc
cgtgacctac
cgagggctgg
gctgctggag
cgtcgacatg
caccctgggc
ggtcggcgge
ggagggcgcc
caagaacgcc
cttccagaac
ggccgtcatg
catcgagatg
cgagaaggcc
aaggtggggt
cgtgtgcgtg
acgcggctac
cctgctggac
ggcggggagc
catggacttc
gctctccatc
cgcggggacyg
cgacctggac
catggcggag
catccccacg

cgcgctctcg

ggaagccgcc
cgagcacgcc
ctcccacggce
ctcccgtagg
ctgaactcca
tccgacgaga
tcgcaaatct
gaccacggca
gccctgeegg
atcgtctcct
ttctcctacc
cgctccatca
gtgctgtccg
gaccagaagg
ctcaagcgcc
ctccaggcca
ttcgtcgtga
gaccaccagg
ccggccccca
gaggagccca
gccacgctga
aagctccaga
aaccaggcta
acgggcgcecg
accgtccggg
ctgcccaacg
ttcgacgagc
gagagcaagg
atgaagagct
gtgaacgtcc
ttcgtctggg
cgggccgect
ctcgtcgtgg

ccgatcaccc
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gtcatcgaga
gtgagccccg
atcatcgtct
aggacgacat
agttcgtgcg
tcccggtcat
gccgcaagat
tcgacatcga
cggaggagaa
cgcacctcca
ccatccaggc
ccgagatgta
aggccatggg
tcatcgtgaa
acacggaccc
cccgggacgg
acctgggcga
cggtcgtgaa
acgcgacggt
tcaccttcgce
agaagctcgc
tgacccccaa
acctcccgta
ccgggttcat
ccacggtccg
ccaagaccca
cgatccaggg
acccggagaa
gcgtgaaggc
agccggtcca
ccaccaagat
ggaagttcgc
ggccgttect
ggaacgaggc

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340



ccactacggg
catcttcctg
gaacatcacc
caagttcgag
cgacctcggg
ctgccgcgag
gaacggcagc
gaggacgaca
ctccgecatct
aacccctggc
tccgccatgg
gtggtcgccg
gcgtcccgec
ttcgcceccgt
tccgccaagg
cgcgagctgg
gtggtcaacg
cacaaggcgg
aacatcggcg
atgaagcgcc
atgaacggcc
accgacctcg
aacatgttca
ctgatccgcec
cgcgaccggc
aaggagaact
tcgtgcgaga
gccatcgcgce
ctgccgggtg
ttcggcgcecg
ctcaccgcca
aagctgaaca

caccccaagc

aggtggggta

atcatccgcec
tacgagcacc
ggcatcgcca
ggcgtcgacg
ctggagttca
aaggggctcc
aactaactcg
tggccaccct
tctcccaccg
cgatcatcgg
tcaccacgta
cgtccaagtc
cgcccaactc
acggccaccg
cgctggagga
tgcgggtcgg
ccctgggcecg
acgagttccg
acttcgtccc
tgcacaagcg
aggaccagaa
acggcgacgg
ccgccggceac
acccggacat
cggtgaacga
tccgectgea
tcaacggcta
gcgaccccga
gcgagaagtc
gccgtcgceat
cgctggtgca
tggaggagtc
cgcggctcgce

accaggctaa

agggccagtt
cggaggccaa
agctcctccg
agaacacgga
agcacaacct
tgccgctctc
agaaagcaaa
cttcctgacg
tcgcaaccgc
caacctgccg
cggcccgatc
ggtcgccgag
gggcgccaag
ctggcggctg
cttcaagcac
caccaagccg
cgagatgatc
gtccatggtc
gtcgctggac
gttcgacgcg
gcacaccgac
cggctccctg
cgacacgtcc
catggtcaag
gtccgacatc
cccgeccacc
ccacatcccg
ccagtggtcg
cggcgtggac
ctgcgcgggce
gggcttcgac
ctacggcctg
gcccaacgtc

cctcccgtag

ES 2 590 221 Bl

cgtgcacctc
ggggcgctac
cgagaagtac
gaaggtgtcg
cgaggacatg
ccacgagaag
aggtggggta
atcctgctcg
tcgcacaaca
cacatgggca
ctgcacctcc
cagttcctga
cacatggcgt
ctccgcaaga
gtgcggcagg
gtgaacctgg
ggccgtcgec
accgagatga
tggctggacc
ttcctctcct
atgctgtcca
accgacacgg
gcgtcgacgg
gcccaggaag
gcccagcetcc
cccctctege
aagggctcca
gaccccctcg
gtcaagggct
ctctccctgg
tgggagctgg
accctccagc
tacggcctgg

gaggacgaca

gacgacctct
atctgctcca
ccggagtacg
ttctcgtcca
ttcgtgggcg
aagcagaagg
accaggctaa
cgaccgtcct
accggctgec
ccaagcccca
ggctgggctt
agatccacga
acaactacca
tcagctccgt
aagaggtcgg
gccagctcgt
tgttcggcgce
tggccctggce
tccagggegt
cgatcctgaa
cgctcatctc
agatcaaggc
tggactgggc
agctggacat
cctacctcca
tgccgcacat
ccctectgac
ccttcaagcc
cggacttcga
gcctccgceac
ccggtggegt
gcgccgtgec
gctcgggctg

tgtcgaccac

Pagina 173

gcatgtccca
gccacgacga
acatccccac
agaagctgcg
cggtcgagtg
agcaggtcat
cctcccgtag
cttcctgatc
gccgggtecg
ccgcacgctg
cgtggacgtc
cgccaacttc
ggacctggtc
ccacctcttc
caccctcacg
caacatgtgc
cgacgcggac
gggcgtgttc
cgccggcaag
ggagcacgag
gctgaagggc
cctgctcctg
catcgcggag
cgtggtcggc
ggcggtcatc
cgcctccgag
gaacatctgg
ggagcggttc
gctgatcccg
catccagttc
cacccccgag
gctggtcgtc
aggatccaaa

ccagcccatc

8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380



atcagcacca
aagctgctgce
aagaagatct
gacctcaccg
gtcgccaccc
gtccagggcg
gtcctgacct
gcggacgaga
ggctacccgg
aacatcgacc
atcccgtcgt
ggcctcaagg
tgccgegegce
gccgagaact
aaggtgccga
aagctgaaga
gtggaatacc
<210>
<211>

