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DESCRIPCION
Zymomonas con utilizacién de arabinosa mejorada
Declaracion de derechos gubernamentales

La presente invencién se realizd con el apoyo del gobierno de Estados Unidos con el n.° de Contrato DE-FC36-
07G0O17056 otorgado por el Departmento de Energia. El gobierno estadounidense tiene determinados derechos con
respecto a la presente invencion.

Campo de la invencion

La invencion refiere se refiere a los campos de la microbiologia y la fermentacion. Mas especificamente, se describe
el disefio genético de cepas de Zymomonas para conferir utilizacion de arabinosa mejorada, y métodos para
elaborar etanol usando las cepas.

Antecedentes de la invencion

La produccion de etanol mediante microorganismos proporciona una fuente de energia alternativa a los
combustibles fdsiles y, por lo tanto, un area importante de investigacion actual. Es conveniente que los
microorganismos que producen etanol, asi como otros productos utiles, puedan usar xilosa y arabinosa como
fuentes de carbono ya que son azicares pentosa predominantes en materiales lignoceluldsicos hidrolizados, que
pueden proporcionar una fuente de sustrato de carbono disponible en abundancia y de bajo costo para que los
biocatalizadores lo usen en la fermentacion.

Zymomonas mobilis y otros etanolégenos bacterianos que no utilizan xilosa y arabinosa de forma natural pueden
disefiarse genéticamente para que utilicen estos azucares. Para proporcionar la utilizaciéon de xilosa, las cepas han
sido disefiadas genéticamente para que expresen los genes que codifican las siguientes proteinas: 1) xilosa
isomerasa, que cataliza la conversion de xilosa en xilulosa; 2) xilulocinasa, que fosforila xilulosa para formar xilulosa
5-fosfato; 3) transcetolasa; y 4) transaldolasa (US 5514583, US 6566107; Zhang et al. (1995) Science 267:240-243).
Para proporcionar la utilizacion de arabinosa, se han introducido genes adicionales que codifican las siguientes
proteinas: 1) L-arabinosa isomerasa para convertir L-arabinosa en L-ribulosa, 2) L-ribulocinasa para convertir L-
ribulosa en L-ribulosa-5-fosfato, y 3) L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa para convertir L-ribulosa-5-fosfato en D-
xilulosa (US5843760).

Aunque algunas cepas de Z mobilis se han disefiado genéticamente para la utilizacién de arabinosa, tipicamente
solo un bajo porcentaje de arabinosa presente en un medio de fermentacion es utilizado por estas cepas disefiadas
genéticamente. Todavia existe una necesidad de mejorar la utilizacion de arabinosa en Zymomonas y otros
etanoldgenos bacterianos para mejorar la produccion de etanol cuando la fermentacion se da en un medio que
contiene arabinosa.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a cepas deZymomonas y Zymobacter que estan disefiadas genéticamente para que
presenten una capacidad mejorada para utilizar arabinosa mediante la introducciéon de un gen para la expresion de
un simportador de protones de arabinosa, y para producir etanol usando estas cepas. Estas cepas presentan una
produccién mejorada de etanol cuando se cultivan en un medio que contiene arabinosa.

Por consiguiente, la invencion proporciona un microorganismo recombinante del género Zymomonas o Zymobacter
que utiliza arabinosa para producir etanol, dicho microorganismo comprende al menos un gen heterélogo que
codifica un simportador de protones de arabinosa, donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo.

Ademas, la invenciéon proporciona un proceso para generar un microorganismo recombinante del género
Zymomonas o Zymobacter que tiene mayor utilizacién de arabinosa que comprende:

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utilice arabinosa para producir etanol en
condiciones adecuadas; y

b) introducir al menos un gen que codifique un simportador de protones de arabinosa heterélogo en la cepa de (a)
para la expresion de dicho simportador.

En otra realizacion, la invenciéon proporciona un proceso para producir etanol que comprende:

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanal,
dicha cepa comprende al menos un gen heterdlogo que codifica un simportador de protones de arabinosa, donde
dicho simportador es expresado por dicho microorganismo;

b) cultivar la cepa de (a) en un medio que comprende arabinosa a través del cual la arabinosa es convertida por
dicha cepa en etanol.
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En otra realizacién, la invencidon proporciona un método para mejorar la utilizacién de arabinosa mediante un
microorganismo que utiliza arabinosa que comprende:

(a) proporcionar un microorganismo que utiliza arabinosa, donde dicho microorganismo se selecciona del grupo que
consiste en una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanol;

(b) introducir en el genoma de dicho microorganismo al menos un gen heterélogo que codifica un simportador de
protones de arabinosa, donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo; y

(c) poner en contacto el microorganismo de (b) con un medio que comprende arabinosa, donde dicho
microorganismo metaboliza dicha arabinosa con una mayor velocidad en comparacion con dicho microorganismo
que no presenta el simportador de protones de arabinosa.

Breve descripcion de las figuras y descripciones de secuencias

La invencion se entendera mejor a partir de la siguiente descripcion detallada, las Figuras y las descripciones de
secuencias adjuntas que forman parte de la presente solicitud.

La Figura 1 muestra un diagrama de la via de fermentacion de etanol en Zymomonas disefiada genéticamente para
la utilizacién de xilosa y arabinosa, donde glf significa transportador de difusion facilitado por glucosa.

La Figura 2 es un dibujo de un mapa de plasmidos de pARA205.
La Figura 3 es un dibujo de un mapa de plasmidos de pARA354.

La Figura 4 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705 (A), ZW705-ara354 (B), y ZW705-
ara354A7 (C) en MRM3AS5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 5 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705 (A), ZW705-ara354 (B), y ZW705-
ara354A7 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 6 es un dibujo de un mapa de plasmidos de pARA112.
La Figura 7 es un dibujo de un mapa de plasmidos de pARA113.

La Figura 8 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354A7 (A), ZW705-ara354A7-
ara112-2 (B), y ZW705-ara354A7-ara112-3 (C) en MRM3AS5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 9 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354A7 (A), ZW705-ara354A7-
ara112-2 (B), y ZW705-ara354A7-ara112-3 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 10 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354 (A), ZW705-ara354-
ara112-1 (B), y ZW705-ara354-ara112-2 (C) en MRM3AS5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 11 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354 (A), ZW705-ara354-
ara112-1 (B), y ZW705-ara354-ara112-2 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 12 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW801-ara354 (A), ZW801-ara354-
ara112-5 (B), y ZW801-ara354-ara112-6 (C) en MRM3AS5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 13 muestra graficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW801-ara354 (A), ZW801-ara354-
ara112-5 (B), y ZW801-ara354-ara112-6 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

Las siguientes secuencias cumplen con los articulos 1.821-1.825 del Titulo 37 del C.F.R. (Cdédigo de Regulaciones
Federales) ("Requisitos para las solicitudes de patente que contienen descripciones de secuencias de nucledtidos
y/o secuencia de aminodcidos - las regulaciones de secuencia") y son consistentes con la Norma ST.25 (1998)
Organizaciéon Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI) y los requisitos del listado de secuencias de la EPO y PCT
(Normas 5.2 y 49.5(a-bis), y Seccién 208 y Anexo C de las Instrucciones Administrativas). Los simbolos y formato
utilizado para los datos de secuencias de aminoacidos y nucleétidos cumples con las regulaciones establecidas en
el articulo 1.822 del Titulo 37 del C.F.R.

Tabla 1. SEQ ID NO de region codificante y de proteina para los simportadores de protones de arabinosa
codificados por araE

Organismo Regién codificante de SEQ ID NO: Péptido de SEQ ID NO:
E. coli 1 2
Shigella flexneri 3 4
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Organismo Regién codificante de SEQ ID NO: Péptido de SEQ ID NO:
Shigella boydii 5 6

Shigella dysenteriae 7 8

Salmonella typhimurium 9 10

Salmonella enterica 11 12

Klebsiella pneumoniae 13 14

Klebsiella oxytoca 15 16

Enterobacter cancerogenus 17 18

Bacillus amyloliquefaciens 19 20

Las SEQ ID NO:21 y 22 son la secuencia de aminoacidos y region codificante, respectivamente, para el gen araA de
E. coli.

Las SEQ ID NO:23 y 24 son la secuencia de aminoacidos y regién codificante, respectivamente, para el gen araB de
E. coli.

Las SEQ ID NO:25 y 26 son la secuencia de aminoacidos y regién codificante, respectivamente, para el gen araD de
E. E. Coli.

La SEQ ID NO:27 es la secuencia de nucledtidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araB-araA.

Las SEQ ID NO:28 y 29 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de araB-araA.

La SEQ ID NO:30 es la secuencia de nucleotidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araD, que incluye
RBSy 3' UTR.

Las SEQ ID NO:31 y 32 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de araD, que incluye RBS y 3' UTR.

La SEQ ID NO:33 es la secuencia de nucleétidos del promotor Pgap de Z. mobilis.

Las SEQ ID NO:34 y 35 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento del promotor Pgap.

La SEQ ID NO:36 es la secuencia de nucleottidos del producto de PCR del fragmento de ADN del promotor Pgap.

Las SEQ ID NO:37 y 38 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
cassette de resistencia a espectinomicina.

Las SEQ ID NO:39 y 40 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la mutagénesis de Pgap para
retirar el sitio de Ncol agregado.

La SEQ ID NO:41 es la secuencia de nucleétidos del plasmido pARA205.

Las SEQ ID NO:42 y 43 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de LDH-L.

La SEQ ID NO:44 es la secuencia de nucledtidos del producto de PCR del fragmento de ADN de LDH-L.

Las SEQ ID NO:45 y 46 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de LDH-R.

La SEQ ID NO:47 es la secuencia de nucleétidos del producto de PCR del fragmento de ADN de LDH-R.

La SEQ ID NO:48 es la secuencia de nucledtidos del producto de PCR del fragmento de ADN de LoxPw-aadA-
LoxPw.

La SEQ ID NO:49 es la secuencia de nucleotidos del plasmido pARA354.

Las SEQ ID NO:50 y 51 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para la amplificacion de PCR para
verificar la integracion en 5' de Pgqp-araBAD-aadA.
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Las SEQ ID NO:52 y 53 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para la amplificacion de PCR para
verificar la integracion en 3' de Pgqp-araBAD-aadA.

Las SEQ ID NO:54 y 55 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de la regién codificante de araE.

La SEQ ID NO:56 es la secuencia de nucleétidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araE.

Las SEQ ID NO:57 y 58 son las secuencias de nucledtidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de araFGH.

La SEQ ID NO:59 es la secuencia de nucleétidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araFGH.

Las SEQ ID NO:60 y 61 son las secuencias de nucleétidos de los cebadores para la amplificacion de PCR del
fragmento de ADN de Actinoplanes missouriensis Pg;.

La SEQ ID NO:62 es la secuencia de nucledtidos del promotor Gl de Actinoplanes missouriensis en el plasmido
usado como la plantilla de PCR.

La SEQ ID NO:63 es la secuencia de nucledtidos del producto de PCR del fragmento de ADN de Actinoplanes
missouriensis Pyg;.

La SEQ ID NO:64 es la secuencia de nucledtidos del marcador de resistencia a cloranfenicol.
La SEQ ID NO:65 es la secuencia de nucleotidos del plasmido pARA112.

La SEQ ID NO:66 es la secuencia de nucleotidos del plasmido pARA113.

Descripcion detallada

La presente invencion describe cepas de Zymomonas o Zymobacter recombinantes con utilizacion de arabinosa
mejorada que se disefian genéticamente de manera adicional para que expresen un simportador de protones de
arabinosa, y un proceso para disefiar genéticamente las cepas mediante la introduccion de un gen que codifica un
simportador de protones de arabinosa. En otros aspectos, la presente invenciéon describe procesos para mejorar la
utilizacion de arabinosa y para producir etanol en medio que comprende arabinosa, usando dichas cepas. Las cepas
que utilizan arabinosa que expresan un simportador de protones de arabinosa tienen utilizacién de arabinosa
mejorada y son utiles para producir etanol en medio que comprende arabinosa.

El etanol producido por las cepas de la presente con utilizacion de arabinosa mejorada se puede utilizar como una
fuente de energia alternativa a los combustibles fésiles.

Las siguientes abreviaturas y definiciones se utilizaran para la interpretacion de la memoria descriptiva y las
reivindicaciones.

» o« » oo » o«

Como se emplea en esta memoria, se pretende que los términos “comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que
incluye”, “tiene”, “que tiene”, “contiene” o “que contiene” o cualquier otra variacion de estos, cubran una inclusién no
exclusiva. Por ejemplo, una composiciéon, una mezcla, un proceso, un método, un articulo o un aparato que
comprende una lista de elementos, no se encuentra necesariamente limitado a esos elementos Unicamente sino que
puede incluir otros elementos que no se enumeran expresamente o que son inherentes a dicha composicion,
mezcla, proceso, método, articulo o aparato. Adicionalmente, a menos que se indique lo contrario, “0” hace
referencia a un o inclusivo y no a un o exclusivo. Por ejemplo, una condicién A o B se cumple por cualquiera de los
siguientes: A es verdadero (o presente) y B es falso (o no presente), A es falso (o no presente) y B es verdadero (o

presente), y ambos A y B son verdaderos (o presentes).

También, los articulos indefinidos “un” y “una” que preceden a un elemento o componente de la invencion no
pretenden ser restrictivos en cuanto a la cantidad de instancias (es decir, apariciones) del elemento o componente.
Por lo tanto, debe interpretarse que “un” o “una” incluyen al menos uno y la forma en singular del elemento o
componente también incluye el plural a menos que la cantidad indique obviamente el singular.

“Gen” hace referencia a un fragmento de acido nucleico que expresa una proteina especifica, que puede incluir
secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y que siguen (secuencias no codificantes 3') a
la secuencia codificante. “Gen natural” o “gen de tipo salvaje” hace referencia a un gen tal como se encuentra
naturalmente con sus propias secuencias reguladoras. “Gen quimérico” hace referencia a cualquier gen que no es
un gen natural, que comprende secuencias reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas de forma natural.
Por consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas
de diferentes fuentes o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, pero
organizadas de manera diferente a la que se encuentran de forma natural. “Gen endégeno” se refiere a un gen
natural en su ubicacion natural dentro del genoma de un organismo. Un gen “foraneo” hace referencia a un gen no
encontrado normalmente en el organismo hospedador, pero que se introduce en el organismo hospedador mediante
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transferencia génica. Los genes foraneos comprenden genes naturales insertados en un organismo no natural o
genes quimeéricos.

El término “araE” se refiere a un gen o construccion genética que codifica una proteina simportadora de protones de
arabinosa bacteriana que es una transportadora de arabinosa de baja afinidad y alta capacidad con una Km de 1,25
x 10 M. Los genes que codifican la proteina simportadora de protones de arabinosa pueden aislarse de multiples
bacterias y aquellos de bacterias entéricas, tal como Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella son
particularmente utiles en la presente invencion.

El término “utilizacion de arabinosa” cuando se utiliza en el contexto de un microorganismo se refiere a la capacidad
que presente ese microorganismo de utilizar arabinosa para la produccion de productos, particularmente etanol.

El término “cepa adaptada” se refiere a un microorganismo que se ha seleccionado para cultivarse en una fuente de
carbono particular con el fin de mejorar su capacidad de usar esa fuente de carbono para la produccion de
productos. Una “cepa adaptada de arabinosa” por ejemplo, es una cepa de un microorganismo que se ha
seleccionado para cultivarse en altas concentraciones de arabinosa.

El término “construccion genética” se refiere a un fragmento de acido nucleico que codifica para la expresion de una
0 mas proteinas especificas. En la construccion genética el gen puede ser natural, quimérico o foraneo.
Tipicamente, una construccién genética comprendera una “secuencia codificante”. Una “secuencia codificante” hace
referencia a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos especifica.

“Promotor” o “regiones de control de iniciacion” se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresion
de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se ubica 3' respecto de una
secuencia promotora. Los promotores pueden derivar en su totalidad de un gen natural, o estar compuestos por
diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso comprender
segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden dirigir la
expresion de un gen en diferentes tipos de células o tejidos, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a
diferentes condiciones ambientales. Los promotores que provocan que un gen se exprese en la mayoria de los tipos
de células en la mayoria de los casos, se denominan comunmente “promotores constitutivos”.

El término “expresién” como se emplea en esta memoria, se refiere a la transcripcion y acumulacion estable de ARN
sentido (ARNm) o antisentido derivado de un gen. Expresion también puede hacer referencia a la traduccion de
ARNmM en un polipéptido. “Inhibiciéon antisentido” se refiere a la producciéon de transcripciones de ARN antisentido
capaces de suprimir la expresion de la proteina objetivo. “Sobreexpresion” hace referencia a la produccién de un
producto génico en organismos transgénicos que excede los niveles de producciéon en organismos normales o no
transformados. “Supresion conjunta” se refiere a la produccion de fragmentos o transcripciones de ARN sentido
capaces de suprimir la expresién de genes endogenos o foraneos idénticos o sustancialmente similares (U.S.
5,231,020).

El término “transformacion”, como se emplea en esta memoria, se refiere a la transferencia de un fragmento de
acido nucleico en un organismo hospedador que resulta en herencia genéticamente estable. El acido nucleico
transferido puede encontrarse en forma de un plasmido mantenido en la célula hospedadora, o algun acido nucleico
transferido puede integrarse al genoma de la célula hospedadora. Los organismos hospedadores que contienen los
fragmentos de acido nucleico transformados se denominan organismos “transgénicos” o “recombinantes” o
“transformados”.

Los términos “plasmido” y “vector”, como se emplea en esta memoria, se refieren a un elemento extracromosémico
que a menudo porta genes que no son parte del metabolismo central de la célula, y normalmente tiene forma de
moléculas de ADN de cadena doble circular. Dichos elementos pueden ser secuencias que se replican
autbnomamente, secuencias que integran genomas, secuencias de nucledétidos o fagos, lineales o circulares, de un
ADN o ARN de cadena doble o simple, derivadas de cualquier fuente, donde se unié o recombiné una cantidad de
secuencias de nucledtidos en una Unica construccion que es capaz de introducir un fragmento de promotor y
secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' adecuada en una
célula.

El término “unido de forma operativa” se refiere a la asociacion de secuencias de acido nucleico en un Unico
fragmento de acido nucleico de forma que la funcion de uno se vea afectado por el otro. Por ejemplo, un promotor
esta unido de forma operativa a una secuencia codificante cuando es capaz de afectar la expresién de esa
secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor). Las
secuencias codificantes pueden estar unidas de forma operativa a las secuencias reguladoras en orientacion sentido
o antisentido.

El término “marcador seleccionable” significa un factor identificador, a menudo un gen de resistencia quimica o
antibiotico, que puede seleccionarse en funcion del efecto del gen marcador, es decir, la resistencia a un antibiético,
donde el efecto se utiliza para monitorear la herencia de un acido nucleico de interés y/o para identificar una célula u
organismo que ha heredado el acido nucleico de interés.
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Como se emplea en esta memoria, el término “degeneracién de codones” hace referencia a la naturaleza en el
codigo genético que permite la variacion de la secuencia de nucleotidos sin afectar la secuencia de aminoacidos de
un polipéptido codificado. El experto en la técnica conoce la “preferencia codoénica” exhibida por una célula
hospedadora especifica en el uso de codones de nucleétidos para especificar un aminoacido dado. Por lo tanto,
cuando se sintetiza un gen para mejorar la expresion en una célula hospedadora, es conveniente disefiar el gen de
modo que su frecuencia del uso de codones se aproxime a la frecuencia del uso de codones preferida de la célula
hospedadora.

El término “optimizado por codones” cuando se refiere a genes o regiones codificantes de moléculas de acido
nucleico para la transformaciéon de varios hospedadores, hace referencia a la alteracion de codones en el gen o
regiones codificantes de las moléculas de acido nucleico para que reflejen el uso de codones tipico del organismo
hospedador sin alterar el polipéptido codificado por el ADN.

El término “fuente de carbono” se refiere a azucares tales como oligosacaridos y monosacaridos que se pueden
utilizar por un microorganismo en un proceso de fermentacién (“azicar fermentable”) para producir un producto tal
como etanol. Un microorganismo puede tener la capacidad de usar una sola fuente de carbono para la produccion
de un producto y, como tal, la fuente de carbono se denomina en la presente memoria fuente de carbono “Unica”.

El término “lignocelulésico” se refiere a una composicion que comprende tanto lignina como celulosa. El material
lignocelulésico también puede comprender hemicelulosa.

El término “celuldsico” hace referencia a una composicién que comprende celulosa y componentes adicionales, que
incluyen hemicelulosa.

El término “sacarificaciéon” se refiere a la produccion de azucares fermentables o fuentes de carbono de
polisacaridos.

El término “biomasa pretratada” significa biomasa que se ha sometido a pretratamiento ante de la sacarificacion.

“Biomasa” se refiere a cualquier material celulésico o lignoceluldsico e incluye materiales que comprenden celulosa,
y opcionalmente comprenden ademas hemicelulosa, lignina, almidén, oligosacaridos y/o monosacaridos. La biomasa
también puede comprender componentes adicionales, tal como proteina y/o lipido. La biomasa puede derivar de una
sola fuente, o la biomasa puede comprender una mezcla derivada de mas de una fuente; por ejemplo, la biomasa
podria comprender una mezcla de mazorcas de maiz y forraje de maiz, o una mezcla de pasto y hojas. La biomasa
incluye, pero no se limita a, cultivos de bioenergia, residuos agricolas, desechos soélidos municipales, desechos
solidos industriales, aguas residuales de la fabricacion de papel, desechos de jardin, desechos de madera y
forestacion. Los ejemplos de biomasa incluyen, pero no se limitan a, mazorcas de maiz, residuos de cultivos tal
como cascaras de maiz, forraje de maiz, hierbas, trigo, paja de trigo, paja de cebada, heno, paja de arroz, pasto
varilla, desechos de papel, bagazo de cafia de azucar, bagazo o forraje de sorgo, forraje de soja, componentes
obtenidos a partir de la molienda de granos, arboles, ramas, raices, hojas, virutas de madera, aserrin, arbustos y
matorrales, vegetales, frutas, flores y estiércol de animales.

“Hidrolizado de biomasa” se refiere al producto resultante de la sacarificacion de la biomasa. La biomasa también se
puede pretratar o preprocesar antes de la sacarificacion.

El término “heterdélogo” significa no encontrado de forma natural en la ubicacion de interés. Por ejemplo, un gen
heterdélogo hace referencia a un gen que no se encuentra naturalmente en el organismo hospedador, pero que se
introduce en el organismo hospedador mediante transferencia génica. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico
heterdloga que esta presente en un gen quimérico es una molécula de acido nucleico que no se encuentra asociada
de forma natural a los otros segmentos del gen quimérico, tal como las moléculas de acido nucleico que tienen la
region codificante y segmentos de promotor no asociados de forma natural entre si.

Como se emplea en esta memoria, una “molécula de acido nucleico aislada” es un polimero de ARN o ADN de
cadena doble o simple, que opcionalmente contiene bases de nucleétidos alteradas, no naturales o sintéticas. Una
molécula de acido nucleico aislada en forma de un polimero de ADN puede comprender uno o mas segmentos de
ADNCc, ADN gendmico o ADN sintético.

Un fragmento de acido nucleico puede “hibridarse” con otro fragmento de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN
genémico o molécula de ARN, cuando una forma monocatenaria de un fragmento de acido nucleico puede
hibridarse con otro fragmento de acido nucleico en las condiciones adecuadas de temperatura y fuerza ionica de la
solucion. Las condiciones de hibridacion y lavado son conocidas y se ejemplifican en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y
Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 ed.; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY
(1989), particularmente el Capitulo 11 y la Tabla 11.1 en este. Las condiciones de temperatura y fuerza ionica
determinan la “rigurosidad” de la hibridacion. Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para seleccionar
fragmentos moderadamente similares (tal como secuencias homdlogas de organismos con parentezco lejano), a
fragmentos altamente similares (tal como genes que duplican enzimas funcionales de organismos con parentezco
cercano). Los lavados posteriores a la hibridacién determinan las condiciones de rigurosidad. Un conjunto de
condiciones preferidas utiliza una serie de lavados comenzando con 6X SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente
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durante 15 min, luego repetir con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45°C durante 30 min, y luego repetir dos veces con 0,2X
SSC, SDS al 0,5% a 50°C durante 30 min. Un conjunto de condiciones de rigurosidad mas preferidas utiliza
temperaturas mayores en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto por la temperatura de los dos
lavados finales de 30 min en 0,2X SSC, SDS al 0,5% que se aumenté a 60°C. Otro conjunto preferido de
condiciones de alta rigurosidad utiliza dos lavados finales en 0,1 X SSC, SDS al 0,1% a 65°C. Un conjunto adicional
de condiciones de rigurosidad incluye la hibridacién a 0,1 X SSC, SDS al 0,1%, 65°C y lavados con 2X SSC, SDS al
0,1% seguido de 0,1 X SSC, SDS al 0,1%, por ejemplo.

La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos contengan secuencias complementarias aunque, dependiendo
de la rigurosidad de la hibridacion, son posibles los malapareamientos entre bases. La rigurosidad adecuada para la
hibridaciéon de acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y el grado de complementacion,
variables que son conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u homologia entre dos secuencias
de nucledtidos, mayor sera el valor de Tm para los hibridos de acidos nucleicos que tienen esas secuencias. La
estabilidad relativa (que corresponde a mayor Tm) de hibridaciones de acido nucleico disminuye en el siguiente
orden: ARN:ARN, ADN:RNA, ADN:ADN. Para hibridos con una longitud mayor que 100 nucleoétidos, se han derivado
las ecuaciones para calcular Tm (véase Sambrook et al., supra, 9.50-9.51). Para la hibridaciéon con acidos nucleicos
mas cortos, es decir, oligonucledtidos, la posicion de malapareamientos se vuelve mas importante, y la longitud del
oligonucleodtido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra, 11.7-11.8). En una realizacion, la longitud
para un acido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 10 nucleotidos. Preferiblemente, una longitud
minima para un acido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 15 nucleétidos; mas preferiblemente, al
menos aproximadamente 20 nucledtidos; y lo mas preferiblemente, la longitud es al menos aproximadamente 30
nucledtidos. Ademas, el experto en la técnica reconocera que la temperatura y la concentracion de sal en solucion
de lavado pueden ajustarse segun sea necesario segun factores tal como longitud de la sonda.

Una “parte sustancial’ de una secuencia de aminoacidos o nucleétidos es esa parte que comprende lo suficiente de
la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucleétidos de un gen para identificar de manera
putativa ese polipéptido o gen, ya sea mediante evaluacion manual de la secuencia por parte de un experto en la
técnica o mediante comparacion e identificacion de secuencias automatizada por computadora usando algoritmos tal
como BLAST (Altschul, S. F., et al., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1993)). En general, una secuencia de diez o mas
aminoacidos contiguos o treinta o0 mas nucledtidos es necesaria para identificar de manera putativa una secuencia
de acido nucleico o polipéptido como homdloga a una proteina o gen conocido. Ademas, con respecto a secuencias
de nucledtidos, se pueden utilizar sondas de oligonucleétidos especificas del gen que comprenden 20-30
nucledtidos contiguos en métodos que dependen de la secuencia de identificacion génica (p. ej., hibridacion
Southern) y aislamiento (p. ej., hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas bacteriéfagas). Ademas, los
oligonucledtidos cortos de 12-15 bases se pueden utilizar como cebadores de amplificacion en PCR con el fin de
obtener un fragmento de acido nucleico particular que comprenda los cebadores. Por consiguiente, una “parte
sustancial” de una secuencia de nucleétidos comprende lo suficiente de la secuencia para identificar y/o aislar
especificamente un fragmento de acido nucleico que comprenda la secuencia. La presente memoria descriptiva
describe la secuencia de nucledétidos y aminoacidos completa que codifica proteinas fingicas particulares. El experto
en la técnica que cuente con el beneficio de las secuencias indicadas en la presente memoria, ahora puede usar la
totalidad o una parte sustancial de las secuencias descritas con propdsitos conocidos por los expertos en esta
técnica.

El término “complementariedad” se utiliza para describir la relacion entre bases de nucledtidos que pueden
hibridarse entre si. Por ejemplo, con respecto al ADN, adenosina es complementaria a timina y citosina es
complementaria a guanina.

Los términos “homologia” y “homologo” se utilizan de manera intercambiable en la presente memoria. Se refieren a
fragmentos de acido nucleico en donde los cambios en una o mas bases de nucleétidos no afectan la capacidad del
acido nucleico de mediar la expresion génica o de producir un determinado fenotipo. Estos términos también hacen
referencia a modificaciones de los fragmentos de acido nucleico descritos en la presente memoria tal como
eliminacioén o insercién de uno o mas nucleétidos que no alteran sustancialmente las propiedades funcionales del
fragmento de acido nucleico resultante con respecto al fragmento inicial no modificado. Se entiende, por lo tanto, tal
como lo entenderan los expertos en la técnica, que se puede utilizar otras ademas de las secuencias de ejemplo
especificas en las cepas y métodos de la invencion.

Ademas, el experto en la técnica reconoce que las secuencias de acido nucleico homologas descritas en la presente
memoria también se definen por su capacidad de hibridarse, en condiciones de rigurosidad moderada (p. €j., 0,5 X
SSC, SDS al 0,1%, 60°C) con las secuencias ejemplificadas en la presente memoria, o con cualquier parte de las
secuencias de nucleotidos descritas en la presente memoria y que son funcionalmente equivalentes a cualquiera de
las secuencias de nucleétidos descritas en la presente memoria.

El término “porcentaje de identidad”, tal como se conoce en el técnica, es una relacion entre dos o mas secuencias
de polipéptidos o dos o mas secuencia de polinucleétidos, tal como se determina mediante comparacion de
secuencias. En la técnica, “identidad” también implica el grado de relacion de secuencia entre las secuencias de
polipéptidos o polinucleotidos, segun sea el caso, determinada por la coincidencia entre cadenas de dichas
secuencias. La “identidad” y “similitud” pueden calcularse facilmente mediante métodos conocidos, que incluyen
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pero no se limitan a los descritos en: 1.) Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., Ed.) Oxford University: NY
(1988); 2.) Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., Ed.) Academic: NY (1993); 3.) Computer
Analysis of Sequence Data, Parte | (Griffin, A. M., Y Griffin, H. G., Eds.) Humania: NJ (1994); 4.) Sequence Analysis
in Molecular Biology (von Heinje, G., Ed.) Academic (1987); y 5.) Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y
Devereux, J., Eds.) Stockton: NY (1991).

Los métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mayor coincidencia entre
las secuencias analizadas. Los métodos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas
informaticos de disponibilidad publica. Se pueden realizar alineaciones de secuencias y calculos de porcentajes de
identidad mediante el uso del programa MegAlign" del paquete informatico LASERGENE de bioinformatica
(DNASTAR, Inc., Madison, WI). El alineamiento multiple de secuencias se realiza usando el “Método Clustal de
alineamiento” que abarca diversas variedades del algoritmo que incluye el "Método Clustal V de alineamiento" que
corresponde al método de alineamiento denominado Clustal V (descrito por Higgins y Sharp, CABIOS. 5:151-153
(1989); Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci., 8:189-191 (1992)) y encontrado en el programa MegAlign™ del
paquete informatico LASERGENE de bioinformatica (DNASTAR Inc.). Para alineamientos muiltiples, los valores
predeterminados corresponden a PENALIZACION DE HUECO=10 y PENALIZACION DE LONGITUD DE
HUECO=10. Los parametros predeterminados para los alineamientos en pares y el calculo del porcentaje de
identidad de secuencias de proteinas usando el método Clustal son KTUPLE=1, PENALIZACION DE HUECO=3,
VENTANA=5 y DIAGONALES GUARDADAS=5. Para los acidos nucleicos estos parametros son KTUPLE=2,
PENALIZACION DE HUECO=5, VENTANA=4 y DIAGONALES GUARDADAS=4. Después del alineamiento de las
secuencias usando el programa Clustal V, es posible obtener un “porcentaje de identidad” al observar la tabla de
“distancias de secuencia” en el mismo programa. De manera adicional, el “Método Clustal W de alineamiento” esta
disponible y corresponde al método de alineamiento denominado Clustal W (descrito por Higgins y Sharp, CABIOS.
5:151-153 (1989); Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci. 8:189-191 (1992)) y encontrado en el programa
MegAlign™ v6.1 del paquete informatico LASERGENE de bioinformatica (DNASTAR Inc.). Los parametros
predeterminados para el alineamiento multiple (PENALIZACION DE HUECO=10, PENALIZACION DE LONGITUD
HUECO=0,2, Retardo de las secuencias divergentes(%)=30, Peso de transicion de ADN=0,5, Matriz de peso de
proteina=Serie Gonnet, Matriz de peso de ADN=IUB). Después del alineamiento de las secuencias usando el
programa Clustal W, es posible obtener un “porcentaje de identidad” al observar la tabla de “distancias de
secuencia” en el mismo programa.

Los expertos en la técnica entienden que muchos niveles de identidad de secuencia son Uutiles en la identificacion de
polipéptidos, de otras especies, en donde dichos polipéptidos tienen la misma funcién o actividad o una similar. Los
ejemplos utiles de porcentaje de identidad incluyen, pero no se limitan a: 24%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95%, o cualquier porcentaje entero de 24% a 100% puede ser util en la
descripcion de la presente invencion, tal como 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%,
37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%,
57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% o0 99%. Los fragmentos de acido nucleico adecuados no solo tienen las homologias anteriores sino que
tipicamente codifican un polipéptido que tiene al menos 50 aminoacidos, preferiblemente al menos 100 aminoacidos,
mas preferiblemente al menos 150 aminoacidos, aun mas preferiblemente al menos 200 aminoacidos, y lo mas
preferiblemente al menos 250 aminoacidos.

El término “software de analisis de secuencias” se refiere a cualquier algoritmo informatico o programa de software
que es Util para el andlisis de secuencias de aminoacidos o nucleédtidos. El “software de analisis de secuencias”
puede encontrarse comercialmente disponible o puede desarrollarse de forma independiente. Un software de
analisis de secuencias tipico incluira, pero no se limita a: 1.) el paquete de programas GCG (Wisconsin Package
Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI); 2.) BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol.
Biol., 215:403-410 (1990)); 3.) DNASTAR (DNASTAR, Inc. Madison, WI); 4.) Sequencher (Gene Codes Corporation,
Ann Arbor, Ml); y 5.) el programa FASTA que incorpora €l algortimo Smith-Waterman (W. R. Pearson, Comput.
Methods Genome Res., [Proc. Int. Symp.] (1994), Meeting Date 1992, 111-20. Editor/es: Suhai, Sandor. Plenum:
Nueva York, NY). En el contexto de la presente solicitud, se comprendera que en los casos en que se usa software
de analisis de secuencias para el analisis, los resultados del andlisis se basaran en los “valores predeterminados”
del programa al que se hace referencia, a menos que se especifique lo contrario. Como se emplea en esta memoria,
“valores predeterminados” significa cualquier conjunto de valores o parametros que se carga originalmente con el
software cuando se inicia por primera vez.

Las técnicas de clonacion molecular y ADN recombinante estandar utilizadas en la presente memoria son conocidas
en la técnica y fueron descritas por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2.% ed.; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, New York, 1989 (de aqui en adelante
"Maniatis"); y por Silhavy, T. J., Bennan, M. L. y Enquist, L. W. Experiments with Gene Fusions; Cold Spring Harbor
Laboratory: Cold Spring Harbor, Nueva York, 1984; y por Ausubel, F. M. et al., In Current Protocols in Molecular
Biology, publicado por Greene Publishing y Wiley-Interscience, 1987.

La presente invencion se refiere a cepas disefiadas genéticamente de Zymomonas o Zymobacter que utilizan
arabinosa que tienen utilizacion de arabinosa mejorada cuando se fermentan en un medio que contiene arabinosa, y
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a procesos para la produccion de etanol usando estas cepas. Un desafio para mejorar la produccion de etanol
mediante la fermentacién de un biocatalizador en un medio que incluye un hidrolizado de biomasa, producido
tipicamente mediante pretratamiento y sacarificacion de la biomasa, es obtener una utilizacion eficaz de arabinosa.
La arabinosa es una de las azlcares pentosa predominantes en materiales lignoceluldsicos hidrolizados, la otra es
xilosa. Los solicitantes han descubierto que la expresion de un simportador de protones de arabinosa conduce a una
mayor eficacia en la utilizacion de arabinosa mediante cepas que utilizan arabinosa y, por lo tanto, a mayores
rendimientos de etanol cuando la fermentacion se produce en un medio que contiene arabinosa.

Cepa hospedadora que utiliza arabinosa

Cualquier cepa de Zymomonas o Zymobacter que pueda utilizar arabinosa como una fuente de carbono puede
utilizarse como un hospedador para preparar las cepas de la presente invencion. Las cepas de Zymomonas, tal
como Z. mobilis que han sido disefiadas genéticamente para fermentacion de arabinosa en etanol son
particularmente utiles. Zymomonas ha sido disefiada genéticamente para utilizaciéon de arabinosa mediante la
introduccion de genes que codifican 1) L-arabinosa isomerasa para convertir L-arabinosa en L-ribulosa, 2) L-
ribulocinasa para convertir L-ribulosa en L-ribulosa-5-fosfato, y 3) L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa para convertir L-
ribulosa-5-fosfato en D-xilulosa (US5843760 y descrito en los Ejemplos 1 y 2 en la presente memoria; véase
diagrama en la Figura 1). Las secuencias de ADN que codifican estas enzimas pueden obtenerse a partir de
microorganismos que tienen la capacidad de metabolizar la arabinosa. Las fuentes para las regiones codificantes
incluyen Klebsiella, Escherichia, Rhizobium, Agrobacterium y Salmonella. Las regiones codificantes de E. coli son
particularmente utiles, que son para L-arabinosa isomerasa: region codificante de araA (region codificante SEQ ID
NO:21; proteina SEQ ID NO:22), para L-ribulocinasa: regién codificante de araB (region codificante SEQ ID NO:23;
proteina SEQ ID NO:24), y para L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa: regiéon codificante de araD (region codificante
SEQ ID NO:25; proteina SEQ ID NO:26). Estas proteinas y sus regiones codificantes pueden identificarse facilmente
en otros microorganismos que utilizan arabinosa, tal como los indicados anteriormente, por un experto en la técnica
mediante el uso de bioinformatica o métodos experimentales tal como se describe mas adelante para araE.

Ademas, las actividades de transcetolasa y transaldolasa se utilizan en la via biosintética de arabinosa a etanol
(véase la Figura 1). La transcetolasa y transaldolasa son dos enzimas de la via de la pentosa fosfato que convierten
xilulosa 5-fosfato en intermedios que acoplan el metabolismo pentosa a la via glucolitica de Entner-Douderoff lo que
permite el metabolismo de arabinosa o xilosa en etanol. Estas pueden ser actividades enddégenas, o las actividades
enddgenas pueden complementar las actividades introducidas para estas enzimas.

