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DESCRIPCION
Proceso para producir acidos dicarboxilicos empleando células fungicas
La presente invencion se refiere a un proceso para la produccién de un acido dicarboxilico.

Se conocen varios procesos para la produccion de un acido dicarboxilico. EI documento W02007/061590 describe
un proceso para la produccion de malato y succinato en presencia de un 21% de oxigeno y de hasta un 15% de
diéxido de carbono. Se demostré que en presencia de un 10% de didéxido de carbono se producia una cantidad
mayor de malato y succinato en comparacion con un 0% de dioxido de carbono afiadido.

El documento WO02008/144626 muestra que la adicion de didxido de carbono de hasta el 10% v/v aumentaba los
niveles de produccién de acido malico y acido succinico por una célula de levadura recombinante, pero
concentraciones mayores de didxido de carbono no aumentaban estos niveles adicionalmente.

El documento W02011/023700 describe un aumento en la produccion de acido malico y acido succinico por una
levadura recombinante fermentando la levadura recombinante en presencia de una concentracién de diéxido de
carbono que varia entre el 25% y el 75% v/v.

Una desventaja de los procesos descritos en los documentos W02007/061590, W0O2008/144626 y W0O2011/023700
es que tiene que afadirse una corriente diferente de gas didxido de carbono a la fermentacion ademas de aire.

El documento W02010/118932 describe un proceso anaeroébico para la produccion de acido dicarboxilico y etanol.
La produccion de etanol permitid la produccion de energia para el mantenimiento de la célula, y la produccion
simultanea de diéxido de carbono influiria positivamente en la produccion de acido dicarboxilico. Una desventaja de
un proceso descrito en el documento W0O2010/118932 es que las condiciones anaerdbicas limitan los medios para el
mantenimiento celular y reduce el rendimiento de acido dicarboxilico.

El documento US2327191A describe un proceso para la produccion de acido fumarico y sales de acido fumarico por
hongos o mohos. En el proceso, el tipo aerdbico deseado de fermentaciéon puede lograrse por agitacion mecanica
adecuada o pasando una corriente de aire a través del medio o ambos a una presion de aire mayor que la presion
atmosférica. En lugar de aire, puede usarse una mezcla de gases adecuados que contienen oxigeno.

La presente descripcion pretende proporcionar un método mejorado para la producciéon fermentativa de un acido
dicarboxilico que supera las desventajas resumidas anteriormente.

Sumario

La presente invencién se refiere a un proceso para producir un acido dicarboxilico, que comprende fermentar una
cepa de levadura en un recipiente que comprende un medio adecuado de fermentacién, que comprende afiadir un
gas que comprende de aproximadamente el 21 a aproximadamente el 35% v/v de oxigeno y menos de
aproximadamente el 0,1% v/v de didxido de carbono al medio de fermentacion, y mantener una presion parcial
promedio de dioxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en el medio de fermentacion, y
producir el acido dicarboxilico, donde el gas es aire enriquecido con oxigeno.

El aire enriquecido con oxigeno es aire con una concentracion aumentada de oxigeno en comparacion con el aire.

Una combinacién de enriquecimiento con oxigeno y sobrepresion puede usarse, por tanto, para conseguir la
invencion.

Se ha descubierto que puede obtenerse un rendimiento 6ptimo de acido dicarboxilico a una presiéon parcial de
diéxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar).

Una ventaja de un proceso de acuerdo con la presente invencion es que no hay necesidad de una corriente diferente
de gas dioxido de carbono para una presion parcial suficientemente alta de diéxido de carbono.

Definiciones
Las expresiones "acido dicarboxilico" y "dicarboxilato”, tales como "acido succinico, o acido malico" y "succinato y
malato" tienen el mismo significado en este documento y se usan de forma intercambiable, siendo la primera la

forma hidrogenada de la ultima.

El término fermentar o fermentaciéon, como se usa en este documento, se refiere a la produccién microbiana de
compuestos, tales como alcoholes o acidos a partir de carbohidratos.