<212>
<213>

107
DNA
<220>
<223>

<400> 107
aagcttaccc

cattctcacg
gcggtatgcg
ggaccactca
cctcccgtag
ggacggcgcc
cgtgaccccc
cgccgaacag
gatcggggcc
cgtcggcccc

catcctccag

gaacgccggg

9864

agtccgcectg
tggagaaggg
cccacctgac
acgagggcag
cggtccactt
tcctcaacgt
cgagcgccgce
acgactggag
tcagcaaggt
tcatcgcggt
ccatcggcect
gcatgcagat
acatcttcct
cgagcgtccc
cggagttcgg
aggaggggtt

tcaagctcaa

ggcegeeggg

tgaggggccc
tcaccgcggt

ctgaagaagc
gaggacgaca
ctcaccctgg
gccctecgeg
cgccacatct
gaccagggcg
aagctctcct
ggcgcctcecg

ttcgceccccg

cgtgatcggc
ctacgccgtg
ggccctgcag
cttcgacgcc
cggcagcccc
gatgaagtcc
ggccgtcacc
cgacgtcgaa
cctcgccgag
gatcccgtcg
ggccacgtcc
gctgtccggc
ggcggaaaag
cgaggtcgcc
ggacttcccc

caccttcaag

gggcgtectg

Secuencia artificial

inserto en plasmido pLMF58

gcccgggtat
ttacaccggt
gcggtcaggg
ggaggctacg

tgaccctcca
tccagtgcga
aacgctgcgc
acggcatcac
cggaactcca
gggccgaagc
gtgcgtcccc

aagtgccggc

ggcaccgggt
cggacgacgg
gagctcggcg
gcgatcgccg
gaccccgaga
tgcgtgaagg
gtcaacaccc
ttcctgacca
aagacggcgt
ctcatggccg
ctgatcacgg
tcgatctcca
gagtccgcga
aagttcctga
agcaaggcca
ttcggcatcg

cagaactaaa

tctgcacagt
ccaccgggac
ctgtcgtgat
aaccgagatc
gtcccagacc
agccatcgcec
gcgcgceccac
gaccggcttc
gcagaacctc
ccgcgcectc
cgaaaccatc

ccagggcacc

ES 2 590 221 Bl

tcgtggegtc
tccgcgaccc
agctcaccat
gcagcgacct
acgacatgat
cgaagaccgt
tgtccggcac
ccgcgaagcec
ggaagttcgc
gcgcgtcgcet
gcaacgagtt
tcacgcacgt
gcgggcgcta
gcaagcgcta
agaccatcct
aggacatcta

ctagtaaa

cgtatgtgta
cgatgaccag
cgtcttcggt
tggtggggta
gcgaaggact
acccaccgct
gcccgectgg
ggtccccteg
atctaccacc
atgctcgcecc

gaccgcatcg

gtcggggcct

Pagina 174

gcagctcatc
cgacaacctg
cttccgeggce
cgtcttccac
caagcccggc
caagcgcgtc
cgggctgatc
cccgacctgg
ggagcagaac
gacgccggac
cctgatcaac
ggaggacgtg
catctgctgc
ccccgagtac
gccctccgaa

cgaccagacg

ttggcttgct
cgacctgcac
gaccatgtca
accaggctaa
gcctcgecect
cccgeatctc
agcacgccat
ccaaccgcct
tggccaccgg
ggctcaactc
tcgcecgtget

ccggcgacct

10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11388

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



cacccccctg
cggccgegtg
cgccgeecgce
cctcaccggc
gatggaagtc
ccaccccggt
cgtgtgccgce
ccaccccgcec
ggacaccctc
cccgatcttc
ccacgtcgcc
cgagcgccag
ccacggtggc
cctecctecgec
cggcgcgaac
gctgctcccc
cctgctcgac
ccgcatccgce
agccgtcgec
gcagaggtgg
cgcggacgtc
cttcggctcg
ggtcgaccgc
cgacgtgctc
cacccgggcc
caagcagctc
cgcccgtcgce
ccccggcecac
catcgacccc
gaagggcgtg
gatgccgtcg
cctgaccgec
gttcgacctg

ggcaccgccg

gcccacatgg
caggaagccg
gacggcctcg
gtcgaggccg
ctgtccggec
cagctgcgcg
accctcaccg
caggacgcct
gactggcacg
ccggaaggct
ctggcctccg
atcgcccgec
caggccggcc
gaaatgcgcg
caggacgtcg
ctgtcccaga
gacccggagg
gccgtctcgce
cagggcctgc
ggtaaccagg
ccgcccgtgg
acccccgecc
ttccaccgtc
gccctccact
ggcgccageg
aaggacagcg
gcggccgagce
cgctccctgg
gcggaggacg
atgctcaccc
gcccccggeg
ctcatgaacg
gagcagttcc

atcgtgctcg

tcctegeget
gcgccgtgat
ccctcgtcaa
cccgcgegat
acgccgaggc
ccaccgaacg
ccgcccggeg
actccctccg
accgggtcgt
gcgccgtcecc
acgcgctgaa
tgaccgacga
tccagtccgg
cgaacgccac
tctccatggg
tccaggccat
gccaggecgg
ccggcctecg
gccacccctc
ctaacctccc
acctgcccat
tgatcgacgg
gcgtggecgce
cccccaacac
tgaccaccgt
cggcccggtg
tggcgggcag
tcgacatgct
tggcggecect
accgccagat
accgggtgct
cgcccctgeg
tcgcggecat

ccctggccaa

ES 2 590 221 Bl

ccagggccgc
ggaccgcctc
cggcacctcc
cgacgccgcec
ctggcacccc
cctcgeccag
cctcaccgcec
cgtcgtcccc
gacctgcgag
cgccctccac
cgccgecctc
gaagctgaac
cttcatgggg
cccggtctec
taccatcgcc
cctcgeectc
ctggtccctg
cgccgaccgce
ggccgecgec
gtaggaggac
ccacgacgcg
caccgacggc
cgcactggcg
cgtggccttc
ccaccccctg
gatcgtgacc
cgtccaggag
ggcctccacc
gccgtactcg
cgccaccaac
ggcggtcctc
cctgggcgcec
ccagaaccac

gcaccccctc

gggcgcatga
tgcgggggcc
gccatgaccg
ctccgecact
gcgttcgecg
gccctggacg
gccgacctcc
cagctcgtcg
ctgaactccg
ggtggcaact
gtgaccctcg
aagggcctcc
gcccaggtca
gtccagtccc
gcccgccggg
gccctegecc
accgcccgeg
ccgctcgecg
gacccccccg
gacatgttcc
gtgctcggcg
accaccctca
gagaccggcg
cccctggect
gcgaccgccg
gtctccccgce
atcctcgtgt
gcccccgagce
tccggcacca
ctggcccagce
ccgttcttec
accgtggtgg
cgcatcacct

gtcgcggact

Pagina 175

tcgacccctc
ccctgaccct
ccatcgcecgce
ccgeccgtect
aactgcgccc
gcgcgggcecg
gccccgaaga
gcgcegtgtg
tcaccgacaa
tcatgggcgt
ccggcctegt
ccgecgttect
ccgccaccgce
tcagcaccaa
cccgcgececa
aggccatgga
acctccgcga
gccacatcga
cctagaaact
ggtcggagta
gcgcggeggce
cctacgagca
tgcgcaaggg
tctacgccgce
aggagttcgc
tgctctcgac
gcgactcggc
ccagcgtcgce
ccggcacccc
tggagccctc
acatctacgg
tcctgecccg
ccctgtacgt