Tipicamente, la Zymomonas que utiliza arabinosa también esta disefiada genéticamente para utilizacién de xilosa.
Tipicamente, se han introducido cuatro genes en Z mobilis para la expresion de cuatro enzimas que participan en el
metabolismo de xilosa (Figura 1) tal como se describe en US 5514583. Estas incluyen genes que codifican
transcetolasa y transaldolasa tal como se describié anteriormente, asi como también xilosa isomerasa, que cataliza
la conversion de xilosa en xilulosa y xilulocinasa, que fosforila xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato (véase la Figura
1). Las secuencias de ADN que codifican estas enzimas pueden obtenerse de numerosos microorganismos que son
capaces de metabolizar xilosa, tal como bacterias entéricas, y algunas levaduras y hongos. Las fuentes para las
regiones codificantes incluyen Xanthomonas, Klebsiella, Escherichia, Rhodobacter, Flavobacterium, Acetobacter,
Gluconobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Salmonella, Pseudomonads y Zymomonas. Las regiones codificantes de
E. coli son particularmente utiles.

Para la expresion, las secuencias de ADN codificantes para proteinas que utilizan arabinosa y proteinas que utilizan
xilosa estan unidas de forma operativa a promotores que se expresan en células de Z. mobilis, y terminadores de
transcripcion. Los ejemplos de promotores que se pueden utilizar incluyen los promotores del gen codificador de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis (promotor GAP; Pgap), del gen codificador de enolasa de Z.
mobilis (promotor ENO; Peno), y del gen codificador de xilosa isomerasa de Actinoplanes missouriensis (promotor
Gl, Pgi). Las regiones codificantes pueden expresarse individualmente a partir de un promotor, tipicamente como un
gen quimérico, o dos o mas regiones codificantes pueden unirse en un operdn con expresion a partir del mismo
promotor. Los operones y/o genes quiméricos resultantes tipicamente se construyen en o se transfieren a un vector
para manipulaciones adicionales.

Los vectores son ampliamente conocidos en la técnica. Para la expresién en Zymomonas son particularmente Utiles
los vectores que pueden replicarse tanto en E. coli como en Zymomonas, tal como pZB188 que se describe en la
patente de EE.UU. n.° 5.514.583. Los vectores pueden incluir plasmidos para la replicacion auténoma en una
célula, y plasmidos para llevar construcciones que se integraran al genoma celular. Los plasmido para la integracion
de ADN pueden incluir transposones, regiones de secuencia de acido nucleico homdlogas al genoma celular
objetivo, secuencias de integracion dirigidas al sitio u otras secuencias que apoyan la integracion. En la
recombinacién homologa, las secuencias de ADN que flanquean un sitio de integracion objetivo se colocan unidas a
un gen de resistencia a espectinomicina, u otro marcador seleccionable, y el gen quimérico conduce la insercién del
marcador seleccionable y gen quimérico en el sitio genémico objetivo tal como se describe en el Ejemplo 2 en la
presente memoria. Ademas, el marcador seleccionable puede estar unido mediante sitios de recombinacién
especificos del sitio, de modo que luego de la expresion de la recombinasa especifica del sitio correspondiente, el
gen de recombinacion pueda extraerse del genoma.
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Las cepas que utilizan xilosa que son de uso particular incluyen CP4(pZB5) (US 5514583), ATCC31821/pZBS (US
6566107), 8b (US 20030162271; Mohagheghi et al., (2004) Biotechnol. Lett. 25; 321-325), y ZW658 con derivados
ZW800 y ZW801-4 (publicacion de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitacién con la presente,
#US20080286870; depositado, ATTCC # PTA-7858). También se puede utilizar ZW705, que se describe en la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitacion con la presente, #US
20110014670. Las cepas que utilizan arabinosa que se pueden utilizar se describen en US5843760, y también se
describen en la presente memoria en los Ejemplos 1y 2.

Adaptacion para utilizaciéon de arabinosa

Los solicitantes descubrieron que una cepa de Z. mobilis disefiada genéticamente para utilizacion de xilosa y
arabinosa tal como se describié anteriormente utiliza aproximadamente 33% de arabinosa en un medio donde la
arabinosa es la Unica fuente de carbono (a 50 g/L), y aproximadamente 68% de arabinosa en un medio que incluye
azucares mezclados de 25 g/L de arabinosa, 25 g/L de xilosa y 50 g/L de glucosa en condiciones de cultivo de
prueba. En un intento de derivar una cepa con utilizacién de arabinosa mejorada, los solicitantes adaptaron células
de la cepa que utiliza xilosa y arabinosa mediante cultivo en seria en un medio con 50 g/L de arabinosa como la
Unica fuente de carbono tal como se describe en la presente memoria en el Ejemplo 2. Usando este proceso, se
obtuvieron cepas aisladas que tenias una mejora sustancial en la utilizacion de arabinosa en un medio donde la
arabinosa es la unica fuente de carbono, que son cepas adaptadas a arabinosa. Por ejemplo, una cepa utilizé
aproximadamente 83% de arabinosa donde 50 g/L de arabinosa es la unica fuente de carbono. En el medio de
azucares mezclados que contenia 25 g/L de arabinosa, 25 g/L de xilosa y 50 g/L de glucosa, hubo una mejora
menor: se utilizé aproximadamente 74% de arabinosa. También en el medio de azlcares mezclados, la utilizaciéon
de arabinosa se retras6 en comparacion con la utilizacion de glucosa y xilosa.

Para obtener cepas con utilizacion de arabinosa mejorada, las cepas disefiadas genéticamente para la expresion de
genes con utilizacion de arabinosa tal como se describié anteriormente pueden adaptarse mediante cultivo en seria
en un medio que contiene arabinosa como la Unica fuente de carbono en concentraciones entre aproximadamente
20 g/L y 100 g/L, o mayores. La adaptacion puede realizarse en concentraciones de arabinosa, pero con cultivo
inicial en aproximadamente 20 g/L o mas. El cultivo en serie es tipicamente para al menos aproximadamente 25
duplicaciones. La adaptacion puede realizarse antes o después de introducir un simportador de protones de
arabinosa heterdlogo, que se describe mas adelante, en una cepa que utiliza arabinosa. Ademas, las células pueden
adaptarse tanto antes como después de la introduccién de un simportador de protones de arabinosa heteroélogo.

Descubrimiento para disefiar genéticamente la utilizacién de arabinosa mejorada

Los solicitantes disefiaron genéticamente cepas de Zymomonas que utilizan xilosa y arabinosa para la expresion de
los dos sistemas de transporte de arabinosa diferentes presentes en E. coli. Los dos sistemas son 1) un
transportador ABC que consiste en tres proteinas codificadas por araFGH: proteina de unién a arabinosa
periplasmatica de 33 kD codificada por araF, ATPasa unida a la membrana de 55 kD codificada por araG, y proteina
unida a la membrana de 34 kD codificada por araH; y 2) un simportador de protones de arabinosa que consiste en
una proteina: simportador de protones de arabinosa de 52 kD codificado por araE. El transportador ABC es un
transportador de arabinosa de alta afinidad y baja capacidad con una Km de 3 x 10™* M, mientras el simportador de
protones de arabinosa es un transportador de arabinosa de baja afinidad y alta capacidad con una Km of 1,25 x 10
M. Los solicitantes descubrieron que la expresion del transportador ABC en realidad dio como resultado una
utilizacion de arabinosa reducida en medio solamente con arabinosa. La expresion del simportador de protones de
arabinosa aumento la utilizacion de arabinosa tanto en el medio solamente con arabinosa como en el medio con
azucares mezclados. Por lo tanto, los solicitantes han descubierto que el transportador ABC de E. coli no mejora la
utilizacion de arabinosa, mientras el simportador de protones de arabinosa mejora la utilizacion de arabinosa en
Zymomonas. Con la expresion del simportador de protones de arabinosa, la utilizacion de arabinosa aumenté
ampliamente tanto en el medio solamente con arabinosa como en el medio con azlcares mezclados.

La expresiéon de un simportador de protones de arabinosa aumenté la utilizacion de arabinosa en todas las cepas
analizadas. Estas incluyen una cepa de Z. mobilis que utiliza arabinosa y xilosa sin adaptacion, una cepa de Z.
mobilis que utiliza arabinosa y xilosa que ha sido adaptada para utilizacion de xilosa en condiciones de estrés
(descrita en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitacién con la presente,
#US 20110014670), y una cepa de Z. mobilis que utiliza arabinosa y xilosa que ha sido adaptada para utilizaciéon de
xilosa en condiciones de estrés y también para utilizacién de arabinosa tal como se describié anteriormente en la
presente memoria y en el Ejemplo 2. En cepas sin adaptacion de arabinosa, la utilizacion de arabinosa aumenté en
al menos aproximadamente 28% en el medio solamente con arabinosa asi como también en el medio con azucares
mezclados. También en una cepa adaptada a arabinosa, la utilizacién de arabinosa aumentd en al menos
aproximadamente 28% en el medio con azucares mezclados. En el medio solamente con arabinosa el nivel de
utilizacion de arabinosa en la cepa original adaptada a arabinosa sin expresion del simportador de protones de
arabinosa ya se encuentra a aproximadamente 80% vy, por lo tanto, el aumento en la utilizacién de arabinosa no
puede exceder 20%, y es de aproximadamente 18%.

Por lo tanto, cualquier cepa de Zymomonas o Zymobacter que sea capaz de utilizar arabinosa, también denominada
cepa que utiliza arabinosa, se puede utilizar para crear las cepas de la presente. Son particularmente utiles las
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cepas que utilizan adicionalmente xilosa y glucosa. En estas cepas la utilizacion de arabinosa se mejora en al menos
aproximadamente 10% mediante la expresion de un simportador de protones de arabinosa. La utilizacion de
arabinosa puede mejorarse en al menos aproximadamente 10%, 12%, 16%, 18%, 20%, 24%, 28% o mas. El % de
mejora puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo utilizadas que incluyen el tipo de medio y el
microorganismo original utilizado para disefiar genéticamente la expresion del simportador de protones de
arabinosa, asi como también la cepa especifica disefiada genéticamente resultante. Los factores que provocan la
variacion incluyen el nivel de expresion del simportador de protones de arabinosa introducido y el nivel de actividad
del transportador resultante, que puede variar entre transformantes.

Expresion de un simportador de protones de arabinosa

En las células disefiadas genéticamente de Zymomonas o Zymobacter de la presente puede expresarse cualquier
simportador de protones de arabinosa para proporcionar utilizacion de arabinosa mejorada. Las proteinas
bacterianas simportadoras de protones de arabinosa y sus secuencias codificantes para la expresion en
Zymomonas o Zymobacter son heterdlogas, ya que no se encuentran de forma natural en Zymomonas o
Zymobacter. Los ejemplos de proteinas simportadoras de protones de arabinosa y secuencias codificantes que
pueden expresarse incluyen las codificadas por los genes arak de E. coli (region codificante SEQ ID NO:1; proteina
SEQ ID NO:2), Shigella flexneri (region codificante SEQ ID NO:3; proteinaSEQ ID NO:4), Shigella boydii (region
codificante SEQ ID NO:5; proteina SEQ ID NO:6), Shigella dysenteriae (region codificante SEQ ID NO:7; proteina
SEQ ID NO:8), Salmonella typhimurium (region codificante SEQ ID NO:9; proteina SEQ ID NO:10), Salmonella
enterica (region codificante SEQ ID NO:11; proteina SEQ ID NO:12), Klebsiella pneumoniae (coding region SEQ ID
NO13; protein SEQ ID NO:14), Klebsiella oxytoca (regién codificante SEQ ID NO:15; proteina SEQ ID NO:16),
Enterobacter cancerogenus (region codificante SEQ ID NO:17; proteina SEQ ID NO:18) y Bacillus amyloliquefaciens
(region codificante SEQ ID NO:19; proteina SEQ ID NO:20).

Dado que las secuencias de las regiones codificantes del simportador de protones de arabinosa y las proteinas
codificadas son ampliamente conocidas, tal como se ejemplifica en las SEQ ID NO indicadas anteriormente en la
Tabla 1, un experto en la técnica puede identificar facilmente simportadores de protones de arabinosa adecuados
adicionales en funcion de la similitud de secuencia usando enfoques de bioinformatica. Tipicamente, la busqueda
BLAST (descrita anteriormente) de bases de datos de disponibilidad publica con secuencias de aminoacidos del
simportador de protones de arabinosa, tal como las proporcionadas en la presente memoria, se utiliza para
identificar simportadores de protones de arabinosa adicionales, y sus secuencias codificantes que se pueden utilizar
en las cepas de la presente. Estas proteinas pueden tener al menos aproximadamente 80-85%, 85%-90%, 90%-
95% o0 95%-99% de identidad de secuencia con cualquiera de los simportadores de protones de arabinosa de las
SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 0 20 y al mismto tiempo presentan actividad del simportador de protones de
arabinosa. Las identidades se basan en el método de alineamiento Clustal W usando los parametros
predeterminados de PENALIZACION DE HUECO=10, PENALIZACION DE LONGITUD HUECO=0,1, y serie Gonnet
250 de matriz de peso de proteina.

Ademas de usar la secuencia de region codificante o de proteina y los métodos de bioinformatica para identificar
simportadores de protones de arabinosa adicionales, se pueden utilizar las secuencias descritas en la presente
memoria o las indicadas en la técnica para identificar experimentalmente otros homdlogos en la naturaleza. Por
ejemplo, cada uno de los fragmentos de acido nucleico que codifican simportadores de protones de arabinosa
descritos en la presente memoria se puede utilizar para aislar los genes que codifican proteinas homoélogas. El
aislamiento de genes homdlogos usando protocolos que dependen de la secuencia es ampliamente conocido en la
técnica. Los ejemplos de protocolos que dependen de la secuencia incluyen, pero no se limitan a: 1.) métodos de
hibridacion de acido nucleico; 2.) métodos de amplificacion de ADN y ARN, tal como se ejemplifica mediante
diversos usos de las tecnologias de amplificacion de acido nucleico [por ejemplo, reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), Mullis et al., patente de EE.UU. 4.683.202; reaccion en cadena de la
ligasa (LCR, por sus siglas en inglés), Tabor, S. et al., Proc. Acad. Sci. USA 82:1074 (1985); o amplificacion por
desplazamiento de hebra (SDA, por sus siglas en inglés), Walker, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:392
(1992)]; y 3.) métodos de construccion de biblioteca y seleccion mediante complementacion.

Por ejemplo, las regiones codificantes para proteinas o polipéptidos similares a las de las secuencias que codifican
el simportador de protones de arabinosa descritas en la presente memoria pueden aislarse directamente usando la
totalidad o una parte de los fragmentos de acido nucleico de la presente como sondas de hibridacion de ADN para
seleccionar bibliotecas a partir de cualquier organismo deseado usando metodologia conocida por los expertos en la
técnica. Las sondas de oligonucleétidos especificos basadas en las secuencias de acido nucleico descritas pueden
disefiarse y sintetizarse mediante métodos conocidos en la técnica (Maniatis, supra). Ademas, las secuencias
enteras se pueden utilizar directamente para sintetizar sondas de ADN mediante métodos conocidos por el experto
en la técnica (p. €j., etiquetado de ADN de cebadores aleatorios, traduccion de mellas y técnicas de etiquetado de
extremos), o cebadores de ARN que utilizan sistemas de transcripcion in vitro disponibles. Ademas, pueden
disefiarse cebadores especificos y utilizarse para amplificar una parte (o la longitud completa) de las secuencias de
la presente. Los productos de amplificacion resultantes pueden etiquetarse directamente durante las reacciones de
amplificacion o etiquetarse después de las reacciones de amplificacion, y utilizarse como sondas para aislar
fragmentos de ADN de longitud completa en condiciones de rigurosidad adecuada.
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Tipicamente, en las técnicas de amplificacion tipo PCR, los cebadores tienen diferentes secuencias y no son
complementarias entre si. Dependiendo de las condiciones de prueba deseadas, las secuencias de los cebadores
deberian disefiarse para proporcionar una replicacion eficaz y fiel del acido nucleico objetivo. Los métodos de disefio
de sonda de PCR son comunes y conocidos en la técnica (Thein y Wallace, "The use of oligonucleotides as specific
hybridization probes in the Diagnosis of Genetic Disorders", in Human Genetic Diseases: A Practical Approach, K. E.
Davis Ed., (1986) pp 33-50, IRL: Hemdon, VA; y Rychlik, W., In Methods in Molecular Biology, White, B. A. Ed.,
(1993) Vol. 15, pp 31-39, PCR Protocols: Current Methods and Applications. Humania: Totowa, NJ).

Generalmente, dos segmentos cortos de las secuencias descritas se pueden utilizar en los protocolos de reaccion
en cadena de la polimerasa para amplificar fragmentos de acido nucleico mas largos que codifican genes homologos
de ADN o ARN. La reaccién en cadena de la polimerasa también se puede realizar en una biblioteca de fragmentos
de acido nucleico clonados en donde la secuencia de un cebador deriva de los fragmentos de acido nucleico
descritos, y la secuencia del otro cebador se aprovecha de la presencia de los tramos de acido poliadenilico en el
extremo 3' del precursor de ARNm que codifica genes microbianos.

De manera alternativa, la segunda secuencia de cebador puede basarse en las secuencias derivadas del vector de
clonacién. Por ejemplo, el experto en la técnica puede seguir el protocolo RACE (Frohman et al., PNAS USA
85:8998 (1988)) para generar ADNc mediante el uso de PCR para amplificar copias de la region entre un solo punto
en la transcripcion y el extremo 3' 0 5'. Los cebadores orientados en las direcciones 3'y 5' pueden disefiarse a partir
de las secuencias de la presente. Usando los sistemas RACE 3' o RACE 5' comercialmente disponibles (p. €j., BRL,
Gaithersburg, MD), se pueden aislar fragmentos de ADNc 3' o 5' especificos (Ohara et al., PNAS USA 86:5673
(1989); Loh et al., Science 243:217 (1989)).

De manera alternativa, las secuencias que codifican el simportador de protones de arabinosa descritas pueden
emplearse como agentes de hibridacion para la identificacion de homdlogos. Los componentes basicos de una
prueba de hibridacion de acido nucleico incluyen una sonda, una muestra que se sospecha que contiene el gen o
fragmento génico de interés y un método de hibridacion especifico. Tipicamente, las sondas son secuencias de
acido nucleico de cadena simple que son complementarias a las secuencias de acido nucleico que se detectaran.
Las sondas son “hibridables” con las secuencias de acido nucleico que se detectaran. La longitud de la sonda puede
variar de 5 bases a decenas de miles de bases, y dependera de la prueba especifica que se realizara. Tipicamente,
la longitud de una sonda de aproximadamente 15 bases a aproximadamente 30 bases es adecuada. Solo una parte
de la molécula de la sonda debe ser complementaria a la secuencia de acido nucleico que se detectara. Ademas, la
complementariedad entre la sonda y la secuencia objetivo no es necesariamente perfecta. La hibridacion no se
produce entre moléculas de complementariedad imperfecta con el resultado de que una fraccién determinada de las
bases en la region hibridada no se empareja con la base complementaria adecuada.

Los métodos de hibridacion estan bien definidos. Tipicamente, la sonda y la muestra deben mezclarse en
condiciones que permitiran la hibridacién de acido nucleico. Esto implica que la sonda y la muestra entren en
contacto en presencia de una sal organica o inorganica en las condiciones de concentracion y temperatura
adecuadas. Los acidos nucleicos de la sonda y la muestra deben estar en contacto por un tiempo lo suficientemente
prolongado para que pueda producirse cualquier hibridacién posible entre el acido nucleico de la sonda y la muestra.
La concentracion de la sonda u objetivo en la mezcla determinara el tiempo necesario para que se produzca la
hibridacién. Cuanto mayor sea la concentracion de la sonda u objetivo, menor sera el tiempo de incubacion de
hibridacion necesario. De manera opcional, se puede incluir un agente caotrépico. El agente caotrdpico estabiliza los
acidos nucleicos al inhibir la actividad de la nucleasa. Ademas, el agente caotrépico permite una hibridacion sensible
y rigurosa de las sondas de oligonucleétidos cortas a temperatura ambiente (Van Ness y Chen, Nucl. Acids Res.
19:5143-5151 (1991)). Los agentes caotrépicos adecuados incluyen cloruro de guanidinio, tiocianato de guanidinio,
tiocianato de sodio, tetracloroacetato de litio, perclorato de sodio, tetracloroacetato de rubidio, yoduro de potasio y
trifluoroacetato de cesio, entre otros. Tipicamente, el agente caotropico estara presente a una concentracion final de
aproximadamente 3 M. Si se desea, se puede agregar formamida a la mezcla de hibridacion, tipicamente 30-50%
(v/v).

Se pueden emplear varias soluciones de hibridacion. Tipicamente, estas comprenden de aproximadamente 20 a
60% en volumen, preferiblemente 30%, de un solvente organico polar. Una solucién de hibridacion comun emplea
aproximadamente 30-50% v/v de formamida, aproximadamente 0,15 a 1 M de cloruro de sodio, aproximadamente
0,05 a 0,1 M de amortiguadores (p. €j., citrato de sodio, Tris-HCI, PIPES o HEPES (intervalo de pH de
aproximadamente 6-9)), aproximadamente 0,05 a 0,2% de detergente (p. €j., dodecilsulfato de sodio), o entre 0,5-20
mM de EDTA, FICOLL (Pharmacia Inc.) (aproximadamente 300-500 kdal), polivinilpirrolidona (aproximadamente
250-500 kdal) y albumina en suero. En la solucién de hibridacion tipica también se incluiran los acidos nucleicos
portadores no etiquetados de aproximadamente 0,1 a 5 mg/mL, ADN nucelico fragmentado (p. ej., ADN de timo de
becerro o esperma de salmén, o ARN de levadura), y opcionalmente de aproximadamente 0,5 a 2% p/vol de glicina.
También se pueden incluir otros aditivos, tal como agentes de exclusion de volumen que incluyen una variedad de
agentes polares solubles en agua o dilatables (p. €j., polietilenglicol), polimeros anidnicos (p. ej., poliacrilato o
polimetilacrilato) y polimeros sacaridicos anionicos (p. €j., sulfato de dextrano).

La hibridacion de acido nucleico se puede adaptar a una variedad de formatos de ensayos. Uno de los mas
adecuados es el formato de ensayo tipo sandwich. El ensayo tipo sandwich se puede adaptar particularmente a la
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hibridacion en condiciones no desnaturalizantes. Un componente principal de un ensayo tipo sandwich es un soporte
sélido. El soporte sélido se ha adsorbido o unido de forma covalente a su sonda de acido nucleico inmovilizado que
no esta etiquetada y es complementaria a una parte de la secuencia.

La expresion del simportador de protones de arabinosa se logra mediante la transformacion con una secuencia que
codifica un simportador de protones de arabinosa. Tal como se conoce en la técnica, puede haber variaciones en
secuencias de ADN que codifican una secuencia de aminoacidos debido a la degeneracion del cédigo genético. La
secuencia codificante puede estar optimizadas por codones para lograr la maxima expresion en la célula
hospedadora de Zymomonas o Zymobacter objetivo, tal como lo conocen los expertos en la técnica. Tipicamente, un
gen quimérico que incluye un promotor activo en células de Zymomonas que esta unido de forma operativa a la
region codificante deseada, asi como también un terminador de transcripcion, se utiliza para la expresion. Se puede
utilizar cualquier promotor que sea activo en células de Zymomonas, tal como los ejemplos indicados anteriormente
para la expresion de proteinas para la utilizacion de arabinosa. Un gen quimérico construido con un promotor y
region codificante de simportador de arabinosa es un gen heterdlogo para la expresion en Zymomonas o
Zymobacter ya que la region codificante es de un organismo diferente al descrito anterioremente. Los vectores para
la expresion y/o integracion son tal como se describieron anteriormente para la expresion de proteinas para la
utilizacién de arabinosa.

Produccion mejorada de etanol

Las cepas de la presente tienen utilizacion de arabinosa mejorada en medio con arabinosa como la Unica fuente de
carbohidratos y en medio con azlcares mezclados que incluyen arabinosa. Las cepas de la presente también
presentan mejor produccion de etanol. En comparacion con la cepa original antes de la introducciéon de un gen de
expresion del simportador de protones de arabinosa, la produccién de la cepa que expresa un simportador de
protones de arabinosa se ve aumentada. El aumento en la produccién de etanol puede variar dependiendo del
medio y las condiciones de cultivo utilizadas en la fermentacion asi como también el simportador de protones de
arabinosa que expresa la cepa utilizada como el biocatalizador. Tipicamente, la produccién de etanol puede
aumentar en al menos aproximadamente 10%, puede aumentar al menos aproximadamente 10%, 12%, 16%, 18%,
20%, 24%, 28% o mas.

Fermentacion de la cepa que utiliza arabinosa mejorada

Se puede utilizar una cepa disefiada genéticamente que utiliza arabinosa que expresa un simportador de protones
de arabinosa y genes u operones para la expresion de L-arabinosa isomerasa, L-ribulocinasa, L-ribulosa-5-fosfato-4-
epimerasa, transaldolasa y transcetolasa en la fermentacién para producir un producto que sea un producto natural
de la cepa, o un producto cuya cepa fue disefiada genéticamente para que produzca. Por ejemplo, Zymomonas
mobilis y Zymobacter palmae son etanolégenos naturales. Se prefieren las cepas que también utilizan xilosa y estan
disefiadas genéticamente ademas para la expresion de xilosa isomerasa y xilulocinasa. Como ejemplo, se describe
la produccion de etanol mediante una cepa de Z. mobilis de la invencion, que utiliza xilosa y arabinosa. Z mobilis
también utiliza glucosa de forma natural.

Para la produccion de etanol, Z. mobilis recombinante que utiliza xilosa y arabinosa que expresa un simportador de
protones de arabinosa se pone en contacto con un medio que contiene arabinosa. Tipicamente, el medio contiene
azucares mezclados que incluyen azucar, xilosa y glucosa. El medio puede contener hidrolizado de biomasa que
incluye estos azlcares que derivan de biomasa lignocelulésica o celuldsica tratada.

Cuando la concentracion de azucares mezclados es tan alta que inhibe el crecimiento, el medio incluye sorbitol,
manitol, o una mezcla de estos tal como se describe en la publicacién de patente de EE.UU., de titularidad conjunta
y en tramitacion con la presente, #US20080081358 A1. Galactitol o ribitol pueden reemplazarse o combinarse con
sorbitol o manitol. La Z. mobilis crece en el medio donde ocurre la fermentacion y se produce etanol. La
fermentacién ocurre sin complemento de aire, oxigeno u otros gases (que puede incluir condiciones tal como
fermentacion anaerdbica, microaerdbica o microaerofilica), durante al menos 24 horas, y puede producirse durante
30 horas o mas. El tiempo para alcanzar la maxima produccién de etanol es variable, dependiendo de las
condiciones de fermentacion. Tipicamente, si hay inhibidores presentes en el medio, se necesita un periodo de
fermentacion mayor. La fermentacion puede producirse a temperaturas que se encuentran entre aproximadamente
30° C y aproximadamente 37° C, a un pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,5.

La Z. mobilis de la presente puede crecer en medio que contiene azlcares mezclados que incluyen arabinosa en
fermentadores de laboratorio, y en fermentacion a gran escala, donde se producen cantidades comerciales de
etanol. Cuando se desea una produccion comercial de etanol, se pueden aplicar diversas metodologias de cultivo.
Por ejemplo, la produccion a gran escala de las cepas de Z. mobilis de la presente pueden producirse mediante
metodologias de cultivo continuo o en lotes. Un método clasico de cultivo en lotes es un sistema cerrado donde la
composicion del medio se establece al comienzo del cultivo y no se somete a alteraciones artificiales durante el
proceso de cultivo. Por lo tanto, al comienzo del proceso de cultivo el medio se inocula con el organismo deseado y
se deja que se produzca la actividad metabdlica o crecimiento sin agregarle nada al sistema. Tipicamente, sin
embargo, un cultivo “en lotes” es un lote con respecto a la adicion de una fuente de carbono y a menudo se intenta
controlar factores tales como el pH y la concentracion de oxigeno. En los sistemas en lotes, las composiciones de
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biomasa y metabolito del sistema cambian de manera constante hasta el momento en que se termina el cultivo.
Dentro de los cultivos en lotes, las células moderan a través de una fase latente estatica a una fase logaritmica de
alto crecimiento y, finalmente, a una fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento disminuye o se detiene. Si
no se tratan, las células en la fase estacionaria moriran eventualmente. Las células en la fase logaritmica a menudo
son responsables de la produccién a granel del producto final o intermedio en algunos sistemas. La produccion de
fase posexponencial o estacionaria puede obtenerse en otros sistemas.

Una variaciéon del sistema en lotes estandar es el sistema de lote alimentado. Los procesos de cultivo de lote
alimentado también son adecuados para el crecimiento de las cepas de Z. mobilis de la presente y comprenden un
sistema en lotes tipico con la excepcidén de que el sustrato se agrega en incrementos a medida que el cultivo
evoluciona. Los sistemas de lote alimentado son utiles cuando la represion de catabolitos esta apta para inhibir el
metabolismo de las células y cuando se desea tener cantidades limitadas de sustrato en el medio. La medicion de la
concentracion real del sustrato en los sistemas de lote alimentado es dificil y, por lo tanto, se calcula en base a los
cambios de los factores medibles tales como el pH y la presion parcial de los gases residuales tal como CO.. Los
métodos de cultivo en lote y en lote alimentado son comunes y ampliamente conocidos en la técnica y se pueden
encontrar ejemplos en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Crueger, Crueger, y Brock, Segunda
Edicion (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA, o Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol., 36,
227, (1992).

La produccion comercial de etanol también puede lograrse con un cultivo continuo. Los cultivos continuos son
sistemas abiertos donde un medio de cultivo definido se agrega continuamente a un biorreactor y simultdneamente
se retira una cantidad igual de medio acondicionado para su procesamiento. Los cultivos continuos generalmente
mantienen las células a una densidad de fase liquida alta constante, donde las células se encuentran principalmente
en crecimiento de fase logaritmica. De manera alternativa, el cultivo continuo puede realizarse con células
inmovilizadas donde se agrega carbono y nutrientes de manera continua, y se retiran productos valiosos,
subproductos o productos residuales de manera continua de la masa celular. La inmovilizacién celular puede
realizarse usando una amplia variedad de soportes solidos compuestos de materiales naturales y/o sintéticos
conocidos por el experto en la técnica.

El cultivo continuo o semicontinuo permite la modulacién de un factor o cualquier cantidad de factores que afectan el
crecimiento celular o la concentracién del producto final. Por ejemplo, un método mantendra a un nutriente limitante
tal como la fuente de carbono o nivel de nitrégeno a una velocidad fija y permitira la moderacién de todos los otros
parametros. En otros sistemas, se puede alterar de manera continua una cantidad de factores que afectan el
crecimiento mientras la concentracién celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los
sistemas continuos se esfuerzan para mantener condiciones de crecimiento de estado estable y, por lo tanto, la
pérdida de células debido a la extraccion del medio debe equilibrarse contra la velocidad de crecimiento celular en el
cultivo. Los métodos para modular los nutrientes y los factores de crecimiento para los procesos de cultivo continuo
asi como otras técnicas para maximizar la velocidad de formacién del producto son ampliamente conocidas en la
técnica de microbiologia industrial y Brock, supra, detalla una variedad de métodos.

El régimen de fermentacién a continuacién es particularmente adecuado para la produccion de etanol. La cepa de Z.
mobilis deseada de la presente invencion se cultiva en matraces de agitacion en medio semicomplejo a
aproximadamente 30°C a aproximadamente 37°C con agitacion a aproximadamente 150 rpm en matraces orbitales
y luego se transfiere a un fermentador de siembra de 10 L que contiene un medio similar. El cultivo de siembra crece
en el fermentador de siembra anaerdobicamente hasta que la ODggo Se encuentre entre 3 y 6, momento en el que se
transfiere al fermentador de produccion donde los parametros de fermentacion se optimizan para la produccién de
etanol. Los volumenes de inoculacién tipicos transferidos del tanque de siembra al tanque de produccién oscilan de
aproximadamente 2% a aproximadamente 20% v/v. Un medio de fermentacion tipico contiene componentes de
medio minimos tal como fosfato de potasio (1,0-10,0 g/L), sulfato de amonio (0- 2,0 g/L), sulfato de magnesio (0-5,0
g/L), una fuente compleja de nitrogeno tal como extracto de levadura o productos a base de soja (0-10 gL). Una
concentracion final de sorbitol o mannitol de aproximadamente 5 mM esta presente en el medio. Los azlcares
mezclados que incluyen arabinosa y al menos un azucar adicional tal como glucosa (o sacarosa), que proporcionan
una fuente de carbono, se agregan de forma continua al recipiente de fermentacion tras el agotamiento de la fuente
de carbono inicial en lotes (50-200 g/l) para maximizar la titulaciéon y velocidad del etanol. Las velocidades de
alimentacién de la fuente de carbono se ajustan de forma dinamica para garantizar que el cultivo no esté
acumulando glucosa en exceso, lo que podria provocar la acumulacion de subproductos toxicos tal como acido
acético. Con el fin de maximizar el rendimiento del etanol producido a partir de un sustrato utilizado, el crecimiento
de la biomasa es restringido por la cantidad de fosfato que se coloco en lotes inicialmente o que es alimentado
durante el transcurso de la fermentacion. La fermentacion se controlla a pH 5,0-6,0 usando solucion caustica (tal
como hidréxido de amonio, hidroxido de potasio o hidroxido de sodio) y acido fosférico o sulfurico. La temperatura
del fermentador se controla a 30°C-35°C. Para minimizar el espumado, se agregan agentes antiespumantes (de
cualquier clase, con base de silicio, con base organica, etc) al recipiente segun sea necesario. Un antibiético, para el
cual hay un marcador resistente a antibidticos en la cepa, tal como kanamicina, se puede utilizar opcionalmente para
minimizar la contaminacion.
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Ademas, la fermentacion puede darse al mismo tiempo que la sacarificacion usando un proceso de SSF
(sacarificacion y fermentacion simultanea). En este proceso, se producen azucares a partir de la biomasa a medida
que son metabolizadas por el biocatalizador de produccion.

Cualquier conjunto de condiciones descrito anteriormente y las variaciones adicionales de estas condiciones que son
ampliamente conocidas en la técnica, son condiciones adecuadas para la produccién de etanol mediante una cepa
de Zymomonas o Zymobacter recombinante que utiliza arabinosa, que esta disefiada genéticamente para que
exprese un simportador de protones de arabinosa mediante la introduccion de una region codificante heterdloga de
un simportador de protones de arabinosa.

Ejemplos

La presente invencion se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Deberia entenderse que estos Ejemplos,
aunque indican realizaciones preferidas de la invencion, se proporcionan Unicamente a modo ilustrativo. A partir de
lo indicado anteriormente y de estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las caracteristicas
esenciales de esta invencion y puede realizar varios cambios y modificaciones de la invencion para adaptarla a los
diversos usos y condiciones que se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Métodos Generales

Las técnicas de clonacion molecular y ADN recombinante estandar utilizadas en la presente memoria son conocidas
en la técnica y fueron descritas por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2.7 ed., Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989) (de aqui en adelante “Maniatis”); y
por Silhavy, T. J., Bennan, M. L. y Enquist, L. W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory:
Cold Spring Harbor, NY (1984); y por Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, publicado por
Greene Publishing Assoc. y Wiley-Interscience, Hoboken, NJ (1987).

Los significados de las abreviaciones son los siguientes: “kb” significa kilobase/s, “pb” significa pares de base, “nt”
significa nucledtido/s, “hr” significa hora/s, “min” significa minuto/s, “s” significa segundo/s, “d” significa dia/s, “L”
significa litro/s, “ml” significa mililitro/s, “uL” significa microlitro/s, “pg” significa microgramo/s, “ng” significa
nanogramo/s, “mM” significa milimolar, “uM” significa micromolar, “nm” significa nanémetro/s, “umol” significa
micromol/es, “pmol” significa picomol/es, “Cm” significa cloranfenicol, “Cm™ significa resistente a cloranfenicol, “Cm®
significa sensible a cloranfenicol, “Sp™ significa resistencia a espectinomicina, “Sp™ significa sensible a

espectinomicina, “UTR” significa region no traducida, “RBS” significa sitio de unién a ribosoma.

Los cebadores fueron sintetizados por Sigma (St. Luis, MO) a menos que se especifique lo contrario.
Ejemplo 1

Construccion y expresion de operdn para proteinas con utilizacion de arabinosa en Zymomonas

Para disefiar genéticamente Zymomonas mobilis para utilizaciéon de arabinosa, las regiones codificantes araA, araB
y araC de E.coli se construyeron en un operén con un promotor de Z. mobilis y se expreso en un plasmido en células
de Z. mobilis. AraB, araA y araD codifican las proteinas L-ribulosa cinasa, L-arabinosa isomerasa y L-ribulosa-5-
fosfato-4-epimerasa, respectivamente, que proporcionan una via de asimilacion de arabinoss, junto con actividades
de transcetolasa y transaldolasa (véase la Figura 1).

1. Clonacion de secuencias codificantes araBAD de E. coli y promotor Pgap de Z. mobilis

Las regiones codificantes araB, araA y araD de E. coli (SEQ ID NO:23, 21 y 25, respectivamente) estan presentes
en el operon araBAD. Se prepard un fragmento de ADN de araB-araA (araBA; SEQ ID NO:27) usando los cebadores
de oligonucledtido aral (SEQ ID NO:28) y ara2 (SEQ ID NO:29) que son cebadores directo e inverso,
respectivamente. El cebador ara1 agrega los nucleétidos CC antes del codon de inicio ATG de la region codificante
araB para crear un sitio Ncol. El cebador ara2 agrega un sitio Xbal después del codén de terminacion de la region
codificante araA. Se prepar6 un fragmento de ADN de araD (SEQ ID NO:30) usando los cebadores de
oligonucleétido ara3 (SEQ ID NO:31) y cebador ara4 (SEQ ID NO:32) que son cebadores directo e inverso,
respectivamente. El cebador ara3 agrega un sitio Xba en el extremo 5' de la secuencia 5 del sitio de unién al
ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés) con respecto a la region codificante araD. El cebador ara4 agrega un sitio
Hindlll después de la regién no traducida 3' (UTR) que se encuentra en 3' con respecto a la region codificante araD.
Cada par de cebadores se utilizé en una reaccion PCR estandar, que incluye 50 yL de mezcla AccuPrime Pfx
SuperMix (Invitrogene, Carlsbad, CA), 1 puL de cebadores directo e inverso 10 uM y 2 yL (aprox. 50 a 100 ng) de
ADN gendémico de E. coli preparado a partir de MG1655 (ATCC# 700926; un cepa de K12) usando un kit de
purificacion de ADN gendémico Wizard (Promega, Madison, WI). Se llevé a cabo una reacciéon usando los cebadores
araly ara2 durante 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95°C/30 s a 56°C/3,5 min a 68°C, y finalizd durante
7 min a 68°C. Dio como resultado un fragmento de araB-araA de 3226 pb con un sitio Ncol 5' y un sitio Xbal 3' (SEQ
ID NO:27). Se llevo a cabo otra reaccion usando los cebadores ara3 y ara4 usando un programa similar, excepto
que la extension de tiempo a 68°C se redujo a 1,5 min. Produjo un fragmento de araD de 889 pb (que incluye la 3'
UTR de araD) con un sitio Xbal 5"y un sitio Hindlll 3' (SEQ ID NO:30).
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El promotor de E. coli natural para el operén araBAD es un promotor inducible que no es adecuado para la expresion
deseada en Z. mobilis. Se utilizo el promotor GAP (Gliceraldehidos-3-fosfato deshidrogenasa) (Pgap; SEQ ID NO:33)
de Z. mobilis ya que es un fuerte promotor constitutivo para la expresion en Z. mobilis. Se preparé un fragmento de
ADN que contiene el Pgap de Z. mobilis usando los cebadores de oligonucledtido ara10 y ara11. El cebador ara10
(SEQ ID NO:34) es un cebador directo que agrega un sitio Sacl y Apel en el extremo 5' del fragmento de ADN del
promotor. El cebador ara11 (SEQ ID NO:35) es un cebador inverso que cambia los ultimos dos nucledtidos del
promotor de AC a CC, por lo tanto, agrega un sitio Ncol en el extremo 3' del fragmento de ADN del promotor. Estos
dos cebadores se utilizaron en una reaccion PCR estandar, tal como se describi®é anteriormente, usando un
plasmido que contiene el Pg4ap como la plantilla de ADN para producir un fragmento de ADN del promotor Pg,, de 323
pb con sitios Sacl y Spel 5'y un sitio Ncol 3' (SEQ ID NO:36).