Una levadura modificada genéticamente o recombinante, o célula de levadura modificada genéticamente o
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recombinante de acuerdo con la presente descripcion, se define en este documento como una célula que contiene
una alteraciéon de un gen o contiene, o se transforma o modifica genéticamente con una secuencia de nucleétidos
que no existe de forma natural en la célula de levadura, o contiene una copia o copias adicionales de una secuencia
enddgena de acido nucleico. Una célula de tipo silvestre se define en este documento como la célula precursora de
la célula recombinante.

Se entiende que el término "homologo", cuando se usa para indicar la relacién entre un acido nucleico (ADN o ARN)
dado (recombinante), gen o molécula polipeptidica y un organismo hospedador o célula hospedadora dada, significa
que, en la naturaleza, el acido nucleico o molécula polipeptidica se produce por una célula hospedadora u
organismos de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa.

El término "heterdlogo”, cuando se usa con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina, se refiere a un
acido nucleico, gen o proteina que no existe de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o secuencia
de ADN o ARN en que esta presente, o que se encuentra en una célula o localizacion o localizaciones en el genoma
o secuencia de ADN o ARN que difiere de la que se encuentra en la naturaleza. Los acidos nucleicos o proteinas
heterélogas no son enddgenas a la célula en que se introducen, sino que se han obtenido de otra célula o se han
producido de forma sintética o recombinante.

El término "gen", como se usa en este documento, se refiere a una secuencia de acido nucleico que contiene un
molde para una acido nucleico polimerasa, en eucariotas, ARN polimerasa Il. Los genes se transcriben en ARNm
que después se traducen en proteinas.

La expresion "acido nucleico”, como se usa en este documento, incluye referencias a un polimero de
desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, es decir, un polinucleétido, en forma monocatenaria o bicatenaria, y salvo
que se limite de otro modo, abarca andlogos conocidos que tienen la naturaleza esencial de los nucledtidos
naturales porque hibridan con acidos nucleicos monocatenarios de una manera similar a los nucleétidos de origen
natural (por ejemplo, acidos peptidonucleicos). Un polinucleétido puede ser de longitud completa o una
subsecuencia de un gen estructural o regulador nativo o heterélogo. Salvo que se indique de otro modo, la expresion
incluye referencias a la secuencia especificada, asi como a la secuencia complementaria de la misma.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan de forma intercambiable en este documento para hacer
referencia a un polimero de restos de aminoacido. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en que uno
0 mas restos de aminoacido son un analogo quimico artificial de un aminoacido correspondiente de origen natural,
asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural. La naturaleza esencial de dichos analogos de aminoacidos
de origen natural es que, cuando se incorporan en una proteina, esa proteina es especificamente reactiva a
anticuerpos provocados contra la misma proteina pero que consiste completamente de aminoacidos de origen
natural. Los términos "polipéptido"”, "péptido" y "proteina" también son inclusivos de modificaciones incluyendo,
aunque sin limitacién, glucosilaciéon, adhesién de lipidos, sulfatacion, gamma-carboxilacion de restos de acido
glutamico, hidroxilacién y ADP-ribosilacion.

El término "enzima", como se usa en este documento, se define como una proteina que cataliza una reaccion
(bio)quimica en una célula.

Existen métodos conocidos en la técnica para la sobreexpresion de genes que codifican enzimas. Un gen que
codifica una enzima puede sobreexpresarse aumentando el numero de copias del gen que codifica la enzima en la
célula, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula, expresando el gen a partir de
un vector centromérico, a partir de un vector de expresién episémico multicopia o introduciendo un vector de
expresion (episémico) que comprende multiples copias de uno o mas genes. Preferiblemente, la sobreexpresion de
un gen que codifica una enzima de acuerdo con la invencion se consigue con un promotor constitutivo (fuerte).

Los promotores adecuados en células fungicas son conocidos para los expertos en la materia. Los promotores
adecuados pueden ser, aunque sin limitaciéon, TDH1, TDH3, GAL7, GAL10, GAL1, CYC1, HIS3, ADH1, PHO05,
ADC1, ACT1, TRP1, URA3, LEU2, ENO1, TPI1, AOX1, PGL, GPDA y GAPDH. Otros promotores adecuados
incluyen PDC1, GPD1, PGK1, y TEF1.