acgacctgtc

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



ctccctgegg
ctcccagcgg
gggcacccac
cctgatcgec
ggccggtgag
ccggcccgac
gggccacgtg
gtacaagggc
cgtggcggac
cttcgtggtc
ggcggagegg
ccgecgecgec
gtggggtaac
ccgccaggcec
gcccaactgce
gcacatgacc
gcggtacatg
ggcccccagce
ggaagccgeg
gatcttctgc
gctgggcectc
tggcaccgtg
cgtcgtgtgce
cagcctcgtg
cccgceteccc
ggactcggag
caaggacgtg
gcccctecggce
catcctggac
ccacgtcctc
gatgcggaag
cgtgctcttc
cgtgtgagaa

cgccgcecatc

tacatcgtga
ctgggcctcc
gtggtcccgce
ggcaccgaga
tccggcgaga
gccaccgcgg
gacgcggacg
ttccaggtgg
gcggccgtgg
cgccagccgg
gtggccccct
tccggcaaga
caggctaacc
cagcgcgccg
gtcgaccaga
gagctgaagg
tacctgaacg
ctggacgccc
accaaggcca
accacctcgg
cgccccageg
ctgcgcctgg
tcggagatca
ggccaggccc
gtcgagaagc
ggcgccatcg
ccgggcectga
atcagcgact
caggtggagg
tcggagtacg
aagtcgatcg
ggcttcggec
ttcaggtggg

gagatcccga

gcgcggecgce
cgcccgtcgg
tcgacgcgat
tgcgcatcgt
tcctgatccg
ccatgatcga
gctggctgtt
ccceccgegga
tcggcgegta
ccgcacccgg
acaagcgggt
tcctecgecg
tcccgtagga
agggccccgce
gcacctaccc
agaagttcaa
aggagatcct
ggcaggacat
tcaaggagtg
gcgtggacat
tcaagcggta
ccaaggacct
ccgccgtgac
tgttcggcga
cgctgttcca
acggccacct
tctccaagaa
acaactccat
cgaagctggg
gcaacatgtc
agaacggcct
ccggcctgac
gtaaccaggc

ccatcgtctt

ES 2 590 221 Bl

gccgctggac
ccaggcgtac
ggcggacgca
gtccctgacc
gggcccccag
cgaggaaggc
cgtggtggac
gctggaggcec
cgacgacgac
cctggcggag
gcgtcgegtc
ccagctccgce
ggacgacaaa
caccgtcatg
ggactactac
gcgcatgtgce
caaggagaac
ggtcgtgatg
gggccagccc
gcccggegec
catgatgtac
ggccgagaac
cttccggggc
cggcgccgceg
gctcgtgtgg
gcgcgaggtc
catcgagaag
cttctggatc
cctcaagccc
ctcggectgce
gggcaccacc
cgtcgagacc
taacctcccg

cccgaacagc

gcccgecteg
ggcatgaccg
ccgccgggea
gaccccggea
atcatgaagg
tggctgcaca
cgcgtcaagg
cacctgctca
ggcaacgagg
tcggagatca
accttcgtgg
gagccccgct
atggtcagcg
gccatcggca
ttccgcatca
gacaagtcga
ccgtcggtct
gaggtgccga
aagtccaaga
gactaccagc
cagcagggct
aacaagggtg
cccaccgaca
gccgtcatcg
accgcccaga
ggcctcacct
gcgctggtcg
gcccacccgg
gagaagatgg
gtgctgttca
ggcgagggcc
gtcgtgctcc
taggaggacg

tccgegcagce

Pagina 176

ccgcggcectg
agctgtcccc
ccgtgggcecg
ccgacctccc
gctacctcgg
ccggcgacgt
agctgatcaa
cccaccccgg
tgccccacgce
tgatgtacgt
acgccgtccc
gagagctcag
tcgaggagat
ccgccacccc
ccaactccga
tgatcaagaa
gcgcctacat
agctcggcaa
tcacccacct
tcaccaagct
gcttcgeegg
cccgegtect
cccacctgga
tgggcagcga
ccatcctgcec
tccacctgct
aggccttcca
gtggcccgge
aggccacccg
tcctcgacca
tggactgggg
gcagcgtgac
acaaaatggc

agcgcatgcc

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



ggtggtgggc
catcgaggcc
gcaggcgctc
cctcttecgtc
cctccggaag
gcccctgtec
cttcgacgtc
ggccatcggc
catccgcccc
ggagttctgc
ctcccggggc
cggcaagtcc
gcccaagagc
gaccgagcag
gaccaagccc
ccaggctaac
gttcctcgag
tggcgccggce
cgtctacctg
cgaggagctg
gctcatccgce
ggagaactgc
aatcgagaag
ctaccgccag
ggagaaggaa
gatcggcgag
ggtgctctcc
ctcccgtagg
ccgcectegce
ctgctccact
ttcggctcca
acccacgagg
tacgacaaca

atcatgaacg

atgggctccg
gtcaagcagg
ggcgaggccc
accagcaagc
agcctgaaga
tcgcagececg
aagggcgtgt
gtctcgaact
gtggtggacc
aaggagaacg
cccaacgagg
atcgcccagg
tacgacaagg
gaccaccaca
cagctcgcgg
ctcccgtagg
ttccccgecg
gagcggggcec
gaggacaagg
gtccacaccc
ggctcgaaga
gtggcgcaca
ttcgcggagg
tccccggacg
gccgeccgtca
cacgccgtga
cacggcatca
aggacgacat
ccaagccccg
acgccctgat
tgcccaccgt
cgacctcgtt
gcgtcgecgat

acctgctcaa

ccccggactt
gctaccgcca
tgaaggaagc
tgtgggtgac
ccctccaget
gcaagttctc
gggagtcgat
tcagcgtcaa
aggtggagat
gcatcatcgt
tcatggagaa
tgtcgctccg
agcggatgaa
agatcagcca
acctgtggga
aggacgacaa
tcgtgaccag
tgaccatcga
cggtgccgtc
tccacttcta
tcctgecect
tgaagtccgt
ccttcaagaa
gcatcctggg
tcgagaacaa
gccccgacct
tcgtctgaga
gccgtcggeg
cctccecttce
cgacctctcg
ggtggcctcc
caacacccgg
ggtgcccttc

cgccaccacc

ES 2 590 221 Bl

cacctgcaag
cttcgacacc
catccacctg
cgagaaccac
cgagtacctg
cttcccgatc
ggaggagtgc
gaagctccag
gaacctcgcg
caccgccttc
cgacgtgctg
ctggctgtac
ccagaacctc
gatcagccag
cgaccagatt
aatggcgacc
ccccgegtec
gggcaagttc
gctcgcggec
ccgcgacatc
ggccggcegeg
gggcacctac
cgtcaacttc
cctctecttce
ggcggtcteg
caagcggtcc
taattcagga
aagtccaagg
atcggccacc
aagaagcacg
acccccgagce
ttccagacca
ggcccgtact