Cada uno de estos productos de PCR se cloné en el vector TOPO Blunt Zero (Invitrogen, Calsbad, CA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los plasmidos resultantes pTP-araB-araA, pTP-araD y pTP-Pgsp se propagaron en
las células DH5a de E. coli (Invitrogen) y cada una se preparé usando un Kit Qiagen DNA Miniprep. Sus secuencias
se confirmaron mediante secuenciamiento de ADN. 2. Ensamblaje de un operon Pgsp-araBAD en un vector
transportador.

Se ensamblo un operdn Pgap-araBAD en un vector transportador de Zymomonas-E. coli denominado pZB188aada,
que se basa en el vector pZB188 (Zhang et al. (1995) Science 267:240-243; US 5514583) que incluye un fragmento
de ADN gendmico de 2582 pb de Z. mobilis que contiene una region de replicacion que permite que el vector se
replique en células de Zymomonas. En pZB188aada el cassette de resistencia a tetraciclina (Tc-cassette) de
pZB188 se reemplazd con un cassette de resistencia a espectinomicina (Spec’-cassette). ElI Spec’-cassette se
generé mediante PCR usando el plasmido pHP15578 (Cahoon et al, (2003) Nature Biotechnology 21: 1082-1087)
como la plantilla y los cebadores 1 (SEQ ID NO:32 de CL4236) y 2 (SEQ ID NO:33 de CL4236). El plasmido
pHP15578 contiene la secuencia de nucledtidos completa para el Spec™-cassette y su promotor, que se basa en la
secuencia publicada del gen de aadA Tranposon Tn7 (numero de acceso GenBank X03043) que codifica la 3' (9)-O-
nucleotidiltransferasa.

Cebador 1 (SEQ ID NO:37):
CTACTCATTTatcgatGGAGCACAGGATGACGCCT

Cebador 2 (SEQ ID NO:38):
CATCTTACTacgcgtTGGCAGGTCAGCAAGTGCC

Las bases subrayadas del cebador 1 (cebador directo) se hibridan corriente arriba del promotor para el SpeC'-
Cassette (a los nts 4-22 del nimero de acceso GenBank X03043), mientras las letras en minuscula corresponden a
un sitio Clal que se agrego en el extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del cebador 2 (cebador inverso) se
hibridan aproximadamente 130 bases corriente abajo del coddn de terminacion para el SpeC'-Cassette (a los nts
1002-1020 del nimero de acceso GenBank X03043), mientras las letras en mindscula corresponden a un sitio AflllI
que se agrego en el extremo 5' del cebador. El Spec'-cassette generado por PCR de 1048 pb se digiri6 doblemente
con Clal y Afllll, y el fragmento de ADN resultante se purificé usando el kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen,
Cat. n.° 28104) y el protocolo recomendado del vendedor. El plasmido pZB188 (aislado de E. coli SSC110 (dcm,
dam’) para obtener ADN de plasmido no metilado para cortar con Clal (que es sensible a la metilacion dam) se
digiri6 doblemente con Clal y BssHIl para retirar el Tc'-cassette, y el gran vector resultante se purificé mediante
electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento de ADN y el producto de PCR limpio luego se ligaron entre si, y la
mezcla de reaccién de transformacion se introdujo en JM110 de E. coli usando células quimicamente competentes
que se obtuvieron de Stratagene (Cat. n.° 200239). Debe observarse que BssHIl y Afllll generan “extremos
pegajosos” compatibles, pero ambos sitios se destruyen cuando estan ligados entre si. Los transformantes se
colocaron en placas en medio LB que contenia espectinomicina (100 ug/ml) y se cultivaron a 37°C. Un transformante
resistente a espectinomicina que contenia un plasmido con una insercion del tamafio correcto se identificd mediante
el analisis de digestion de restriccion con Notl y denominaado pZB188/aada.

El fragmento pTP-Pgap Spel - Ncol Pgap, €l fragmento pTP-araB-araA Ncol - Xbal araB-araA y el fragmento pTP-araD
Xbal - Notl araD se clonaron en un vector de Notl-Spel pZB188/aada, formando un vector transportador basado en
pZB188aada que contenia un operén Pgap-araBAD. El plasmido resultante, denominado pARA201, se propag6 en
DH5a de E. coli y se prepard usando un kit Qiagen DNA Miniprep. Se preparé pARA205 (Figura 2; SEQ ID NO:41) a
partir de pARA201 mediante restauracion de los nucleétidos en el extremo 3' de Pgap desde CC nuevamente hasta
los nucledtidos AC originales. Esto se realizd6 usando un kit de mutagénesis de sitio dirigido QickChange XL
(Stratagene, La Jolla, CA). Para esta mutagénesis, el cebador directo ara31 (SEQ ID NO:30) y el cebador inverso
ara32 (SEQ ID NO:40) se utilizaron para realizar los cambios siguiendo las instrucciones del fabricante. pARA205 se
propago en DH5a de E. coli y se prepard usando un kit Qiagen DNA Miniprep.

3. Expresién de araBAD en Z. mobilis

Para confirmar que Pgap-araBAD es un operdn funcional en Z. mobilis, se introfujo pARA205 en la cepa ZW801-4 de
Z. mobilis para su expresion. ZW801-4 es un cepa de Z. mobilis que utiliza xilosa. La construccion y caracterizacion
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de las cepas ZW658, ZW800 y ZW801-4 se describidé en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU., de
titularidad conjunta y en tramitacion con la presente US20080286870 A1. Se construyé ZW658 (ATCC # PTA-7858)
mediante la integracion de dos operones, PgapXyIAB 'y Pyaptaitkt, que contienen cuatro genes que utilizan xilosa que
codifican la xilosa isomerasa, xilulocinasa, transaldolasa y transcetolasa, dentro del genoma de ZW1 (ATCC #31821)
a través de eventos de transposicion secuencial, y seguido de la adaptacion en medio selectivo que contiene xilosa.
ZW800 es un derivado de ZW658 que tiene una insercion de entrecruzamiento doble de un cassette de resistencia a
espectinomicina en la secuencia que codifica la enzima glucosa-fructosa oxidorreductasa (GFOR) para inactivar esta
actividad. ZW801-4 es un derivado de ZW800 en el cual se ha eliminado el cassette de resistencia a
espectinomicina mediante recombinacion especifica del sitio dejando un codoén de terminacion en el marco que
trunca la proteina de forma prematura.

Las células competentes de ZW801-4 se prepararon mediante cultivo de las células de siembra durante la noche en
MRM3GS5 (extracto de levadura al 1%, KH2PO4 15 mM, MgSO4 4 mM y 50 g/L de glucosa) a 30°C con agitacién a
150 rpm, hasta un valor de ODgoo cercano a 5. Las células se cosecharon y se volvieron a suspender en medio
fresco hasta un valor de ODggo de 0,05. Se cultivaron adicionalmente en las mismas condiciones hasta la fase
logaritmica temprana o media (ODeoo cercana a 0,5). Las células se cosecharon y se lavaron dos veces con agua
helada y luego una vez con glicerol helado al 10%. Las células competentes resultantes se recolectaron y se
volvieron a suspender en glicerol helado al 10% hasta un valor de ODggo cercano a 100. Dado que la transformacion
de Z. mobilis requiere ADN no metilado, el plasmido pARA205 se transformé en células competentes SCS110 de E.
coli (Stratagene). Una colonia de células transformadas se cultivd en 10 mL de LB-Amp100 (caldo LB que contiene
100 mg/L de ampicilina) durante la noche a 37°C. Se prepard ADN a partir del cultiv de 10 mL, usando un kit Qiagen
DNA Miniprep.

Aproximadamente 500 ng de ADN de plasmido pARA205 no metilado se mezclé con 50 uL de células competentes
ZW801-4 en una cubeta de electroporacion 1 MM (VWR, West Chester, PA). El ADN de plasmido se sometié a
electroporacion en las células a 2,0 KV usando un BT720 Transporater Plus (BTX-Genetronics, San Diego, CA). Las
células transformadas se recuperaron en 1 mL de medio MMG5 (50 g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura,
5 g/L de triptona, 2,5 g/L de (NH4)2SO4, 0,2 g/L de K;HPO4 y 1 mM de MgSOQO.) durante 4 horas a 30°C y se
cultivaron en placas MMG5-Spec250 (MMG5 con 250 mg/L de espectinomicina y 15 g/L de agar) durante 2 dias a
30°C, dentro de un frasco anaerdébico con AnaeroPack (Mitsubishi Gas Chemical, Nueva York, NY). Las colonias
individuales se estriaron en una placa MMA5-Spec250 (igual que MMG5-Spec250 pero la glucosa se reemplazé con
50 g/L de arabinosa) y una nueva placa MMG5-Spec250 en duplicado. En las mismas condiciones que se
describieron anteriormente, las estrias crecieron bien aunque el crecimiento en la placa MMAS5-Spec250 llevé mas
tiempo. Esto indico la expresién del operén Pgap-araBAD.

Dos estrias de las células transformadas que crecian en la placa MMG5-Spec250 (ZW801-ara205-4 y ZW801-
ara205-5) se seleccionaron para un ensayo de crecimiento de 72 horas. En el ensayo, las células de cada estria se
cultivaron durante la noche en 2 mL de MRM3G5-Spec250 (MRM3G5 con 250 mg/L de espectinomicina) a 30°C con
agitacion de 150 rpm. Las células se cosecharon, se lavaron con MRM3A5 (igual que MRM3G5 pero la glucosa se
reemplazoé con arabinosa), y se volvieron a suspender en MRM3A5-Spec250 (MRM3A5 que contiene 250 mg/L de
espectinomicina) para tener una ODggo de inicio a 0,1. Se colocaron cuatro mL de la suspensién en un tubo Falcon
con tapa de 14 mL y se cultivaron durante 72 horas a 30°C con agitacion de 150 rpm. Al finalizar el crecimiento, se
midio la ODego. Luego, 1 mL del cultivo se centrifugé a 10.000x g para retirar las células. El sobrenadante se filtr6 a
través de un filtro de tubo de centrifuga Costar Spin-X de 0,22 ym (Corning Inc, Corning, NY) y se analiz6 mediante
una columna de exclusion ionica BioRad Aminex HPX-A7H (BioRad, Hercules, CA) con H,SO4 0,01 N a una
velocidad de 0,6 mL/min a 55°C en un sistema de HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) para
determinar las concentraciones de etanol y azucar. En paralelo, se cultivdo ZW801-4 (sin antibidticos) y se analizé
como control. Los resultados proporcionados en la Tabla 2 demuestran que la expresién de araBAD permitié que
ZW801-4 de Z. mobilis creciera y produjera etanol usando arabinosa como la Unica fuente de carbono.

Tabla 2 Ensayo de crecimiento de 72 horas para cepas ZW801-ara205 en MRM3A5

Cepa Crecimiento (ODego) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)
ZW801-4 0,106 0 51,20
ZW801-ara205-4 1,75 7,22 33,15
ZW801-ara205-5 1,96 10,68 27,16

Ejemplo 2

Integracion de operon de utilizacion de arabinosa en el genoma de Z. mobilis y caracterizacion de las cepas
resultantes

Este ejemplo describe la integraion estable del operén Pgap-araBAD en dos cepas de Z. mobilis que utilizan xilosa. 1.
Construccion del operén Pgap-araBAD en un vector suicida.
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Para integrar el operon Pg.p-araBAD dentro del genoma de Z. mobilis, se prepard un vector suicida para
recombinacion homéloga de DCO (entrecruzamiento doble). Ademas de Pgap-araBAD, este vector incluia fragmentos
de recombinacion homologa de DCO para dirigir la integracion de Pgap-araBAD y un gen aadA para proporcionar un
marcador selectivo para la resistencia a espectinomicina. Se eligié el locus de IdhA como el sitio de insercion. Dos
fragmentos de ADN de IdhA para DCO, LDH-L y LDH-R, se sintetizaron mediante PCR usando el ADN de ZW801-4
de Z. mobilis como plantilla. La reaccion utilizé la mezcla AccuPrime y siguié el procedimiento de PCR estandar
descrito en el Ejemplo 1. El fragmento de ADN LDH-L DNA se sintetizé utilizando el cebador directo ara20 (SEQ ID
NO:42) y el cebador inverso ara21 (SEQ ID NO:43). El producto resultante fue un fragmento de ADN de 895 pb que
incluye la secuencia 5' con respecto a la region codificante de IdhA y los nucledtidos 1-493 de la region codificante
de IdhA, con un sitio Sacl 5' y un sitio Spel 3' (SEQ ID NO:44). El fragmento de ADN LDH-R DNA se sintetizé
utilizando el cebador directo ara22 (SEQ ID NO:45) y el cebador inverso ara23 (SEQ ID NO:46). El producto
resultante fue un fragmento de 1169 pb que incluye los nucledtidos 494-996 de la region codificante de IdhA y la
secuencia 3' con respecto a la region codificante de IdhA, con un sitio EcoRI 5' y un sitio Notl 3' (SEQ ID NO:47).

Se utilizdé pBS SK(+) (un plasmido Bluescript plasmid; Stratagene) como un vector suicida ya que los vectores pBS
no pueden replicarse en Zymomonas. Se construyé pARA354 (SEQ ID NO:49) al clonar el operén Pyap-araBAD de
pARA205, el fragmento LDH-L y el fragmento LDH-R en pBS SK(+). Ademas, un fragmento de ADN que contiene el
marcador aadA (para resistencia a espectinomicina) unido mediante sitios LoxP de tipo salvaje (fragmento LoxPw-
aadA-LoxPw; SEQ ID NO:48) se incluyé en pARA354. pARA354 tiene el operdn Pgsp -araBAD y el fragmento de
marcador LoxPw-aadA-LoxPw ubicados entre las secuencias de LDH-L y LDH-R.

La Figura 3 muestra un mapa de pARA354 de 10.441 pb. Tiene un origen de f1(+) y un gen de resistencia a
ampicilina para la propagacion del plasmido en E. coli. Dado que LDH-L y LDH-R contenian los primeros 493 pares
de bases y los 503 pares de bases restantes de la secuencia codificante de IdhA, respectivamente, se disefid
pARA354 para dirigir la insercion de Pgap-araBAD y aadA en la secuencia codificante de IdhA de Z. mobilis entre los
nucledtidos #493 y #494 mediante recombinacion por entrecruzamiento.

2. Desarrollo de las cepas de integracion de Pgap-araBAD

La cepa ZW705 de Z. mobilis es una cepa de Z. mobilis disefiada genéticamente, con utilizacion de xilosa mejorada
en condiciones de estrés que derivd de ZW801-4 mediante adaptacion en cultivo continuo tal como se describe en la
solicitud de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitacion con la presente, US 20110014670. Las
células de ZW801-4 de Zymomonas que utilizan xilosa se cultivaron de forma continua en medio que comprende al
menos aproximadamente 50 g/L de xilosa para producir un cultivo que comprende etanol, luego se agregé amoniaco
y acido acético, creando un cultivo de estrés. Las células se cultivaron adicionalmente de forma continua en el
cultivo de estrés y se aislaron las células con utilizacion de xilosa mejorada, incluyendo la cepa ZW705.

Para transformar pARA354 en ambas, las cepas ZW705 y ZW801-4, se sometieron a electroporacion 800 ng de
ADN de plasmido no metilado en 50 pL de células competentes preparados de cada cepas. La desmetilacion de
ADN, la preparacion de células competentes y la electroporacion se realizaron tal como se describe en el Ejemplo 1.
Las colonias de células transformadas de cada cepa se cultivaron en una placa MMG5-Spec250 durante 2 dias a
30°C dentro de un frasco anaerébico con un AnaeroPack. Dado que pARA354 no pudo replicarse en Z. mobilis, la
resistencia a espectinomicina indicd que estas colonias eran cepas de integracion. Las colonias se estriaron en una
nueva placa MMG5-Spec250 y una placa MMA5-Spec250, en duplicado, y se cultivaron durante 2 dias y 4 dias
respectivamente. Su crecimiento en la placa MMA5-Spec250 también indicod la integracién. Para demostrar
adicionalmente la integracion, las uniones entre el fragmento Pgap,-araBAD-aadA y el ADN gendmico de Z. mobilis se
inspeccionaron mediante la reaccion PCR de 35 ciclos estandar, que contenia la mezcla PCR Super Mix
(Invitrogen), un par de cebadores y las células transformadas analizadas. Un ciclo de PCR incluia 45 segundos de
desnaturalizacion a 95°C, 45 segundos de hibridacion a 58°C y 2 minutos de extension a 72°C. El cebador ara45
(SEQ ID NO:50) y cebador ara42 (SEQ ID NO:51) eran un cebador directo ubicado corriente arriba de la secuencia
de LDH-L en el ADN gendémico de Z. mobilis y un cebador inverso ubicado en el gen araB de pARA354,
respectivamente. Este par de cebadores amplificé un fragmento de 1694 pb de todas las colonias inspeccionadas
mediante PCR. También se utilizé el cebador ara46 (SEQ ID NO:52) y el cebador ara43 (SEQ ID NO:53) que son un
cebador directo ubicado en el gen aadA de pARA354 y un cebador inverso ubicado corriente abajo de la secuencia
de LDH-R en el ADN gendmico de Z. mobilis, respectivamente. Este par de cebadores amplificé un fragmento de
1521 pb de todas las colonias inspeccionadas mediante PCR. Por lo tanto, el fragmento Pgasp-araBAD-aadA se ha
integrado en los genomas de ZW801-4 y ZW705 de manera satisfactoria mediante el enfoque de DCO. Dado que la
recombinacion homéloga de DCO fue una integracion especifica objetivo, cada colonia que resulta de la integracion
en ZW801-4 o ZW705 tendria el genotipo idéntico. Una colonia de cada una de las integraciones se cultivd en 5 mL
de MRMG5-Spec250 durante la noche a 30°C con agitacién de 150 rpm. Las células se recolectaron mediante
centrifugacion, se volvieron a suspender en 0,5 mL de glicerol al 50%, y luego se almacenaron a -80°C. Las cepas
se denominaron ZW705-ara354 y ZW801-ara354.

Para mejorar aun mas la funcién del operdn Pgqp-araBAD integrado, la cepa ZW705-ara354 se sometio a adaptacion.
Con este propdsito, se recolectoé un cultivo de ZW705-ara354 durante la noche mediante centrifugacion, se lavé con
MRM3A5 y se volvio a suspender en MRM3A5-Spec250 con ODgy a 0,1. Cuatro mL de esta suspension se
colocaron en un tubo Falcon con tapa de 14 mL y se cultivaron durante 72 horas en un agitador a 30°C y 150 rpm,
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hasta que la ODggo quedara por encima de 1. Luego, el cultivo se inoculé en un nuevo tubo falcon que contenia 4 mL
de MRM3A5-Spec250 fresco para lograr una ODgy de partida cercana a 0,1 para una segunda ronda de
crecimiento. En total, se completaron 9 rondas sucesivas. Cada ronda llevé la ODgoo de aproximadamente 0,1 a por
encima 1y tomo 3 a 4 dias, excepto la 4. ronda que tomé 6 dias ya que las células crecian mas lentamente. Para
caracterizar las cepas adaptadas, la 9.7 ronda se diluyd 100 veces, y se dispersaron 10 yL de la dilucién y se
cultivaron en una placa MMA5-Spec250 durante 3 dias a 30°C en un frasco anaerébico con un AnaeroPack. Se
seleccionaron colonias individuales (es decir, cepas de adaptacion) y se cultivaron durante la noche en 3 mL de
MRM3G5-Spec250 en un agitador a 30°C y 150 rpm. Se sometieron al ensayo de crecimiento de 72 horas en
MRM3A5-Spec250, tal como se describe en el Ejemplo 1. Se utilizé la cepa ZW705-ara354 como control en el
ensayo. Los datos del analisis para 5 cepas de adaptacion (ZW705-ara354A4 a A8) se presentan en la Tabla 3, que
demuestran que todas las cepas de adaptacion tuvieron un mejor rendimiento que ZW705-ara354. ZW705-ara354A7
fue la mejor cepa en términos de crecimiento, produccion de etanol y utilizacion de arabinosa.

Tabla 3. Ensayo de crecimiento de 72 horas para cepas de adaptacion de ZW705-ara354 en MRM3A5

Cepa Crecimiento (ODego) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)
ZW705-ara354 1,03 9,10 32,71
ZW705-ara354A4 3,29 19,03 10,31
ZW705-ara354A5 3,71 18,56 10,07
ZW705-ara354A6 3,61 18,47 9,23
ZW705-ara354A7 4,04 19,73 7,36
ZW705-ara354A8 2,96 17,37 12,18

3. Caracterizacion de perfiles de crecimiento y metabolitos de las cepas de integracién de Pgap-araBAD, con y sin
adaptacion.

Las cepas de integracion de Pgap-araBAD se caracterizaron adicionalmente por su capacidad de utilizar arabinosa
para permitir el crecimiento celular y la produccion de etanol en medio que contiene arabinosa como la Unica fuente
de carbono y en medio que contiene azucares mezclados. Para caracterizar estas cepas en medio que contiene
arabinosa como la uUnica fuente de carbono, primero se cultivaron células de ZW705-ara354 y ZW705-ara354A7
durante la noche en 2 mL de MRM3G5-Spec250 en un agitador a 30°C y 150 rpm. Las células se cosecharon, se
lavaron con MRMB3AS5 y se volvieron a suspender en MRM3A5-Spec250 a una ODggo de partida de 0,1. Veinte mL de
la suspensién se colocaron en un tubo de centrifuga VWR con tapa a rosca de 50 mL y se cultivaron a 30°C con
agitacion de 150 rpm durante un periodo de tiempo de 96 horas. Durante el periodo de tiempo, se midié la ODeggo a
las 0, 24, 48, 72 y 96 horas, respectivamente. En cada punto de tiempo, se extrajo 1 mL del cultivo y se centrifugo a
10.000x g para retirar las células. El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de tubo de centrifuga Costar Spin-X
de 0,22 ym y se analiz6 para determinar las concentraciones de azucar y etanol mediante una columna de exclusion
ionica BioRad Aminex HPX-A7H con H>SO4 0,01 N utilizando una velocidad de 0,6 mL/min a 55°C en un sistema de
HPLC Agilent 1100. En paralelo, se cultivdo ZW705 en medio sin antibidticos y se analiz6 como control. Los
resultados se muestran en la Figura 4. Estos resultados indican que, sin Pgap-araBAD, ZW705 no podria metabolizar
la arabinosa y no podria crecer cuando la arabinosa es la unica fuente de carbono (Figura 4A). Después de la
integracion of Pgap-araBAD, ZW705-ara354 pudo utilizar arabinosa para permitir el crecimiento y producir etanol
(Figura 4B). La velocidad maxima de consumo de arabinosa fue 0,2 g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la
concentracién de arabinosa en el medio se redujo en 32,8%, a 34 g/L. La adaptacion mejor6 ampliamente la
utilizacion de arabinosa, el crecimiento celular y la produccion de etanol en ZW705-ara354A7. La velocidad maxima
de consumo de arabinosa fue 0,73 g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio
se redujo en 83,4%, a 8,4 g/L.

Para caracterizar las cepas en un medio que contiene azicares mezclados, se cultivaron ZW705, ZW705-ara354 y
ZW705-ara354A7 y se analizaron tal como se describié anteriormente, pero el medio MRM3AS5 utilizado en el
experimento previo se reemplazé con medio MRM3A2.5X2.5G5 (MRM3 con 25 g/L de arabinosa, 25 g/L de xilosa y
50 g/L de glucosa). Debido al rapido crecimiento en MRM3A2.5X2.5G5, se agregd un punto de tiempo a las 10
horas. El analisis se realizé tal como se describié anteriormente para el experimento usando medio de arabinosa.
Los resultados se muestran en la Figura 5. Estos resultados muestran que ZW705 utilizé glucosa y xilosa de forma
eficaz para permitir el fuerte crecimiento celular y produccion de etanol, pero no pudo metabolizar arabinosa (Figura
5A). Después de la integracion of Pgap-araBAD, ZW705-ara354 pudo utilizar arabinosa para mejorar el crecimiento
celular y la producciéon de etanol (Figura 5B). La velocidad maxima de consumo de arabinosa fue 0,3 g/L/hr. Al final
del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo en 67,9%, a 8,8 g/L. En la cepa
adaptada ZW705-ara354A7 hubo cierta mejora con respecto a la cepa ZW705-ara354 en utilizacion de arabinosa,
que permiti6 mejor crecimiento y produccion de etanol. La velocidad maxima de consumo de arabinosa fue 0,36
g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo en 74,1%, a 7,1 g/L.
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Ejemplo 3
Construcciones para la expresion de dos sistemas de transporte de arabinosa de E. coli en Zymomonas

Cada uno de los dos sistemas de transporte de arabinosa que estan presentes en E. coli, codificado por arak o por
araFGH, se expresdé en Zymomonas y se analizd la utilizacion de arabinosa. arakE codifica un simportador de
protones de arabinosa mientras araFGH codifica tres proteinas que forman un transportador ABC.

1. Construccion del gen quimérico araE y el operén araFGH para la expresion en Zymomonas

Se prepararon fragmentos de ADN de secuencia codificante de araFGH y araE de E. coli mediante PCR de 30 ciclos
estandar, tal como se describe en el Ejemplo 1, usando el ADN de MG1655 de E. coli (una cepa de K12: ATCC
#700926) como plantilla. Cada ciclo incluia 45 s de desnaturalizacion a 94°C, 45 s de hibridacion a 60°C y 4 min de
extension a 72°C. Se utilizé un cebador directo ara135 (SEQ ID NO :54) y un cebador inverso ara136 (SEQ ID NO
:55) en PCR para sintetizar un fragmento de arakE de 1550 pb, que incluye la secuencia codificante de arak (1419
pb) y su 3'UTR (121 bp), agregando un sitio Ncol en el extremo 5' y un sitio EcoRI en el extremo 3' (SEQ ID NO :56).
Se utilizé un cebador directo ara137 (SEQ ID NO :57) y un cebador inverso ara138 (SEQ ID NO :58) en PCR para
sintetizar un fragmento de araFGH de 3744 pb (SEQ ID NO :59). Este fragmento era idéntico al operén araFGH de
E. coli pero sin el promotor. Incluia la secuencia codificante de araF, secuencia codificante de araG, secuencia
codificante de araH, 3'UTR de araH y regiones intergénicas intactas. Los cebadores agregaron un sitio Ncol 5' y un
sitio EcoRI 3'.

El promotor Gl de Actinoplanes missouriensis (Pg) se seleccion6 para dirigir la expresion de arakE y araFGH. Es el
promotor del gen de xilosa isomerasa y se ha demostrado que funciona en Z. mobilis como un promotor constitutivo
débil. Para clonar un Py de A. missouriensis, se disefid un par de cebadores de oligonucleoétido. El cebador ara12
(SEQ ID NO :60) era el cebador directo para PCR de Pg que agregaba un sitio Sacl y Spel en el extremo 5' del
promotor. El cebador ara13 (SEQ ID NO :61) era el cebador inverso para PCR de Pg que agregaba un sitio Ncol en
el extremo 3' del promotor. Estos dos cebadores se utilizaron en una reaccion PCR estandar y se utilizé un plasmido
que contiene el promotor Gl de Actinoplanes missouriensis (SEQ ID NO:62) como el ADN plantilla. La reaccion PCR
produjo un fragmento de ADN de Pg de 201 pb (SEQ ID NO:63) con los sitios Sacl y Spel 5’ y un sitio Ncol 3’ que se
clond en el vector TOPO Blunt Zero (Invitrogen, Calsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El plasmido
resultante pTP-Pg se propagdé en DH5a de E. coli y se preparé el ADN de plasmido usando un kit Qiagen DNA
Miniprep.

El fragmento Spel - Nool Pg de pTP-Pg y el fragmento de PCR de araE Ncol - EcoRI se combinaron en un vector
pZB188/aada junto con un marcador de resistencia a cloranfenicol (CM-R; SEQ ID NO:64) creando pARA112
(Figura 6; SEQ ID NO:65). pARA112 contiene un gen quimérico Pg-araE en el vector transportador de E.
colilZymomonasderivado por pZB188. El fragmento Spel - Ncol Py de pTP-Pg; y el fragmento de PCR Ncol - EcoRI
araFGH se combinaron en un vector pZB188/aada junto con un marcador de resistencia a cloranfenicol creando
pARA113 (Figura 7; SEQ ID NO:66). Los vectores transportadores resultantes se propagaron en DH5a de E. coli y
se preparé el ADN de plasmido usando un kit Qiagen DNA Miniprep. El gen Pg-arakE y operon Pg-araFGH se
confirmaron mediante secuenciamiento.

Ejemplo 4
Expresion de los sistemas de transporte de arabinosa de E. coli en ZW705-ara354A7 de Zymomonas

Se analizaron los efectos de los dos sistemas de transporte de arabinosa de E. coli en células de Zymomonas que
utilizan arabinosa mediante la expresion del gen Pg-araE y operén Pg-araF GH construidos.

1. Transformacion de ZW705-ara354A con pARA112 y pARA113.

pARA112 que contiene el gen Pg-araE y pARA113 que contiene el operén Pg-araFGH, ambos preparados en el
Ejemplo 3, se transformaron en células de ZW705-ara354A7 (preparadas en los Ejemplos 1 y 2). Las células
competentes de la cepa ZW705-ara354A7 se prepararon tal como se describié en el Ejemplo 1. Dado que la
transformacion de Z. mobilis requiere ADN no metilado, pARA112 y pARA113 fueron transformados cada uno en
células competentes SCS110 de E. coliy se preparé el ADN de plasmido no metilado a partir de un cultivo de 10 mL
de una sola colonia usando un kit Qiagen DNA Miniprep. Aproximadamente 500 ng de cada ADN de plasmido se
mezcld por separado con 50 L de células competentes ZW705-ara354A7 en una cubeta de electroporacion VWR 1
MM y se sometid a electroporacion en las células a 2,0 KV usando un BT720 Transporater Plus.

Las células transformadas por pARA112 o pARA113 (ZW705-ara354A7-ara112 y ZW705-ara354A7-ara113) se
recuperaron en 1 mL de medio MMG5 durante 4 horas a 30°C y luego se cultivaron en placas MMG5-CM120
(MMGS5 con 120 mg/L de cloranfenicol y 15 g/L de agar) durante 2 dias a 30°C dentro de un frasco anaerdbico con
un AnaeroPack. Las colonias individuales se estriaron en una nueva placa MMG5-CM120 y se dejaron crecer en las
mismas condiciones que la uUltima etapa. Las estrias crecieron en las placas que contenian cloranfenicol, lo que
indica una transformacién satisfactoria. 2. Expresion de Pg-araE y Pg-araFGH en las cepas transformadas.
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Se seleccionaron varias estrias de las cepas transformadas de las placas MMG5-CM120 para representar ZW705-
ara354A7-ara112 y ZW705-ara354A7-ara113. Se inspecciond la expresion de Pg-araE o Pg-araFGH mediante el
ensayo de crecimiento de 72 horas descrito en el Ejemplo 1. En este ensayo, las células de cada estria se cultivaron
durante la noche en 2 mL de MRM3G5-CM120 (MRM3G5 con 120 mg/L de cloranfenicol) a 30°C con agitacion de
150 rpm. Las células se cosecharon, se lavaron con MRM3A5 y se volvieron a suspender en MRM3A5-CM120
(MRM3A5 que contiene 120 mg/L de cloranfenicol) a una ODggo de partida de 0,1. Se cultivaron cuatro mL de la
suspension durante 72 horas a 30°C con agitacion de 150 rpm. Al final del crecimiento, se midi6 la ODey y se
analizaron los perfiles de metabolitos usando una columna de exclusion idénica BioRad Aminex HPX-A7H en un
sistema de HPLC Agilent 1100 tal como se describioé en el Ejemplo 1. Como control, la cepa ZW705-ara354A7 se
cultivd y analizé en paralelo con Spec250 reemplazando a CM120. Los resultados para 3 cepas en cada
transformacion se proporcionan en la Tabla 4.

Tabla 4. Ensayo de crecimiento de 72 horas para ZW705-ara354A7-ara112 y ZW705-ara354A7-ara113 en

MRMB3AS.

Cepa Crecimiento (OD600) | Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)
ZW705-ara354A7 3,01 18,57 5,98
ZW705-ara354A7-ara112-1 3,28 19,22 0,43
ZW705-ara354A7-ara112-2 3,33 21,38 0,34
ZW705-ara354A7-ara112-3 3,20 19,65 0,40
ZW705-ara354A7-ara113-5 2,51 16,64 11,95
ZW705-ara354A7-ara113-6 2,12 15,65 15,97
ZW705-ara354A7-ara113-7 2,17 15,32 13,91

En comparacioén con sus originales, todas las cepas ZW705-ara354A7-ara112 utilizaron mas arabinosa durante 72
horas de cultivo, lo que permitid6 un mayor nivel de crecimiento y produccion de etanol. De hecho, estas cepas
ZW705-ara354A7-ara112 consumieron casi toda la arabinosa disponible en el medio. Esto indica que araE facilité la
utilizacion de arabinosa en las cepas disefiadas genéticamente. Por otro lado, parece que la expresion de araFGH
tuvo un impacto negativo. Dio como resultado menor utilizaciéon de arabinosa, un menor nivel de crecimiento y menor
produccién de etanol en las cepas ZW705-ara354A7-ara113 durante 72 horas de cultivo.

3. Caracterizacion de perfiles de crecimiento y metabolitos de la cepa ZW705-ara354A7-ara112.

Dado que las cepas ZW705-ara354A7-ara112 mostraron un metabolismo de arabinosa facilitado, estas cepas se
analizaron adicionalmente. La caracterizacion se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 2.3. Dado
que araE se expreso6 a partir de un vector transportador, el nivel de expresion puede variar entre cepas diferentes.
Por lo tanto, se examinaron dos cepas (ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-ara112-3) una al lado de la
otra Para caracterizar las cepas en el medio de azucar unico (arabinosa), los cultivos de ZW705-ara354A7-ara112-2
y ZW705-ara354A7-ara112-3 cultivados durante la noche se cosecharon, se lavaron con MRM3AS5 y se volvieron a
suspender en MRM3A5-CM120 hasta una ODgg de partida de 0,1. Veinte mL de las suspensiones se cultivaron a
30°C con agitacion de 150 rpm durante un periodo de tiempo de 96 horas. La ODeggo se midio a las 0, 6, 12, 24, 48,
72 y 96 horas. En cada punto de tiempo, se analizaron los perfiles de metabolitos usando una columna de exclusion
i6nica BioRad Aminex HPX-A7H en un sistema de HPLC Agilent 1100. En paralelo, la cepa original de ZW705-
ara354A7 se cultivé en 250 mg/L de espectinomicina en lugar de 120 mg/L de cloranfenicol y se analizd como
control. Los resultados se muestran en la Figura 8. Estos resultados indican que, sin Pg-araE, ZW705-ara354A7
utilizé arabinosa con una velocidad maxima de 0,93 g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de
arabinosa en el medio se redujo en 80,4%, a 9,81 g/L. Con expresion de arak, ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-
ara354A7-ara112-3 utilizaron arabinosa de forma mas eficaz, lo que permiti6 mayores niveles de crecimiento y
produccion de etanol. Las velocidades maximas del consumo de arabinosa aumento a 1,18 g/Uhr y 1,28 g/Uhr en las
cepas 112-2 y 112-3, respectivamente. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se
redujo en 98%, a 1,02 g/L para ZW705-ara354A7-ara112-2 y en 99,2%, a 0,41 g/L para ZW705-ara354A7-ara112-3.
De hecho, ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-ara112-3 casi agotaron toda la arabinosa disponible
después del cultivo de 72 horas y 48 horas, respectivamente.

Para caracterizar las cepas en un medio que contiene azucares mezclados, se cultivaron ZW705- ara354A7,
ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-ara112-3 y analizaron tal como se describié anteriormente pero
usando el medio MRM3A2.5X2.5G5. Los resultados se muestran en la Figura 9. Estos resultados muestran que
ZW705-ara354A7 agotdé de manera eficaz toda la glucosa y xilosa dentro de 24 horas para permitir un fuerte
crecimiento y produccion de etanol. Su metabolismo de arabinosa fue relativamente mas lento e incompleto. La
velocidad maxima de consumo de arabinosa fue 0,43 g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de
arabinosa en el medio se redujo en 62,4%, a 9 g/L. Sin embargo, ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-
ara112-3 utilizaron arabinosa de forma mucho mas eficaz. Las velocidades maximas de consumo de arabinosa
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aumentaron a 0,73 g/L/hr y 0,78 g/L/hr, respectivamente. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de
arabinosa en el medio se redujo en 90,3%, a 2,33 g/L para ZW705-ara354A7-ara112-2 y en 90,1%, a 2,38 g/L para
ZW705-ara354A7-ara112-3. En realidad se habia reducido cercano a este nivel dentro de 48 horas en ambas cepas.
Por lo tanto, la expresion de arakE también facilité la utilizacién de arabinosa en el medio de azlcares mezclados, lo
que contribuyd a la produccion de etanol en la Figura 9. La expresion no tuvo un efecto significativo en el
metabolismo de glucosa, pero enlentecio el metabolismo de xilosa de modo que a ambas cepas ZW705-ara354A7-
ara112 le tomd 48 horas agotar toda la xilosa en el medio mientras que a la cepa ZW705-ara354A7 le tomo solo 24
horas.

Ejemplo 5
Expresion de arakE en ZW705-ara354 y ZW801-ara354 de Zymomonas

En este ejemplo, se analizan los efectos de la expresion de arak en las cepas ZW705-ara354 y ZW801-ara354 de Z.
mobilis no adaptadas que utilizan arabinosa.

1. Transformacion de ZW705-ara354 y ZW801-ara354 con pARA112.

Tal como se describe en el Ejemplo 2, ZW705-ara354 y ZW801-ara354 son cepas de Z. mobilis disefiadas
genéticamente desarrolladas a partir de ZW705 y ZW801-4 mediante la introduccion de Pgap-araBAD en el locus de
IdhA. ZW705-ara354 es la cepa original de ZW705-ara354A7 que no se adapté en MRM3AS5. Se prepararon células
competentes de ambas cepas. EI ADN no metilado de pARA112 se sometid a electroporacién en las células
competentes tal como se describié en los ejemplos previos.