Un gen que codifica una enzima puede ligarse a una construcciéon de acido nucleico, por ejemplo, un plasmido, tal
como un plasmido de bajo nimero de copias o un plasmido de alto nimero de copias. La célula fungica de acuerdo
con la presente invencién puede comprender una Unica copia, pero preferiblemente comprende multiples copias de
un gen, por ejemplo, por multiples copias de una construccion de nucleétidos.

Una construccion de acido nucleico puede mantenerse de forma episémica y, por tanto, comprende una secuencia
para la replicacion auténoma, tal como una secuencia de replicacion autbnoma y un centréomero (Sikorski y Hieter
1989, Genetics 122, 19-27). Una construccion episdomica adecuada de acido nucleico puede basarse, por ejemplo,
en la levadura 2y o plasmidos pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975), o los plasmidos AMA (Fierro et
al., 1995, Curr. Genet. 29:482-489). Como alternativa, cada construccién de acido nucleico puede integrarse en una
0 mas copias en el genoma de la célula fungica. La integracion en el genoma de la célula puede suceder
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aleatoriamente por recombinacién no homéloga, pero preferiblemente, la construccién de acido nucleico puede
integrarse en el genoma de la célula por recombinacion homologa, que se conoce bien en la técnica.

Descripcion detallada

Una presioén parcial promedio de diéxido de carbono, como se usa en este documento es la presion parcial promedio
de diéxido de carbono medida sobre la altura total del recipiente de fermentacion. Habitualmente, la presién parcial
de un gas, tal como diéxido de carbono, en una localizacion especifica en un recipiente de fermentacion es un
resultado de, a.o., la presion en el espacio vacio de un recipiente de fermentacion y la presion del liquido (medio de
fermentacion) por encima de esa localizacion.

La presente invencién se refiere a un proceso para producir un acido dicarboxilico, que comprende fermentar una
cepa de levadura en un recipiente que comprende un medio adecuado de fermentacién, que comprende afiadir un
gas que comprende de aproximadamente el 21 a aproximadamente el 35% v/v de oxigeno y menos de
aproximadamente el 0,1% v/v de diéxido de carbono al medio de fermentacion, y mantener la presiéon parcial
promedio de dioxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en el medio de fermentacion, y
producir el acido dicarboxilico, donde el gas es aire enriquecido con oxigeno.

La invencion, por tanto, se refiere a un proceso para producir un acido dicarboxilico, que comprende fermentar una
célula fungica en un recipiente que comprende un medio adecuado de fermentacion, que comprende afiadir un gas
que comprende del 21 al 35% v/v de oxigeno y menos del 0,1% v/v de didxido de carbono al medio de fermentacion,
y mantener la presion parcial promedio de didxido de carbono entre 35 a 60 kPa (0,35 a 0,6 bar) en el medio de
fermentacion, y producir el acido dicarboxilico, donde el gas es aire enriquecido con oxigeno.

La presién parcial promedio de didxido de carbono puede ser entre aproximadamente 35 y aproximadamente 100
kPa (0,35 y 1,0 bar), por ejemplo, entre aproximadamente 35 y aproximadamente 80 kPa (0,35 y 0,8 bar), por
ejemplo, entre aproximadamente 35 y 65 kPa (0,35 y 0,65 bar), tal como entre aproximadamente 35 y
aproximadamente 60 kPa (0,35 y 0,6 bar).

Una presion parcial promedio de dioxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en un proceso
como se describe en este documento puede obtenerse por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, un recipiente en
un proceso como se describe en este documento puede comprender una presién en el espacio vacio entre
aproximadamente 106,39 a aproximadamente 506,62 kPa (1,05 a 5 atmdsferas), por ejemplo, entre
aproximadamente 121,59 y aproximadamente 405,30 kPa (1,2 y 4 atmosferas), por ejemplo, entre aproximadamente
151,98 y aproximadamente 253,31 kPa (1,5 y 2,5 atmosferas).

Un recipiente en un proceso de acuerdo con un proceso como se describe en este documento puede tener cualquier
altura y diametro adecuados. El recipiente puede tener, por ejemplo, una altura de aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 m, tal como de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 m, o de aproximadamente 10 a
aproximadamente 25 m.