gtgaacaagc

aaggacacca
gccgeggect
ggcctcgtct
ccccacctgg
gacctctacc
gaggtggagg
cagaagctcg
aacctgctct
tggcagcaga
agcccgetgce
aaggagatcg
gagcagggcg
cacatcttcg
tcccgectca
tgatctagaa
atcagcgcecg
ggcaagacct
atcaagttca
aagtggaagg
atctccggec
gagtacagca
ggcgacgcgg
gcccccggeg
tcggaggacg
gcggccgtgce
ctggcgtcgce
ggtggggtaa
ccctgeggea
tgcacctgct
gcccgcetgtt
tgttcaagct
gcgccatccg
ggaagttcgt

tgcggcccect

Pagina 177

aggaagccat
acggctcgga
cgcgccagga
tgctcccggce
tgatccactg
acctgctccc
gcctgaccaa
ccgtcgcecac
agaagctgcg
gcaagggcge
ccgaggcecca
tcaccttcgt
actgggcgct
tcagcggccc
ggtggggtaa
tgcaggtgga
acttcctcgg
ccggcatcgg
gcaagaccag
cgttcgagaa
agaaggtcat
aggccgcecgce
ccagcgtgtt
cgaccatccc
tggagaccat
ggctcccggc
ccaggctaac
cctccccaac
caaggacaag
ctccctcteg
gttcctccag
tcgcctgacc
ccgcaagctg

ccgcacccag

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



cagatccgga
gtgaccgagg
gccgaggaga
accgacttca
gacatcctga
gtgcgtcgec
accctgctcg
aagggcctgg

tgggccctgg
tactccgtgg

atccgggcca
aagtgcaccg
ttcaacgtct
cccgagcegcet
cagcacttcc
gccacctccg
ctgggccccc
gccggcctga
gtggcctcga
gaggaagacg
cagaccggca
gagaaggccg
gaggagaagc
gagcccaccg
ggcatctggc
cacttcaaca
ctggtgcccc
aaggagtcgc
gtgtcgaccc
gtcacctcgt
caccacccct
cgctcgtgea
gaccacgtgg
ctgggccagg

agttcctgeg
agctgctcaa
tccgggacat
tctggcccect
acaagttcga
gcaagaacgg
agttcgcgga
tcgtggactt
ccgagctgat
tgggcaagga
tcgtcaagga
aggagtgcga
ggcaggtcgg
tcctggagac
agctgctccc
gcatggccac
agggccagat
ccgtgecccg
agctgctctc
aggtggacgc
ccgccgaggg
cggtcaaggt
tgaagaagga
acaacgccgc
tccagcaget
agatcggcaa
tgggcctcgg
tgtggtcgga
cctacaaggc
gcaacgacaa
gccgggtgaa
tccacctgga
gcgtgttcgce

acctggacct

ggtcatggcc
gtggaccaac
cgcccgcgag
gaagtacctc
cccggtegtg
cgaggtggtg
ggacgagacc
cttctcggec
caacaacccc
ccgectegtce
gaccttccgc
gatcaacggc
ccgggacccg
cggcgccgag
cttcggcagc
cctgctecgec
cctcaagggc
cgcccacagc
caccggcggc
cggctccggce
cttcgccaag
ggcggacctg
gtccctecgeg
gcggttctac
cacctacggc
gatcgtggac
cgacgacgac
gctggaccag
cgcgatcccg
ccacctgaac
catcgcggec
gttcgacatc
ggagaacggc
cgtgttctcg

ES 2 590 221 Bl

cagagcgccg
agcaccatct
gtcctgaaaa
aaggtcggca
gagcgcgtca
gagggcgagg
atggagatca
ggcaccgaca
cgggtcctcc
gacgaggtgg
atgcacccgc
tacgtcatcc
aagtactggg
ggcgaggcgg
ggccgtcgea
tcgctgatcc
gacgacgcca
ctggtctgcg
agccacggtg
aagacccggg
gcgctcgcecg
gacgactacg
ttcttcatge
aagtggttca
gtcttcggec
gaggagctgt
cagtcgatcg
ctgctccggg
gagtaccgcg
gtcgcgaacg
cagcgggagc
tccggcaccg
gacgagaccg

atccacacca

aggcccagaa
ccatgatgat
tcttcggcga
agtacgagaa
tcaagaagcg
cctccggegt
agatcaccaa
gcaccgccgt
agaaggcccg
acacccagaa
ccctgeccgt
€ggagggcgc
accgcccctc
gccccctgga
tgtgccccgg
agtgcttcga
aggtctccat
tgccgcetcgce
gccacagcac
tggccatctt
aggagatcaa
ccatggacga
tcgccaccta
ccgagggcaa
tgggcaaccg
cggagcaggg
aggacgactt
acgaggacga
tcgtgatcca
gcaacgccgt
tgcacaagcc
gcatcatcta
tggaggaagc

acaacgagga
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gccgctggac
gctgggcgag
gtactccctg
gcggatcgac
ccgggagatc
cttcctggac
ggagcagatc
ggccaccgag
ggaggaagtc
cctgccctac
ggtgaagcgc
cctggtgctc
cgagttccgg
cctccggggc
cgtcaacctg
cctccaggtg
ggaggagcgg
gcgcatcggc
ccatatggac
cttcggcacc
ggcgcgctac
cgaccagtac
cggcgacggc
ggacgagcgg
gcagtacgag
cgccaagcgc
cgtcgcgtgg
cgtcaacacc
cgactccacc
gttcgacatc
cgagtcggac
cgagaccggc
cggcaagctg

cggcaccccg

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
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ctgggctcct cgctcccgec cccgttccce ggcccgtgeca cccteecggtt
cactacgccg acctgctgaa cccgccgcgc aaggcgtccc tggtcgecct
accagcgagc cctccgaggc cgaccgcctg accttcctca gctccccgea
gagtacagca agtggctggt cggctcgcag cgcagcctgc tcgaggtgat
ccctcggeca agcccccgct cggcgtcttce ttcgccgegg tggccccgca
cggtactact ccatctcctc ctccccgege ttctccccge agaaggtcca
gccctggtct gcggecccac ccccaccgge cgcatccaca agggcgtgtg
atgaagaacg gcatccccct ggagaagagc cgggactgct cctgggcgcec
cgcacctcga acttcaagct gcccgcggac cacagcatcc ccatcatcat
ggcaccggcc tggccccctt ccggggcttc ctccaggagc gcctggccct
gcggtgcagce tgggcccggc cctgctcttc ttcggctgcc ggaaccgceca
atctacgagg acgagctgaa gaacttcatg gagcagggcg ccctgagcga
accttctccc gcgagggccc cgagaaggag tacgtgcagc acaagatgat
gcgaacctgt ggaacctcat ctcccagggc ggctacctct acgtctgegg
ggcatggccc gggacgtgca ccgcaccctg cacaccatcg tccagcagca
gactcgagca aggccgaggc gatcgtgaag aagctccaga tggacggcecg