La ZW705-ara354 (ZW705-ara354-ara112) y ZW801-ara354 ((ZW801-ara354-ara112) transformadas por pARA112
se recuperaron en 1 mL de medio MMG5 durante 4 horas a 30°C y luego se cultivaron en placas MMG5-CM120
durante 2 dias a 30°C dentro de un frasco anaerdbico con un AnaeroPack. Las colonias individuales se estriaron en
una nueva placa MMG5-CM120 y crecieron en las mismas condiciones que la ultima etapa. Las estrias crecieron en
las placas que contenian cloranfenicol, lo que indica una transformacion satisfactoria.

2. Expresion de Pg-araE en las cepas transformadas.

Se seleccionaron varias estrias de las cepas transformadas de las placas MMG5-CM120 para representar ZW705-
ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112, respectivamente. Se inspecciond la expresion de Pg-araE mediante el
ensayo de crecimiento de 72 horas en MRM3AS. Los detalles del ensayo son los mismos que en los ejemplos
anteriores. Como controles, las cepas ZW705-ara354 y ZW801-ara354 se cultivaron y analizaron en paralelo con
250 mg/L de espectrinomicina reemplazando 120 mg/L de cloranfenicol en el medio de cultivo. Los resultados para 3
cepas de cada transformacion se proporcionan en la Tabla 5. En comparacion con sus cepas originales, todas las
cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112 utilizaron significativamente mas arabinosa durante 72 horas
de cultivo, lo que permitié un mayor nivel de crecimiento y produccion de etanol. Por lo tanto, araE también facilité la
utilizacién de arabinosa en ambas cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112.

Tabla 5. Ensayo de crecimiento de 72 horas para ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112 en MRM3A5

Cepa Crecimiento (OD600) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)
ZW705-ara354 1,15 9,56 27,88
ZW705-ara354-ara112-1 1,56 14,18 17,24
ZW705-ara354-ara112-2 1,67 16,71 10,93
ZW705-ara354-ara112-3 1,47 13,76 19,06
ZW801-ara354 1,39 9,65 27,08
ZW801-ara354-ara112-4 1,95 15,01 15,12
ZW801-ara354-ara112-5 2,07 15,51 12,94
ZW801-ara354-ara112-5 2,29 15,79 13,05

3. Caracterizacion de perfiles de crecimiento y metabolitos de las cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-
ara112

Las cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112 se caracterizaron adicionalmente para determinar sus
perfiles de crecimiento y metabolitos durante un periodo de tiempo de 96 horas. La caracterizacion se realizd
siguiendo el mismo procedimiento descrito en el Ejemplo 4.3. ZW705-ara354-ara112-1 y ZW705-ara354-ara112-2 se
examinaron y se compararon con su original ZW705-ara354, mientras ZW801-ara354-ara112-5 y ZW801-ara354-
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ara112-6 se examinaron y se compararon con su original ZW801-ara354. Las mediciones y analisis se realizaron a
los puntos de tiempo de 0, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La Figura 10 muestra los resultados obtenidos a partir de las cepas ZW705-ara354 y ZW705-ara354-ara112
cultivadas en MRM3AS. Los resultados muestran que, sin Pg-araE, ZW705-ara354 utilizé poca arabinosa, con una
velocidad maxima de 0,25 g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo
solamente en 38,19%, a 30,22 g/L. Con expresion de arakE, ZW705-ara354-ara112-1 y ZW705-ara354-ara112-2
utilizaron arabinosa de forma mas eficaz, lo que permiti6 mayores niveles de crecimiento y produccién de etanol. La
velocidad maxima de consumo de arabinosa aumenté a 0,46 g/L/hr y 0,48 g/L/hr, respectivamente. Al final del
periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo en 65,8%, a 16,73 g/L para ZW705-ara354-
ara112-1y en 69,61%, a 14,86 g/L para ZW705-ara354-ara112-2.

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos a partir de las cepas ZW705-ara354 y ZW705-ara354-ara112
cultivadas en el medio de azicares mezclados MRM3A2.5X2.5G5. Los resultados muestran que ZW705-ara354
utilizé de manera eficaz glucosa y xilosa para permitir un fuerte crecimiento y produccién de etanol. Su metabolismo
de arabinosa fue lento e incompleto. La velocidad maxima de consumo de arabinosa fue 0,29 g/L/hr. Al final del
periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo en 57,32%, a 10,21 g/L. Sin embargo,
ZW705-ara354-ara112-1 y ZW705-ara354-ara112-2 utilizaron arabinosa de forma mas eficaz. La velocidad maxima
de consumo de arabinosa aumenté a 0,32 g/L/hr y 0,35 g/L/hr, respectivamente. Al final del periodo de tiempo, la
concentracion de arabinosa en el medio se redujo en 86,33%, a 3,27 g/L para ZW705-ara354-ara112-1 y en 85,2%,
a 3,54 g/L para ZW705-ara354-ara112-2. Estos resultados demostraron que la expresion de araE facilité la
utilizacion de arabinosa en las cepas ZW705-ara354-ara112 tanto en medio de azucar Unico (arabinosa) como en el
medio de azucares mezclados. Por lo tanto, el efecto de araE no requirié un antecedente genético adquirido durante
la adaptacion de ZW705-ara354A7. De manera similar a los resultados en ZW705-ara354A7-ara112, la expresion de
araE enlentecio ligeramente el metabolismo de xilosa en ZW705-ara354-ara112 cultivada en el medio de aziucares
mezclados.

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos a partir de las cepas ZW801-ara354 y ZW801-ara354-ara112
cultivadas en MRMB3AS. Los resultados indican que, sin Pg-araE, ZW801-ara354 utiliz6 poca arabinosa, con una
velocidad maxima de 0,25 g/L/hr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo
solamente en 32,99%, a 32,76 g/L. Con expresion de arakE, ZW801-ara354-ara112-5 y ZW801-ara354-ara112-6
utilizaron arabinosa de forma mas eficaz, lo que permiti6 mayores niveles de crecimiento y produccién de etanol. La
velocidad maxima de consumo de arabinosa aumentd a 0,49 g/Uhr y 0,47 g/L/hr, respectivamente. Al final del
periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se redujo en 69,52%, a 14,90 g/L para ZW801-
ara354-ara112-5 y en 65,92%, a 16,66 g/L para ZW801-ara354-ara112-6. La Figura 13 muestra los resultados
obtenidos a partir de las cepas ZW801-ara354 y ZW801-ara354-ara112 cultivadas en el medio de azicares
mezclados MRM3A2.5X2.5G5. Esto muestran que ZW801-ara354 utiliz6 de manera eficaz glucosa y xilosa para
permitir un fuerte crecimiento y produccion de etanol. Su metabolismo de arabinosa fue lento e incompleto. La
velocidad maxima de consumo de arabinosa fue 0,22 g/Uhr. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de
arabinosa en el medio se redujo en 45,48%, a 13,04 g/L. Sin embargo, ZW801-ara354-ara112-5 y ZW801-ara354-
ara112-6 utilizaron arabinosa de forma mas eficaz. La velocidad maxima de consumo de arabinosa aumenté a 0,35
g/L/hr y 0,36 g/L/hr, respectivamente. Al final del periodo de tiempo, la concentracion de arabinosa en el medio se
redujo en 89,92%, a 2,41 g/L para ZW801-ara354-ara112-5y en 88,38%, a 2,78 g/L para ZW801-ara354-ara112-6.
Estos resultados demostraron adicionalmente que la expresioén de araE facilitd la utilizacion de arabinosa en las
cepas ZW801-ara354-ara112 tanto en medio de azulcar Unico como en el medio de azlcares mezclados. Por lo
tanto, el efecto de araE no se limité a ZW705-ara354 y las cepas derivadas. De manera similar a ZW705-ara354A7-
aral12 y ZW705-ara354-ara112, la expresion de arak enlentecio ligeramente el metabolismo de xilosa en ZW801-
ara354-ara112 cultivada en el medio de azlcares mezclados.

Listado de secuencias

<110> E. I. du Pont de Nemours and Company

<120> Zymomonas con utilizacién de arabinosa mejorada
<130> CL4545PCT

<160> 66

<170> Patentln versién 3.4

<210> 1

<211> 1416

<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 1
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atggttacta tcaatacgga atctgcttta acgccacgtt ctttgeggga tacgeggegt 60
atgaatatgt ttgtttcecggt agctgetgeg gtcgcaggat tgttatttgg tettgatatce 120
ggcgtaatcg ccggagegtt geccgttcatt accgatcact ttgtgectgac cagtegtttg 180
caggaatggg tggttagtag catgatgctc ggtgcagcaa ttggtgeget gtttaatggt 240
tggctgtegt tccgectggg goegtaaatac agectgatgg cgggggecat ccectgtttgta 300
ctcggttcta tagggtccge ttttgecgacc agecgtagaga tgttaatcecge cgetegtgtg 360
gtgctgggeca ttgectgtcgg gategegtet tacaccgete ctetgtatcet ttcetgaaatg 420
gcaagtgaaa acgttcgcgg taagatgatc agtatgtacc agttgatggt cacactcgge 480
atcgtgectgg cgtttttatc cgatacageg ttcagttata gcggtaactg gecgcecgcaatg 540
ttgggggttc ttgetttacce agcagttctg ctgattattc tggtagtcett cctgeccaaat 600
agcccgeget ggctggecgga aaaggggegt catattgagg cggaagaagt attgcecgtatg 660
ctgcgecgata cgtecggaaaa agegecgagaa gaactcaacg aaattegtga aagcctgaag 720
ttaaaacagg gcggttgggc actgtttaag atcaaccgta acgtccgtcg tgectgtgttt 780
ctcggtatgt tgttgcagge gatgcagcag tttaccggta tgaacatcat catgtactac 840
gcgecgegta tcttcaaaat ggcgggettt acgaccacag aacaacagat gattgcgact 900
ctggtcgtag ggctgacctt tatgttcgec acctttattg cggtgtttac ggtagataaa 960
gcagggcegta aaccggcetcet gaaaattggt ttcagegtga tggegttagg cactctggtg 1020
ctgggctatt gectgatgca gtttgataac ggtacggett ccagtggett gtcctggete 1080
tetgttggca tgacgatgat gtgtattgecc ggttatgcga tgagcgecge gccagtggtg 1140
tggatcctgt gcectctgaaat tcagecgetg aaatgeegeg attteggtat tacctgtteg 1200
accaccacga actgggtgtc gaatatgatt atcggecgcga ccttoctgac actgcttgat 1260
agcattggcg ctgeccggtac gttctggctce tacactgege tgaacattge gtttgtggge 1320
attactttct ggctcattcc ggaaaccaaa aatgtcacgc tggaacatat cgaacgcaaa 1380
ctgatggcag gcgagaagtt gagaaatatc ggegte 1416

<210> 2

<211> 472

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2
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Gln

Val

Asn

Axg

20

Phe

Asp

Met

Phe

val

100

Ile

Thr

Lys

Ala

Met

180

Val

Ile

Ala

Gly

Phe

260

Ile

Met

Gly

His

Met

Arg

85

Leu

Ala

Ala

Met

Phe

165

Leu

Phe

Glu

Arg

Gly

245

Leu

Ile

Asn

Leu

Phe

Leu

70

Leu

Gly

Ala

Pro

Ile

150

Leu

Gly

Leu

Ala

Glu
230

Trp

Gly

Met

Asp

Val

55

Gly

Gly

Ser

Arg

Leu

135

Ser

Ser

val

Pro

Glu

215

Glu

Ala

Met

Tyr

ES 2599 579 T3

Phe

Ile

40

Leu

Ala

Arg

Ile

val

120

Tyr

Met

Asp

Leu

Asn

200

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyr

val

25

Gly

Thr

Ala

Lys

Gly

105

Val

Leu

Tyr

Thr

Ala

185

Ser

Vval

Asn

Phe

Leu

265

Ala

Ser

val

Ser

Ile

Tyr

90

Ser

Leu

Ser

G1ln

Ala

170

Leu

Pro

Leu

Glu

Lys

250

Gln

Pro

val

Ile

Arg

Gly

75

Ser

Ala

Gly

Glu

Leu

155

Phe

Pro

Arg

Ile

235

Ile

Ala

Arg

29

Ala

Ala

Leu

60

Ala

Leu

Phe

Ile

Met

140

Met

Ser

Ala

Trp

Met

220

Arg

Asn

Met

Ile

Ala Ala Val

Gly

45

Gln

Leu

Met

Ala

Ala

125

Ala

val

Tyr

val

Leu

205

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

30

Ala

Glu

Phe

Ala

Thr

110

val

Ser

Thr

Ser

Leu

190

Ala

Arg

Ser

Asn

Gln

270

Lys

Leu

Trp

Asn

Gly

95

Ser

Gly

Glu

Leu

Gly

175

Leu

Glu

Asp

Leu

Val

255

Phe

Ala

Pro

Val

Gly

Ala

val

Ile

Asn

Gly

160

Asn

Ile

Lys

Thr

Lys

240

Arg

Thr

Ala



Gly

Leu

305

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

385

Thr

Thr

Ala

Thr

Glu
465

Phe

290

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala

370

Glu

Thr

Leu

Leu

Lys

450

Lys

<210>5
<211> 1416

<212> ADN

275

Thr

Phe

Arg

Leu

Ser

355

Gly

Ile

Thr

Leu

Asn

435

Asn

Leu

Thr

Met

Lys

Vval

340

Gly

Tyxr

Gln

Asn

Asp

420

Ile

val

Arg

<213> Shigella boydii

<400> 5

Thr

Phe

Pro

325

Leu

Leu

Ala

Pro

Trp

405

Ser

Ala

Thr

Asn

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Ser

Met

Leu

390

Val

Ile

Phe

Leu

Ile
470

Gln

295

Thr

Leu

Tyr

Trp

Ser

378

Lys

Ser

Gly

val

Glu

455

Gly

ES 2599 579 T3

280

Gln

Phe

Lys

Cys

Leu

360

Ala

Cys

Asn

Ala

Gly

440

His

val

Met

Ile

Ile

Leu

345

Ser

Ala

Arg

Met

Ala

425

Ile

Ile

Ile

Ala

Gly

330

Met

Val

Pro

Asp

Ile

410

Gly

Thr

Glu

Ala

val

315

Phe

Gln

Gly

Val

Phe

395

Ile

Thr

Phe

Arg

Thr

300

Phe

Ser

Phe

Met

Vval

380

Gly

Gly

Phe

Trp

Lys
460

285

Leu

Thr

Val

Asp

Thr
365

Trp

Ile

Ala

Trp

Leu
445

Leu

val

Val

Met

Asn

350

Met

Ile

Thr

Ala

Leu

430

Ile

Met

atggttacta tcaatacgga atctgcttta acgccacgtt ctttgeggga

atgaatatgt ttgtttcggt agetgetgeg gtegcaggat tgttatttgg tcettgatate

ggcgtaatcg ccggagegtt gccgttcatt accgatcact ttgtgctgac

caggaatggg tggttagtag catgatgctc ggcgcagcaa ttggtgcgcet

30

Val

Asp

Ala

335

Gly

Met

Leu

Cys

Phe

415

Tyr

Pro

Ala

tacgeggegt

cagtcatttg

gtttaatggt

Gly

Lys

320

Leu

Thr

Cys

Cys

Ser

400

Leu

Thr

Glu

Gly

60

120

180

240



tggctgtegt
ctceggttceta
gtgctgggea
gcaagtgaaa
atcgtgctgg
ttgggggttc
agceccgeget
ctgcgegata
ttaaaacagg
cteggtatgt
gcgeecgegta
ctggtegtag
gcagggcgta
ctgggctatt
tctgttggca
tggatcctgt
accaccacga
agcattggcg
atcactttct
ctgatggcag
<210> 6

<211> 472
<212> PRT

tcegectggg
tagggtcecge
ttgctgtegg
acgttecgegg
cgtttttatc
ttgectttace
ggttggcgga
cgtcggaaaa
gcggttggge
tgttgcagge
tcttcaaaat
ggctgacctt
aaccggctct
gcctgatgea
tgacgatgat
gctctgaaat
actgggtgtce
ctgcecggtac
ggctcattce

gcgagaagtt

<213> Shigella boydii

<400> 6

Met Val Thr

1

Asp Thr Arg

Gly Leu Leu
35

Phe Ile Thr

50

Val Ser Ser

5

20

Ile Asn Thr

Arg Met Asn

Asp His Phe

Met Met Leu

ES 2599 579 T3

gcgtaaatac
ttttgecgace
gatcgegtcet
taagatgatc
cgatacagcqg
agcagttctg
aaaggggcgt
agcgcgagaa
actgtttaag
gatgcagcag
ggegggettt
tatgttcgee
gaaaattggt
gtttgataac
gtgtattgce
tcagcecgcetg
gaatatgatt
gttctggctc
ggaaaccaaa

gagaaatatc

Glu Ser

Met Phe

Phe Gly Leu Asp Ile

40

Val Leu
55

Gly Ala

agcctgatgg
agcgtagaga
tacaccgctc
agtatgtacc
ttcagttata
ctgattatte
catattgagg
gaactcaacg
atcaaccgta
tttaccggta
acgaccacag
acctttattg
ttcagcgtga
ggtacggett
ggttatgcga
aaatgccgceg
atcggecgega
tacactgcgce
aatgtcacge

ggcatc

Ala Leu Thr

10

Val Ser Val
25

Gly Val Ile
Thr Ser
Ala Ile

Gly

31

cgggggccat
tgttaatcge
ctctgtatct
agttgatggt
gcggtaactg
tggtggtctt
cggaagaagt
aaattcgtga
acgtccgtceg
tgaacatcat
aacaacagat
cggtgtttac
tggcgttagg
ccagtggett
tgagcgeege
atttcggtat
ccttectgac
tgaacattgc

tggaacatat

cctgtttgta
cgctegtgtg
ttctgaaatg
cacactcggce
gcgcgecaatg
cctgccaaat
attgcgtatg
aagcctgaag
tgctgtgttt

catgtactac

gattgcgact

ggtagataaa
cactctggtg
gtcctggete
gccagtggtg
tacctgttceg
gctgctcgac
gtttgtggge

cgaacgcaaa

Pro Arg Ser Leu Arg

15

Ala Ala Ala Val Ala

30

Ala Gly Ala Leu Pro

45

Leu Gln Glu Trp Val

60

Ala Leu Phe Asn Gly

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416



65

Trp

Ile

Glu

Ala

val

145

Ile

Trp

Ile

Gly

Ser

225

Leu

Gly

Gly

Leu

305

Ala

Leu

Leu

Met

Ser

130

Axrg

Val

Arg

Leu

Arg

210

Glu

Lys

Ala

Met

Phe

290

Thr

Gly

Ser

Phe

Leu

115

Tyxr

Gly

Ala

Val

195

His

Lys

Gln

Val

Asn

275

Thr

Phe

Arg

Phe

val

100

Ile

Thx

Lys

Ala

Met

180

Vval

Ile

Ala

Gly

Phe

260

Ile

Thr

Met

Lys

Arg
Leu
Ala
Ala
Met
Phe
165
Leu
Phe
Glu
Arg
Gly
245
Leu
Ile
Thr

Phe

Pro
325

70

Leu

Gly

Ala

Pro

Ile

150

Leu

Gly

Leu

Ala

Glu
230

Trp

Gly

Met

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Ser

Arg

Leu

135

Ser

Ser

vVal

Pro

Glu

215

Glu

Ala

Met

Tyr

Gln

295

Thr

Leu

ES 2599 579 T3

Arg

Ile

Vval

120

Tyr

Met

Asp

Leu

Asn

200

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyr

280

Gln

Phe

Lys

Lys

Gly

105

val

Leu

Tyx

Thr

Ala

185

Ser

val

Asn

Phe

Leu

265

Ala

Met

Ile

Ile

Tyr

90

Ser

Leu

Ser

Gln

Ala

170

Leu

Pro

Glu

Lys

250

Gln

Pro

Ile

Ala

Gly
330

75

Ser

Ala

Gly

Glu

Leu

155

Phe

Pro

Axg

Arg

Ile

235

Ile

Ala

Axrg

Ala

val

315

Phe

32

Leu

Phe

Ile

Met

140

Met

Ser

Ala

Trp

Met

220

Arg

Asn

Met

Ile

Thr

300

Phe

Ser

Met

Ala

Gly
95

Ala Thr Ser

Ala

125

Ala

val

Tyr

vVal

Leu

205

Leu

Glu

Axg

G1ln

Phe

285

Leu

Thr

val

110

val

Ser

Thr

Ser

Leu

190

Ala

Axg

Ser

Asn

Gln

270

Lys

Val

val

Gly

Glu

Leu

Gly

175

Leu

Glu

Asp

Leu

val

255

Phe

Met

Val

Asp

Ala
335

80

Ala

Val

Ile

Asn

Gly

160

Asn

Ile

Lys

Thr

Lys

240

Arg

Thr

Ala

Gly

Lys

320

Leu



Gly Thr Leu

Ala Ser

355

Ser

Ile Ala

370

Gly

Ser Glu Ile

385

Thr Thr Thr

Thr Leu

Ala Asn

435

Leu

Thr Lys Asn

450

Glu
465

Lys Leu

<210>7
<211> 1416
<212> ADN

val
340

Leu

Gly

Ala

Tyr

Gln Pro

Gly

Ser

Met

Leu

ES 2599 579 T3

Tyr Cys

Leu

Met Gln

345

Trp
360

Ser
375

Lys Cys

390

Asn Trp

405

Asp Ser

420

Ile Ala

val

Thr

Arg Asn

val

Ile

Phe

Leu

Ile

Ser

Gly Ala

Leu Ser

Ala Ala

Arg

Asn Met

Ala

Val Gly

Val

Pro

Phe
395

Asp

Ile
410

Ile

Gly Thr

425

vVal
440

Glu His

455

Gly Ile

470

<213> Shigella dysenteriae

<400> 7

atggttacta
atgaatatgt
ggcgtaatcg
caggaatggg
tggctgtegt
cteggttcta
gtgctgggca
gcaagtgaaa
atecgtgetgg

ttgggggttc

agceegeget

tcaatacgga
ttgtttcggt
ccggagegtt
tggttagtag
tecegectgag
tagggtcege
ttgctgtegg
acgttcgegg
cgtttttate

ttgctttace

ggctggegga

atctgettta
agetgctgecag
gcegttcatt
catgatgcte
gcgtaaatac
ttttgctacc
gatcgegtcet
taagatgatc
cgatacagcg
agcagtcctg

aaaggggegt

Gly Ile

Ile

Thr Phe

Glu

acgccacgtt
gtcgeaggat
accgatcact
ggcgcagcaa
agectgatgg
agcgtagaga
tacaccgcetce
agtatgtacc
ttcagttata
ctgattattec

catattgagg

33

Phe Asn

350

Asp

Thr
365

Met Met

Val
380

Trp Ile

Gly Ile Thr

Gly Ala Thr

Phe Leu

430

Trp

Leu Ile

445

Trp

Lys Leu Met

460

ctttgecgtga
tgttatttgg
ttgtgctgac
ttggtgeget
cgggggccat
tgttaatcge
ctctgtatct
agttgatggt
gcggtaactg
tggtggtctt

cggaagaagt

Gly Thr

Met Cys
Leu

Cys

Ser
400

Cys

Phe
415

Leu

Tyr Thr

Pro Glu

Ala Gly

tacgeggegt
tcttgatate
cagtcgtttg
gtttaatggt
cctgtttgta
cgctcgtgtg
ttctgaaatg
cacactcggc
gcgcgcaatg
cctgccaaat

gttgcgtatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



ctgcgcgata
ttaaaacaag
ctcggtatgt
gcgcegegta
ctggtcgtgg
gcaggtcgta
ctgggctatt
tctgttggca
tggatcetgt
acgacgacaa
agcattggeg
atcactttct
ctgatggcag
<210> 8

<211> 472
<212> PRT

cgtcggaaaa
gcggttggge
tgttgcaggce
tcttcaaaat
gactgacctt
aacecggcetct
gceccetgatgea
tgacgatgat
gctctgaaat
actgggtgtc
ctgeecggtac
ggctcattce

gcgagaagtt

<213> Shigella dysenteriae

<400> 8

Met Val Thr
1

Asp Thr Arg

Leu Leu

35

Gly

Ile
50

Phe Thr

Val
65

Ser Ser

Leu Ser

Trp

Ile Leu Phe

Leu
115

Glu Met

Ile

Arg

20

Phe

Asp

Met

Phe

Val

100

Ile

Met

Gly

His

Met

Arg

85

Leu

Ala

Thr

Asn

Leu

Phe

Leu

70

Leu

Gly

Ala

Glu

Met

Asp

val

55

Gly

Gly

Ser

Arg

ES 2599 579 T3

agcgcgagaa
actgtttaag
gatgcagcag
ggcgggcttt
tatgttcgceg
gaaaattggt
gtttgataac
gtgtattgee
tcagcegetg
gaatatgatt
gttctggcte
ggaaaccaaa

gagaaatatc

Ser

Phe

Ile

40

Leu

Ala

Arg

Ile

val
120

gaactcaacg
atcaacecgta
tttaccggta
acgaccacag
accttcattg
ttcagecgtga
ggtacggcett
ggttatgcga
aaatgccacg
atcggcgcga
tacactgege
aatgtcacge

ggcgte

Ala Leu Thr

10

val val

25

Ser

Gly Vval Ile

Thr Ser Arg

Ile Gly

75

Lys Tyr Ser

90

Gly Ala

105

Ser

Val Leu Gly

34

aaattcgtga

aagcctgaag

acgtcegteg tgctgtgttt

tgaacatcat

aacaacagat

cggtctttac

tggcgttagg

ccagtggett

tgagegcege

atttcggtat

ccttectgac

tgaacattge

tggaacatat

Pro

Ala

Ala

Leu

60

Ala

Leu

Phe

Ile

Ala

Gly

45

Gln

Leu

Met

Ala

Ala
125

Ser

Ala

30

Ala

Glu

Phe

Ala

Thr

110

val

catgtactat
gattgcgact
gétagataaa
cactctggtg
gtcctggete
gccagtggtg
tacctgttcg
actgcttgat

gtttgtggge

cgaacgcaaa

Leu
15

Val Ala

Leu Pro

Trp Val

Asn Gly

80

Gly Ala

95

Ser Val

Gly Ile

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416



Ala

val

145

Ile

Trp

Ile

Gly

Ser

225

Leu

Gly

Gly

Leu

305

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

130

Arg

Val

Arg

Leu

Arg

210

Glu

Lys

Ala

Met

Phe

290

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala
370

Tyr

Gly

Leu

Ala

val

195

His

Lys

Gln

Val

Asn

275

Thr

Phe

Arg

Leu

Ser

355

Gly

Thr

Lys

Ala

Met

180

Val

Ile

Ala

Gly

Phe

260

Ile

Thr

Met

Lys

Val

340

Gly

Tyx

Ala

Met

Phe

165

Leu

Phe

Glu

Arg

Gly

245

Leu

Ile

Thr

Phe

Pro

325

Leu

Ala

Pro

Ile

150

Leu

Gly

Leu

Ala

Glu
230

Trp

Gly

Met

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Ser

Met

Leu

135

Ser

Ser

val

Pro

Glu

215

Glu

Ala

Met

Tyr

Gln

295

Thr

Leu

Tyr

Trp

Ser
375

ES 2599 579 T3

Tyr

Asp

Leu

Asn

200

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyr

280

Gln

Phe

Lys

Cys

Leu

360

Ala

Leu

Tyr

Thr

Ala

185

Ser

vVal

Asn

Phe

Leu

265

Ala

Met

Ile

Ile

Leu

345

Ser

Ala

Ser

Gln

Ala

170

Leu

Pro

Leu

Glu

Lys

250

Gln

Pro

Ile

Ala

Gly

330

Met

val

Pro

Glu

Leu

155

Phe

Pro

Arg

Arg

Ile

235

Ile

Ala

Ala

Val

315

Phe

Gln

Gly

val

35

Met

140

Met

Ser

Ala

Trp

Met

220

Arg

Asn

Met

Ile

Thr

300

Phe

Ser

Phe

Met

val
380

Ala

Vval

Tyr

val

Leu

205

Leu

Glu

Arxrg

Gln

Phe

285

Leu

Thr

val

Asp

Thr
365

Trp

Ser

Thx

Ser

Leu

190

Ala

Arg

Ser

Asn

Gln

270

Lys

Val

val

Asn
350

Met

Ile

Glu

Leu

Gly

175

Leu

Glu

Asp

Leu

val

255

Phe

Met

val

Asp

Ala

335

Gly

Met

Leu

Asn

Gly

160

Asn

Ile

Lys

Thr

Lys

240

Arg

Thr

Ala

Gly

Lys

320

Leu

Thr

Cys

Cys



Ser Glu Ile

385

Thr Thr Thr

Thr Leu Leu

Ala Leu Asn

435

Thr Lys Asn

450

Glu Lys Leu

465

<210>9
<211> 1416
<212> ADN

Gln Pro

Leu

ES 2599 579 T3

Lys

390

Asn
405

Asp Ser

420

Ile Ala

Val

Thr

Axrg Asn

val

Ile

Phe

Leu

Ile

Ser

Gly

Cys His Asp Phe

Asn Met Ile Ile

Ala Ala Gly Thr

395

410

425

val
440

Glu
455

Gly Val

470

<213> Salmonella typhimurium

<400> 9

atggtctcta
atgaatatgt
ggcgttateg
caggaatggg
tggctttcat
cteggetege
atactgggceg
gcaagtgaaa
attgtgctgg
ttgggegtge
agtcegegtt
ctgcgegata
ctcaagcagg
ctcggtatgce
gcgccgegea
ctggtggtcg

gccgggegta

ttaatcatga
ttgtttcggt
ccggggeget
tcgtcagcag
tccggetggg
tggggtecgge
tagcagtagg
atgttcgegg
cttttttate
tggcgectgee
ggctggegea
cctcggaaaa
gagggtggge
tgctacaggc
tttttaaaat
gactgacttt

aaccggegtt

ctctgettta
ttctgcageg
geccttttatt
catgatgctt
gegtaagtat
gtttgettce
gattgcctce
caaaatgate
cgatacggca
tgcggtgttg
aaaaggtcge
agcccgtgat
attatttaaa
aatgcagcag
ggccggettt
tatgttegeg

aaaaatcggt

Gly Ile Thr Phe

His Ile Glu Arg

Gly Ile

Gly Ala

Phe Trp

Trp Leu

Lys Leu

Thr

Thr

Leu
430

Ile
445

Met

460

acgeccgegtt
gtagcgggac
accgaccatt
ggcgcggcaa
agcctgatgg
agcgtggaag
tataccgcege
agtatgtate
ttcagctaca
ctcattatte
catattgaag
gaactgaatg
gctaaccgea
ttcaccggca
accaccacgg
acgtttatcg

ttcagcgtaa

36

cgettegega
tgttatttgg
tegtactgac
ttggcgecatt
ctggegegat
tattgattgg
cgetttatct
aactgatggt
gcggcaactg
tggtggtatt
cggaagaggt
agattcggga
atgttcgeeg
tgaacatcat
aacagcaaat
ccgtetttac

tggcgttagg

Ser
400

Cys

Phe
415

Leu

Tyr Thr

Pro Glu

Ala Gly

cacacgacgt
tctggatatc
cagceggcetg
atttaacgge
tttgttegtg
cgccecgegtg
ctctgaaatg
gacgttaggc
gcgcgegatg
cctgecgaat
gctgcegtatg
aagcctcaaa
cgcecgtgtte
tatgtactat
gatcgccacg
ggtcgataag

gacattggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

9260

1020



ttgggctact
tcegttggga
tggatactgt
accacgacaa
agcattggecg
atcactttct

ctgatggcgg

<210> 10
<211> 472
<212> PRT

gcctgatgceca
tgacgatgat
gttcggaaat
actgggtatc
cggcaggtac
ggctgattcc

gcgagaagcet

<213> Salmonella typhimurium

<400> 10

Met Val Ser

1

Asp Thr

Gly Leu

Phe Ile

50

val
65

Ser

Trp Leu

Ile Leu

Glu val

Leu

35

Thr

Ser

Ser

Phe

Leu

Ile

Axrg Met

20

Phe Gly

Asp

Met Met

Phe Arg

85

val
100

Leu

Ile Gly

115

Ala Ser

130

val
145

Ile Val

Tyr

Gly

Leu

Thr Ala

Lys

His

Asn

Leu

Phe

Leu

70

Leu

Gly

Ala

Pro

Ile

ES 2599 579 T3

gtttgataac
gtgtatcgcce
ccagccgetg
gaacatgatc
attctggcte
ggaaaccaaa

aagaaatatt

Asp
Phe

Met

Ile
40

Asp

val
55

Leu
Gly Ala
Gly

Arg

Ser Leu

Ser Ala Leu

val

Gly

Thr

Ala

Lys

Gly

ggtacggcat
ggttacgcga
aaatgccgtg
atcggcgega
tacacegege

aatgtcaccce

ggcgtg

Thr
10

Ser Val

Val Ile

Ser Arg

Ile Gly

75

Tyr Ser

20

Ser Ala

105

Val
120

Arg

Leu
135

Tyr

Ser

150

Ala Phe

165

Leu

Ser Asp

Ile

Leu

Tyr

Thr

Leu Gly

Ser Glu

Gln Leu

155

Ala
170

Phe

37

caagcggtct
tgagcgececge
attttggcat
cattcctgac
tgaatatcge

tggagcacat

Pro Arg Ser

Ala Ala

30

Ser

Ala Gly Ala

45

Leu Gln Glu

60

Ala Leu Phe

Leu Met Ala

Phe Ala Ser

110

Val Ala Val

125
Met Ser
140

Ala

Met Val Thr

Ser Tyr Ser

ctecctggett
tceggtggtg
tacctgttca
actgttggac
ttttatcgge

cgaacgcaag

Leu
15

Arg

Val Ala

Leu Pro

Trp Val

Asn Gly

80

Gly Ala

95

Ser Val

Gly Ile

Glu Asn

Leu Gly

160

Gly Asn

175

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416



Trp

Ile

Gly

Ser

225

Leu

Gly

Gly

Leu

305

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

385

Thr

Thr

Arg

Leu

Arg

210

Glu

Lys

Ala

Met

Phe

290

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala

370

Glu

Thr

Leu

Ala

Val

195

His

Lys

Gln

Vval

Asn

275

Thr

Phe

Arg

Leu

Ser

355

Gly

Ile

Thr

Leu

Met

180

val

Ile

Ala

Gly

Phe

260

Ile

Thx

Met

Lys

Val

340

Gly

Tyr

Gln

Asn

Asp
420

Leu

Phe

Glu

Arg

Gly

245

Leu

Ile

Thr

Phe

Pro

325

Leu

Ala

Pro

Trp
405

Ser

Gly

Leu

Ala

Asp

230

Trp

Gly

Met

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Ser

Met

Leu

390

val

Ile

val

Pro

Glu

215

Glu

Ala

Met

Tyr

Gln

295

Thr

Leu

Tyr

Trp

Ser

375

Lys

Ser

Gly

ES 2599 579 T3

Leu

Asn

200

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyr

280

Gln

Phe

Lys

Cys

Leu

360

Ala

Cys

Asn

Ala

Ala

185

Ser

Val

Asn

Phe

Leu

265

Ala

Met

Ile

Ile

Leu

345

Ser

Ala

Arg

Met

Ala
425

Leu

Pro

Leu

Glu

Lys

250

Gln

Pro

Ile

Ala

Gly

330

Met

val

Pro

Asp

Ile

410

Gly

Pro

Ala

val

Arg Trp Leu

Arg

Ile

235

Ala

Ala

Arg

Ala

val

315

Phe

Gln

Gly

Val

Phe

395

Ile

Thr

38

Met

220

Arg

Asn

Met

Ile

Thr

300

Phe

Ser

Phe

Met

Val

380

Gly

Gly

Phe

205

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

285

Leu

Thr

vVal

Asp

Thr

365

Trp

Ile

Ala

Trp

Leu
190

Ala

Ser

Asn

Gln

270

Lys

val

Vval

Met

Asn

350

Met

Ile

Thr

Thr

Leu
430

Leu

Gln

Asp

Leu

Val

255

Phe

Met

val

Asp

Ala

335

Gly

Met

Leu

Cys

Phe

415

Tyr

Ile
Lys
Thr
Lys
240
Arg
Thr
Ala
Gly
Lys
320
Leu
Thr
Cys
Cys
Ser
400

Leu

Thr



ES 2599 579 T3

Ala Leu Asn Ile Ala Phe Ile Gly Ile Thr Phe Trp Leu Ile Pro Glu

435

440

445

Thr Lys Asn Val Thr Leu Glu His Ile Glu Arg Lys Leu Met Ala Gly

450

455

Glu Lys Leu Arg Asn Ile Gly Val
470

465

<210> 11
<211> 1431
<212> ADN

<213> Salmonella enterica

<400> 11

ttgtggcagg
cgcgacacac
tttggtctgg
ctgaccagcce
gcattattta
gcgattttgt
attggcgecece
tatctctctg
atggtgacgt
aactggcgcg
gtattcctge
gaggtgctge
cgggaaagcc
cgeecgegeeg
atcattatgt
caaatgatcg
tttacggtcg
ttagggacat
ggtctctect
gcecgeteegg
ggcattacct
ctgacactgt
atcgectttta
catatcgaac