Habitualmente, la presion del espacio vacio se ajusta a la altura del recipiente de fermentacion de modo que se
mantenga una presion parcial promedio de diéxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en
el medio de fermentacion.

Se descubrié que la presion parcial de didxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en un
proceso como se describe en este documento es, entre otras cosas, el resultado de la actividad respiratoria de una
célula fungica, el contenido de oxigeno en el gas, el caudal del gas y la presion en una localizacion especifica en el
recipiente de fermentacion. Por ejemplo, dependiendo de la concentracion de oxigeno en el gas afiadido al medio de
fermentacion, la presion aplicada en el espacio vacio de un recipiente de fermentacion puede ajustarse de modo que
se obtenga una presion parcial de diéxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar).

Un proceso para producir un acido dicarboxilico como se describe en este documento, por ejemplo, comprende
afiadir un gas que comprende de aproximadamente el 22 a aproximadamente el 32% v/v, por ejemplo, de
aproximadamente el 22 a aproximadamente el 30% v/v de oxigeno, o de aproximadamente el 25 a
aproximadamente el 29% v/v de oxigeno y menos de aproximadamente el 0,1% de diéxido de carbono.

El gas adecuado es aire enriquecido con oxigeno. El aire enriquecido con oxigeno es aire con una concentracion
aumentada de oxigeno en comparacion con el aire. Una ventaja de una concentracion aumentada de oxigeno en
comparacion con la concentraciéon normal de oxigeno en el aire en un proceso de la invencion era que se podia
generar una presion parcial promedio de diéxido de carbono mayor para producir una cantidad suficientemente alta
de acido succinico.

El gas en un proceso para producir un acido dicarboxilico de acuerdo con la presente invencién puede afiadirse al
recipiente en cualquier localizacion adecuada, por ejemplo, en la mitad inferior del recipiente de fermentacion. El gas
puede anadirse en una o mas localizaciones en el recipiente de fermentacion.
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En una realizacién, un proceso de la presente descripcion comprende afadir un gas que comprende oxigeno a un
caudal entre aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,05 metro cubico/metro cubico/min, por ejemplo, entre
aproximadamente 0,025 a aproximadamente 0,045 metro cubico/metro cubico/min. En el caso de que un gas
comprenda aire enriquecido con oxigeno, puede aplicarse un caudal inferior que en el caso de que el gas
comprenda aire.

En otra realizacion, un proceso como se describe en este documento comprende agitar el medio de fermentacion.
Agitar un medio de fermentacion puede realizarse de cualquier modo conocido para los expertos en la materia. La
agitacion puede realizarse de modo que el recipiente de fermentacion tenga una potencia de entrada entre
aproximadamente 0,070 a aproximadamente 0,26 kW/metro cubico, por ejemplo, entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 0,2 kW/metro cubico, por ejemplo, entre aproximadamente 0,13 y aproximadamente 0,2 kWW/metro
cubico.

Un proceso para producir un acido dicarboxilico como se describe en este documento puede realizarse en cualquier
modo de fermentaciéon adecuado, tal como proceso discontinuo, semicontinuo, continuo o cualquier combinacién
adecuada de estos modos de fermentacion.

Una fermentacion discontinua se define en este documento como una fermentaciéon donde todos los nutrientes se
afiaden al inicio de una fermentacion.

Una fermentacion semicontinua es una fermentacion discontinua donde los nutrientes se afiaden durante la
fermentacion. Los productos en una fermentacion discontinua y semicontinua pueden recogerse en un momento
adecuado, por ejemplo, cuando uno o mas nutrientes se han agotado.

Una fermentacion continua es una fermentacion donde los nutrientes se afiaden de forma continua a la fermentacion
y donde los productos se retiran de forma continua de la fermentacion.

El medio de fermentacion en un proceso para producir un acido dicarboxilico como se describe en este documento
puede comprender cualquier nutriente adecuado, tal como una fuente de carbono y una fuente de nitrégeno, que
permite que la levadura produzca un acido dicarboxilico. Un experto en la materia conocido la composiciéon
adecuada del medio de fermentacion para una cepa de levadura especifica.