gacgtgtggt gatttctcga attc

<210> 108

<211> 10785

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 1inserto en plasmido pLMF60
<400> 108

aagcttgcga gtgtccgttc gagtggcggc ttgcgcccga tgctagtcge
cgatcgcagg tgcacgcggt cgatcttgac ggctggcgag aggtgcgggg
cgacgcggtc cacacgtggc accgcgatgc tgttgtgggc acaatcgtgc
gatctagcca gatctggtgg ggtaaccagg ctaacctccc gtaggaggac
tccagtccca gaccgcgaag gactgcctcg ccctggacgg cgccctcacc
gcgaagccat cgccacccac cgctcccgca tctccgtgac ccccgecctc
gcgcgegege ccacgcccge ctggagcacg ccatcgccga acagcgccac
tcacgaccgg cttcggtccc ctcgccaacc gcctgatcgg ggccgaccag
tccagcagaa cctcatctac cacctggcca ccggcgtcgg ccccaagctc
aagcccgcgce cctcatgctc gcccggctca actccatcct ccagggcgcec
cccccgaaac catcgaccgc atcgtcgccg tgctgaacgc cgggttcgec

cggcccaggg caccgtcggg gcctccggcg acctcacccc cctggcccac
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cgccctggec
cgccgegceac
gggcaaggac
ggccgagttc
cctccagecc
cgtgacctgc
ctcgacctgg
gatcttcatc
ggtgggcccg
gaaggaagac
gatggacttc
gctgatcgtc
ggacaaggcc
cgacgccaag
ggagaacgtg
ctacctgcgg

ggttgatcgg
aggatctgac
cggttggtag
gacatgaccc
ctggtccagt
cgcgaacgct
atctacggca
ggcgcggaac
tcctgggcecg
tccggtgegt
cccgaagtgce

atggtcctcg

8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9864

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



cgctccaggg
tgatggaccg
tcaacggcac
cgatcgacgc
aggcctggea
aacgcctcgce
ggcgcctcac
tccgegtegt
tcgtgacctg
tcceccgecect
tgaacgccgc
acgagaagct
ccggcttcat
ccaccccggt
tgggtaccat
ccatcctcgce
ccggctggtc
tccgcgecga
cctcggecgce
cggcttgcgce
tgacggctgg
atgctgttgt
ccaggctaac
cgtggacctg
cgccctgatc
ccgtcgegtg
ccactccccc
cagcgtgacc
cagcgcggcc
cgagctggcg
cctggtcgac
ggacgtggcg

cacccaccgc

cggcgaccgg

ccgcgggegc
cctctgcggg
ctccgecatg
cgccctecgce
cccecgegttce
ccaggccctg
cgccgecgac
cccccagcetce
cgagctgaac
ccacggtggc
cctcgtgacc
gaacaagggc
gggggcccag
ctccgtccag
cgccgeecgce
cctcgeectc
cctgaccgcec
ccgecccgctce
cgccgacccc
ccgatgctag
Ccgagaggtgc
gggcacaatc
ctcccgtagg
cccatccacg
gacggcaccg
gccgccgceac
aacaccgtgg
accgtccacc
cggtggatcg
ggcggcgtcc
atgctggcect
gccctgecgt
cagatcgcca

gtgctggcgg

atgatcgacc
ggccccctga
accgccatcg
cactccgccg
gccgaactgc
gacggcgcegg
ctccgeccecg
gtcggcgecg
tccgtcaccg
aacttcatgg
ctcgceggec
ctcccegegt
gtcaccgcca
tccctcagea
cgggcccgeg
gcccaggceca
cgcgacctcc
gccggcecaca
cccgcctaga
tcgcggttga
ggggaggatc
gtgccggttg
aggacgacat
acgcggtgct
acggcaccac
tggcggagac
ccttcccect
ccctggcgac
tgaccgtctc
aggagatcct
ccaccgcccc
actcgtccgg
ccaacctggc

tcctceccgtt
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cctccggecg
ccctecgecgce
ccgcectcac
tcctgatgga
gcccccaccc
gccgegtgtg
aagaccaccc
tgtgggacac
acaacccgat
gcgtccacgt
tcgtcgageg
tcctccacgg
ccgccctect
ccaacggcgc
cccagctgcet
tggacctgct
gcgaccgcat
tcgaagccgt
aactgcataa
tcggcgatcg
tgaccgacgc
gtaggaggac
gttccggtcg
€ggcggcgeg
cctcacctac
cggcgtgcgce
ggccttctac
cgccgaggag
cccgctgetc
cgtgtgcgac
cgagcccagc
caccaccggc
ccagctggag

cttccacatc

cgtgcaggaa
ccgcgacggce
cggcgtcgag
agtcctgtcc
cggtcagctg
ccgcaccctc
cgcccaggac
cctcgactgg
cttcccggaa
cgccctggec
ccagatcgcc
tggccaggcc
cgccgaaatg
gaaccaggac
cccecctgtec
cgacgacccg
ccgcgecgtce
cgcccagggce
acgagtgtcc
caggtgcacg
ggtccacacg
gacctgcaga
gagtacgcgg
gcggcctteg
gagcaggtcg
aagggcgacg
gccgccaccc
ttcgccaagce
tcgaccgcecc
tcggcccccg
gtcgccatcg
accccgaagg
ccctcgatgce

tacggcctga
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gccggegecg
ctcgcectcg
gccgececgeg
ggccacgccg
cgcgccaccg
accgccgcecc
gcctactccc
cacgaccggg
ggctgcgcecg
tccgacgcgce
cgcctgaccg
ggcctccagt
cgcgcgaacg
gtcgtctcca
cagatccagg
gagggccagg
tcgecccggec
ctgcgccacc
gttcgagtgg
cggtcgatct
tggcaccgcg
ggtggggtaa
acgtcccgec
gctcgacccc
accgcttcca
tgctcgeect
gggccggege
agctcaagga
gtcgcgeggc
gccaccgctc
accccgecgga
gcgtgatgct
cgtcggcccc

ccgccctcat

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



gaacgcgccc
gttcctcgeg
gctcgecctg
cgtgagcgcg
cctccegecc
cccgcetcgac
cgagatgcgc
cgagatcctg
cgcggccatg
ggacggctgg
ggtggccccc
cgtggtcggc
gccggecgea
cccctacaag
caagatcctc
agtggcggct
gatcttgacg
ccgcgatget
ctcctacggg
gcccagcgeg
tgcgtcgacc
accgagctga
atgtacctga
agcctggacg
gcgaccaagg
tgcaccacct
ctccgeccca
gtgctgcgec
tgctcggaga
gtgggccagg
cccgtcgaga
gagggcgcca
gtgccgggec
ggcatcagcg