<210> 12

aaaatatggt
gacgtatgaa
atatcggecgt
ggctgcagga
acggctggcet
tegtgectegg
gcgtgatact
aaatggcaag
taggcattgt
cgatgttggg
cgaatagtcc
gtatgctgeg
tcaaactcaa
tgttcctcgg
actatgecgcec
ccacgctggt
ataaggccgg
tggtgttggg
ggcttteegt
tggtgtggat
gttcaaccac
tggacagtat
tcggecatcac

gcaagctaat

ctctattaat
tatgtttgtt
tategecggg
atgggtcgtc
ttcattccgg
ctcgetgggg
gggcgtagca
tgaaaatgtt
gctggctttt
cgtgctggeg
gcgttggetg
cgatacctcg
gcagggcggg
tatgctgcta
gegecattttt
ggtcggactg
gcgtaaaccg
ctactgcctg
tgggatgacg
actgtgttcg
gacaaactgg
tggcgeggea
tttctggectg

ggcgggcgag

catgactctg
tecggtttcetg
gcgcetgectt
agcagtatga
ctggggegta
tcggegtttg
gtagggattg
cgcggcaaaa
ttatccgata
ctgectgegg
gcgcaaaaag
gaaaaagccce
tgggcattat
caggcaatgce
aaaatggccg
acctttatgt
gcgttaaaaa
atgcagtttg
atgatgtgta
gaaateccagce
gtatcgaaca
ggtacattect
attccggaaa

aagctaagaa

39

460

ctttaacgcce
cagcggtage
ttattaccga
tgcttggege
agtatagecct
cttccagegt
cgtcctatac
tgatcagtat
cggcattcag
tgttgctcat
gtcgecatat
gtgatgaact
ttaaagctaa
agcagttcac
gctttaccac
tcgegacgtt
tcggtttcag
ataacggtac
tcgecgatta
cgcectgaaatg
tgatcatecgg
ggectctacac
ccaaaaatgt

atattggegt

gcgttegett
gggactgtta
ccatttcgta
ggcaattgge
gatggetgge
ggaagtattg
cgegeegett
gtatcaactg
ctacagcgge
tattctegtg
tgaagcggaa
gaatgagatt
ccgcaatgtt
cggcatgaac
cacggaacag
tatcgcegtc
cgtaatggceg
ggcatcaagc
cgecgatgage
cegtgatttt
cgcgacattc
cgecgetgaat
caccctggag

g

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1431



ES 2599 579 T3

<211> 477
<212> PRT
<213> Salmonella enterica

<400> 12

Met Trp Gln Glu Asn Met Val Ser Ile Asn His Asp Ser Ala Leu Thr
| 5 10 15

Pro Arg Ser Leu Arg Asp Thr Arg Arg Met Asn Met Phe Val Ser Val
20 25 30

Ser Ala Ala Val Ala Gly Leu Leu Phe Gly Leu Asp Ile Gly Val Ile
35 40 45

Ala Gly Ala Leu Pro Phe Ile Thr Asp His Phe Val Leu Thr Ser Arg
50 55 60

Leu Gln Glu Trp Val Val Ser Ser Met Met Leu Gly Ala Ala Ile Gly
65 70 75 80

Ala Leu Phe Asn Gly Trp Leu Ser Phe Arg Leu Gly Arg Lys Tyr Ser

Leu Met Ala Gly Ala Ile Leu Phe Val Leu Gly Ser Leu Gly Ser Ala
100 105 110

Phe Ala Ser Ser Val Glu Val Leu Ile Gly Ala Arg Val Ile Leu Gly
115 120 125

Val Ala Val Gly Ile Ala Ser Tyr Thr Ala Pro Leu Tyr Leu Ser Glu
130 135 140

Met Ala Ser Glu Asn Val Arg Gly Lys Met Ile Ser Met Tyr Gln Leu
145 150 155 160

Met Val Thr Leu Gly Ile Val Leu Ala Phe Leu Ser Asp Thr Ala Phe
165 170 175

Ser Tyr Ser Gly Asn Trp Arg Ala Met Leu Gly Val Leu Ala Leu Pro
180 185 190

Ala Val Leu Leu Ile Ile Leu Val Val Phe Leu Pro Asn Ser Pro Arg
195 200 205

Trp Leu Ala Gln Lys Gly Arg His Ile Glu Ala Glu Glu Val Leu Arg
210 215 220

40



Met

225

Asn

Met

Ile

Thr

305

Phe

Ser

Phe

Met

Val

385

Gly

Gly

Phe

Trp

Lys
465

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

290

Leu

Thr

val

Asp

Thr
370

Txp

Ile

Ala

Trp

Leu

450

Leu

<210> 13
<211> 1419

<212> ADN

Arg

Ser

Asn

Gln

275

Lys

val

val

Met

Asn

355

Met

Ile

Thr

Thr

Leu

435

Ile

Met

Asp

Leu

val

260

Phe

Met

val

Asp

Ala

340

Gly

Met

Cys

Phe

420

Tyr

Pro

Ala

Thr Ser Glu

Lys
245

230

Leu

Lys

Arg Arg Ala

Thr

Ala

Gly

Lys

325

Leu

Thr

Cys

Cys

Ser

405

Leu

Thr

Glu

Gly

Gly

Gly

Leu

310

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

390

Thr

Thrx

Ala

Thr

Glu
470

<213> Klebsiella pneumoniae

Met

Phe

295

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala

375

Glu

Thr

Leu

Leu

Lys

455

Lys

ES 2599 579 T3

Lys

Gln

val

Asn

280

Thr

Phe

Leu

Ser

360

Gly

Ile

Thr

Leu

Asn

440

Asn

Leu

Ala

Gly

Phe

265

Ile

Thr

Met

Lys

Vval

345

Gly

Tyr

Gln

Asn

Asp

425

Ile

val

Arg

Arg

Gly

250

Leu

Ile

Thr

Phe

Pro

330

Leu

Leu

Ala

Pro

Trp

410

Ser

Ala

Thr

Asn

Asp

235

Trp

Gly

Met

Glu

Ala

315

Ala

Gly

Ser

Met

Leu

395

Val

Ile

Phe

Leu

Ile
475

41

Glu

Ala

Met

Tyr

Gln

300

Thr

Leu

Tyr

Trp

Ser

380

Lys

Ser

Gly

Ile

Glu

460

Gly

Leu

Leu

Leu

Tyr

285

Gln

Phe

Lys

Cys

Leu

365

Ala

Cys

Asn

Ala

Gly

445

His

Val

Asn

Phe

Leu

270

Ala

Met

Ile

Ile

Leu

350

Ser

Ala

Arg

Met

Ala

430

Ile

Ile

Glu

Lys

255

Gln

Pro

Ile

Ala

Gly

335

Met

val

Pro

Asp

Ile

415

Gly

Thr

Glu

Ile

240

Ala

Ala

Arg

Ala

val

320

Phe

Gln

Gly

val

Phe

400

Ile

Thr

Phe

Arg



<400> 13

atgacttcaa
atgaactggt
ggegtgatat
caggagtggg
tggctgtcgt
geccggctcta
gtgttgggag
gccagtgaga
attgtgcetgg
ttaggegtge
agcecegeget
ctgcgegata
ctgaagcagg
cttggcatgce
gcgccgegta
ctggtggtgg
gcgggtegta
ctgggctact
tcecgtcggeca
tggatcctct
accaccacca
gegattggeg
gtcaccttct

ctgatggcgg

<210> 14
<211> 473
<212> PRT

tcagtaacga
ttgtttctat
ccggggceget
tggtcagcag
tcegectegg
tcggctcecge
tggccgtcegg
acgtgcgcgg
cgtttcttte
tggcactgee
ggctggcgga
cctcggaaaa
gcggetggge
tgctgcagge
tctttaaaat
gcctgacctt
agccggeget
gcctgatgeca
tgaccatgat
gctccgagat
actgggtgtc
ccgeecggeac
ggctgatcce

gcgagaagct

<213> Klebsiella pneumoniae

<400> 14

ES 2599 579 T3

ctctgcatta
cgetgeggeg
gccctttatt
tatgatgttg
ccgtaaatac
ttttgcegece
gatcgcttcce
gaaaatgatc
cgatactgcce
ggcggtgatc
gaaaggacgc
ggcgcgcgac
gttgtttaag
gatgcagcag
ggcgggettt
tatgtttgcece
aaaaatcggc
gttcgacaat
gtgtattgcece
ccagecgetg
gaacatgatc
cttetggete
ggaaaccaag

gcgcaacatc

acgccgcgga
gtagcggggt
accgaccact
ggggcggcga
agcctgatgg
agcgtggagg
tataccgcge
agtatgtacc
tttagctaca
ctgattatte
catatcgaag
gagcttaacg
gtcaatcgta
ttcaccggea
accactaccg
acctttattg
tttagecgtga
ggcaccgcct
gggtatgcga
aaatgccgeg
atcggecgeca
tacacggtgce
aatgtcacce

ggtaaccgt

cacaacgtga
tgctetttgg
tcaccttate
teggtgeget
cgggggctgt
tgctgctgat
cgttgtacct
agetgatggt
gcggtaactg
tggtcgtcett
cggaagaggt
agatccgtga
acgtgcgccg
tgaacatcat
aacagcagat
cggtgttcac
tggegetggg
ccageggtct
tgagcgegge
acttcggtat
ccttectgac
tcaacgtgge

tcgagcacat

cacccggcgg
cctggatatc
cagccagctt
gtttaacgge
gctetttgtt
agcccgegtg
ctccgagatg
gaccctegge
gcgegccatg
tttgcecgaac
gctgeggatg
gagcctgaag
ggcggtgttce
catgtactac
gatcgccace
ggtggataaa
caccctggtg
ctcctggcett
gccggtggtg
cacctgctceg
gctgcecttgac
ctttategge

tgagegcaac

Met Thr Ser Ile Ser Asn Asp Ser Ala Leu Thr Pro Arg Thr Gln Arg

1

5

10

42

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419



Gly

Phe

val
€5

Trp

Val

Glu

Ala

val

145

Ile

Trp

Ile

Gly

Ser

225

Leu

Gly

Thr

Leu

Ile

50

Ser

Leu

Leu

val

Ser

130

Arg

val

Arg

Leu

Arg

210

Glu

Lys

Ala

Arg

Leu

35

Thr

Ser

Ser

Phe

Leu

115

Tyx

Gly

Leu

Ala

val

195

His

Lys

Gln

Val

Asn

Arxg

20

Phe

Asp

Met

Phe

val

100

Leu

Thr

Lys

Ala

Met

180

val

Ile

Ala

Gly

Phe

260

Ile

Met

Gly

His

Met

Arg

85

Ala

Ile

Ala

Met

Phe

165

Leu

Phe

Glu

Arg

Gly

245

Leu

Ile

Asn

Leu

Phe

Leu

70

Leu

Gly

Ala

Pro

Ile

150

Leu

Gly

Leu

Ala

Asp

230

Trp

Gly

Met

Trp

Asp

Thr

55

Gly

Gly

Ser

Arg

Leu

135

Ser

Ser

val

Pro

Glu

215

Glu

Ala

Met

Tyr

ES 2599 579 T3

Phe

Ile

40

Leu

Ala

Arg

Ile

val

120

Tyr

Met

Asp

Asn

200

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyrx

val

Gly

Ser

Ala

Lys

Gly

105

val

Leu

Tyr

Thr

Ala

185

Ser

val

Asn

Phe

Leu

265

Ala

Ser

val

Ser

Ile

Tyr

90

Ser

Leu

Ser

Gln

Ala

170

Leu

Pro

Leu

Glu

Lys

250

Gln

Pro

Ile

Ile

Gln

Gly

75

Ser

Ala

Gly

Glu

Leu

155

Phe

Pro

Arg

Arg

Ile

235

val

Ala

Arg

43

Ala

Ser

Leu

60

Ala

Leu

Phe

val

Met

140

Met

Ser

Ala

Trp

Met

220

Axg

Asn

Met

Ile

Ala

Gly

45

Gln

Leu

Met

Ala

Ala

125

Ala

val

Tyr

val

Leu

205

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

Ala

30

Ala

Glu

Phe

Ala

Ala

110

val

Ser

Thr

Serx

Ile

190

Ala

Arg

Ser

Asn

Gln

270

Lys

Val

Leu

Trp

Asn

Gly

95

Ser

Gly

Glu

Leu

Gly

175

Leu

Glu

Asp

Leu

val

255

Phe

Ala

Pro

Val

Gly

Ala

Val

Ile

Asn

Gly

160

Asn

Ile

Lys

Thr

Lys

240

Arg

Thr

Ala



Gly

Leu

305

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

385

Thr

Thr

Val

Thr

Glu
465

Phe

290

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala

370

Glu

Thr

Leu

Leu

Lys

450

Lys

<210> 15
<211> 1416

<212> ADN

275

Thr

Phe

Leu

Ser

355

Gly

Ile

Thr

Leu

Asn

435

Asn

Leu

Thr

Met

Lys

Val

340

Giy

Tyr

Gln

Asn

Asp

420

val

val

Arg

Thr

Phe

Pro

325

Leu

Leu

Ala

Pro

Trp

405

Ala

Ala

Thr

Asn

<213> Klebsiella oxytoca

<400> 15

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Ser

Met

Leu

390

val

Ile

Phe

Leu

Ile
470

Gln

295

Thr

Leu

Tyr

Trp

Ser

375

Lys

Ser

Gly

Ile

Glu

455

Gly

ES 2599 579 T3

280

Gln

Phe

Lys

Cys

Leu

360

Ala

Cys

Asn

Ala

Gly

440

His

Asn

Met

Ile

Ile

Leu

345

Ser

Ala

Arg

Met

Ala

425

val

Ile

Arg

Ile

Ala

Gly

330

Met

val

Pro

Asp

Ile

410

Gly

Thr

Glu

Ala

vVal

315

Phe

Gln

Gly

val

Phe

395

Ile

Thr

Phe

Thr

300

Phe

Ser

Phe

Met

val

380

Gly

Gly

Phe

Trp

Asn
460

285

Leu

Thr

Val

Asp

Thr
365

Trp

Ile

Ala

Trp

Leu

445

Leu

Val

Val

Met

Asn

350

Met

Ile

Thr

Thr

Leu

430

Ile

Met

atgaccactc tcagtcacga ctctacaacc atgccgegta cgcagegega

atgaatcagt ttgtctccat tgccgecgeg gtggcagggt tgetgtttgg

ggggtgattg ccggggcegct gcecctttatt accgaccatt ttgttttate

caggagtggg tggtgagcag catgatgctg ggagccgcca tcggegegtt

44

Val Gly

Asp Lys
320

Ala Leu
335

Gly Thr

Met Cys

Leu Cys

Cys Ser
400

Phe Leu
415

Tyr Thr

Pro Glu

Ala Gly

tacececggege
cctegatatce
cagcegectg

atttaacggc

60

120

180

240



tggctctett
gceggctccg
gttctcgggag
gcgagcgaaa
atecgtgatgg
cttggegtac
agccegeget
ctgegegaca
ctgaagcagg
ctcggcatge
gcgecgegea
ctggtggttg
gceggacgta’
ctgggctact
tcggtgggga
tggatcctgt
accaccacca
gcgatcggeg
gtgacgttct
ctgatgtccg
<210> 16

<211> 472
<212> PRT

tccgectegg
tgggctecege
tcgccgtggg
acgtgegegg
cgtttctcte
tggegetgee
ggctggegga
cgtcagaaaa
geggetggge
tgttgcaggce
tctttaaaat
gectgacett
agcecggegcet
gtctgatgea
tgaccatgat
gttcggaaat
actgggtgtc
cggcaggaac
ggctgatcce

gcgagaagcet

<213> Klebsiella oxytoca

<400> 16

Met Thr Thr Leu Ser His

1

Asp Thr Arg Arg Met Asn

Gly Leu
35

Phe Ile
50

Val Ser

Leu

Ser

5

20

Phe Gly Leu

Thr Asp His Phe

Met Met Leu

ES 2599 579 T3

gcgcaaatac
gtttgcgace
gatcgcctct
caagatgatc
cgacaccgcg
ggeggtggtg
aaaagggcgt
agccegtgac
gctgtttaag
gatgcagcag
ggcgggette
tatgttegee
gaaaatcggt
gtttgataac
gtgtatcgece
tcageccegetg
gaacatgatt
cttctggett
ggaaaccaaa

gcgcaatate

Asp Ser

Gln Phe

agcctgatgg
agcgtcgaaa
tataccgege
agcatgtate
ttcagctaca
ctgattatte
cacgtggaag
gagctcaacg
gtcaaccgea
tttaccggta
accaccaccg
acctttateg
tttagcgtga
ggcaccgect
ggctatgcga
aagtgccgeg
atcggcgcga
tataccgcegce
aacgtcacce

ggcaat

Thr Thr Met Pro

10

Val Ser Ile Ala

25

Asp Ile
40

Val Leu
55

Gly Aala

Gly Vval Ile Ala

Ser Ser Arg Leu
60

Ala Ile Gly Ala

45

tgggegeggt
tgctgetggt
cgctgtacct
agctgatggt
gcggcaactg
tggtgatctt
cggaagaggt
agatcecgega
acgtgcggeg
tgaatatcat
aacagcagat
ccgtctttac
tggccatcgg
ccageggtcet
tgagcgeege
atttcggcat
ccttcetgac
tgaacgtcege

tggagcatat

Arg Thr

Ala Ala
30

Gly Ala
45

Gln Glu

Leu Phe

gctgttegtt
ggcaaggatc
gtcggaaatg
gacgctgggt
gcgggegatg
cctgeccgaac
gctgceggatg
aagecctgaag
ggcggtatte
catgtactac
ggtcgcgace
cgtcgataag
cacgctggtg
ctcctggetg
gccggtggtg
cacctgctca
gctgctggac
ctttatcgge

tgaacgcagg

Gln Arg

15

Vval Ala

Leu Pro

Trp Val

Asn Gly

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1416



65

Trp

Val

Glu

Ala

val

145

Ile

Trp

Ile

Gly

Ser
225

Gly

Gly

Met

Ser

130

Arg

val

Arg

Leu

Arg

210

Glu

Lys

Ala

Met

Phe

290

Thr

Gly

Ser

Phe

Leu

115

Tyr

Gly

Met

Ala

val

195

His

Lys

Gln

val

Asn

275

Thr

Phe

Arg

Phe

val

100

Leu

Thr

Lys

Ala

Met

180

Ile

vVal

Ala

Gly

Phe

260

Ile

Thr

Met

Lys

Arg

85

Ala

Val

Ala

Met

Phe

165

Leu

Phe

Glu

Arg

Gly

245

Leu

Ile

Thr

Phe

Pro
325

70

Leu

Gly

Ala

Pro

Ile

150

Leu

Gly

Leu

Ala

Asp

230

Trp

Gly

Met

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Ser

Arg

Leu

135

Ser

Ser

val

Pro

Glu

215

Glu

Ala

Met

Tyr

Gln

295

Thr

Leu

ES 2599 579 T3

Arg

Val

Ile

120

Tyx

Met

Asp

Leu

Asn

200

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyr

280

Gln

Phe

Lys

Lys

Gly

105

Val

Leu

Tyr

Thr

Ala

185

Ser

val

Asn

Phe

Leu

265

Ala

Met

Ile

Ile

Tyr
90

Ser

Serxr

Gln

Ala

170

Leu

Pro

Leu

Glu

Lys

250

Gln

Prxo

val

Ala

Gly
330

75

Ser

Ala

Gly

Glu

Leu

155

Phe

Pro

Arg

Ile

235

val

Ala

Axg

Ala

val

315

Phe

46

Phe

Val

Met

140

Met

Ser

Ala

Trp

Met

220

Arg

Asn

Ile

Thr

300

Phe

Ser

Met

Ala

Ala

125

Ala

val

Tyr

Val

Leu

205

Leu

Glu

Arg

Gln

Phe

285

Leu

Thr

vVal

Val

Thr

110

Val

Ser

Thr

Ser

Val

190

Ala

Axg

Ser

Asn

Gln

270

Lys

val

val

Gly

95

Ser

Gly

Glu

Leu

Gly

178

Leu

Glu

Asp

Leu

Val

255

Phe

Met

Val

Asp

Ala
335

80

Ala

val

Ile

Asn

Gly

160

Asn

Ile

Lys

Thr

Lys

240

Arg

Thr

Ala

Gly

Lys

320

Ile



ES 2599 579 T3

Gly Thr Leu Val Leu Gly Tyr Cys Leu Met Gln Phe Asp Asn
340 34s 350

Ala Ser Ser Gly Leu Ser Trp Leu Ser Val Gly Met Thr Met
355 360 365

Ile Ala Gly Tyr Ala Met Ser Ala Ala Pro Val Val Trp Ile
370 375 380

Ser Glu Ile Gln Pro Leu Lys Cys Arg Asp Phe Gly Ile Thr
385 390 395

Thr Thr Thr Asn Trp Val Ser Asn Met Ile Ile Gly Ala Thr
405 410

Thr Leu Leu Asp Ala Ile Gly Ala Ala Gly Thr Phe Trp Leu
420 425 430

Ala Leu Asn Val Ala Phe Ile Gly Val Thr Phe Trp Leu Ile
435 440 445

Thr Lys Asn Val Thr Leu Glu His Ile Glu Arg Arg Leu Met
450 455 460

Glu Lys Leu Arg Asn Ile Gly Asn
465 470

<210> 17

<211> 1413

<212> ADN

<213> Enterobacter cancerogenus

<400> 17

atgacatctc tcaatgactc taccctcatg cccgeggege tgegcgacac
aaccagtttg tctcecegtege ggeggeegta gegggtcetge tgtttggget
gttatcgecg gtgegetgee gtttatcacce gatcatttca cgttaagteca
gagtgggtgg tgagcagcat gatgctgggc gccgcaattg gggegttgtt
ctctegttce gectgggacg aaagtacage ctgatggtcg gggcecgatcct
ggttcactgg ggtcggegtt tgccacaagc gttgaggtge tgttgctctce
cttggegtgg cggtggggat cgectcctac accgegecge tgtatctcete
agcgagaacg tgcgcggcaa gatgatcage atgtatcage tgatggtgac
gtgctggegt ttetttcecga tacctggtte agectacaceg gtaactggeg
ggcgtgctgg cgttgcccge getgttgetg atggtgetgg tgattttect

ccgegetgge tggcgcaaaa aggccgccac gtcgaggegg aagaagtgcet

47

Gly

Met

Leu

Cys

Phe

415

Tyr

Pro

Ser

ccgccgeatg
ggatatecgge
tcgectgeag
caacggctgg
gtttgtggee
ccgegtgetg
cgaaatggeg
gctcggeate
cgeccatgetce
gccgaacagce

gcgaatgcetg

Thr

Cys

Cys

Ser

400

Leu

Thr

Glu

Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



cgtgacacct
aagcagggcg
ggaatgctct
ccgegeatcet
gtggtcggge
ggacgtaaac
ggctactgee
gtcggtatga
atcctgtgcet
accaccaact
attggtgcag
acgttctgge

atggcggggg

<210> 18
<211> 471

<212> PRT

ctgaaaaagce
gctgggeget
tgcaggegat
ttaaaatgge
tgacctttat
cggcgctgaa
tgatgcagtt
ccatgatgtg
ctgaaattca
gggtgtcgaa
cgggaacatt
tgatcccaga

agaagttaaa

<213> Enterobacter cancerogenus

<400> 18

Met Thr
1

Thr

Leu

Thr
50

Ile

Ser Ser

65

Leu Ser

Phe

Leu

Val Leu

Ser Leu

Arg Met

20

Phe
35

Gly

Asp

Met

Met

Phe

Arg

Ala
100

val

Leu Leu

115

Asn Asp Ser
5

Asn Gln Phe

Leu Asp Ile

Phe Thr Leu

55

Leu Gly Ala

70

Leu
85

Gly Arxg

Gly Ser Leu

Ser Arg Val

ES 2599 579 T3

gcgtgaagag
gtttaaggtc
gcagcagttt
gggcttcace
gttcgccacce
aattggcecttt
tgatcagggce
cattgceggt
gcecgctaaaa
catgattatc
ctggetctac
aaccaaaggg

aaacataggce

Thr

val

Gly

40

Ser

Ala

Lys

Gly

Leu
120

ttgaacgaga
aaccgcaacg
acgggcatga
acgaccgagce
tttattgecg
agecgtgatgg
acggcatcga
tatgcaatga
tgccgegact
ggtgcgacct
acggtgcetga
gtgacgctgg

gtg

Leu Met
10

Pro

Ser Val Ala

25

Val Ile Ala

His Arg Leu

Ile Ala

75

Gly

Ser Leu

90

Tyr

Ser Ala Phe

105

Leu Gly Val

48

tcegegaaag

tgcgeecgege

acatcatcat

agcagatgat

tatttaccgt

cgeteggtac

gecgggettte

gcgeccgegee

ttggtatcac

tcctgacget

acgtggegtt

agcacattga

Ala Ala

Ala

Ala

Ala
45

Gly

Gln
60

Glu

Leu Phe

Met Val

Ala Thr

Ala val

125

Leu

Val

30

Leu

Trp

Asn

Gly

Ser

110

Gly

cctgaagcetg
cgtgtttctg
gtactacgce
cgccaccectg
cgataaagcc
gctgatcecte
ctggctctece
ggtggtgtag
ctgttccace
gctggatgcec
tattggcgta

acgcaagcetg

Axrg Asp
15

Ala Gly

Pro Phe

val val

Gly Trp

80

Ala
95

Ile

val

Glu

Ile Ala

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1413



Ser

Arg

145

val

Leu

Glu

225

Lys

Ala

Met

Phe

Thr

305

Gly

Thr

Ser

Ala

Tyr

130

Gly

Leu

Ala

val

His

210

Lys

Gln

val

Asn

Thr

290

Phe

Leu

Ser

Gly
370

Thr

Lys

Ala

Met

Ile

195

val

Ala

Gly

Phe

Ile

275

Thr

Met

Lys

Ile

Gly

355

Tyr

Ala

Met

Phe

Leu

180

Phe

Glu

Arg

Gly

Leu

260

Ile

Thr

Phe

Pro

Leu

340

Ala

Pro

Ile

Leu

165

Gly

Leu

Ala

Glu

Trp

245

Gly

Met

Glu

Ala

Ala

325

Gly

Ser

Met

Leu

Ser

150

Ser

Val

Pro

Glu

Glu

230

Ala

Met

Tyrx

Gln

Thr

310

Leu

Tyr

Trp

Ser

Tyr

135

Met

Asp

Leu

Asn

Glu

215

Leu

Leu

Leu

Tyr

Gln

295

Phe

Lys

Cys

Leu

Ala
375

ES 2599 579 T3

Leu

Tyr

Thr

Ala

Ser

200

VvVal

Asn

Phe

Leu

Ala

280

Met

Ile

Ile

Leu

Ser

360

Ala

Ser

Gln

Trp

Leu

185

Pro

Leu

Glu

Lys

Gln

265

Pro

Ile

Ala

Gly

Met

345

val

Pro

Glu

Leu

Phe

170

Pro

Arg

Arg

Ile

val

250

Ala

Ala

val

Phe

330

Gln

Gly

val

Met

Met

155

Ser

Ala

Trp

Met

Arg

235

Asn

Met

Ile

Thr

Phe

315

Ser

Phe

Met

Val

49

Ala Ser Glu

140

val

Tyx

Leu

Leu

220

Glu

Arg

Gln

Phe

Leu

300

Thr

val

Asp

Thr

Trp
380

Thr

Thr

Leu

Ala

205

Arg

Ser

Asn

Gln

Lys

285

Val

val

Met

Gln

Met

365

Ile

Leu

Gly

Leu

190

Gln

Asp

Leu

Val

Phe

270

Met

vVal

Asp

Ala

Gly

350

Met

Leu

Asn

Gly

Asn

175

Met

Lys

Thr

Lys

Arg

255

Thr

Ala

Gly

Lys

Leu

335

Thr

cys

Cys

Val

Ile

160

Trp

val

Gly

Ser

Leu

240

Arg

Gly

Gly

Leu

Ala

320

Gly

Ala

Ile

Ser



Glu Ile Gln

385

Thr Thr Asn

Leu Leu

Asp

Val
435

Leu Asn

Lys Gly Val

450

Lys Leu

465

<210> 19
<211> 1392
<212> ADN

Lys

Pro Leu

Lys

ES 2599 579 T3

Cys

390

Val
405

Trp

Ala
420

Ile

Ala

Phe

Thr

Leu

Asn Ile

Ser

Gly

Ile

Glu

Gly

Asn

Arg Asp Phe

Met Ile Ile

Ala Ala Gly Thr

Gly
395

Gly
410

Phe

425

440

His
455

val

470

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 19

atgaagaatc
tggtttgtca
acggeggtga
atggaagggc
ggatttttga
gcggtgtcag
gtcatcggeg
gcegetecge
gggatatccg
ggagtgcaca
tttatcgtge
aatgaagccce
aaacaaatcg
ccggggcectga
ggcatgaacg
aatgcggggt

geggttcettt

acccggcace
ttctecatctce
ttteccggege
tcgtgattte
gtgaccgttt
cggttgtcte
gtctgggaat
cggccatacg
gcacttattt
ceggetggeg
tgcttategt
tcgeegtget
aaacgtcettt
gaaaagcgct
caattacgta
ttatcacgac

tagtcgataa

aattggctca
atgcgeggece
tateggttte
aagcattatg
cggacggaga
tgcgetttct
cggcatgggce
cggcagtctg
tattaacctt
gtggatgctc
gccggaaagt
gacgcgcatt
acaattagaa
tgtgatcggg
ttacgggceg
atgcatcgte

ggtaggccgg

Gly Val Thr Phe

Ile Glu Arg

Trp

Lys

aatgtacctg
ggactgggag
ctgaaagatt
atcggcggtg
aagattttga
caaagtgtgt
tcctegettt
tcttcactgt
gcegtecage
gcttacggca
ccgcgetgge
aacggcgagc
aaaatgggtt
attctgetgg
gaaattttca
ggtgtcgttg

aaaaaactga

50

Ile Thr Cys

Ala Thr Phe

Tyr
430

Trp

Ile
445

Leu Pro

Leu Ala

460

Met

tcactcggea
ggcttttgta
tgtaccgett
ttttcggeagt
tggcagcgge
cttecttagt
ctgtcacgta
atcagectgtt
agtccggete
tgattccgtce
ttgcgaaage
agaccgcgaa
cattgtctca
ctttattcaa
aaatgatggg
aagtgatttt

tgggggtcgg

Thr
400

Ser

Leu Thr

415

Thr Val

Glu Thr

Gly Glu

gcattccaag
cggttatgac
aagtcctttt
cgggatttce
gctgttgttt
gatcgccaga
tattaccgaa
tacgatatta
gtatgaatgg
cgtcatcttt
ggggcgcecgg
agaagaaatc
gctgtttaag
tcaggtcatc
cttcggacag
caccattatc

atctgccettt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



atggcgctgt
gctttagtceg
acatggatca
gcgacgatat
agcgggttag
ttgtttgtcg
ctctggataa
<210> 20

<211> 464
<212> PRT

tcatgatctt
tcatcatatt
tgatttcgga
tcttatgggg
ggcttgecgta
tgacgatctg

aa

ES 2599 579 T3

aatcggggca
gggattcgtce
aatctttccg
ggcgaactgg
caccttctgg

ccectgagacg

<213> Bacillus amyloliquefaciens

<400> 20

Met Lys
1

Gln His

Gly Gly

35

Phe
50

Gly

val
65

Ile
Gly Phe
Ala

Leu

Val Ser

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

His Pro

Lys
20

Trp
Leu Tyr
Lys

Asp

Ser Ile

Ala

Phe

Gly

Leu

Met

Pro Ile

Val Ile

Tyr Asp

40

Tyr
55

Arg

Ile Gly

70

Ser Asp

85

Phe Ala

100

Leu Val

115

Gly
130

Ala
145

Ile

Gly Ile

Ser

Arg

Ser

Ser

Gly Ser

Axg

val

Ile

Ser

Leu

Phe Gly

Ser Ala

Ala Arg

120

val
135

Thr

Ser Ser

150

Thr
165

Gly

Tyr

Phe Ile

teccttttatt
gecegetttet
aaccacctcce
gcgatcggee
atattcgcecceg

aaaaataaat

Ser Asn

10

Gly

Leu Ile Ser

25

Thr Ala Val

Leu Ser Pro

val Phe

75

Gly

Arg Arg Lys

Val val

105

Ser

Val Ile Gly

Tyr Ile Thr

Leu Gln

155

Tyx

Leu
170

Asn Ala

51

ttcagctgge
gcgtatcagt
gcgcacgege
agttegtgce
tcattaatat

cattagaaga

Val Pro

Cys Ala

Ile Ser

45

Phe
60

Met
Gly val
Ile

Leu

Ala Leu

Vval

Ala

Gly

Glu

Gly

Met

Ser Gln

gagecggtccg
cgggccgatt
cgccggtatt
gatgatgatc
tctetgttte

aatagaaaaa

Thr
15

Gly Leu

Ala Ile

Gly Leu
Ile

Ser

Ala
95

Ala

Ser

110

Leu
125

Gly

Glu
140

Ala
Leu

Phe

Val Gln

Gly

Ala Pro

Thr

Gln

Ile Gly

Pro

Ile Leu

160

Ser
175

Gly

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1392



Ser

Gly

Glu

Ala

225

Lys

Gln

Leu

Gly

Ile

305

Ala

Gly

Tyr

Phe

Ile

385

Ala

Pro

Tyr

Met

Ser

210

Val

Gln

Leu

Ala

Pro

290

Thr

val

Ser

Phe

val

370

Ser

Thr

Glu

Ile

195

Pro

Leu

Ile

Phe

Leu

275

Glu

Thr

Leu

Ala

Gln

355

Ala

Glu

Ile

Met

Trp

180

Pro

Arg

Thr

Glu

Lys

260

Phe

Ile

Cys

Leu

Phe

340

Leu

Ala

Ile

Phe

Ile
420

Gly

Ser

Trp

Arg

Thr

245

Pro

Asn

Phe

Ile

Val

325

Met

Ala

Phe

Phe

Leu

405

Ser

val

val

Leu

Ile

230

Ser

Gly

Gln

Lys

Vval

310

Asp

Ala

Ser

Cys

Pro
390

Trp

Gly

His

Ile

Ala

215

Asn

Leu

Leu

Val

Met

295

Gly

Lys

Leu

Gly

val

375

Asn

Gly

Leu

ES 2599 579 T3

Thr Gly Trp

Phe

200

Lys

Gly

Gln

Arg

Ile

280

Met

val

Vval

Phe

Pro

360

Ser

His

Ala

Gly

185

Phe

Ala

Glu

Leu

Lys

265

Gly

Gly

val

Gly

Met

345

Ala

val

Leu

Asn

Leu
425

Ile

Gly

Gln

Glu

250

Ala

Met

Phe

Glu

Arg

330

Ile

Leu

Gly

Arg

410

Ala

Arg

val

Arg

Thr

235

Lys

Leu

Asn

Gly

vVal

315

Lys

Leu

val

Pro

Ala

395

Ala

Tyr

52

Trp

Arg

220

Ala

Met

Val

Ala

Gln

300

Ile

Lys

Ile

val

Ile

380

Axg

Ile

Thr

Met

Leu

205

Asn

Lys

Gly

Ile

Ile

285

Asn

Phe

Leu

Gly

Ile

365

Thr

Ala

Gly

Phe

Leu

190

Ile

Glu

Glu

Ser

Gly

270

Thr

Ala

Thr

Met

Ala

350

Ile

Trp

Ala

Gln

Trp
430

Ala

val

Ala

Glu

Leu

255

Ile

Tyr

Gly

Ile

Gly

335

Ser

Leu

Ile

Gly

Phe

415

Ile

Tyr

Pro

Leu

Ile

240

Ser

Leu

Tyx

Phe

Ile

320

val

Phe

Gly

Met

Ile

400

val

Phe



10

ES 2599 579 T3

Ala Val Ile Asn Ile Leu Cys Phe Leu Phe Val val Thr Ile

435

440

445

Glu Thr Lys Asn Lys Ser Leu Glu Glu Ile Glu Lys Leu Trp

450

<210> 21
<211> 1500
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 21

atgacgattt
ccggaaacce
gaagcgaaac
accgectattt
cacaccttct
ctgcaattcc
atgaacctga
cgtcagcaac
ggectectgga
tttggcgata
aagttcggtt
atcagcgacg
cctgeccacac
ctggggatga
gatttgcacqg
tacggetttg
atgtcaaccg
aaaggtaatg
gaagagaaac
cgectgatcet
gatcgttace
aaactgccgg
gegtggatce
gatatgcgce
cgecctgeccag
<210> 22

<211> 500
<212> PRT

ttgataatta
tgcgtcaggt
tgcecctgecaa
gcecgcgacge
cceccggecaa
acacccagtt
accagactge
atgccgtggt
tgcgtcagge
acatgcgtga
tctccgtcaa
gcgatgttaa
aaatccacgg
agcgtttcect
gtctgaaaca
c€gggcgaagg
gtctgcaggg
acctggtget
cgatcctecga
tcaataccca
gtctactggt
tggcgaatge
tcgctggtgg
aattcgcecga

cgtttaaaga

455

tgaagtgtgg

cacccaacat
actggtgttg
gaattacgac
aatgtggatc
caacgcggcg
acatggcggt
taccggtcac
ggtctctaaa
agtggcggtc
tacctgggeg
cgegetggte
caaaaaaéga
ggaacaaggt
gcttcctggt
cgactggaaa
cggcacctee
cggctceccat
cgttcagecat
aaccggccca
taactgcate
gctgtggaaa
cgcgcaccat
gatgcacgac

cgegetgege

tttgtcattg
gcegagcacg
aaaccgctgg
gatcgttgeg
aacggcctga
ctgcegtggg
cgcgagtteg
tggcaggata
caggatacce
accgatggcg
gttggcgatc
gatgagtacg
cagaacgtgc
ggcttceccacg
ctggcegtac
actgccgece
tttatggagg
atgctggaag
cteggtattg
gcgattgteg
gacacggtga
gcgcaaccgg
accgtcttca
attgaaatca

tggaacgaag

53

460

gcagccagca
tecgttaatgce
gcaccacgcc
ctggtctggt
ccatgctcaa
acagtatcga
gcttcattgg
aacaagccca
gtcatctgaa
ataaagttge
tggtgcaggt
aaagctgcta
tggaagcggce
cgttcaccac
agegtctgat
tgcttcgcecat
actacaccta
tctgeccgtc
gtggtaagga
ccagcttgat
aaacaccgca
atctgccaac
gccatgcact
cggtgattga

tgtattacgg

Cys Pro

Ile Lys

tctgtatgge
gctgaatacg
ggatgaaatc
ggtgtggcetg
caaaccgttg
tatggacttt
cgegegtatg
tgagcgtatc
agtctgcega
cgcacagatce
ggtgaactcc
caccatgacg
gcgtattgag
cacctttgaa
gcagcagggt
catgaaggtg
tcacttcgag
gatcgccgceca
cgatcctgec
tgatctcgge
ctcecectgeceg
tgcttccgaa
gaacctcaac
taacgacaca

atttegtcge

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



<213> Escherichia coli

<400> 22

Met

1

His

His

Val

Arg

65

His

Trp

Gly

Ala

145

Gly

Lys

Gly

Trp

Asp
225

Thr

Leu

Val

Leu

50

Asp

Thr

Lys

Asp

Gly

130

val

Ser

val

Asp

Ala

210

Val

Ile

Tyr

Val

35

Lys

Ala

Phe

Pro

Ser

115

Arg

val

Trp

Cys

Lys

195

val

Asn

Phe

Gly

20

Asn

Pro

Asn

Sgr

Leu

100

Ile

Glu

Thr

Met

Axrg

180

Val

Gly

Ala

Asp

Pro

Ala

Leu

Tyr

Pro

85

Leu

Asp

Phe

Gly

Arg

165

Phe

Ala

Asp

Leu

Asn

Glu

Leu

Gly

Asp

70

Ala

Gln

Met

Gly

His

150

Gln

Gly

Ala

Leu

val
230

Tyr

Thr

Asn

Thr

55

Asp

Lys

Phe

Asp

Phe
135

Trp

Ala

Asp

Gln

val

215

Asp

ES 2599 579 T3

Glu

Leu

Thr

40

Thr

Arg

Met

His

Phe

120

Ile

Gln

val

Asn

Ile

200

Gln

Glu

Val

Arg

Glu

Pro

Cys

Trp

Thr

105

Met

Gly

Asp

Ser

Met

185

Lys

val

Tyr

10

Gln

Ala

Asp

Ala

Ile

90

Gln

Asn

Ala

Lys

Lys

170

Arg

Phe

val

Glu

Phe

val

Lys

Glu

Gly

75

Asn

Phe

Leu

Arg

Gln

155

Gln

Glu

Gly

Asn

Ser

235

54

Val

Thr

Leu

Ile

60

Leu

Gly

Asn

Asn

Met

140

Ala

Asp

Vval

Phe

Ser

220

Cys

Ile

Gln

Pro

45

Thr

Val

Leu

Ala

Gln

125

Arg

His

Thr

Ala

Ser

205

Ile

Tyr

Gly Ser Gln

His

30

Cys

Ala

val

Thr

Ala

110

Thr

Gln

Glu

Arg

Val

190

Val

Ser

Thr

Ala

Lys

Ile

Trp

Met

Leu

Ala

Gln

Arg

His

175

Thr

Asn

Asp

Met

Glu

Leu

Cys

Leu

80

Leu

Pro

His

His

Ile

160

Leu

Asp

Thr

Gly

Thr
240



Pro

Ala

His

Pro

Gly

305

Met

Tyr

Glu

Gln

Asn

385

His

Pro

His

Phe

465

Arg

Ala

Arg

Ala

Gly

290

Glu

Ser

His

val

His

370

Thr

Arg

Ser

Asp

His

450

Ala

Leu

Thr

Ile

Phe

275

Leu

Gly

Thr

Phe

Cys

355

Leu

Gln

Tyr

Leu

Leu

435

Thr

Glu

Pro

Gln

Glu

260

Thr

Ala

Asp

Gly

Glu

340

Pro

Gly

Thr

Arg

Pro

420

Pro

val

Met

Ala

Gly Phe Arg Arg

<210> 23

<211> 1698

500

Ile

245

Leu

Thr

val

Trp

Leu

325

Lys

Ser

Ile

Gly

Leu

405

Lys

Thr

Phe

His

Phe
485

His

Gly

Thr

Gln

Lys

310

Gln

Gly

Ile

Gly

Pro

390

Leu

Leu

Ala

Ser

Asp

4170

Lys

Gly

Met

Phe

Axg

295

Thr

Gly

Asn

Ala

Gly

375

Ala

val

Pro

Ser

His

455

Ile

Asp

ES 2599 579 T3

Lys

Lys

Glu

280

Leu

Ala

Gly

Asp

Ala

360

Lys

Ile

Asn

val

Glu

440

Ala

Glu

Ala

Lys

Arg

265

Asp

Ala

Thr

Leu

345

Glu

Asp

val

Cys

Ala

425

Ala

Leu

Ile

Leu

Arg

250

Phe

Leu

Gln

Leu

Ser

330

val

Glu

Asp

Ala

Ile

410

Asn

Trp

Asn

Thr

Arg
490

Gln

Leu

His

Gln

Leu

315

Phe

Leu

Lys

Pro

Ser

395

Asp

Ala

Ile

Leu

Val
475

Trp

55

Asn

Glu

Gly

Gly

300

Arxg

Met

Gly

Pro

Ala

380

Leu

Thr

Leu

Leu

Asn

460

Ile

Asn

Val

Gln

Leu

285

Tyr

Ile

Glu

Ser

Ile

365

Arg

Ile

Val

Trp

Ala

445

Asp

Asp

Glu

Leu

Gly

270

Lys

Gly

Asp

His

350

Leu

Leu

Asp

Lys

Lys

430

Gly

Met

Asn

vVal

Glu

255

Gly

Gln

Phe

Lys

Tyxr

335

Met

Asp

Ile

Leu

Thr

415

Ala

Gly

Arg

Asp

Tyr
495

Ala

Phe

Leu

Ala

Val

320

Thr

Leu

val

Phe

Gly

400

Pro

Gln

Ala

Gln

Thr

480

Tyr



<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 23

atggcgattg
tgcgctaceg
caattttgtg
atggaagcgg
gtcgggattg
gtgctggege
gaccacactg
gttgactact
ctgcatgtga
tgcgactggg
cgttgecagceg
agtttctttg‘
gacacttgga
ggcctgectg
ggcgcaggeg
ctgattgeeg
gatggcagcg
atctacgect
ccggaactga
gcatgggcca
cgccgcacac
accgacgcetce
atcatggagt
atcgcgcegga
caaattgttg
gcgaaagtgce
accctgcaac
caatgggcga
caggccgttg
<210> 24