Una célula fungica adecuada en un proceso como se describe en este documento puede pertenecer a cualquier
género adecuado Saccharomyces, Aspergillus, Penicillium, Pichia, Kluyveromyces, Yarrowia, Candida, Hansenula,
Humicola, Issatchenkia, Torulaspora, Trichosporon, Brettanomyces, Rhizopus, Zygosaccharomyces, Pachysolen o
Yamadazyma. Una célula fungica puede pertenecer, por ejemplo, a una especie de Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Pichia stipidis,
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, K. thermotolerans, Yarrowia lipolytica, Candida sonorensis, C. glabrata,
Hansenula polymorpha, Issatchenkia orientalis, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, Rhizopus
oryzae o Zygosaccharomyces bailii. En una realizacion, una célula fungica en el proceso de la presente invencion es
una levadura, por ejemplo, que pertenece a una Saccharomyces sp., tal como una S. cerevisiae.

Una célula fungica en un proceso como se describe en este documento puede ser cualquier célula fungica de tipo
silvestre o recombinante o modificada genéticamente adecuada. Una célula fungica modificada genéticamente
puede comprender una modificacién genética de un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen que codifica
una piruvato carboxilasa, una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, una malato deshidrogenasa, una fumarasa, una
fumarato reductasa, una isocitrato liasa, una malato sintasa y un transportador de acido dicarboxilico.

Una célula fungica recombinante puede comprender una modificacion genética con una piruvato carboxilasa (PYC),
que cataliza la reaccién de piruvato en oxaloacetato (EC 6.4.1.1). La piruvato carboxilasa puede ser activa, por
ejemplo, en el citosol tras la expresion del gen. Por ejemplo, la célula fungica sobreexpresa una piruvato carboxilasa,
por ejemplo, se sobreexpresa una piruvato carboxilasa endégena u homéloga.

Una célula fungica recombinante puede comprender adicionalmente un gen que codifica una fosfoenolpiruvato
(PEP) carboxiquinasa (4.1.1.49). Una célula fungica puede modificarse genéticamente con una PEP carboxiquinasa
heterdloga, tal como una PEP carboxiquinasa derivada de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o
Anaerobiospirillum  sp., por ejemplo, Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes o
Anaerobiospirillum succiniciproducens. Un gen que codifica una PEP carboxiquinasa puede sobreexpresarse y
puede expresarse y se activa en el citosol de una célula fungica.

En una realizacion, una célula fungica se modifica genéticamente de forma adicional con un gen que codifica una
malato deshidrogenasa (MDH) activa en el citosol tras la expresion del gen. La expresion citosdlica puede obtenerse
por delecion de una sefial de direccion al peroxisoma. La malato deshidrogenasa puede sobreexpresarse. Una MDH
citosdlica puede ser cualquier malato deshidrogenasa homologa o heterdloga adecuada, que cataliza la reaccion de
oxaloacetato en malato (EC 1.1.1.37), por ejemplo, derivada de S. cerevisiae.
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En otra realizacion, una célula fungica de la presente descripcion se modifica genéticamente de forma adicional con
un gen que codifica una fumarasa, que cataliza la reaccion de acido malico en acido fumarico (EC 4.2.1.2). Un gen
que codifica fumarasa puede obtenerse de cualquier origen adecuado, preferiblemente de origen microbiano, por
ejemplo, una levadura tal como Saccharomyces o un hongo filamentoso, tal como Rhizopus oryzae, o una bacteria
tal como Escherichia coli. Una célula fungica de la presente descripcion puede sobreexpresar una secuencia de
nucleétidos que codifica una fumarasa. La fumarasa puede ser activa en el citosol tras la expresién de la secuencia
de nucledtidos, por ejemplo, delecionando una sefial de direccion al peroxisoma. Se descubrié que la actividad
citosdlica de una fumarasa producia alta productividad de un acido dicarboxilico por la célula fungica.