ctgcgcctgg
gccatccaga
gccaagcacc
gccgegecgce
gtcggccagg
gcgatggcgg
atcgtgtccc
atccggggcc
atcgacgagg
ctgttcgtgg
gcggagetgg
gcgtacgacg
cccggectgg
cgggtgcgtc
cgccgecagce
tgcgcccgat
gctggcgaga
gttgtgggca
aggttagcct
ccgagggccc
agagcaccta
aggagaagtt
acgaggagat
cccggcagga
ccatcaagga
cgggcgtgga
gcgtcaageg
tggccaagga
tcaccgccgt
ccctgttcgg
agccgctgtt
tcgacggcca
tgatctccaa

actacaactc

gcgccaccgt
accaccgcat
ccctegtegce
tggacgcccg
cgtacggcat
acgcaccgcc
tgaccgaccc
cccagatcat
aaggctggct
tggaccgcgt
aggcccacct
acgacggcaa
cggagtcgga
gcgtcacctt
tccgcgagec
gctagtcgcg
ggtgcgggga
caatcgtgcc
ggttacccca
cgccaccgtc
cccggactac
caagcgcatg
cctcaaggag
catggtcgtg
gtggggccag
catgcccggc
gtacatgatg
cctggccgag
gaccttccgg
cgacggcgcc
ccagctcgtg
cctgcgcgag
gaacatcgag

catcttctgg
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ggtggtcctg

cacctccctg
ggactacgac
cctcgecgceg
gaccgagctg
gggcaccgtg
cggcaccgac
gaagggctac
gcacaccggc
caaggagctg
gctcacccac
cgaggtgccc
gatcatgatg
cgtggacgcc
ccgctgagag
gttgatcggc
ggatctgacc
ggttggtagg
cctatggtca
atggccatcg
tacttccgca
tgcgacaagt
aacccgtcgg
atggaggtgc
cccaagtcca
gccgactacc
taccagcagg
aacaacaagg
ggccccaccg
gcggccgtca
tggaccgccc
gtcggcctca
aaggcgctgg

atcgcccacc

cccecggttcg
tacgtggcac
ctgtcctccc
gcctgctcecc
tccccgggea
ggccgcctga
ctcccggecg
ctcggecggce
gacgtgggcc
atcaagtaca
cccggegtgg
cacgccttcg
tacgtggcgg
gtcccccgeg
atcaaacgag
gatcgcaggt
gacgcggtcc
aggacgacga
gcgtcgagga
gcaccgccac
tcaccaactc
cgatgatcaa
tctgcgecta
cgaagctcgg
agatcaccca
agctcaccaa
gctgcttcgce
gtgcccgegt
acacccacct
tcgtgggcag
agaccatcct
ccttccacct

tcgaggcctt
cgggtggccc
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acctggagca
cgccgatcgt
tgcggtacat
agcggctggg
cccacgtggt
tcgccggeac
gtgagtccgg
ccgacgccac
acgtggacgc
agggcttcca
cggacgcgge
tggtccgcca
agcgggtggc
ccgecctecgg
tgtccgttcg
gcacgcggtc
acacgtggca
gctcgtcgtc
gatccgccag
cccgcccaac
cgagcacatg
gaagcggtac
catggccccc
caaggaagcc
cctgatcttc
gctgctgggc
cggtggcacc
cctcgtcgtg
ggacagcctc
cgacccgctc
gccggactcg
gctcaaggac
ccagcccctce

ggccatcctg

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



gaccaggtgg
ctctcggagt

aagaagtcga
ttcggcttcg
gaattcaaac
ggcgatcgca
accgacgcgg
aggaggacga
ccgeccgecat
cggtggtggg
tcatcgaggc
agcaggcgct
acctcttcgt
ccctccggaa
ggcccctgtc
ccttcgacgt
aggccatcgg
ccatccgcecc
gggagttctg
cctcccgggg
acggcaagtc
tgcccaagag
tgaccgagca
cgaccaagcc
ccgttcgagt
cgcggtcgat
cgtggcaccg
aaggtggggt
gcaggtggag
cttcctecggt
cggcatcggc
caagaccagc
gttcgagaag
gaaggtcatg

aggcgaagct
acggcaacat
tcgagaacgg
gccccggect
gagtgtccgt
ggtgcacgcg
tccacacgtg
ccaattcgtc
cgagatcccg
catgggctcc
cgtcaagcag
cggcgaggcc
caccagcaag
gagcctgaag
ctcgcagcecc
caagggcgtg
cgtctcgaac
cgtggtggac
caaggagaac
ccccaacgag
catcgcccag
ctacgacaag
ggaccaccac
ccagctcgeg
ggcggcttgc
cttgacggct
cgatgctgtt
aaccaggcta
ttcctcgagt
ggcgcecggceg
gtctacctgg
gaggagctgg
ctcatccgcg

gagaactgcg

gggcctcaag
gtcctcggec
cctgggcacc
gaccgtcgag
tcgagtggcg
gtcgatcttg
gcaccgcgat
gtcctcctac
accatcgtct
gccccggact
ggctaccgcc
ctgaaggaag
ctgtgggtga
accctccagc
ggcaagttct
tgggagtcga
ttcagcgtca
caggtggaga
ggcatcatcg
gtcatggaga
gtgtcgctcc
gagcggatga
aagatcagcc
gacctgtggg
gcccgatgcet
ggcgagaggt
gtgggcacaa
acctcccgta
tcccecgecgt
agcggggcect
aggacaaggc
tccacaccct
gctcgaagat

tggcgcacat
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cccgagaaga
tgcgtgctgt
accggcgagg
accgtcgtgce
gcttgcgcecc
acggctggcg
gctgttgtgg
gggaggttag
tcccgaacag
tcacctgcaa
acttcgacac
ccatccacct
ccgagaacca
tcgagtacct
ccttcccgat
tggaggagtg
agaagctcca
tgaacctcgc
tcaccgectt
acgacgtgct
gctggctgta
accagaacct
agatcagcca
acgaccagat
agtcgcggtt
gcggggagga
tcgtgccggt
ggaggacgac
cgtgaccagc
gaccatcgag
ggtgccgtcg
ccacttctac
cctgcccctg

gaagtccgtg

tggaggccac
tcatcctcga
gcctggactg
tccgcagegt
gatgctagtc
agaggtgcgg
gcacaatcgt
cctggttacc
ctccgegcag
gaaggacacc
cgccgeggec
gggcctcgtc
cccccacctg
ggacctctac
cgaggtggag
ccagaagctc
gaacctgctc
gtggcagcag
cagcccgctg
gaaggagatc
cgagcagggc
ccacatcttc
gtcccgectc
ttgatctaga
gatcggcgat
tctgaccgac
tggtaggagg
atggcgacca
cccgegtecg
ggcaagttca
ctcgcggceca
cgcgacatca
gccggcegegg