<211> 566
<212> PRT

caattggecct
gtgaagagat
atgccceccgaa
cactgaaaac
gegttgacag
tgcgecccgga
cggttgaaga
cccgcetacat
ctegeccagga
tgccagctct
ccgggcataa
atgagctgga
ctgecgatat
aaagcgtggt
cacagcectaa
acaaacagag
tggtgcctgg
ggtttggteg
aaacgcaaat
aaaatccgtce
cgaacgctaa
cgctgcectgtt
gctttaccga
aaaaccaggt
cctectgacca
acgcagacat
cgtgcagcga
tgagcgecega

cgactcta

<213> Escherichia coli

ES 2599 579 T3

cgattttgge
cgccaccage
taaccagtte
cgtgcttgea
taccggctcg
gtttgccgaa
agcggaagag
tggtggtatt
cagcgecegtg
getttceggt
atctctgtgg
cccgatecte
tceggtggge
gatttccgge
cgcactggta
cgttggecgag
atttatcggt
cgtactegge
caacgccagce
tctggatcac
ccaacgcectg
cggeggtttg
tcaggggatc
cattatgcag
gtgctgtgeg
cccatcaget
gcaggcacaa

acaacactat

agtgattctg
gtagagtggt
cgtcatcate
gagcttageg
acgcccgcac
aacccgaacg
attaccegtt
tattccageg
gcgcaatctg
accacccgcec
cacgaaagct
aatcgceccatt
accttatgcece
ggcgegtttg
aaagttatcg
cgggcagtta
ctggaagcag
tggcegetgg
cagaaacaac
ctgccggtgg

aaaggggtga
attgectgeca
gcecgttaata
gectgetgeg
cteggtgegg
cagcaaaaaa
cgctttgaac

cttccaactt

56

tgcgagettt
atcccegttg
cgcgtgacta
tcgaacageg
cgattgatge
cgatgttcgt
tgtgccacge
aatggttctg
ccgcatcgtg
cgcaggatat
ggggeggect
tgecttecce
cggaatggge
actgccatat
gtacttccac
aaggtatttg
gccaatcgge
aacagcttge
tgcttecgge
tgctcgactg
ttaccgatct
ccgeetttgg
acgtgatggce
acgtgctgaa
cgatttttge
tggccagtge
agctttatcecg

ccgeceegge

ggcggtggac
gcagaaaggg
cattgagtca
cgcagctgtg
cgacggaaac
attgtggaaa
gccgggcaac
ggcaaaaatc
gattgagctg
tcgtecgegga
gccgccagece
gectgttcact
gcagcgtcete
gggcgcagtt
ctgcgacatt
cggtcaggtt
gtttggtgat
cgcccagceat
gctgaccgaa
gtttaacggce
taacctcget
cgcacgcgea
actgggcggce
tecgecegetg
tgecegtcgece
ggtagagaaa
ccgctatcag

acaggctgcc

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

1698



<400> 24

Met
1

Leu

Trp

Gln

Leu

vVal

Ala

Asn

Glu

Arg

145

Leu

Trp

Leu

Ala

Ala

Tyr

Phe

50

Lys

Gly

Asp

Ala

Glu

130

Tyr

His

Ile

Pro

Trp

Ile

val

Pro

35

Arg

Thr

Ile

Gly

Met

115

Ile

Ile

val

Glu

Gln

195

His

Ala

Asp

20

Arg

His

vVal

Gly

Asn

100

Phe

Thr

Gly

Thr

Leu

180

Asp

Glu

Ile

Cys

Trp

His

Leu

val

85

Val

val

Arg

Gly

Arg

165

Cys

Ile

Ser

Gly

Ala

Gln

Pro

Ala

70

Asp

Leu

Leu

Leu

Ile

150

Gln

Asp

Axg

Trp

Leu

Thr

Lys

Arg

55

Glu

Ser

Ala

Trp

Cys

135

Tyr

Asp

Trp

Arg

Gly

ES 2599 579 T3

Asp

Gly

Gly

40

Asp

Leu

Thr

Leu

Lys

120

His

Ser

Ser

val

Gly

200

Gly

Phe

Glu

25

Gln

Tyr

Ser

Gly

Arg

105

Asp

Ala

Ser

Ala

Pro

185

Arg

Leu

Gly

10

Glu

Phe

Ile

vVal

Ser

Pro

His

Pro

Glu

val

170

Ala

Cys

Pro

Ser Asp Ser

Ile

Cys

Glu

Glu

75

Thr

Glu

Thr

Gly

155

Ala

Ser

Pro

57

Ala

Asp

Ser

60

Gln

Pro

Phe

Ala

Asn

140

Phe

Gln

Leu

Ala

Ala

Thr

Ala

45

Met

Arg

Ala

Ala

val

125

val

Trp

Ser

Ser

Gly

205

Ser

Val

Ser

30

Pro

Glu

Ala

Pro

Glu

110

Glu

Asp

Ala

Ala

Gly

190

His

Phe

Arg

val

Asn

Ala

Ala

Ile

95

Asn

Glu

Tyxr

Lys

Ala

175

Thr

Lys

Phe

Ala

Glu

Asn

Ala

val

80

Asp

Pro

Ala

Ser

Ile

160

Ser

Thr

Ser

Asp



Glu

225

Ala

Phe

Leu

Lys

305

Ala

Leu

Ala

Asn

385

Leu

Ala

Gly

Asn
465

210

Leu

Thr

Gln

Asp

Val

290

Gln

Gly

Phe

Glu

Ser

370

Pro

Arg

Thr

Ile
450

Gln

Asp

Trp

Arg

Cys

275

Lys

Ser

Ser

Gly

Gln

355

Gln

Ser

Thr

Leu

Ala

435

Ala

Val

Pro

Thr

Leu

260

His

Val

Val

val

Asp

340

Leu

Lys

Leu

Pro

Ala

420

Phe

Val

Ile

Ile

Ala

245

Gly

Ile

Gly

val

325

Ile

Ala

Gln

Asp

Asn

405

Thr

Gly

Asn

Met

Leu

230

Asp

Leu

Gly

Gly

Glu

310

Pro

Tyr

Ala

Leu

His

390

Ala

Asp

Ala

Asn

Gln
470

215

Asn

Ile

Pro

Ala

Thr

295

Arg

Gly

Ala

Gln

Leu

375

Leu

Asn

Ala

Arg

Val

455

Ala

ES 2599 579 T3

Arxrg

Pro

Glu

Val

280

Ser

Ala

Phe

Trp

His

360

Pro

Pro

Gln

Pro

Ala

440

Met

Cys

His

Val

Ser

265

Gly

Thr

Val

Ile

Phe

345

Pro

Ala

val

Arg

Leu

425

Ile

Ala

Cys

Leu

Gly

250

Val

Ala

Cys

Lys

Gly

330

Gly

Glu

Leu

val

Leu

410

Leu

Met

Leu

Pro

235

Thr

val

Gly

Asp

Gly

315

Leu

Arg

Leu

Thr

Leu

395

Lys

Phe

Glu

CGly

val
475

58

220

Ser

Leu

Ile

Ala

Ile

300

Ile

Glu

Val

Lys

Glu

380

Asp

Gly

Gly

Cys

Gly

460

Leu

Pro

Cys

Ser

Gln

285

Leu

Cys

Ala

Leu

Thr

365

Ala

Trp

Val

Gly

Phe

445

Ile

Asn

Leu

Pro

Gly

270

Pro

Ile

Gly

Gly

Gly

350

Gln

Trp

Phe

Ile

Leu

430

Thr

Ala

Arg

Phe

Glu

255

Gly

Asn

Ala

Gln

Gln
335

Trp

Ile

Ala

Asn

Thr

415

Ile

Asp

Arg

Pro

Thr
240

Trp

Ala

Ala

Asp

Val

320

Ser

Pro

Asn

Lys

Gly

400

Asp

Ala

Gln

Lys

Leu
480



10

ES 2599 579 T3

Gln Ile Val Ala Ser Asp Gln Cys Cys Ala Leu Gly Ala Ala
485 490

Ala Ala Val Ala Ala Lys Val His Ala Asp Ile Pro Ser Ala
500 505 510

Lys Met Ala Ser Ala Val Glu Lys Thr Leu Gln Pro Cys Ser
515 520 525

Ala Gln Arg Phe Glu Gln Leu Tyr Arg Arg Tyr Gln Gln Trp
530 535 540

Ser Ala Glu Gln His Tyr Leu Pro Thr Ser Ala Pro Ala Gln
545 550 555

Gln Ala Val Ala Thr Leu
565

<210> 25

<211> 693

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 25

atgttagaag atctcaaacg ccaggtatta gaagccaacc tggegetgec
ctggtcacgec tcacatgggg caacgtcagc geccgttgatc gegagegegg
atcaaacctt ccggegtega ttacagegte atgacegetg acgatatggt
atcgaaaccqg gtgaagtggt tgaaggtacg aaaaagccct cctccgacac
cggetgetet atcaggecatt ccectceccatt ggeggecattg tgcatacgea
gccaccatct gggcgcagge gggtcagtcg attccagcaa ccggcaccac
tatttctacg gcaccattcc ctgtaccecge aaaatgaccg acgcagaaat
tatgagtggg aaaccggtaa cgtcatcgta gaaacctttg aaaaacaggg
gcgcaaatgc ccggegttcect ggtccattce cacggececcgt ttgecatgggg
gaagatgecgg tgcataacge catcgtgetg gaagaggtcecg cttatatggg
cgtcagttag cgccgcagtt accggatatg cagcaaacge tgctggataa
cgtaagcatg gcgcgaagge atattacggg cag

<210> 26

<211> 231

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 26

Ile Phe
495

Gln Gln

Glu Gln

Ala Met

Ala Ala
560

aaaacacaac
cgtctttgtg
cgtggttage
gccaactcac
ctegegecac
ccacgceegac
caacggcgaa
tatcgatgca
caaaaatgcc
gatattctge

acactatctg

Met Leu Glu Asp Leu Lys Arg Gln Val Leu Glu Ala Asn Leu Ala Leu

59

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

693



Pro

Asp

Ser

Glu

€5

His

Ala

Thr

Thr

145

Ala

Gly

val

Asp

Ala
225

Lys

val

50

val

Leu

Ser

Thr

Arg

130

Gly

Gln

Lys

Ala

Met

210

Lys

<210> 27

<211> 3226
<212> ADN

His

Glu

35

Met

Val

Leu

Arg

Gly

115

Lys

Asn

Met

Asn

Tyr

195

Gln

Ala

Asn

20

Arg

Thr

Glu

Tyr

His

100

Thr

Met

val

Pro

Ala

180

Met

Gln

Tyr

Leu

Gly

Ala

Gly

Gln

Ala

Thr

Thr

Ile

Gly

165

Glu

Gly

Thr

Tyr

<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR de araA-araB

<400> 27

val

val

Asp

Thr

70

Ala

Thr

His

Asp

val

150

Vval

Asp

Ile

Leu

Gly
230

Thx
Phe
Asp
55

Lys
Phe
Ile
Ala
Ala
135
Glu
Leu
Ala
Phe
Leu
215

Gln

ES 2599 579 T3

Leu

Val

40

Met

Lys

Pro

Trp

Asp

120

Glu

Thr

val

val

Cys

200

Asp

Thr

25

Ile

val

Pro

Ser

Ala

105

Tyr

Ile

Phe

His

His

185

Arg

Lys

10

Trp Gly Asn

Lys

val

Ser

Ile

90

Gln

Phe

Asn

Glu

Ser

170

Asn

Gln

His

Pro

vVal

Ser

75

Gly

Ala

Tyr

Gly

Lys

155

His

Ala

Leu

Tyrx

60

Ser

Ser

60

Asp

Gly

Gly

Gly

Glu

140

Gln

Gly

Ile

Ala

Leu
220

val

Gly

45

Ile

Thr

Ile

Gln

Thr

125

Tyr

Gly

Pro

val

Pro

205

Axg

Ser

30

val

Glu

Pro

Val

Ser

110

Ile

Glu

Ile

Phe

Leu

190

Gln

Lys

15

Ala

Asp

Thr

Thr

His

95

Ile

Pro

Trp

Asp

Ala

175

Glu

Leu

His

Val

Tyx

Gly

His

80

Thr

Pro

Cys

Glu

Ala
160

Trp

Glu

Pro

Gly



aaccatggcg
ggactgcget
agggcaattt
gtcaatggaa
tgtggtcggg
aaacgtgcectg
gaaagaccac
caacgttgac
aatcctgcat
getgtgegac
cggacgttge
agccagttte
cactgacact
tctcggectg
agttggcgcea
cattctgatt
ggttgatggce
tgatatctac
gcatccggaa
cgaagcatgg
cggccgecegce
cgctaccgac
cgcaatcatg
cggcatcgeg
gctgcaaatt
cgccgcgaaa
gaaaaccctg
tcagcaatgg
tgcccaggcece
tgtggtttgt

aacatgccga

attgcaattg
accggtgaag
tgtgatgece
gcggcactga
attggcegttg
gegetgegee
actgcggttg
tactccecget
gtgactcgece
tgggtgccag
agcegecggge
tttgatgagc
tggactgeeg
cctgaaagecg
ggcgcacage
gccgacaaac
agcgtggtge
gcctggtttg
ctgaaaacgc
gccaaaaatc
acaccgaacg
gctcegetge
gagtgcttta
cggaaaaacc
gttgcectcectg
gtgcacgcag
caaccgtgca
gcgatgagceg
gttgcgactce
cattggcage

gcacgtcgtt
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gectcgattt
agatcgceccac
cgaataaceca
aaaccgtgcet
acagtaccgg
cggagtttge
aagaagcgga
acattggtgg
aggacagcgc
ctctgettte
ataaatctct
tggaccecgat
atattccggt
tggtgatttc
ctaacgcact
agagcgttgg
ctggatttat
gtcgegtact
aaatcaacgce
cgtctctgga
ctaaccaacg
tgttcggegg
ccgatcaggg
aggtcattat
accagtgcetg
acatcccatc
gcgagecagge
ccgaacaaca
tataaggaca
cagcatctgt

aatgcgctga

tggcagtgat
cagegtagag
gttcegteat
tgcagagctt
ctcgacgccce
cgaaaacccg
agagattacc
tatttattce
cgtggcgeaa
cggtaccacc
gtggcacgaa
cctcaatcge
gggcacctta
cggcggegeg
ggtaaaagtt
cgagcgggca
cggtctggaa
cggctggecg
cagccagaaa
tcacctgeceg
cctgaaaggg
tttgattgct
gatcgecgtt
gcaggcctge
tgcgeteggt
agctcagcaa
acaacgcttt
ctatcttcca
cgataatgac
atggcecgga

atacggaagc

61

tctgtgcgag
tggtatccece
catcegegtg
agcgtcgaac
gcaccgattg
aacgcgatgt
cgtttgtgcece
agcgaatggt

tctgeecgecat

cgccecgeagg

agetggggeg
catttgectt
tgcecggaat
tttgactgcc
atcggtactt
gttaaaggta
gcaggccaat
ctggaacage
caactgcttc
gtggtgctceg
gtgattaccg
gccacegect
aataacgtga
tgcgacgtgce
geggegattt
aaaatggcca
gaacagcttt
acttccgece
gatttttgat
aaccctgegt

gaaactgccc

ctttggcagt
gttggcagaa
actacattga
agcgcgcagce
atgeccgacgg
tcgtattgtg
acgcgccggg
tctgggcaaa
cgtggattga
atattcegtceg
gcctgeecgece
ccecegetgtt
gggcgcageg
atatgggcgce
ccacctgcga
tttgcggtca
cggcgtttgg
ttgeccgecca
cggcegetgac
actggtttaa
atcttaacct
ttggegecacg
tggcactggg
tgaatecgecce
ttgctgcegt
gtgcggtaga
atcgccgcta
cggcacaggc
aattatgaag
caggtcacce

tgcaaactgg

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



10

15

tgttgaaace
acgacgatcg
ggatcaacgg
cggegetgece
gcggtcgega
gtcactggca
ctaaacagga
cggtcaccga
gggeggttagg
tggtcgatga
aacgacagaa
aaggtggcett
ctggtctgge
ggaaaactgce
cctectttat
cccatatget
agcatctcgg
gcccagcegat
gcatcgacac
ggaaagcgca
accataccgt
acgacattga
tgcgctggaa
<210> 28

<211>25
<212> ADN

gctgggecace
ttgcgetggt
cctgaccatg
gtgggacagt
gttcggcettce
ggataaacaa
tacccgtcat
tggcgataaa
cgatctggtg
gtacgaaagc
cgtgctggaa
ccacgegtte
cgtacagegt
cgecectgett
ggaggactac
ggaagtctgce
tattggtggt
tgtegecage
ggtgaaaaca
accggatctg
cttcagccat
aatcacggtg

cgaagtgtat

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 28

aaccatggcg attgcaattg gecctc

<210> 29
<211> 32
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 29
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acgccggatg
ctggtggtgt
ctcaacaaac
atcgatatgg
attggcgcge
geccatgage
ctgaaagtct
gttgcegeac
caggtggtga
tgctacacca
gcggegegta
accaccacct
ctgatgecage
cgcatcatga
acctatcact
ccgtcecgatceg
aaggacgatc
ttgattgatc
ccgecactcecce
ccaactgctt
gcactgaacc
attgataacg

tacggatttce

25

aaatcaccgce
ggctgcacac
cgttgctgeca
actttatgaa
gtatgecgtca
gtateggcectce
gccgatttgg
agatcaagtt
actccatcag
tgacgcctge
ttgagctggg
ttgaagattt
agggttacgg
aggtgatgtc
tcgagaaagg
ccgcagaaga
ctgcececgect
tecggcgateg
tgccgaaact
ccgaagegtg
tcaacgatat
acacacgcect

gtcgctaagt

62

tatttgecge
cttcteecceg
attccacacc
cctgaaccag
gcaacatgcc
ctggatgcgt
cgataacatg
cggtttctce
cgacggcgat
cacacaaatc
gatgaagcgt
gcacggtctg
ctttgcggge
aaccggtctg
taatgacctg
gaaaccgatc
gatcttcaat
ttaccgtcta
gceggtggeg
gatcctcget
gcgccaattc
gccagegttt

ctagag

gacgcgaatt
gccaaaatgt
cagttcaacg
actgcacatg
gtggttaccg
caggeggtcet
cgtgaagtgg
gtcaatacct
gttaacgegce
cacggcaaaa
ttcctggaac
aaacagcttce
gaaggcgact
cagggcggea
gtgctegget
ctcgacgtte
acccaaaccg
ctggttaact
aatgecgcectgt
ggtggcgege
gccgagatge

aaagacgcgce

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180

3226



10

15

20

25

ctctagactt agcgacgaaa tccgtaatac ac

<210> 30

<211> 889

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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32

<223> fragmento de PCR de araD

<400> 30

gtctagagaa ggagtcaaca
ggcgetgcca aaacacaacce
gtctttgtga

gtggttagca

cgagegeggce
cgatatggtc

ctccgacacg ccaactcacce

gcatacgcac tcgegccacg

cggcaccacc cacgcecgact

cgcagaaatc aacggcgaat

aaaacagggt atcgatgcag

tgcatggggce aaaaatgeceg

ttatatgggg atattctgcc

gctggataaa cactatctge

gtataaaacce acagccaatc

attttcagcg tggcgcagge

gggacagaag tcteccttctg

<210> 31

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31

gtctagagaa ggagtcaaca tgttagaaga tc

<210> 32

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
ccaagcttgg cccgttgtcc gtcgecag

<210> 33
<211> 303
<212> ADN

tgttagaaga
tggtcacgct
tcaaacctte
tcgaaaccgg
ggctgctcta
ccaccatctg
atttctacgg
atgagtggga
cgcaaatgce
aagatgeggt
gtcagttage
gtaagcatgg
aaacgaaacc
aggttttatc

gctggcgacg

32

28

tctcaaacge
cacatggggc
cggcgtegat
tgaagtggtt
tcaggecattce
ggegeaggeg
caccattcce
aaccggtaac
cggegttetg
gcataacgee
gcecgeagtta
cgcgaaggca
aggctatact
ttaaceccgac

gacaacgggce

63

caggtattag
aacgtcagcg
tacagcgtca
gaaggtacga
ccetecattg
ggtcagtcga
tgtacecegea
gtcatcgtag
gtccattcecce
atcgtgctgg
ccggatatge
tattacgggce
caagcctggt
actggcggga

caagcttgg

aagccaacct
ccgttgateg
tgaccgcectga
aaaagccctce
gcggcattgt
ttccagcaac
aaatgaccga
aaacctttga
acggcccegtt
aagaggtcgce
agcaaacgct
agtaatgact
tttttgatgg

caccccgcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

889
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<213> Zymomonas mobilis
<400> 33

tcgatcaaca acccgaatcce tatcgtaatg atgttttgece cgatcagecct caatcgacaa 60
ttttacgegt ttcgatcgaa gcagggacga caattggctg ggaacggtat actggaataa 120
atggtctteg ttatggtatt gatgtttttg gtgcatcgge cccggecgaat gatctatatg 180
ctcatttegg cttgaccgea gtcecggcatca cgaacaaggt gttggeccgeg atcgecggta 240

agtcggcacg ttaaaaaata gctatggaat ataatagcta cttaataagt taggagaata 300

10

15

20

25

30

aac

<210> 34

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
gggagctcac tagttcgatc aacaacccga atcc

<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
agccatggtt attctcctaa cttattaag 29

<210> 36

<211> 323

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR de Pgap

<400> 36

34

gggagctcac tagttcgatc aacaaccega

gcctcaatcg acaattttac gegtttcgat

gtatactgga ataaatggtc ttcgttatgg

gaatgatcta tatgctcatt tcggcttgac

cgegatecgee ggtaagtcegg cacgttaaaa

aagttaggag aataaccatg gct

<210> 37

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

atcctatcgt aatgatgttt tgcccgatca
cgaagcaggg acgacaattg gctgggaacg
tattgatgtt tttggtgcat cggcceccgge

cgcagtcgge atcacgaaca aggtgttgge

aatagctatg gaatataata gctacttaat

64

303

60

120

180

240
300

323
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15

20

25

30

ES 2599 579 T3

<400> 37
ctactcattt atcgatggag cacaggatga cgcct 35

<210> 38

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38
catcttacta cgcgttggca ggtcagcaag tgcc 34

<210> 39

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligo de mutagénesis

<400> 39
aagttaggag aataaacatg gcgattgcaa ttggcc 36

<210> 40

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligo de mutagénesis

<400> 40
ggccaattgc aatcgcecatg tttattctcc taactt 36

<210> 41

<211> 9884

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> plasmido construido

<400> 41

ctagttcgat caacaacccg aatcctateg taatgatgtt ttgececcgate agectcaate

gacaatttta cgcgtttcga tcgaagcagg gacgacaatt ggctgggaac ggtatactgg

65

60

120



aataaatggt
atatgctcat
cggtaagtcg
gaataaacat
cggtggactg
agaaagggca
ttgagtcaat
cagctgtggt
acggaaacgt
tgtggaaaga
cgggcaacgt
caaaaatcct
ttgagctgtg
gtcgceggacg
cgccagccag
tgttcactga
agegtctcgg
gegcagttgg
gcgacattct
gtcaggttga
ttggtgatat
cccagcatcce
tgaccgaagce
ttaacggceceg
acctcgctac
cacgcgcaat
tgggcggcat
gcccgctgea
cecgtegeege
tagagaaaac
gctatcagca

aggctgccca

cttcgttatg
ttcggettga
gcacgttaaa
ggcgattgeca
cgctaccggt
attttgtgat
ggaagcggea
cgggattgge
gctggcgetg
ccacactgcg
tgactactecc
gcatgtgact
cgactgggtg
ttgcagcgecc
tttctttgat
cacttggact
cctgectgaa
cgcaggegea
gattgccgac
tggcagcgtg
ctacgcctgg
ggaactgaaa
atgggccaaa
cecgcacacceg
cgacgctcceg
catggagtgce
cgcgceggaaa
aattgttgece
gaaagtgcac
cctgecaaceqg
atgggcgatg

ggccgttgeg
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gtattgatgt
ccgecagtcgg
aaatagctat
attggcctceg
gaagagatcg
gcecegaata
ctgaaaaccg
gttgacagta
cgcccggagt
gttgaagaag
cgctacattg
cgccaggaca
ccagctctge
gggcataaat
gagctggacc
gccgatatte
agcgtggtga
cagcctaacg
aaacagagcg
gtgcctggat
tttggtcgeg
acgcaaatca
aatccgtcte
aacgctaacce
ctgctgttceg
tttaccgatce
aaccaggtca
tctgaccagt
gcagacatce
tgcagecgage
agcgcecgaac

actctataag

ttttggtgca
catcacgaac
ggaatataat
attttggcag
ccaccagcegt
accagttccg
tgcttgcaga
ccggetecgac
ttgccgaaaa
cggaagagat
gtggtattta
gcgccgtgge
tttceggtac
ctctgtggca
cgatcctcaa
cggtgggcac
tttecggegg
cactggtaaa
ttggcgagceg
ttatcggtct
tacteggetg
acgccagcca
tggatcacct
aacgcctgaa
gcggtttgat
aggggatcge
ttatgcagge
getgtgeget
catcagctca
aggcacaacg
aacactatct

gacacgataa

66

tcggeceegg
aaggtgttgg

agctacttaa
tgattctgtg
agagtggtat
tcatcatceg
gcttagegte
gcccgecaceg
cccgaacgceg
tacccgtttg
ttccagcgaa
gcaatctgece
caccegeccg
cgaaagctgg
tcgccatttg
cttatgccececg
cgegtttgac
agttatcggt
ggcagttaaa
ggaagcaggc
gccgetggaa
gaaacaactg
gccggtggtg
aggggtgatt
tgctgeccace
cgttaataac
ctgectgegac
cggtgcggeg
gcaaaaaatg
ctttgaacag
tccaacttce

tgacgatttt

cgaatgatct
ccgegatcge
taagttagga
cgagcetttgg
cccegttgge
cgtgactaca
gaacagcgeg
attgatgccg
atgttcgtat
tgccacgege
tggttctggg
gcatcgtgga
caggatattc
ggcggcctge
ccttceceecge
gaatgggcge
tgccatatgg
acttccacct
ggtatttgeg
caatcggeqgt
cagcttgceg
cttceggege
ctecgactggt
accgatctta
geetttggeg
gtgatggcac
gtgctgaatc
atttttgctg
gccagtgcegg
ctttatecgee
gccceggeac

tgataattat

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



gaagtgtggt
acccaacatg
ctggtgttga
aattacgacg
atgtggatca
aacgcggegce
catggcggtce
accggtcact
gtctctaaac
gtggcggtca
acctgggegg
gcgetggteg
aaaaaacgac
gaacaaggtg
cttectggte
gactggaaaa
ggcaccteet
ggctcecccata
gttcagcatce
acecggcccag
aactgcatcg
ctgtggaaag
gcgcaccata
atgcacgaca
gcgctgeget
catgttagaa
cctggtcacg
gatcaaacct
catcgaaacc
ccggetgete
cgccaccate

ctatttctac

atatgagtgg

ttgtcattgg
ccgagcacgt
aaccgctggg
atcgttgecge
acggectgac
tgcegtggga
gegagttegg
ggcaggataa
aggatacccg
ccgatggcga
ttggcgatct
atgagtacga
agaacgtgct
gettecacge
tggccgtaca
ctgcegecct
ttatggagga
tgctggaagt
tcggtattgg
cgattgtcge
acacggtgaa
cgcaaccgga
ccgtcecttcag
ttgaaatcac
ggaacgaagt
gatctcaaac
ctcacatggg
tccggegteg
ggtgaagtgg
tatcaggcat
tgggegeagg
ggcaccattc

gaaaccggta
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cagccagcat
cgttaatgeg
caccacgceg
tggtctggtg
catgctcaac
cagtatcgat
cttcattgge
acaagcccat
tcatctgaaa
taaagttgce
ggtgcaggtg
aagctgetac
ggaagcggcg
gttcaccace
gegtetgatg
gcttegeate
ctacacctat
ctgecegteg
tggtaaggac
cagcttgatt
aacaccgcac
tctgccaact
ccatgcactg
ggtgattgat
gtattacgga
gccaggtatt
gcaacgtcag
attacagcgt
ttgaaggtac
tccecteeat
cgggtcagtc
cctgtacceg

acgtcatcgt

ctgtatggcc
ctgaatacgg
gatgaaatca
gtgtggctge
aaaccgttge
atggacttta
gcgegtatge
gagegtatcg
gtetgecgat
gcacagatca
gtgaactcca
accatgacge
cagtattgage
acctttgaag
cagcagggtt
atgaaggtga
cacttcgaga
atcgcegecag
gatcctgece
gatctcggeg
tececctgecga
gcttecgaag
aacctcaacg
aacgacacac
tttcgteget
agaagccaac
cgecgttgat
catgaccgct
gaaaaagccc
tggcggcatt
gattccagca
caaaatgacc

agaaaccttt

67

cggaaaccct
aagcgaaact
ccgetatttg
acaccttcecte
tgcaattcca
tgaacctgaa
gtcagcaaca
gctectggat
ttggegataa
agttceggttt
tcagcgacgg
ctgeccacaca
tggggatgaa
atttgcacgg
acggetttge
tgtcaaccgg
aaggtaatga
aagagaaacc
gectgatctt
atcgttaccg
aactgccggt
cgtggatcct
atatgcgcca
gcctgecage
aagtctagag
ctggcgetgce
cgcgagcgeg
gacgatatgg
tcctccgaca
gtgcatacge
accggcacca
gacgcagaaa

gaaaaacaqgqg

gcgtcaggtce
gccctgcaaa
ccgcgacgcg
ccecggccaaa
cacccagtte
ccagactgca
tgccgtggtt
gcgtcaggceg
catgegtgaa
ctccgtcaat
cgatgttaac
aatccacgge
gegtttectg
tctgaaacag
gggcgaaggce
tectgecaggge
cctggtgete
gatcctcgac
caatacccaa
tctactggtt
ggcgaatgeg
cgctggtgge
attcgccgag
gtttaaagac
aaggagtcaa
caaaacacaa
gegtetttgt
tcgtggttag
cgccaactcea
actegegeca
cccacgececga

tcaacggcga

gtatcgatge

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



agcgcaaatg
cgaagatgcg
ccgtcagtta
gcgtaagceat
tcaaacgaaa
gecaggtttta
tggctggega
ctggeggecg
ggataaaact
acggtctggt
tgccattggg
ttagctcctg
tggtgaaagt
cagggecttce
gtcacaggta
tgtatgatgg
ttcagctact
gagtgtatac
gcaggagaaa
cttccteget
acgaacgggg
ggecegeggea
acgctcaaat
tggcggctce
gttatggeceg
ccaagetgga
actatcgtct
gtaattgatt
acaagttttg
cagagaacct
acgcgcagac

atttcagtge

cceggegtte
gtgcataacg
gcgecgeagt
ggcgcgaagg
ccaggctata
tcttaacceg
cggacaacgg
ctaattccgg
tgtgcttatt
tataggtaca
atatatcaac
aaaatctcga
tggaacctct
cggtatcaac
tttattegge
tgtttttgag
gacggggtgg
tggcttacta
aaaggctgca
cactgactceg
cggagattte
aagcegtttt
cagtggtgge
ctegtgeget
cgtttgtcte
ctgtatgcac
tgagtccaac
tagaggagtt
gtgactgege
tcgaaaaace
caaaacgatc

aatttatctce
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tggtccattc
ccatcgtget
taccggatat
catattacgg
ctcaagcctg
acactggcgg
gccaagcttg
atgagcattc
tttctttacg
ttgagcaact
ggtggtatat
taactcaaaa
tacgtgecga
agggacacca
gcaaagtgcg
gtgctccagt
tgcgtaacgg
tgttggcact
ccggtgegte
ctacgctcgg
ctggaagatg
teccataggcet
gaaacccgac
ctecectgttec
attccacgece
gaaccccecg
ccggaaagac
agtcttgaag
tcctecaage
gcectgecaag
tcaagaagat

ttcaaatgta

ccacggcccg
ggaagaggtc
gcagcaaacg
gcagtaatga
gttttttgat
gacaccecge
gaagggcgaa
atcaggeggg
gtctttaaaa
gactgaaatg
ccagtgattt
aatacgcccg
tcaacgtctce
ggatttattt
tcgggtgatg
ggettetgtt
caaaagcacc
gatgagggtg
agcagaatat
tcgttcgact
ccaggaagat
ccgececcececet
aggactataa
tgcctttegg
tgacactcag
ttcagtccga
atgcaaaagc
tcatgcgeeg
cagttacctce
gcoggtttttt
catcttatta

gcacctgaag

68

tttgcatggg
gcttatatgg
ctgctggata
ctgtataaaa
ggattttcag
aagggacaga
ttctgcagat
caagaatgtg
aggccgtaat
cctcaaaatg
ttttctccat
gtagtgatct
attttcgececa
attctgcgaa
ctgccaactt
tctatcaget
gccggacatce
tcagtgaagt
gtgatacagg
gcggcegagceg
acttaacagg
gacaagcatc
agataccagg
tttaccggtg
ttceggagtag
ccgetgegee
accactggca
gttaaggcta
ggttcaaaga
cegttttcaga
atcagataaa

tcagccccat

gcaaaaatge
ggatattctg
aacactatct
ccacagccaa
cgtggcgcag
agtctectte
atccatcaca
aataaaggce
atccagctga
ttctttacga
tttagcttcc
tatttcatta
aaagttggce
gtgatcttee
actgatttag
gtcectcctg
agcgctageg
gcttecatgtg
atatattccg
gaaatggcett
gaagtgagag
acgaaatctg
cgtttccccee
tcattccget
gcagttcgcet
ttatccggta
gcagccactg
aactgaaagg
gttggtagct
gcaagagatt
atatttctag

acgatataag

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



ttgtaattct
cattcaagcc
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagctttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacyg
tgcecttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
tcagttggaa
atgtctaaca
agagctgggg
ggcatcgggg
tgcatgagca
taattatcta
gggtcaagtt
tcagcttttce
tccacatatc
gcttttaggce
ggtgcctgaa
actctttgat
gaagccgceat
gcgtttaaac
gtttcatcag
cattgctggg
tctggagaca
cccgtttett

cctttgagta

catgtttgac
gacaccgcett
gccgaagtat
acgttgcetgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagegg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgectgeecg
gctaggcagg
gaatttgttc
attcecgttcaa
aagactatge
caggcacttg
aatcaatggc
tegtaattcg
ccatgectaa
ttctagctaa
tcgeegettt
gttctttttc
tcttgggatc
gcgttgettt
aatccgtctg
ggcctgtatc
catgtagctg
tgattgtttt
taccaaagaa
tctgaatttt

tttecgtttag
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agcttatcat
cgcggegcgg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgea
gagaatggca
atctggectat
cggaggaact
taacgctatg
tgtccegeat
actgggcaat
cttatcttgg
actacgtgaa
gccgacgeeg
gcgatctgtt
ctgacctgee
accaccccect
gaatctatgt
ggtttttaag
tgacagggct
gtcageccagce
tgcccattcet
tagctgtaaa
tgaacctttt
gagggcagaa
ggggtctcta
aagagataca
ccagtgttcg
cagttctatg
attcagcata

ttctttteta

cgatggagca
cttaattcag
atcagaggta
gtacggctce
ggtgactgta
ttcggettce
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatecg
gaactcgccyg
ttggtacage
ggagcgcctg
acaagaagat
aggcgagatc
cttcgeggeg
gaaggtggtt
aacgcgectt
cctttttgag
tcagggtctc
acatcagaaa
tectetgete
ggctgtatta
tccttatttg
gttttgttga
acgcecctetgg
agggcttttc
ggcaccataa
aggttgtttt
agtttttcag
gcctgecacac

gatttaacat

teotgggtcag

69

caggatgacg
gagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtggce
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
cgcttggecet
accaaggtag
cggcttaact
ctaagcctcg
tgtagtcttg
ctgaatggtce
gccattgcectt
gaggtattgc
tatectgeteg
cggaaagtgc
taaaaattga
tatttccgta
ccagccctag
gaccatcaaa
agccggttaa
ctccaaaggt
gagtggccetg
cgttttttet
ctgetgatgg

cgttttgtgt

cctaacaatt
tcatgaggga
tcgagcgeca
gcggectgaa
aaacaacgceg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcegt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgc
atcagccegt
cgcgcgcaga
tcggcaaata
caagcgttag
tacttgcgat
gcctgttgtg
ataaaattta
tttgtetget
acgcatgcta
ttttttttct
cgatttttgg
gggtgggatg
atgtctttgg
aggctccata
ccatctegat
gtggggtgtt
ttgttecegee
ttttgaccat
aagaggettt
gtcagtagag

ttegeggect

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



cgcgtcatat
aagattgcat
atccagecta
caattccgta
cgttctataa
aaataccatc
cctcttgecaa
tctaaaacga
caaaccagaa
ttggtgctaa
gtgeccttgea
gataactgaa
tcatatctga
aaaaccacat
cctttttttg
gacttcccta
attcgttgaa
agccacccta
ceggattttt
catcaaaaga
ttcaactttt
ttgtcctaca
tcggagagtt
tttaattttt
gatataaaga
gcgactgett
ctgaagtgta
gatagagtca
gtgcgcatga
ggttagcaga
tctgcgacct
acgcggaagt
gataccacga

<210> 42

gcaggctcge
agttcggcat
tatttcttte
gtgagtactg
ctgttgtgaa
cttggcgaac
aggtagcttg
atttgtcetaa
cgctgaaage
ataattttac
tctcaccagt
ccctctgact
ttggctgett
tttttgatta
atagacggtt
ttttagggat
tcctgecteg
tttttageta
cgectttacgg
tcgttccaat
tttgttggaa
gcatcccaat
ttagtaagag
tctgggetta
tcatactttt
cccaaggcta
tctttatcegt
ggaatattgt
tcgtgctecet
atgaatcacce
gagcaacaac
cccctacgtg

tactatgact
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ggctttaatce
gttttaactg
cctagtageg
aatttattct
agctacgcgg
atgectttgca
agatagtgcec
agggacgagg
ttttattcca
aaattcttca
ggcttgattg
tttaactgge
tctcaatttt
tacctattca
taatcaatat
attttcacga
gaaaaaccat
ctggggaaag
tttgtttagg
cttttcegtyg
acgcggettt
cataggcaat
acgttcttac
aaaagccgac
cgtcattttt
accctttaaa
catacatcaa
taaatgatat
gtcgttgagg
gatacgcgag
atgaatggte
ctgctgaagt

gagagtcaac

gtgccaactg

ctttaatttg
aactggaatt
gattcgtctt
tcgecattga
atgattttag
agtttttttt
tctttgetga
gcggcectecta
ctatcaacac
accagaatgt
acaaccatac
gtcgecatat
tcgaatgagg
tgatagaccc
tteccetttet
gagaaagctg
agataaggca
cgcaactgtce
tatcatctgt
aatcgctcceg
atggacagaa
gecgetggtg
tactgaaate
tacattgatg
accactgett
gaaggctaca
tectegggea
acccggcetag
cgaacgtgaa
ttcggtttee

tgccecgcaac

gccatgggag

70

ttttatgttt
agaaaagacc
gtttttccga
gcttttggag
aaacgaaatt
ctttttctaa
cttgtgcgtt
tgcctttgte
gttcaaaagt
gtctgtaagt
tatcatcteg
cttcgatgaa
ttgataaace
caaggtctat
cttcacagat
tagttcttce
ttggttatat
gggtatttgt
tttttaagac
tctttaggtg
actaatageg
gatgcctttt
cttaataatt
gegtetatceg
ctgccagtaa
gttccgegta
ttaccgegat
gegttgggte
gctggcgaggg
gcgactgetg
gtgtttcgta
agagagtgga

cteca

ttcaaaccta
agaggaaata
aggaaaaaag
cgtctttttg
aggattaata
ttcggctaga
aagaaagtcc
ttgaagtate
tagegegata
cgtcacatga
tcctaatega
aggattctcg
tttaatcaaa
caattttacc
tctgaaaatc
tagtggggaa
acacgggcaa
aaaattaaaa
cgcgtttaac
ggagccagtt
atgctgctct
caacgatttt
ttacgcecage
cactttcage
aatgggcttc
attctgecgee
catctgttcg
ctggccacgg
ttgccttact
ctgcaaaacg
aagtctggaa

accaaccggt

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
S000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9884



10

15

20

25

<211> 34
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42

ES 2599 579 T3

atgggagctc gtttttctat ccccatcacc tcgg 34

<210> 43
<211>35
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43

atcgactagt gggtcataat atgggcaaag acgct

<210> 44
<211> 895
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> fragmento de PCR LDH-L

<400> 44

atgggagcte
taaattggcet
ccaattcatt
gattgccecctt
ctattggtaa
gttagcttac
ttttcttcaa
actatgacca
tgaatgagceg
tctttgtgaa
agttggttgce
tgaatatcaa
tagggatgtt
ataacttctc

tcggtgttgg

<210> 45
<211> 33
<212> ADN

gtttttctat
ttccgecaceg
aaaagcggaa
ctcgggcatt
tatgtttcce
cgattttaca
aaaacttttc
tcattctatt
gcttaccaaa
tgacgaagcce
tcttegttge
ggttgtgcge
gctcaccctg

cttggaaggt

tcatatceggg

<213> secuencia artificial

35

ccccatcace
atgggatgat
atcatcacca
ttctgetgcet
tctttaggga
aaaaataata
aagagggtgt
gaaaaagaaa
gagacagcag
aatgccgaag
gccggttata
gtgcctgeet
aatcggcaaa
ttgattggce

agcgtctttg

tcggttttgt
ttttattett
aagatagaag
agaatcctct
acaaataaag
ccgcettcatt
ctatgcgegt
atgaacatta
aaaaagccaa
tgctggaaat
acaatgtcga
attcgcecta
tttcacgegg
ttgatgtgca

cccatattat

71

tgacaaaaaa
tgctattett
acgcagccett
taaaaatatt
cccttctttg
caatcggtaa
cgcaatattce
tggccatgac
agacgcagaa
tttggcaggc
tctcgatgeg
tteggttgee
tttgaagegg
tgacaaaaca

gacccactag

aggtggccac
cgectetttge
caccatttca
aaattccact
ttctataaaa
tacatatctt
agttccaaaa
cttgttttte
gctgtttgta
ttaggcatca
gccaaaaagc
gaatatgcag
gttcgggaaa
gtcggcatta

tcgat

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

895
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15

20

<220>
<223> cebador

<400> 45

ES 2599 579 T3

gcgaattcat ggttttggtg ccaatgttat cgc

<210> 46
<211>35
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46

ttaggcggcec gegeggctga catacatctt gcgaa

<210> 47
<211> 1169
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> fragmento de PCR LDH-R

<400> 47

gcgaattcat
ggcgadaaag
catttegett
ggcaagggea
caaggcggtg
cgaagaggag
tctcgaaagg
gaaagaggcce
tggaaaagaa
tcataatgat
ttgatatcaa
atttcctttce
tgaaatccct
tatgactttt
ttcaaaaagc
tcaaaaaagqgqg
gttcatatgt
aatttaaata

aaatgttttt

agatgtatgt

ggttttggtg
gtcggtttec
cactgtccge
aaaaaaggct
attaaatcgce
gggcectttat
ttgatcgett
ttatcaaaca
atgccggatg
caaatttttg
aaaaaagcat
accttgctta
atcttacacc
taaattttct
gcctctcaaa
cagggtattt
ttttgcaaat
atcacatttt
ataactttet

cagccgegeg

ccaatgttat
gcttcaccte
tcacgccaga
tttacctegt
tgaaagccaa
tcttcgaaaa
tccecgaatgt
ttgctcacag
cgcttgttta
ggttaattcg
agccggacat
gccatcgecg
aaggccaaca
ccaaatttac
accgettttt
tttacaaaat
gatttttatt
tattatttta
ggatcgtaat

gcegectaa

33

35

cgcctataaa
tctcgatgaa
aaatcatcac
caataccagt
acatctecgge
tcacgctgac
ggttttcacg
tattctacaa
gtagacaagc
gtagttatgg
cataccggcet
cattatttaa
agggaatcat
taaaatcacg
cctgctcaaa
cgcccctaat
aaactttttt
gatttaagta

cggcetggceaa

72

ccgeatcececag
gtgatcgaga
atgattaatg
cgcggegget
ggttatgcgg
gatattatcg
ggacatcagg
gatatcagcg
gacaattaac
cataggctat
atgtttttta
tcaatatgcc
ccatactcegg
ccatetcage
tatcggatcc
atctctcaat
aggcgtattt
ttgatacaag

tegttttece

accccgaatt
ccagcgacat
aagaaacact
tggttgatac
cggatgttta
aagatgatat
cctttttgac
atgccgaage
cttttgaaga
tacgcgctaa
ttaggaaaaa
gagtttttct
tgtcctatcc
ggetgcetatt
caaaattccce
ccgectgectt
ttatcaagaa
tgatatctat

tatattcgeca

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

1169



10

15

<210> 48
<211> 1098
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2599 579 T3

<223> fragmento de PCR LoxPw-aadA-LoxPw

<400> 48

ataacttcegt
acaattcatt
gagggaagcg
gcgcecatcte
cctgaageca
aacgcggcga
gattctcege
tccagctaag
cttecgageca
tagecgttgee
tctatttgag
cgatgagcga
aatcgcecgeceg
gccegtcata
cgcagatcag
caaataatgt
cgttagagag
tgcgatggca
tatgctatac

<210> 49
<211> 10441
<212> ADN

ataatgtatg
caagccgaca
gtgatcgeeg
gaaccgacgt
cacagtgata
gctttgatca
gctgtagaag
cgcgaactge
gccacgateg
ttggtaggtc
gcgctaaatg
aatgtagtgc
aaggatgtcg
cttgaagcta
ttggaagaat
ctaacaattc
ctggggaaga
tcggggcagg

gaagttat

<213> secuencia artificial

<220>

<223> plasmido construido

<400> 49

ctatacgaag
ccgettegeg
aagtatcgac
tgetggecegt
ttgatttgct
acgacctttt
tcaccattgt
aatttggaga
acattgatct
cageggegga
aaaccttaac
ttacgttgte
ctgccgactg
ggcaggctta
ttgttcacta
gttcaagccg
ctatgcgega

cacttgctga

ttatgecggece
gcgcggetta
tcaactatca
acatttgtac
ggttacggtg
ggaaacttcg
tgtgcacgac
atggcagege
ggctatcttg
ggaactcttt
gctatggaac
ccgcatttgg
ggcaatggag
tcttggacaa
cgtgaaaggce
acgcegette
tctgttgaag

cctgecttaa

73

gcagcacagg
attcaggagt
gaggtagttg
ggctcegecag
actgtaaggc
gcttccectg
gacatcattc
aatgacattc
ctgacaaaag
gatccggtte
tegecgecceg
tacagcgcag
cgeectgeecgg
gaagatcgct
gagatcacca
gcggcegegge
gtggttctaa

ttaaataact

atgacgccta
taaacatcat
gcgtcatcga
tggatggcgg
ttgatgaaac
gagagagcga
cgtggcgtta
ttgcaggtat
caagagaaca
ctgaacagga
actgggctgg
taaccggcaa
cccagtatca
tggcctegeg
aggtagtcgg
ttaactcaag
gcctegtact

tcgtataatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1098



ctagttcgat
gacaatttta
aataaatggt
atatgctcat
cggtaagtcg
gaataaacat
cggtggactg
agaaagggca
ttgagtcaat
cagctgtggt
acggaaacgt
tgtggaaaga
cgggcaacgt
caaaaatcct
ttgagctgtg
gtcgcggacg
cgccagccag
tgttcactga
agcegtctcgg
gcgecagttgg
gcgacattct
gtcaggttga
ttggtgatat
cccagcatcee
tgaccgaage
ttaacggccg
acctcgctac
cacgcgcaat
tgggcggeat
gcecgetgea

ccgtcgecge

caacaaccegqg
cgecgtttcecga
cttcgttatg
ttcggcttga
gcacgttaaa
ggcgattgca
cgctacecggt
attttgtgat
ggaagcggca
cgggattgge
gectggegetg
ccacactgeg
tgactactce
gcatgtgact
cgactgggtg
ttgcagcgcece
tttctttgat
cacttggact
cctgecctgaa
cgcaggcgca
gattgccgac
tggcagegtg
ctacgccectgg
ggaactgaaa
atgggccaaa
ccgcacaccg
cgacgctccg
catggagtgc
cgcgcggaaa
aattgttgce

gaaagtgcac
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aatcctatcg
tcgaagcagg
gtattgatgt
ccgcagtcgg
aaatagctat
attggcctcg
gaagagatcg
gccccgaata
ctgaaaaccg
gttgacagta
cgececggagt
gttgaagaag
cgctacattg
cgccaggaca
ccagctctgce
gggcataaat
gagctggacce
gccgatatte
agcgtggtga
cagcctaacg
aaacagagcg
gtgcctggat
tttggtcgeg
acgcaaatca
aatccgtcte
aacgctaacc
ctgectgtteg
tttaccgatc
aaccaggtca
tctgaccagt

gcagacatce

taatgatgtt
gacgacaatt
ttttggtgeca
catcacgaac
ggaatataat
attttggcag
ccaccagegt
accagttcecg
tgcttgcaga
ccggetcgac
ttgccgaaaa
cggaagagat
gtggtattta
gegcegtgge
tttceggtac
ctctgtggea
cgatcctcaa
cggtgggcac
ttteccggecgg
cactggtaaa
ttggcgageg
ttatcggtct
tactcggctg
acgccagcca
tggatcacct
aacgcctgaa
gcggtttgat
aggggatcge
ttatgcaggc
gctgtgeget

catcagctca

74

ttgcecegatc
ggctgggaac
tcggceceqgyg
aaggtgttgg
agctacttaa
tgattctgtg
agagtggtat
tcatcatccg
gcttagcgte
gceccgecaceg
ceccgaacgeg
taccegtttg
ttccagegaa
gcaatctgcc
cacecegeecg
cgaaagctgg
tcgccatttg
cttatgcccg
cgegtttgac
agttatcggt
ggcagttaaa
ggaagcagge
gccgetggaa
gaaacaactg
gccggtggtg
aggggtgatt
tgectgecace
cgttaataac
ctgctgecgac
cggtgcggeg

gcaaaaaatg

agcctcaatc
ggtatactgg
cgaatgatct
ccgecgatcege
taagttagga
cgagctttgg
ccecegttgge
cgtgactaca
gaacagcgeg
attgatgccg
atgttegtat
tgccacgege
tggttctggg
gcatcgtgga
caggatattc
ggecggectge
cctteceecege
gaatgggcge
tgccatatgg
acttccacct
ggtatttgeg
caatcggcgt
cagcttgceg
cttececggege
ctcgactggt
accgatctta
gectttggeg
gtgatggcac
gtgctgaatc
atttttgctg

gccagtgegg

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



tagagaaaac
gctatcagea
aggctgcecca
gaagtgtggt
acecaacatg
ctggtgttga
aattacgacg
atgtggatca
aacgcggege
catggcggte
accggtcact

gtctctaaac

gtggcggtca
acctgggegg
gcgetggteg
aaaaaacgac
gaacaaggtg
cttectggtce
gactggaaaa
ggcacctect
ggctcccata
gttcagcate
accggcccag
aactgcatcg
ctgtggaaag
gcgcaccata
atgcacgaca
gegetgeget
catgttagaa
cctggtcacg
gatcaaacct
catcgaaacce

cecggetgete

cctgcaacceg
atgggcgatg
ggccgttgeg
ttgtcattgg
ccgageacgt
aaccgcetggg
ategttgcge
acggectgac
tgcegtggga
gcgagttegg
ggcaggataa
aggatacccg
ccgatggcga
ttggcgatct
atgagtacga
agaacgtgcect
gcttecacqge
tggccgtaca
ctgeegecct
ttatggagga
tgctggaagt
tcggtattgg
cgattgtcge
acacggtgaa
cgcaaccgga
ccgtettcag
ttgaaatcac
ggaacgaagt
gatctcaaac
ctcacatggg
teceggegteg
ggtgaagtgg

tatcaggcat
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tgcagcgagce
agcgccgaac
actctataag
cagccageat
cgttaatgcg
caccacgeeqg
tggtctggtg
catgctcaac
cagtatcgat
cttcattgge
acaagcccat
tcatctgaaa
taaagttgcce
ggtgcaggtg
aagctgctac
ggaagcggceg
gttcaccace
gegtctgatg
gcttegeate
ctacacctat
ctgeccegteg
tggtaaggac
cagcttgatt
aacaccgcac
tctgccaact
ccatgcactg
ggtgattgat
gtattacgga
gccaggtatt
gcaacgtcag
attacagegt
ttgaaggtac

tececteecat

aggcacaacg
aacactatct
gacacgataa
ctgtatggcec
ctgaatacgg
gatgaaatca
gtgtggetge
aaaccgttgce
atggacttta
gcgegtatge
gagcgtatecg
gtctgeccgat
gcacagatca
gtgaactcca
accatgacgc
cgtattgage
acctttgaag
cagcagggtt
atgaaggtga
cacttcgaga
atecgeccgcag
gatcctgcce
gatctcggeg
tcectgeecga
gcttccgaag
aacctcaacg
aacgacacac
tttcgtcget
agaagccaac
cgeccgttgat
catgaccgct
gaaaaagcce

tggeggeatt

75

ctttgaacag
tccaacttce
tgacgatttt
cggaaaccct
aagcgaaact
ccgetatttg
acaccttcte
tgcaattcca
tgaacctgaa
gtcagcaaca
gctcctggat
ttggcgataa
agttcggttt
tcagcgacgg
ctgccacaca
tggggatgaa
atttgcacgg
acggetttge
tgtcaacegg
aaggtaatga
aagagaaacce
gcctgatctt
atcgttacceg
aactgccggt
cgtggatcct
atatgcgcca
gectgcecage
aagtctagag
ctggegetge
cgegagegeg
gacgatatgqg
tectecgaca

gtgcatacge

ctttatcgce
gccccggeac
tgataattat
gegtcaggtce
gecctgcaaa
cegegacgey
cccggcecaaa
caceceagttce
ccagactgeca
tgccgtggtt
gcgtcaggeg
catgcgtgaa
ctccgtcaat
cgatgttaac
aatccacggce
gcgtttcectg
tctgaaacag
gggcegaagge
tetgecaggge
cctggtgcecte
gatcctcecgac
caatacccaa
tctactggtt
ggcgaatgcg
cgetggtgge
attcgecgag
gtttaaagac
aaggagtcaa
caaaacacaa
gecgtetttgt
tcgtggttag
cgeccaactca

actcgegeca

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



cgeccaccatce
ctatttctac
atatgagtgg
agcgcaaatg
cgaagatgcg
ccgtcagtta
gcgtaagcat
tcaaacgaaa
gcaggtttta
tggctggcga
tataatgtat
tcaagccgac
ggtgatcgec
cgaaccgacg
acacagtgat
agctttgate
cgctgtagaa
gcgegaactg
agccacgatc
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagect
gttggaagaa
tctaacaatt
gctggggaag
atcggggcag
cgaagttatg
ccagaccecg
gagaccagcg

aatgaagaaa

tgggcgecagg
ggcaccattce
gaaaccggta
cceggegttce
gtgcataacg
gegecgeagt
ggcgcgaagyg
ccaggctata
tcttaacceg
cggacaacgg
gctatacgaa
accgcettege
gaagtatcga
ttgctggecg
attgatttgce
aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagcggegyg
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgecgact
aggcaggctt
tttgttcact
cgttcaagee
actatgcgcg
gcacttgetg
gccggecaat
aattggcgaa
acatcatttc

cactggcaag
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cgggtcagtce
cctgtacceg
acgtcatcgt
tggtccatte
ccatcgtget
taccggatat
catattacgg
ctcaagectg
acactggegg
gccaagcettg
gttatgegge
ggcgeggett
ctcaactatc
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcageg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
ccecgeatttg
gggcaatgga
atcttggaca
acgtgaaagg
gacgccgett
atctgttgaa
acctgectta
tcatggtttt
aaaggtcggt
gcttcactgt

ggcaaaaaaa

gattccagca
caaaatgacc
agaaaccttt
ccacggceeg
ggaagaggtc
gcagcaaacg
gcagtaatga
gttttttgat
gacaccccgce
gaagggcgaa
cgcagcacag
aattcaggag
agaggtagtt
cggctccgea
gactgtaagg
ggcttccect
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctecgecgecee
gtacagcgca
gcgectgecg
agaagatcgce
cgagatcacc
cgeggegegg
ggtggttcta
attaaataac
ggtgccaatg
ttcecgettcea
ccgctcacge

ggcttttace

76

accggcacca
gacgcagaaa
gaaaaacagg
tttgcatqggg
gcttatatgg
ctgctggata
ctgtataaaa
ggattttcag
aagggacaga
ttcegecgatcecg
gatgacgcct
ttaaacatca
ggcgtcatcg
gtggatggcg
cttgatgaaa
ggagagagcg
ccgtggegtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggcetg
gtaaccggca

gcccagtate
ttggectege
aaggtagtcg
cttaactcaa
agecctegtac
ttcgtataat
ttatcgecta
cctctctega
cagaaaatca

tegtcaatac

cccacgecga
tcaacégcga
gtatcgatge
gcaaaaatgc
ggatattctg
aacactatcet
ccacagccaa
cgtggcegeag
agtctcctte
cataacttcg
aacaattcat
tgagggaagce
agcgccatct
gcectgaagece
caacgcggcg
agattctceg
atccagctaa
tcttegagee
atagcgttgc
atctatttga
gcgatgageg
aaatecgcgcce
agcccgtceat
gcgcagatca
gcaaataatg
gcgttagaga
ttgcgatggce
gtatgctata
taaaccgcat
tgaagtgatc

tcacatgatt

cagtcgegge

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



ggcttaggttg
geggeggatyg
atcgaagatg
caggcetttt
agcgatgecg
taaccttttg
ctattacgcg
tttattagga
tgccgagttt
tcggtgtect
cageggetge
atcccaaaat
caatccgetg
atttttatca
caagtgatat
tcectatatt
gtgagtcgta
ctggegttac
gcgaagaggce
acgcgcectg
ctacacttgce
cgttcgecgg
gtgctttacg
catcgecctg
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
gcgcggaacce
acaataacce
tttcegtgte
agaaacgctg
cgaactggat

aatgatgage

ataccaaggce
tttacgaaga
atattctega
tgacgaaaga
aagctggaaa
aagatcataa
ctaattgata
aaaaatttcc
ttettgaaat
atcctatgac
tattttcaaa
tcectcaaaa
ccttgttcat
agaaaattta
ctataaatgt
cgcaagatgt
ttacgegege
ccaacttaat
ccgcaccgat
tagcggcecgea
cagcgcccta
ctttcceegt
gcacctcgac
atagaéggtt
ccaaactgga
gcecgattteg
taacaaaata
cctatttgtt
tgataaatgc
gcecttattce
gtgaaagtaa
ctcaacagcg

acttttaaag
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ggtgattaaa
ggaggggect
aaggttgate
ggccttatca
agaaatgcecg
tgatcaaatt
tcaaaaaaaa
tttcaccttg
ccctatctta
tttttaaatt
aagcgectcet
aaggcagggt
atgtttttge
aataatcaca
ttttataact
atgtcagccg
tcactggccg
cgecttgcag
cgcecttece
ttaagcgegg
gecgececgete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttecgecectt
acaacactca
gcctattggt
ttaacgctta
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct

ttctgectatg

tcgctgaaag
ttattctteg
gctttececga
aacattgctc
gatgcgettg
tttgggttaa
gcatagccqgg
cttagccatc
caccaaggcc
ttctceccaaat
caaaaccgcet
attttttaca
aaatgatttt
tttttattat
ttctggatcg
cgeggeecget
tcgttttaca
cacatccece
aacagttgeg
cgggtgtggt
ctttegettt
ategggggct
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatcte
taaaaaatga
caatttaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt

tggegeggta

77

ccaaacatct
aaaatcacge
atgtggtttt
acagtattct
tttagtagac
ttcggtagtt
acatcatacc
gcegeattat
aacaagggaa
ttactaaaat
ttttcctget
aaatcgecee
tattaaactt
tttagattta
taatcggctg
ggtacccaat
acgtegtgac
tttegeccage
cagectgaat
ggttacgecge
ctteececttee
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctattct
getgatttaa
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cttcctgttt
ggtgcacgag
cgceccgaag

ttatccegta

cggcggttat
tgacgatatt
cacgggacat
acaagatate
aagcgacaat
atggcatagg
ggctatgttt
ttaatcaata
tcatccatac
cacgeccatct
caaatatecgg
taatatctct
ttttaggegt
agtattgata
gcaatcgttt
tcgcectata
tgggaaaacc
tggegtaata
ggcgaatggg
agcgtgaccg
tttctegeeca
ttccgattta
cgtagtggge
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcaccc
tgggttacat
aacgttttce

ttgacgcegg

5820
5880
5940
€000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680

7740



gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaacecget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggetggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagceggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtegattt
ggcettttta
atccectgat
cagccgaacg
caaaccgect
cgactggaaa
accccaggcet
acaatttcac
ctaaagggaa

aaaaaaggtg

cteggtegee
aagcatctta
gataacactg
tttttgecaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tegttcecact
tttctgegeg
ttgeccggate
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttectgg
tctgtggata
accgagcgea
cteceecgege
gcgggcagtg
ttacacttta
acaggaaaca
caaaagctgg

gccactaaat
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gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggega
ataaagttgce
aatctggagc
agccctececg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtecttet
catacctege
ttacecgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
gttggcecgat
agcgcaacge
tgettecgge
gctatgacca
agctegtttt

tggctttccg

ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gegtgacacce
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccecgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagceg
tetgcectaatce
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcectgtceggg
gcggagcecta
gececttttget
cgectttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tcgtatgttg
tgattacgce
tctatcccca

caccgatggg

78

gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgecttgatce
acgatgcectg
ctagettece
ctgegetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggecce
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgette
ggagagcgca
tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagage
agctggcacg
agttagctca
tgtggaattg
aagcgcgcaa
tcacctcggt

atgattttta

agtactcacc
gtgctgeccat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatgge
ggcaacaatt
cccttecgge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccage
ctggecttcag
accacttcaa
tggctgectge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgegtt
ccgctegecqg
gceccaatacg
acaggtttce
ctcattaggce
tgagcggata
ttaaccctca
tttgttgaca

ttectttgeta

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660



10

15

20

25

ttcttegete
gcecttcacca
atattaaatt
ctttgttcta
ggtaatacat
tattcagttc
atgaccttgt
cagaagctgt
caggcttaqg
atgcggccaa
ttgccgaata
agcgggttcg
aaacagtcgg

a

<210> 50
<211> 20
<212> ADN

tttgecccaat
tttcagattg
ccactctatt
taaaagttag
atctttttte
caaaaactat
ttttctgaat
ttgtatettt
catcaagttg
aaagctgaat
tgcagtaggg
ggaaaataac

cattatcggt

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 50

gccttgggct tttaaagcect

<210> 51
<211> 22
<212> ADN

20

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 51

tcaatccacg atgcggcaga tt

<210> 52
<211> 20
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

ccagtatcag cccgtcatac

<210> 53
<211> 26
<212> ADN

<213> secuencia artificial
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tcattaaaag
cccttetegg
ggtaatatgt
cttaccgatt
ttcaaaaaac
gaccatcatt
gagcggctta
gtgaatgacg
gttgctctte
atcaaggttg
atgttgctca
ttctecttgg

gttggtcata

cggaaatcat
gcattttetg
ttccctettt
ttacaaaaaa
ttttcaagag
ctattgaaaa
ccaaagagac
aagccaatgce
gttgcegeegg
tgcgegtgee
ccctgaatceg
aaggtttgat

tcgggagegt

22

20

79

caccaaagat
ctgctagaat
agggaacaaa
taataceget
ggtgtctatg
agaaaatgaa
agcagaaaaa
cgaagtgctg
ttataacaat
tgcctattceg
gcaaatttca
tggccttgat

ctttgcccat

agaagacgca
cctcttaaaa
taaagccctt
tcattcaatc
cgegtcegecaa
cattatggce
gccaaagacg
gaaattttgg
gtcgatcteg
cectattegg
cgcggtttga
gtgcatgaca

attatgaccc

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10441



10

15

20

25

<220>
<223> cebador

<400> 53

tctcggagag atagaggtca gtcgac

<210> 54
<211> 27
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 54

aaccatggtt actatcaata cggaatc

<210> 55
<211> 27
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55

ttgaattcct gatgtgtgtt accgcaa

<210> 56
<211> 1550
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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27

<223> fragmento de PCR de araE

<400> 56

aaccatggtt
gcgtatgaat
tatcggcegta
tttgcaggaa
tggttggetg
tgtactcggt
tgtggtgctg
aatggcaagt
cggcatcgtg

aatgttgggg

actatcaata
atgtttgttt
atcgcecggag
tgggtggtta
tcgttecgee
tctatagggt
ggcattgcetg
gaaaacgttc
ctggegtttt

gttcttgett

cggaatctge
cggtagctge
cgttgecgtt
gtagcatgat
tggggcgtaa
ccgecttttge
tecgggatege
gecggtaagat
tatccgatac

taccagcagt

26

27

tttaacgcca
tgcggtcegea
cattaccgat
geteggtgea
atacagcctg
gaccagcgta
gtcttacace
gatcagtatg
agcgttcagt

tctgctgatt

80

cgttctttge
ggattgttat
cactttgtge
gcaattggtg
atggeggggg
gagatgttaa
gctcectetgt
taccagttga
tatageggta

attctggtag

gggatacgeg
ttggtcttga
tgaccagtcg
cgctgtttaa
ccatcctgtt
tcgeegeteg
atctttctga
tggtcacact
actggegege

tecttectgee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

15

20

aaatagccecg cgctggetgg

tatgctgege gatacgtegg

gaagttaaaa cagggcggtt

gtttctcggt atgttgttge

ctacgcgeeg cgtatcttca

gactctggte gtagggctga

taaagcaggg cgtaaaccgg

ggtgctggge tattgcctga

gctctctgtt ggcatgacga

ggtgtggatc
ttcgaccacce
tgatagcatt
gggcattact

caaactgatg gcaggcgaga

gctgtacatec cggccctttt

gtctegttcece ttattcagee

<210> 57

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 57
aaccatggcg cacaaattta ctaaagccct gg

<210> 58

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58
ccgaattcct tetcttttct tattgtgttg 30

<210> 59

<211> 3744

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR de araFGH

<400> 59
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cggaaaaggg
aaaaagcgeg
gggcactgtt
aggcgatgca
aaatggcggg
cctttatgtt
ctctgaaaat
tgcagtttga
tgatgtgtat
ctgtgectctg aaattcagcec
acgaactggg tgtcgaatat
ggegctgeecg gtacgttcetg
ttctggctca tteccggaaac
agttgagaaa
ttcgttaata

ttgttgeggt

32

gcgtcatatt
agaagaactc
taagatcaac
gcagtttacec
ctttacgacce
cgccaccttt
tggtttcage
taacggtacg
tgcecggttat
gctgaaatgce
gattatcggc
gctctacact
caaaaatgtc
tatcggegte
gagattgggce

aacacacatc

81

gaggcggaag
aacgaaattc
cgtaacgtece
ggtatgaaca
acagaacaac
attgcggtgt
gtgatggcgt
gcttccagtg
gcgatgagcg
cgcgatttcg
gcgaccttcecce
gcgetgaaca
acgctggaac
tgatttcacg
acttggccgt

aggaattcaa

aagtattgeg
gtgaaagcect
gtcgtgetgt
tcatcatgta
agatgattgc
ttacggtaga
taggcactct
gcttgtectg
ccgegecagt
gtattacctg
tgacactgct
ttgegtttgt
atatcgaacg
ggeccggatgt

tgaggegttt

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

"1550



aaccatggceg
acaatccgcet
gtggttccag
tattaagatt
cagtggegca
cgcgaaageg
caaaggtaag
acgtcaggge
cgeggtgatg
tatggatgcg
atctaacgac
agttaaacat
gacggaaggt
tgecggtgage
ccecggacgta
tgaacégcca
agaagaactg
catgatgcag
ccecgtatcete
tattagtttt
aaaatcaact
gattaatggg
gattatttac
cggccagcetg
tttacaactt
cattggtcag
cgecctttgat
tattcgtgaa
aatatttgcee
taccgatatg
tggcgatatce

tgtgaaagca

cacaaattta
atggcggaga
accgaatgga
gccgtgecgg
aaaggtttecg
cgtggctacg
ccaatggata
caggaactgt
gcgattaccg
ctgaaagcgg
atcccggggg
tggétgatcg
cagggcttta
gaactgtcta
catggctata
aaatttaccg
gagaaaaaag
agggggtgtg
tcatttcgeg
gactgctatg
ctcttaaaaa
caggaaatgt
caggaactgc
ccgcataaag
aaacatcttg
tggecagatgg
gagccaacca
ctgcgaaaag
ctcagecgatg
cagcaggttg
tacggetggce

ccaggegtge
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ctaaagcecct
acctgaagcet
agtttgeccga
atggcgaaaa
ttatttgtac
atatgaaagt
cegttecget
ataaagagat
ccaacgaact
cecggattece
catttgacge
tcggtatgaa
aagcggccga
aagcacagge
aatccagcega
aagttaccga
gtttaggcgg
aacgaccagt
gcatcggtaa
ccggtcaggt
tecctcageag
ccttttececga
atctecgtgce
gcggeattgt
gtatggatat
ttgaaatcge
gctccctctce
aggggegggt
ccattactgt
accacgacgce
aaccgcgtag

gtacgccaat

ggcagecatt
cggttttetg
taaagccggg
aacattgaac
tececggaccecee
cattgcegtg
ggtgatgatg
gcagaaacgt
ggatacegcecc
ggaaaaacaa
tgccaactea
cgacagcacce
tatcatcgge
aaccggctte
aatgctttac
cgtggtactg
taagtaattt
gattcacgga
aacgtttcce
tcatgcgttg
caactatgeg
cacgaccgca
ggaaatgacc
gaatcgctca
tgacccggac
caaagcegetg
tgcccgtgaa
aatcttatac
ctttaaagat
gctggtgcag
ttatggcgag

aagtctggcg

82

ggtctggeag
gtgaagcaac
aaggatttag
gegatcecgaca
aaactcggcet
gatgaccagt
gcggcgacta
ggctgggatg
cgcegecgta
atttatcagg
atgetggtte
gtgctgggeg
attggcatta
tacggttcce
aactgggtag
atcacgcgtg
gccggaaaaa
gacgttatge
ggcgttaagg
atgggtgaaa
ccaaccacgg
gcacttaacg
gtcgeggaaa
ttgctgaatt
acgccgetga
gegegtaacg
atcgacaatc
gtttctcacc
ggacgttatg
gcgatggteg
gagcgcctac

gttcgecagtg

ccgttatgte
cggaagagce
ggtttgaggt
gcctggetge
ctgccatcgt
ttgttaacge
aaattggcga
tcaaagaaag
ctacgggate
tacctaccaa
aacatccgga
gcgtacgege
acggtgtgga
tgctgccaag
caaaagacgt
acaactttaa
ttccectetg
aacagtctac
cgctgacgga
atggecgcagg
gttctgtagt
cgggegtgge
acatctatct
atgaggcggg
aatatctctce
ccaaaattat
ttttecgegt
gtatggaaga
tcaaaacctt
ggcgcgacat
gtcttgatge

gtgaaattgt

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



tgggctgttt
gacgcaaatce
gagccacgcc
tattcccgtg
cggcggttgt
gctcaacate
gcaaaaagcc
acctacgcge
ggcggcegeag
tgccgaccgg
ggcagatgag
agtaaggaga
ttcagcttcg
atcgectgtg
ctggcaattt
gactttgacce
attaacctga
tgtggcctgg
ttggcaacga
ggtatcgaag
ccaatctgge
tttggtcgta
ccggttgtte
ggaattattc
ctgattgtta
atctcatatg
cttaatattt
atcttcgacc
tttagegttt
tggegaccce

aataagaaaa

<210> 60
<211> 27
<212> ADN

ggtctggtag
accgeccggte
attgeccgcag
cactccgttc
gtaatcaaca
aaaacgccgg
attctgggcce
ggcattgatg
ggcgtggcegg
attgtggtga
cgtcaggcac
gtatgatgtc
ggcgtatctg
ccatttttgt
ccatgtcggg
tttetgtcecge
ctgaaagcct
tcaatggcett
tgcagattgt
atgaaagctt
tcacegtcge
acaccctgge
gcaccaaaat
tggcttcacg
tctcegectg
tggtggcggg
ctectttege
gttacaagca
tttecccacca
cgtcacactg

gagaaggaat

<213> secuencia artificial

ES 2599 579 T3

gggcggggcyg
aggtttatat
gcatgatgct
gcgacaatat
acggttggga
gcgcggagea
gctggttate
ttggcgctaa
tgcetgtttgce
tgcgggaagg
tgageccttge
ttctgtttct
ggatcagtac
cccaaatttt
gatggtggct
ctccgtaatt
gtggattgge
tgttatcgece
tcgaggtctg
ctttgcecctt
gtgtctgatt
gattggcggg
tattatcttt
tatgaccagt
cgttttaggt
tatcttaatt
gcagtacgtg
aaaagcgaaa
tagccaaccg

tctatactta

tegg

tagcgaatta
cgaccaacag
ctgcececggaa
caacatcagt
agaaaacaat
actgatcatg
ggaagagatg
gcacgaaata
ctccagegac
tgaaatcgcc
gatgcctaaa
acatcggggt
ggcatgcetgg
gccaccttca
tgtggcatgt
gcctgtgegg
gtggcagcegg
aaactgaaaa
gcgtacateca
ggttacgcca
atctttggtt
aacgaagagg
gttctctcag
gggcagccaa
ggegtttete
ttaggcaccg
gttcgegget
cgcactgtcet
ccataacggt

catgtctgta

83

atgaaaggca
ccgatcgata
gatcgcaaag
gccagacgta
gcegatcace
aatctctcag
aaggtcattt
tataacgtaa

ttacctgaag

ggtgaattgt
gtcagccagg
ctggcgecace
tggtgtttge
ttaatatgaa
tgttctgect
gtgtcaccac
ggttgttget
taaatgctct
tttcagacgg
actggttcgg
tgctgcectgaa
ccgegegtet
gecctggtate
tgacgtcgat
tgaaaggtgg
tggaaaacgce
taatectget
gatgettttt
tggectgttcet

aagcgegtte

tgtttggcgg
ttcgtaaacc
cggaaggcat
aacatgtgcet
acattcgttc
gcggaaatca
tgctggatga
tttatgeget
tecteggegt
tacacgagca
ctgttgectg
taagtcgtca
ggtgctcttt
agggttgggce
cgcttecggt
ggcggtggtt
gggcgttcte
gatcacgaca
taaagcggtce
tctgeetgeg
taaaaccacce
ggegggtgta
agcgatagcc
tggttatgag
catcggaaaa
catgaacctg
ggecageggtg
tctgcaacaa

tegttgcaaa

tgcgcaacac

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

3744



10

15

20

25

30

<220>
<223> cebador

<400> 60
gggagctcac tagtcgatct gtgctgt 27

<210> 61

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 61
agccatggtt acctccggga aac 23