ggcacctacg
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ccgccacgtc
ccagatgcgg
gggcgtgctc
gaccgtgtga
gcggttgatc
ggaggatctg
gccggttggt
ccacctatgg
cagcgcatgc
aaggaagcca
tacggctcgg
tcgcgccagg
gtgctcccgg
ctgatccact
gacctgctcc
ggcctgacca
tccgtcgceca
aagaagctgc
cgcaagggcg
gccgaggcecc
gtcaccttcg
gactgggcgc
atcagcggcc
aaacgagtgt
cgcaggtgca
gcggtccaca
acgacactag
tcagcgccgt
gcaagaccta
tcaagttcac
agtggaaggg
tctccggecc

agtacagcaa

gcgacgcgga

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



ggccgccgea
cagcgtgttc
gaccatcccg
ggagaccatg
gctcccggeg
agtggcggct
gatcttgacg
ccgcgatget
tggggtaacc
ctgcggcacc
cacctgctca
ccgctgttct
ttcaagctgt
gccatccgtc
aagttcgtcc
cggcccctcc
gcccagaagc
atgatgatgc
ttcggcgagt
tacgagaagc
aagaagcgcc
tccggegtct
atcaccaagg
accgccgtgg
aaggcccggg
acccagaacc
ctgcccgtgg
gagggcgccc
cgcccctccg
cccctggacc
tgccccggeg
tgcttcgacc
gtctccatgg

ccgctcgegce

atcgagaagt
taccgccagt
gagaaggaag
atcggcgagc
gtgctctccc
tgcgcccgat
gctggcgaga
gttgtgggca
aggctaacct
tccccaaccc
aggacaagct
ccctctegtt
tcctccagac
gcctgaccta
gcaagctgat
gcacccagca
cgctggacgt
tgggcgaggc
actccctgac
ggatcgacga
gggagatcgt
tcctggacac
agcagatcaa
ccaccgagtg
aggaagtcta
tgccctacat
tgaagcgcaa
tggtgctctt
agttccggec
tccggggceca
tcaacctggc
tccaggtgcet
aggagcgggc
gcatcggcgt

tcgcggaggc
ccccggacgg
ccgccgtcat
acgccgtgag
acggcatcat
gctagtcgcg
ggtgcgggga
caatcgtgcc
cccgtaggag
gccctcgecc
gctccactac
cggctccatg
ccacgaggcg
cgacaacagc
catgaacgac
gatccggaag
gaccgaggag
cgaggagatc
cgacttcatc
catcctgaac
gcgtcgeegce
cctgctcgag
gggcctggtc
ggccctggcc
ctccgtggtg
ccgggecatc
gtgcaccgag
caacgtctgg
cgagcgcttc
gcacttccag
cacctccggc
gggcccccag
cggcctgacc

ggcctcgaag
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cttcaagaac
catcctgggc
cgagaacaag
ccccgacctc
cgtctgagat
gttgatcggc
ggatctgacc
ggttggtagg
gacgacatgc
aagccccgcec
gccctgatcg
cccaccgtgg
acctcgttca
gtcgcgatgg
ctgctcaacg
ttcctgcggg
ctgctcaagt
cgggacatcg
tggcccctga
aagttcgacc
aagaacggcg
ttcgcggagg
gtggacttct
gagctgatca
ggcaaggacc
gtcaaggaga
gagtgcgaga
caggtcggcc
ctggagaccg
ctgctccect
atggccaccc
ggccagatcc
gtgccccgeg

ctgctctcca

gtcaacttcg
ctctccttct
gcggtctcgg
aagcggtccc
atcaaacgag
gatcgcaggt
gacgcggtcc
aggacgacga
cgtcggcgaa
tccccttcat
acctctcgaa
tggcctccac
acacccggtt
tgcccttcgg
ccaccaccgt
tcatggccca
ggaccaacag
cccgcgaggt
agtacctcaa
cggtcgtgga
aggtggtgga
acgagaccat
tctcggecgg
acaacccccg
gcctcgtcga
ccttccgeat
tcaacggcta
gggacccgaa
gcgccgaggg
tcggcagcgg
tgctcgectc
tcaagggcga

cccacagcct

ccggcggcag
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ccceccggegce
cggaggacgc
cggccgtget
tggcgtcgeg
tgtccgttcg
gcacgcggtc
acacgtggca
attcaggagg
gtccaaggcc
cggccacctg
gaagcacggc
ccccgagcetg
ccagaccagc
cccgtactgg
gaacaagctg
gagcgccgag
caccatctcc
cctgaaaatc
ggtcggcaag
gcgcgtcatc
gggcgaggcc
ggagatcaag
caccgacagc
ggtcctccag
cgaggtggac
gcacccgccc
cgtcatcccg
gtactgggac
cgaggcgggc
ccgtcgceatg
gctgatccag
cgacgccaag
ggtctgcgtg
ccacggtggc

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880



cacagcaccc
gccatcttct
gagatcaagg
atggacgacg
gccacctacg
gagggcaagg
ggcaaccggc
gagcagggcg
gacgacttcg
gaggacgacg
gtgatccacg
aacgccgtgt
cacaagcccg
atcatctacg
gaggaagccg
aacgaggacg
ctccggttcg
gtcgccctcg
tccccgcagg
gaggtgatgg
gccccgceacc
aaggtccacg
ggcgtgtgct
tgggcgccga
atcatcatgg
ctggccctga
aaccgccaga
ctgagcgagc
aagatgatgg
gtctgcggcg
cagcagcagg

gacggccgct

atatggacga
tcggcaccca
cgcgctacga
accagtacga
gcgacggcga
acgagcgggg
agtacgagca
ccaagcgcct
tcgcgtggaa
tcaacaccgt
actccaccgt
tcgacatcca
agtcggaccg
agaccggcga
gcaagctgct
gcaccccgct
ccctggecca
ccgcgcacac
gcaaggacga
ccgagttccc
tccagccccg
tgacctgcgce
cgacctggat
tcttcatccg
tgggcccggg
aggaagacgc
tggacttcat
tgatcgtcac
acaaggccgc
acgccaaggg
agaacgtgga
acctgcggga

ggaagacgag
gaccggcacc
gaaggccgcg
ggagaagctg
gcccaccgac
catctggctc
cttcaacaag
ggtgcccctg
ggagtcgctg
gtcgaccccc
cacctcgtgc
ccacccctgce
ctcgtgcatc
ccacgtgggc
gggccaggac
gggctcctcg
ctacgccgac
cagcgagccc
gtacagcaag
ctcggccaag
gtactactcc
cctggtctgce
gaagaacggc
cacctcgaac
caccggcctg
ggtgcagctg
ctacgaggac
cttctcccgce
gaacctgtgg
catggcccgg
ctcgagcaag