<210> 62

<211> 181

<212> ADN

<213> Actinoplanes missouriensis

<400> 62

ES 2599 579 T3

cgatctgtgc tgtttgccac ggtatgcage accagcgcga gattatggge tcgecacgete

gactgtcgga cgggggcact ggaacgagaa gtcaggcgag cegtcacgece cttgacaatg

ccacatcctg agcaaataat tcaaccacta aacaaatcaa ccgegtttce cggaggtaac

[

<210> 63

<211> 201

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR Pgi

<400> 63

gggagctcac tagtcgatct gtgetgtttg ccacggtatg cagcaccage gcgagattat

gggctegecae getcecgactgt cggacggggg cactggaacg agaagtcagg cgagccgtca

cgcccttgac aatgccacat cctgagcaaa taattcaacc actaaacaaa tcaaccgegt

ttcececggagg taaccatgge t

<210> 64

<211> 911

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> marcador de resistencia a cloranfenicol

<400> 64

gtgacggaag atcacttcgc agaataaata aatcctggtg tccctgttga taccgggaag

84

60
120
180

181

60
120
180

201

60



ccctgggeca
caccataatg
gctaaggaag
tggcategta
accgttcagce
tateccggect
gcaatgaaag
catgagcaaa
tttctacaca
aaagggttta
tttgatttaa
tattatacgc
tgtgatgget
cagggcgggag

gcctgaataa

<210> 65
<211> 7224
<212> ADN

acttttggceg
aaataagatc
ctaaaatgga
aagaacattt
tggatattac
ttattcacat
acggtgagct
ctgaaacgtt
tatattcgca
ttgagaatat
acgtggccaa
aaggcgacaa
teccatgtegg

cgtaattttt

g

<213> secuencia artificial

<220>

<223> plasmido construido

<400> 65

ggcttactat
aaggctgcac
actgactcge
ggagatttce
agccgttttt
agtggtggcg
tcgtgegete
gtttgtctca
tgtatgcacg
gagtccaace
agaggagtta

tgactgcgcet

gttggcactg
cggtgcgtca
tacgctcggt
tggaagatgc
ccataggcetce
aaacccgaca
tcctgttect
ttecacgect
aacccecegt
cggaaagaca
gtcttgaagt

cctccaagec
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aaaatgagac
actaccggge
gaaaaaaatc
tgaggecattt
ggcettttta
tecttgeecge
ggtgatatgg
ttcatcgete
agatgtggcg
gtttttegte
tatggacaac
ggtgctgatg
cagaatgctt

ttaaggcagt

atgagggtgt
gcagaatatg
cgttecgactg
caggaagata
cgcceecetg
ggactataaa
gcettteggt
gacactcagt
tcagteccgac
tgcaaaagca
catgcgececgg

agttacctcg

gttgatcgge
gtattttttg
actggatata
cagtcagttg
aagaccgtaa
ctgatgaatg
gatagtgttc
tggagtgaat
tgttacggtg
tcagccaatc
ttcttcgece
ccgetggega
aatgaattac

tattggtgce

cagtgaagtg
tgatacagga
cggcgagcegyg
cttaacaggg
acaagcatca
gataccagge
ttaccggtgt
tccgggtagg
cgcetgegect
ccactggcag
ttaaggctaa

gttcaaagag

85

acgtaagagg
agttatcgag
ccacegttga
ctecaatgtac
agaaaaataa
ctcatcecgga
acccttgtta
accacgacga
aaaacctgge
cctgggtgag
ccgttttcac
ttcaggttca
aacagtactg

cttaaacgce

cttcatgtgg
tatattccge
aaatggctta
aagtgagagg
cgaaatctga
gtttcccect
cattccgetg
cagttcgcetce
tatccggtaa
cagccactgg
actgaaagga

ttggtagctc

ttccaacttt
attttcagga
tatatcccaa
ctataaccag
gcacaagttt
attccgtatg
caccgtttte
ttteccggecag
ctatttcecet
tttcaccagt
catgggcaaa
tcatgcegtt
cgatgagtgg

tggttgctac

caggagaaaa
ttcctegetce
cgaacggggce
gcegeggeaa
cgctcaaatce
ggeggcetcecee
ttatggeccge
caagctggac
ctatcgtctt
taattgattt
caagttttgg

agagaacctt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

911

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720



cgaaaaaccg
aaaacgatct
atttatctct
atgtttgaca
acaccgette
ccgaagtatc
cgttgetgge
atattgattt
tcaacgacct
aagtcaccat
tgcaatttgg
tcgacattga
gtccagcggce
atgaaacctt
tgcttacgtt
tecgetgecga
ctaggcaggce
aatttgttea
ttegttcaag
agactatgcg
aggcacttgc
atcaatggca
cgtaattcgg
catgcctaag
tctagctaat
cgecgetttg
ttctttttct
cttgggatct
cqgttgetttt
atccgtetgg
gecctgtateg
atgtagctga

gattgttttc

ccctgcaagg
caagaagatc
tcaaatgtag
gecttatcatce
geggegegge
gactcaacta
cgtacatttg
gctggttacg
tttggaaact
tgttgtgcac
agaatggcag
tctggctatc
ggaggaactc
aacgctatgg
gtccecgecatt
ctgggcaatg
ttatcttgga
ctacgtgaaa
ccgacgecge
cgatctgttg
tgacectgeca
ccacccecte
aatctatgtt
gtttttaaga
gacagggctt
tcagccageg
gcccattett
agctgtaaag
gaacctttta
agggcagaaa
gggtctctag
agagatacaa

cagtgttcga

ES 2599 579 T3

cggttttttce
atcttattaa
cacctgaagt
gatggagcac
ttaattcagg
tcagaggtag
tacggectecg
gtgactgtaa
tecggetteee
gacgacatca
cgcaatqgaca
ttgctgacaa
tttgatccgg
aactcgececge
tggtacageg
gagcgectge
caagaagatc
ggcgagateca
ttegeggege
aaggtggttc
acgecgecettt
ctttttgagce
cagggtctcg
catcagaaag
cctctgetct
gctgtattac
ccttatttgt
ttttgttgat
cgecctctgge
gggctttteg
gcaccataaa
ggttgtttte

gtttttcagg

gttttcagag
tcagataaaa
cagccccata
aggatgacgc
agttaaacat
ttggcgtcat
cagtggatgg
ggettgatga
ctggagagag
tteegtggeg
ttcttgcagg
aagcaagaga
ttcctgaaca
ccgactggge
cagtaaccgg
cggcccagta
gettggectce
ccaaggtagt
ggcttaacte
taagectegt
gtagtcttgg
tgaatggtca
ccattgcettt
aggtattgca
atctgctegt
ggaaagtgcc
aaaaattgag
atttccgtaa
cagccctaga
accatcaaac
gccggttaag

tccaaaggtt

agtggcetgt

86

caagagatta
tatttctaga
cgatataagt
ctaacaattc
catgagggaa
cgagecgecat
cggectgaag
aacaacgcgg
cgagattcte
ttatccagcet
tatcttegag
acatagcgtt
ggatctattt
tggcgatgag
caaaatcgcg
tcagecegte
gcgcgcagat
cggcaaataa
aagcgttaga
acttgcgatg
cctgttgtgt
taaaatttat
ttgtctgctg
cgcatgctat
tttttttett
gatttttggg
ggtgggatgg
tgtctttgga
ggctccatag
catctcgatg
tggggtgttg
tgttceccgece

tttgaccatt

cgcgcagacce
tttcagtgca
tgtaattcte
attcaagcecceg
gcggtgateg
ctcgaaccga
ccacacagtg
cgagctttga
cgcgetgtag
aagcgcgaac
ccagccacga
gcecttggtag
gaggcgctaa
cgaaatgtag
ccgaaggatg
atacttgaag
cagttggaag
tgtctaacaa
gagetgggga
gcatcgggge
gcatgagecaa
aattatctat
ggtcaagttc
cagcttttet
ccacatatct
cttttaggecg
gtgcctgaat
ctctttgatg
aagccgcata
cgtttaaacg
tttcatecage
attgctgggt

ctggagacat

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



accaaagaac
ctgaatttta
ttcgtttagt
caggctegeg
gttcggcatg
atttctttce
tgagtactga
tgttgtgaaa
ttggegaaca
ggtagcttga
tttgtctaaa
gctgaaagct
taattttaca
ctcaccagtg
cctctgactt
tggctgettt
ttttgattat
tagacggttt
tttagggata
cctgecectegg
ttttagctac
gctttacggt
cgttccaate
ttgttggaaa
catcccaatc
tagtaagaga
ctgggcttaa
catactttte
ccaaggctaa
ctttatcgtc
gaatattgtt

caccagcgeg

agttctatgg
ttcagcatag
tecttttctat
getttaatceg
ttttaactgce
ctagtagcga
atttattctg
gctacgeggt
tgctttgcaa
gatagtgcca
gggacgaggt
tttattccag
aattcttcac
gcttgattga
ttaactggca
ctcaattttg
acctattcat
aatcaatatt
ttttcacgat
aaaaaccatg
tggggaaaga
ttgtttagge
tttteegtgt
cgcggettta
ataggcaata
cgttcttacg
aaagccgact
gtcatttttt
ccctttaaaa
atacatcaag
aaatgatatt

agattatggg

ES 2599 579 T3

cctgcacace
atttaacatc
ctgggtcage
tgccaactgt
tttaatttga
actggaattg
attegtettg
cgccattgaa
tgattttagce
gttttttttce
ctttgctgat
cggctectag
tatcaacacg
ccagaatgtt
caaccatacc
tcgeccatatt
cgaatgaggc
g;tagacccc
tcecectttcett
agaaagctgt
gataaggcag
gcaactgtct
atcatctgtt
atcgctccga
tggacagaag
ccgetggtge
actgaaatcg
acattgatge
ccactgcttg
aaggctacat
ccteggetag

ctcgcacgcet

gttttttcta
tgctgatggg
gttttgtgtt
tttatgtttt
gaaaagacca
tttttccgaa
cttttggage
aacgaaatta
tttttctaat
ttgtgcgtta
gcctttgtet
ttcaaaagtt
tctgtaagtc
atcatctegt
ttcgatgaaa
tgataaacct
aaggtctatc
ttcacagatt
agttcttcct
tggttatata
ggtatttgta
ttttaagacc
ctttaggtgg
ctaatagcga
atgeccttttce
ttaataattt
cgtctatege
tgccagtaaa
ttccgegtaa
taccgegate
tcgatctgtg

cgactgtcgg

87

agaggctttce
tcagtagagc
tegcggecte
tcaaacctaa
gaggaaataa
ggaaaaaagc
gtotttttge
ggattaataa
tcggctagac
agaaagtcct
tgaagtatcc
agcgcgatat
gtcacatgag
cctaatcgag
ggattctegt
ttaatcaaaa
aattttacce
ctgaaaatcg
agtggggaaa
cacgggcaaa
aaattaaaac
gcgtttaace
gagccagttt
tgctgctctt
aacgattttt
tacgccagcet
actttcageg
atgggetteg
ttctgcgece
atctgttcgg
ctgtttgcea

acgggggecac

cegtttettt
ctttgagtat
gcgtcatatg
agattgcata
tccagcectat
aattcegtag
gttctataac
aataccatcc
ctecttgcaaa
ctaaaacgaa
aaaccagaac
tggtgctaaa
tgccttgecat
ataactgaac
catatctgat
aaaccacatt
ctttttttga
acttcecctat
ttcgttgaat
gccaccctat
cggatttttc
atcaaaagat
tcaacttttt
tgtectacag
cggagagttt
ttaatttttt
atataaagat
cgactgctte
tgaagtgtat
atagagtcag
cggtatgcag

tggaacgaga

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620



agtcaggcga
aaacaaatca
taacgccacg
cggtcgcagg
ttacecgatca
tcggtgecagce
acagcectgat
ccagcgtaga
cttacaccgce
tcagtatgta
cgttecagtta
tgctgattat
gtecatattga
aagaactcaa
agatcaaccg
agtttacegyg
ttacgaccac
ccacctttat
gtttcagcgt
acggtacggce
cecggttatge
tgaaatgceg
ttatcggege
tctacactgc
aaaatgtcac
tcggegtetyg
gattgggcac
cacacatcag
tcgcagaata
ggcgaaaatg
gatcactacc
tggagaaaaa

attttgagge

gcegtecacge
accgegttte
ttetttgegg
attgttattt
ctttgtgcetg
aattggtgceg
ggegggggce
gatgttaate
tcctetgtat
ccagttgatg
tageggtaac
tctggtagte
ggcggaagaa
cgaaattcgt
taacgtcegt
tatgaacatce
agaacaacag
tgeggtgttt
gatggcgtta
ttccagtgge
gatgagcgce
cgattteggt
gaccttccetg
gctgaacatt
gectggaacat
atttcacggg
ttggcegttg
gaattctgea
aataaatcct
agacgttgat
gggcgtattt
aatcactgga

atttcagtca

ES 2599 579 T3

ccttgacaat
ccggaggtaa
gatacgcgge
ggtcttgata
accagtcgtt
ctgtttaatg
atcectgtttg
gecegetegtg
ctttctgaaa
gtcacactcg
tggcegegcaa
ttecectgecaa
gtattgegta
gaaagcctga
cgtgetgtgt
atcatgtact
atgattgcga
acggtagata
ggcactctgg
ttgtcctgge
gegecagtgg
attacctgtt
acactgcttg
gcgtttgtgg
atcgaacgeca
ccggatgtge
aggcgtttgt
gatatccatc
ggtgtccctg
cggcacgtaa
tttgagttat
tataccaccqg

gttgctcaat

gccacatect
ccatggttac
gtatgaatat
tcggcgtaat
tgcaggaatg
gttggctgtc
tacteggtte
tggtgetggg
tggcaagtga
gcatcgtgcet
tgttgggggt
atagccegeg
tgctgegega
agttaaaaca
ttcteggtat
acgcgccgeg
ctetggtegt
aagcagggcg
tgetgggceta
tetetgttgg
tgtggatcct
cgaccaccac
atagcattgg
gcattacttt
aactgatgge
tgtacateceg
ctegttectt
acactggegg
ttgataccgg
gaggttccaa
cgagattttc
ttgatatatc

gtacctataa

88

gagcaaataa
tatcaatacg
gtttgttteg
cgccggageg
ggtggttagt
gttcegectg
tatagggtcce
cattgectgte
aaacgttcge
ggegttttta
tettgettta
ctggctggcg
tacgteggaa
gggcggttygg
gttgttgcag
tatcttcaaa
agggctgacc
taaaccgget
ttgcctgatg
catgacgatg
gtgctctgaa
gaactgggtg
cgctgeeggt
ctggctcatt
aggcegagaag
gccctttttt
attcagcctt
ccgegtgacg
gaagccctgg
ctttcaccat
aggagctaag
ccaatggcat

ccagaccegtt

ttcaaccact
gaatctgett
gtagctgctg
ttgcecgttca
agcatgatge
gggcgtaaat
gettttgega
gggatcgegt
ggtaagatga
tccgatacag
ccagecagtte
gaaaagggge
aaagcgcgag
gcactgttta
gcgatgcage
atggcggget
tttatgttcg
ctgaaaattg
cagtttgata
atgtgtattg
attcagccgce
tcgaatatga
acgttetgge
ccggaaacca
ttgagaaata
cgttaataga
gttgcggtaa
gaagatcact
gccaactttt
aatgaaataa
gaagctaaaa
cgtaaagaac

cagctggata

4680
4740
4800
4860
4920
4580
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



ttacggecett
acattcttge
agctggtgat
cgtttteate
cgcaagatgt
atatgttttt
ccaatatgga
acaaggtgct
tcggcagaat
ttttttaagg
taatgcgeta
<210> 66

<211>9418
<212> ADN

tttaaagace
ccgectgatg
atgggatagt
gctctggagt
ggcgtgttac
cgtctcagee
caacttctte
gatgccgetg
gcttaatgaa
cagttattgg

geggagtgta

<213> secuencia artificial

<220>

<223> plasmido construido

<400> 66

ctagtcgatc
cgctcgactg
caatgccaca
gtaaccatgg
tcacaatccg
ccgtggttece
gttattaaga
gccagtggeg
gtcgcgaaag
gccaaaggta
gaacgtcagg
agcgeggtga
tctatggatg
aaatctaacg
gaagttaaac

gcgacggaag

tgtgctgttt
tcggacgggg
tcctgagecaa
cgcacaaatt
ctatggcgga
agaccgaatg
ttgecegtgec
caaaaggttt
cgcgtggcta
agccaatgga
gccaggaact
tggcgattac
cgctgaaagce
acatccecggg
attggctgat

gtcagggctt

ES 2599 579 T3

gtaaagaaaa
aatgctcatce
gttcaccctt
gaataccacg
ggtgaaaacc
aatccctggg
gcececegttt
gcgattcagg
ttacaacagt
tgcccttaaa

tact

gccacggtat
gcactggaac
ataattcaac
tactaaagce
gaacctgaag
gaagtttgcce
ggatggcgaa
cgttatttgt
cgatatgaaa
taccgtteccg
gtataaagag
cgccaacgaa
ggccggatte
ggcatttgac
cgtcggtatg

taaagcggcce

ataagcacaa
cggaattccg
gttacaccgt
acgatttccg
tggecctattt
tgagtttcac
tcaccatggg
ttcatcatge
actgcgatga

cgcctggttg

gcagcaccag
gagaagtcag
cactaaacaa
ctggcagcca
cteggtttte
gataaagcceg
aaaacattga
actceggacce
gtcattgceg
ctggtgatga
atgcagaaac
ctggataccg
ccggaaaaac
gctgccaact
aacgacagca

gatatcatcg
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gttttatceg
tatggcaatg
tttccatgag
gcagtttcta
ccctaaaggg
cagttttgat
caaatattat
cgtttgtgat
gtggcaggge

ctacgcctga

cgcgagatta
gcgageegte
atcaaccgeg
ttggtctgge
tggtgaagca
ggaaggattt
acgcgatcga
ccaaactcgg
tggatgacca
tggcggcgac
gtggctggga
ccegecgeeg
aaatttatca
caatgétggt
ccgtgetggg

gcattggcat

gcetttatte
aaagacggtg
caaactgaaa
cacatatatt
tttattgaga
ttaaacgtgg
acgcaaggcg
ggcttcecatg

ggggcgtaat

ataagttaat

tgggctegeca
acgcccttga
ttteccggag
agccgttatg
accggaagag
agggtttgag
cagecctggcet
ctetgecatce
gtttgttaac
taaaattgge
tgtcaaagaa
tactacggga
ggtacctace
tcaacatccg
cggecgtacge

taacggtgtg

6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200

7224

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

960



gatgcggtga
agcccggacyg
gttgaaccgce
aaagaagaac
tgcatgatge
acccegtate
gatattagtt
ggaaaatcaa
gtgattaatg
gcgattattt
ctecggecage
ggtttacaac
tccattggtce
atcgcetttg
gttattcgtg
gaaatatttg
tttaccgata
attggcgata
gctgtgaaag
gttgggctgt
gggacgcaaa
ccgagccacg
attattecccg
ctcggeggtt
tcgctcaaca
cagcaaaaag
gaacctacge
ctggeggege
gttgccgace
caggcagatg
tgagtaagga
cattcagctt

ttategecectg

gcgaactagte
tacatggcta
caaaatttac
tggagaaaaa
agagggggtg
tctcattteg
ttgactgeta
ctctettaaa
ggcaggaaat
accaggaact
tgeecgeataa
ttaaacatct
agtggcagat
atgagccaac
aactgcgaaa
cectcagega
tgcagcaggt
tctacggctg
caccaggcgt
ttggtctggt
tcaccgecgg
ccattgccge
tgcactcegt
gtgtaatcaa
tcaaaacgcee
ccattetggg
geggeattga
agggegtgge
ggattgtggt
agecgtcagge
gagtatgatg
cgggegtate

tgccattttt

ES 2599 579 T3

taaagcacag
taaatccage
cgaagttace
aggtttagge
tgaacgacca
cggcatcggt
tgcecggtcecag
aatcctcagce
gtecttttec
gcatctegtyg
aggcggcatt
tggtatggat
ggttgaaatce
cagectecccte
agaggggcgg
tgeccattact
tgaccacgac
gcaaccgegt
gcgtacgcca
aggggcgggag
tcaggtttat
aggcatgatg
tcgegacaat
caacggttgg
gggegeggag
ccgetggtta
tgttggeget
ggtgctgttt
gatgcgggaa
actgagcctt
tcttetgttt

tgggatcagt

gtcccaaatt

gcaaccggct
gaaatgcettt
gacgtggtac
ggtaagtaat
gtgattcacg
aaaacgttte
gttcatgegt
ggcaactatg
gacacgaccg
ccggaaatga
gtgaatcget
attgaccegg
gccaaagcge
tctgecegtg
gtaatcttat
gtctttaaag
gcgetggtge
agttatggcg
ataagtctgg
cgtagcgaat
atcgaccaac
ctectgeeccgg
atcaacatca
gaagaaaaca
caactgatca
tcggaagaga
aagcacgaaa
gecctccageg
ggtgaaatcg
gcgatgcecta
ctacateggg
acggecatgcet

ttgccacctt
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tctacggttc
acaactgggt
tgatcacgeg
ttgecggaaa
gagacgttat
ccggegttaa
tgatgggtga
cgccaaccac
cagcacttaa
cecgtegegga
cattgctgaa
acacgecget
tggcgegtaa
aaatcgacaa
acgtttctca
atggacgtta
aggcgatggt
aggagcgcct
cggttegeag
taatgaaaqggqg
agccgatcga
aagatcgcaa
gtgccagacqg
atgeccgatca
tgaatctctc
tgaaggtcat
tatataacgt
acttacctga
ccggtgaatt
aagtcagcca
gtetggegea
ggtggtgtte

cattaatatg

cctgctgececa
agcaaaagac
tgacaacttt
aattccccte
gcaacagtct
ggegetgacg
aaatggcgca
gggttctgta
cgcgggegtyg
aaacatctat
ttatgaggeg
gaaatatcte
cgccaaaatt
tctttteege
ccgtatggaa
tgtcaaaace
cgggcgegac
acgtcttgat
tggtgaaatt
catgtttggce
tattcgtaaa
agcggaaggc
taaacatgtg
ccacattcegt
aggcggaaat
tttgctggat
aatttatgeg
agtcctcgge
gttacacgag
ggectgttgee
cctaagtcgt
gcggtgctcet

aaagggttgg

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



gcctggeaat
gtgactttga
ttattaacct
tctgtggecet
cattggcaac
tceggtatcga
cgccaatcetg
cetttggteg
taccggttgt
ccggaattat
agctgattgt
aaatctcata
tgcttaatat
tgatcttega
aatttagcgt
aatggcgacc
acaataagaa
agatcactte
caacttttgg
tgaaataaga
agctaaaatg
taaagaacat
gctggatatt
ctttattcac
agacggtgag
aactgaaacg
catatattcg
tattgagaat
aaacgtggcece
gcaaggcgac
cttccatgtce

ggcgtaattt

ttccatgteg
cctttetgte
gactgaaagc
ggtcaatggc
gatgcagatt
agatgaaagc
gctcaccgte
taacaccctg
tcgecaccaaa
tctggettca
tatctecgee
tgtggtggceg
ttctcecttte
cegttacaag
tttttcecac
ceccgteacac
aagagaagga
gcagaataaa
cgaaaatgag
tcactaccgg
gagaaaaaaa
tttgaggcat
acggcecctttt
attcttgecee
ctggtgatat
ttttcatege
caagatgtgg
atgtttttcg
aatatggaca
aaggtgctga
ggcagaatgc

ttttaaggca
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gggatggtgg
gcetecgtaa
ctgtggattg
tttgttatcg
gttcgaggtc
ttetttgece
gcgtgtctga
gcgattggeg
attattatct
cgtatgacca
tgegttttag
ggtatcttaa
gcgcagtacg
caaaaagcga
catagccaac
tgtctatact
attctgcaga
taaatecctgg
acgttgatcg
gcgtattttt
tcactggata
ttcagtcagt
taaagacecgt
gcctgatgaa
gggatagtgt
tectggagtga
cgtgttacgg
tctcagccaa
acttcttege
tgececgetgge
ttaatgaatt

gttattggtg

cttgtggcat
ttgcctgtge
gegtggcage
ccaaactgaa
tggegtacat
ttggttacge
ttatctttgg
ggaacgaaga
ttgttctcte
gtgggcagce
gtggcgttte
ttttaggcac
tggttegegg
aacgcactgt
cgccataacg
tacatgtctg
tatccatcac
tgtccetgtt
gcacgtaaga
tgagttatcg
taccaccgtt
tgctcaatgt
aaagaaaaat
tgctcatceg
tcacccttgt
ataccacgac
tgaaaacctg
tceectgggtg
ccecegttttce
gattcaggtt
acaacagtac

cccttaaacg
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gttgttctge
gggtgtcace
ggggttgttg
aataaatgcet
catttcagac
caactggttc
tttgctgctg
ggcecgegegt
aggecctggta
aatgacgteg
tctgaaaggt
cgtggaaaac
cttaatcctg
ctgatgettt
gttggctgtt
taaagcgegt
actggcggec
gataccggga
ggttccaact
agattttcag
gatatatecce
acctataacc
aagcacaagt
gaattccgta
tacaccgttt
gattteecgge
gcctatttcee
agtttcacca
accatgggca
catcatgcceg
tgcgatgagt

cctggttgcet

ctcgettceeg
acggeggtgg
ctgggcgttc
ctgatcacga
ggtaaagcgg
ggtctgcectg
aataaaacca
ctggcgggtyg
tcagcgatag
attggttatg
ggcatcggaa
gccatgaace
ctggcagcgg
tttetgcecaac
cttcgttgca
tctgegeaac
gcgtgacgga
agecetggge
ttcaccataa
gagctaagga
aatggcatcg
agaccgttca
tttatccgge
tggcaatgaa
tccatgagceca
agtttctaca
ctaaagggtt
gttttgattt

aatattatac

tttgtgatgg

ggcagggcgg

acgcectgaat

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860



aagttaatta
gtcagtgaag
tgtgatacag
tgcggecgage
tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
gtttaccggt
gttccgggta
accgetgege
caccactgge
ggttaaggcet
cggttcaaag
tcgttttcag
aatcagataa
gtcagcecca
acaggatgac
ggagttaaac
agttggegtce
cgcagtggat
aaggcttgat
ccctggagag
cattcecgtgg
cattcttgca
aaaagcaaga
ggttcctgaa
gcecgactgg
cgcagtaacce
gceggeccag
tegettggece
caccaaggta
gcggcttaac

tctaagecete

atgcgctage
tgcttecatgt
gatatattcc
ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
gegtttceee
gtcattccge
ggcagttcge
cttatcecggt
agcagccact
aaactgaaag
agttggtagce
agcaagagat
aatatttcta
tacgatataa
gcctaacaat
atcatgaggg
atcgagcgcee
ggcggectga
gaaacaacgce
agcgagattc
cgttatccag
ggtatcttcg
gaacétagcg
caggatctat
gctggcgatg
ggcaaaatcg
tatcageceeq
tcgegegeag
gtcggcaaat
tcaagecgtta

gtacttgcga
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ggagtgtata
ggcaggagaa
gcttcctege
tacgaacggg
gggccgegge
gacgctcaaa
ctggecggete
tgttatggec
tccaagctgg
aactategte
ggtaattgat
gacaagtttt
tcagagaace
tacgcgcaga
gatttcagtg
gttgtaatte
tcattcaage
aagcggtgat
atctcgaacce
agccacacag
ggcgagcttt
tccgegetgt
ctaagcgcga
agccagccac
ttgccttggt
ttgaggcgcet
agcgaaatgt
cgccgaagga
tcatacttga
atcagttgga
aatgtctaac
gagagctggg

tggcatecggqg

ctggcttact
aaaaggctgc
tcactgactc
gcggagattt
aaagcegttt
tcagtggtgg
cctegtgege
gegtttgtct
actgtatgca
ttgagtccaa
ttagaggagt
ggtgactgcg
ttcgaaaaac
ccaaaacgat
caatttatct
tcatgtttga
cgacaccgct
cgceccgaagta
gacgttgctg
tgatattgat
gatcaacgac
agaagtcacc
actgcaattt
gatcgacatt
aggtccagcg
aaatgaaacc
agtgcttacg
tgtcgectgec
agctaggecag
agaatttgtt
aattcgttca
gaagactatg

gcaggcactt
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atgttggcac
accggtgcgt
gctacgctcg
cctggaagat
ttccataggce
cgaaacccga
tcteetgtte
cattccacgce
cgaaccccecee
cccggaaaga
tagtecttgaa
ctectecaag
cgecctgeaa
ctcaagaaga
cttcaaatgt
cagettatca
tcgeggegeqg
tcgactcaac
gccgtacatt
ttgctggtta
cttttggaaa
attgttgtgce
ggagaatggc
gatctggcta
gcggaggaac
ttaacgctat
ttgtceegea
gactgggcaa
gcttatcttg
cactacgtga
agccgacgcee
cgcgatctgt

gctgacctge

tgatgagggt
cagcagaata
gtegttcgac
gccaggaaga
tececgeeccee
caggactata
ctgccttteg
ctgacactca
gttcagtceg
catgcaaaagqg
gtecatgegee
ccagttacct
ggeggttttt
tcatcttatt
agcacctgaa
tcgatggage
gcttaattca
tatcagaggt
tgtacggcte
cggtgactgt
cttcggette
acgacgacat
agcgcaatga
tcttgctgac
tctttgatce
ggaactcgece
tttggtacag
tggagcgect
gacaagaaga
aaggcgagat
gcttegegge
tgaaggtggt

caacgecgect

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

54€0

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

€000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840



ttgtagtctt
gctgaatggt
cgccattgcet
agaggtattg
ctatctgcetce
acggaaagtg
gtaaaaattg
atatttcegt
gccagcecta
cgaccatcaa
aagccggtta
tcteccaaaqqg
ggagtggect
ccgtttttte
tectgetgatg
gegttttgtg
gttttatgtt
gagaaaagac
tgtttttecg
tgcttttgga
aaaacgaaat
gctttttcta
tcttgtgegt
atgcctttgt
agttcaaaag
cgtctgtaag
ttatcatcte
ccttcgatga
tttgataaac
gcaaggtcta
ccttcacaga

ttagttctte

ggcctgttgt
cataaaattt
ttttgtctge
cacgcatgcet
gtttttttte
ccgatttttg
agggtgggat
aatgtetttg
gaggcteccat
accatctcga
agtggggtgt
tttgttcege
gttttgacca
taagaggctt
ggtcagtaga
tttegeggee
tttcaaacct
cagaggaaat
aaggaaaaaa
gegtettttt
taggattaat
attcggctag
taagaaagte
cttgaagtat
ttagcgegat
tcgtcacatg
gtcctaateg
aaggattcte
ctttaatcaa
tcaattttac

ttctgaaaat

ctagtgggga
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gtgcatgage
ataattatct
tgggtcaagt
atcagctttt
ttccacatat
ggcttttagg
gggtgcctga
gactctttga
agaagccgeca
tgcgtttaaa
tgtttcatca
ccattgetgg
ttctggagac
tccegtttet
gcctttgagt
tecgegteata
aaagattgca
aatccagect
gcaattccgt
gcgttctata
aaaataccat
acctcttgeca
ctctaaaacg
ccaaaccaga
attggtgcta
agtgcettge
agataactga
gtcatatctg
aaaaaccaca
ccettttttt
cgacttcecct

aattcgttga

aaatcaatgg
atcgtaattce
tccatgcecta
cttctageta
ctegecegett
cgttettttt
atcttgggat
tgcgttgett
taatccgtcet
cggcctgtat
gcatgtagcet
gtgattgttt
ataccaaaga
ttctgaattt
atttcgttta
tgcaggceteg
tagttcggca
atatttcettt
agtgagtact
actgttgtga
ccttggcgaa
aaggtagctt
aatttgtcta
acgctgaaag
aataatttta
atctcaccag
accctctgac
attggcectget
ttttttgatt
gatagacqggt
attttaggga

atecctgecte
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caccacccce
ggaatctatg
aggtttttaa
atgacagggce
tgtcagccag
ctgcccattce
ctagctgtaa
ttgaaccttt
ggagggcaga
cggggtctct
gaagagatac
tccagtgtte
acagttctat
tattcagcat
gttcttttet
cggctttaat
tgttttaact
ccctagtage
gaatttatte
aagctacgceg
catgetttge
gagatagtgc
aagggacgag
cttttattcc
caaattcttc
tggcttgatt
ttttaactgg
ttctcaattt
atacctattc
ttaatcaata
tattttcacg

ggaaaaacca

tcetttttga
ttcagggtcet
gacatcagaa
ttcctetget
cggctgtatt
ttccttattt
agttttgttg
tacgectcetg
aagggetttt
aggcaccata
aaggttgttt
gagtttttca
ggcctgecaca
agatttaaca
atctgggtca
cgtgeccaact
gctttaattt
gaactggaat
tgattegtct
gtcgecattg
aatgatttta
cagttttttt
gtctttgetg
agcggctcct
actatcaaca
gaccagaatg
cacaaccata
tgtegecata
atcgaatgag
ttgatagacc
attccctttce

tgagaaagct

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



gttggttata

agggtatttg

ctttttaaga
ttctttaggt
gactaatage
agatgccttt
gcttaataat
cgcgtctatce
gctgcecagta
tgttcegegt

attaccgega

tacacgggca
taaaattaaa
ccgegtttaa
gggagccagt
gatgctgctce
tcaacgattt
tttacgccag
gcactttcag
aaatgggctt
aattctgcege

tcatctgtte
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aagccaccct
accggatttt
ccatcaaaag
tttcaacttt
tttgtcctac
ttcggagagt
ctttaatttt
cgatataaag
cgcgactgcet
cctgaagtgt

ggatagagtc

atttttagct
tegetttacg
atcgttccaa
ttttgttgga
agcatcccaa
tttagtaaga
ttctgggett
atcatacttt
tcccaagget
atctttatcg

aggaatattg
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actggggaaa
gtttgtttag
tctttteegt
aacgeggcett
tcataggcaa
gacgttctta
aaaaagccga
tcgtcatttt
aaccctttaa
tcatacatca

ttaaatgata

gagataaggc
gcgcaactgt
gtatcatctg
taatcgetcece
tatggacaga
cgecegetggt
ctactgaaat
ttacattgat
aaccactgct
agaaggctac

ttecctcegg

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9418
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante del género Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir
etanol, dicho microorganismo comprende al menos un gen heterélogo que codifica un simportador de protones de
arabinosa, en donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo.

2. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1 en donde el simportador de protones de arabinosa
esta codificado por la region codificante de un gen araE.

3. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en donde la utilizaciéon de arabinosa se mejora en al
menos aproximadamente 10% en comparacién con un microorganismo original en donde dicho microorganismo
original carece del al menos un gen heterélogo que codifica un simportador de protones de arabinosa.

4. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en donde la cepa utiliza adicionalmente xilosa para
producir etanol.

5. Un proceso para generar un microorganismo recombinante del género Zymomonas o Zymobacter que tiene
mayor utilizacion de arabinosa que comprende:

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utilice arabinosa para producir etanol en
condiciones adecuadas; y

b) introducir al menos un gen heterélogo que codifique un simportador de protones de arabinosa en la cepa de (a)
para la expresion de dicho simportador.

6. El proceso segun la reivindicacion 5, que comprende ademas adaptar la cepa ya sea antes o después de la
etapa (b), o tanto antes como después de la etapa (b), mediante cultivo en serie en medio que contiene arabinosa
como la unica fuente de carbono mediante el cual se produce una cepa adaptada y en donde dicha cepa ha
mejorado adicionalmente la utilizacién de arabinosa en comparacion con la cepa sin adaptacion.

7. El proceso segun la reivindicacion 6, en donde la cepa adaptada utiliza de manera adicional xilosa y
glucosa para la produccion de etanol en medio de azucares mezclados que comprende arabinosa, xilosa y glucosa.

8. Un proceso para producir etanol que comprende:

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanal,
dicha cepa comprende al menos un gen heterélogo que codifica un simportador de protones de arabinosa, en donde
dicho simportador es expresado por dicha cepa; y

b) cultivar la cepa de (a) en un medio que comprende arabinosa a través del cual la arabinosa es convertida en
etanol.

9. El proceso segun la reivindicacion 8 en donde el simportador de protones de arabinosa esta codificado por
la region codificante de un gen araE.

10. El proceso segun la reivindicacion 8, en donde la utilizacion de arabinosa se mejora en al menos
aproximadamente 10% en comparacién con un microorganismo original en donde dicho microorganismo original
carece de un gen heterélogo que codifica un simportador de protones de arabinosa.

11. El proceso segun la reivindicacion 8 en donde la cepa de (a) ademas es capaz de utilizar xilosa y glucosa
para producir etanol.

12. El proceso segun la reivindicacion 8 en donde la cepa de (a) se ha adaptado mediante cultivo en serie en
medio que contiene arabinosa como la Unica fuente de carbono mediante el cual se produce una cepa adaptada
para arabinosa en donde dicha cepa adaptada para arabinosa ha aumentado la produccién de etanol en
comparacion con la cepa de (a) que no ha sido adaptada.

13. El proceso segun la reivindicacion 8 en donde la conversion de arabinosa en etanol se ve aumentada con
respecto a la conversion de arabinosa en etanol mediante una cepa original recombinante sin al menos un gen
heterélogo que codifica un simportador de protones de arabinosa.

14. El proceso de la reivindicacion 8 en donde el medio comprende ya sea una mezcla de azucares que
comprende arabinosa o arabinosa como azucar Unico.

15. Un método para mejorar la utilizacién de arabinosa mediante un microorganismo que utiliza arabinosa que
comprende:

(a) proporcionar un microorganismo que utiliza arabinosa, donde dicho microorganismo se selecciona del grupo que
consiste en una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanol;
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(b) introducir en el genoma de dicho microorganismo al menos un gen heterélogo que codifica un simportador de
protones de arabinosa, donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo; y

(c) poner en contacto el microorganismo de (b) con un medio que comprende arabinosa, donde dicho
microorganismo metaboliza dicha arabinosa con una mayor velocidad en comparacion con dicho microorganismo
que no presenta el simportador de protones de arabinosa.
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