cgtgtggtga
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gtggacgccg
gccgagggct
gtcaaggtgg
aagaaggagt
aacgccgcgce
cagcagctca
atcggcaaga
ggcctcggeg
tggtcggagc
tacaaggccg
aacgacaacc
cgggtgaaca
cacctggagt
gtgttcgcgg
ctggacctcg
ctcccgeccc
ctgctgaacc
tccgaggcecg
tggctggtcg
ccceccgcetceg
atctcctcct
ggccccaccc
atccccctgg
ttcaagctgc
gcccccttec
ggcccggcecc
gagctgaaga
gagggccccg
aacctcatct
gacgtgcacc
gccgaggcga

tttaaaaaag

gctccggcaa
tcgccaaggce
cggacctgga
ccctcgegtt
ggttctacaa
cctacggcgt
tcgtggacga
acgacgacca
tggaccagct
cgatcccgga
acctgaacgt
tcgcggecca
tcgacatctc
agaacggcga
tgttctcgat
cgttccccgg
cgccgcgcaa
accgcctgac
gctcgcageg
gcgtcttctt
cccecgegett
ccaccggccg
agaagagccg
ccgcggacca
ggggcttcct
tgctcttctt
acttcatgga
agaaggagta
cccagggcgg
gcaccctgca
tcgtgaagaa

gatcc
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gacccgggtg
gctcgccgag
cgactacgcc
cttcatgctc
gtggttcacc
cttcggcctg
ggagctgtcg
gtcgatcgag
gctccgggac
gtaccgcgtc
cgcgaacggc
gcgggagctg
cggcaccggc
cgagaccgtg
ccacaccaac
cccgtgceacc
ggcgtccctg
cttcctcagce
cagcctgctc
cgccgcggtg
ctccccgceag
catccacaag
ggactgctcc
cagcatcccc
ccaggagcgc
cggctgeegg
gcagggcgcc
cgtgcagcac
ctacctctac
caccatcgtc

gctccagatg
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9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201530685

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento NUmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2006089898 Al (FLUXOME SCIENCES AS) 31.08.2006
D02 US 2009082286 Al (E.|. DU PONT DE NEMOURS AND COMPANY) 26.03.2009
D03 US 2005208643 Al (REGENTS OF THE UNIVERSITY OF MINNESOTA) 22.09.2005
D04 SANTOS, C.N. et al., Metab. Eng., (2011), 13(4): 392-400. 2011
D05 DONNEZ, D. et al., Trends Biotechnol., (2009), 27(12):706-13. 2009
D06 US 2004029230 Al (KYNDT JOHN JOZEF ARMAND) 12.02.2004
D07 KYNDT, J.A. et al., FEBS Lett., (2002), 512(1-3): 240-4. 2002
D08 KANEKO, M. et al., J. Bacteriol., (2003), 185(1): 20-7. 2003
D09 WU, J. et al., J. Biotechnol., (2013), 167(4):404-11. 2013
D10 WU, J. et al., PLoS One, (2014), 9(7):€101492. 2014

En D01-D10 se divulgan acidos nucleico recombinantes y las proteinas codificadas que tienen aplicacion en la produccién
de polifenoles.

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1 Reivindicacion independientes 1, 123, 124, 127, 128, 132, (133 y 134) (en parte).

1.1.1. El objeto de las reivindicacion independiente 1 consiste en un acido nucleico recombinante que comprende una

1.1.2.

secuencia (a) con al menos un 70% de identidad con SEQ ID No 2 que codifica una proteina con al menos un 70% de
identidad con SEQ ID No 1, y una secuencia (b) con al menos un 70% de identidad con SEQ ID No 5 que codifica una
proteina con al menos un 70% de identidad con SEQ ID No 4. Las reivindicaciones 123, 124 y 128 tratan de un casete
de expresion, un vector y una célula que comprenden el acido nucleico recombinante de la reivindicacién 1. Ademas,
se reivindica el uso de dicho &cido nucleico recombinante para la sintesis de polifenoles, asi como la proteina de
fusién codificada por el mismo (reivindicaciones 132 y 127). Finalmente, las reivindicaciones (133 y 134) (en parte)
tratan de un procedimiento de obtencién de polifenoles y de un kit que comprenden el acido nucleico de la
reivindicaciéon 1. Por otro lado, dicho &cido nucleico recombinante es la secuencia comin que comparten todas las
construcciones genéticas reivindicadas en la solicitud para la sintesis de diferentes polifenoles (cf. Reivindicaciones
dependientes 3-122).

El problema técnico a resolver por el objeto de las reivindicaciones 1, 123, 124, 127, 128, 132, (133 y 134) (en parte)
puede ser considerado, por consiguiente, como la provision de un nuevo acido nucleico recombinante y un nuevo
procedimiento y kit para la sintesis de polifenoles.

La solucién propuesta es el acido nucleico de la reivindicacion 1 que comprende las secuencias (a) y (b) (SEQ ID No
2 y SEQ ID No 5). Segun la descripcion, dichas secuencias (a) y (b) codifican respectivamente las enzimas tirosina-
amino liasa (TAL) de Rhodobacter capsulatus (SEQ ID No 1) y 4-cumaroil ligasa (4CL) de Streptomyces coelicolor
(SEQ ID No 4) (cf. pagina 7, linea 29 - pagina 8, linea 4).

En el estado de la técnica mas proximo se han divulgado las secuencias de ADN de R. capsulatus y S. coelicolor que
codifican las actividades enzimaticas TAL y 4CL y que son idénticas a las reivindicadas en la solicitud, SEQ ID No 2 y
SEQ ID No 5 (cf D06: Parrafos [0026] y [0030]. DO7: Materiales y métodos, Resultados. D08: Materiales y métodos,
Resultados, Figura 1). Ademas, se han descrito microorganismos modificados genéticamente portadores de &cidos
nucleicos heterélogos que codifican diferentes actividades enzimaticas entre las que se incluyen TAL y 4CL, y que
son utilizados en procedimientos para la sintesis de polifenoles. (cf. D01-D05, D09, D10). En particular, en D01 y D02
se reivindica un microorganismo recombinante productor de resveratrol caracterizado por ser portador de las
secuencias que codifican las actividades TAL de R. capsulatus y 4CL de S. coelicolor (cf. DO1: pagina 11, lineas 11-
22, pagina 13, linea 3 — pagina 14, linea 10, reivindicaciones 1, 12-15, 21-23, 28, 31, 43. D02: Parrafos [0016],
[0038], [0039] reivindicaciones 1, 4, 5, 12 y 13).

Por consiguiente, se considera que el objeto de proteccién de la reivindicaciones independientes 1, 123, 124, 127,
128, 132, (133 y 134) (en parte), y el de las reivindicaciones dependientes 2-122, 125, 126, 129-131, 135 no es nuevo
ni tiene actividad inventiva sobre la base del documento D01, D02, D06-D08.

La presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-135 no es nuevo ni tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de
Patentes.
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