En otra realizacion, la célula fungica se modifica genéticamente con cualquier gen heterélogo u homaologo adecuado
que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H), que cataliza la reaccién de fumarato en succinato (EC
1.3.1.6). La fumarato reductasa dependiente de NADH puede ser una enzima heterdloga, que puede obtenerse de
cualquier origen adecuado, por ejemplo, bacterias, hongos, protozoos o plantas. Una célula fungica de la presente
descripcion comprende una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) heterdloga, preferiblemente derivada de
una Trypanosoma sp., por ejemplo, una Trypanosoma brucei. En una realizacion, la fumarato reductasa dependiente
de NAD(H) se expresa y es activa en el citosol, por ejemplo, delecionando una sefial de direccion al peroxisoma. La
célula fungica puede sobreexpresar un gen que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H).

En ofra realizacion, la célula fungica puede comprender una modificacién genética con un gen que codifica una
proteina transportadora de acido dicarboxilico, por ejemplo, una proteina transportadora de acido malico. Una
proteina transportadora de acido dicarboxilico puede ser una proteina homologa o heterdloga, por ejemplo, derivada
de Schizosaccharomyces pombe o Aspergillus niger. Una célula fungica como se describe en este documento puede
sobreexpresar una proteina transportadora de acido dicarboxilico.

Una célula fungica modificada genéticamente puede comprender adicionalmente una modificacion genética con un
gen que codifica una isocitrato liasa (EC 4.1.3.1), que puede ser cualquier enzima heteréloga u homéloga adecuada.
La isocitrato liasa puede obtenerse, por ejemplo, de Kluyveromyces lactis o Escherichia coli.

Una célula fungica modificada genéticamente puede comprender adicionalmente una modificacion genética con una
malato sintasa (EC 2.3.3.9). La malato sintasa puede sobreexpresarse y/o ser activa en el citosol, por ejemplo, por
delecion de una sefal de direccion al peroxisoma. En el caso de que la malato sintasa sea una malato sintasa de S.
cerevisiae, por ejemplo, la malato sintasa nativa se altera por delecion de la secuencia carboxi-terminal de SKL.

La expresion citosolica de las enzimas descritas anteriormente puede obtenerse por delecién de una sefal de
direccion al peroxisoma o la mitocondria. La presencia de una sefial de direccién al peroxisoma o la mitocondria
puede determinarse, por ejemplo, por el método descrito por Schllter et al., Nucleid Acid Research 2007, 35, D815-
D822.

En ofra realizacion, una célula fungica recombinante en el proceso para producir un acido dicarboxilico descrito en
este documento comprende una alteracion de un gen que codifica una enzima de la ruta de fermentacion del etanol.
Un gen que codifica una enzima de una ruta de fermentacion del etanol, puede ser la piruvato descarboxilasa (EC
4.1.1.1), que cataliza la reaccién de piruvato en acetaldehido, o la alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), que cataliza
la reaccion de acetaldehido en etanol. Preferiblemente, una célula fingica en el proceso como se describe en este
documento comprende una alteracion de uno, dos o mas genes que codifican una alcohol deshidrogenasa. En el
caso de que la célula fungica sea una levadura, por ejemplo, S. cerevisiae, la levadura preferiblemente comprende
una alteracion de un gen de la alcohol deshidrogenasa adh1 y/o adh2.

Un acido dicarboxilico que se produce en un proceso como se describe en este documento puede ser acido
succinico, acido fumarico, acido malico o acido adipico, por ejemplo, acido succinico.

En una realizacién, un acido dicarboxilico que se produce en un proceso como se describe en este documento se
recupera del medio de fermentacion. La recuperaciéon de un acido dicarboxilico puede realizarse por cualquier
método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, por cristalizacion, precipitacién con amonio, tecnologia de
intercambio i6nico, centrifugacion o filtracion o cualquier combinacion adecuada de estos métodos.

Un proceso para producir un acido dicarboxilico puede realizarse a cualquier pH y temperatura adecuados. Un pH
adecuado puede ser entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8, por ejemplo, entre aproximadamente 2,5 y
aproximadamente 6, por ejemplo, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5, Una temperatura adecuada
puede ser, por ejemplo, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 grados Celsius, por ejemplo, entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 30 grados Celsius.

Figuras

Figura 1 Mapa fisico del plasmido pPWTO0O06.
Figura 2 Mapa fisico del plasmido pPSUC044.
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Figura 3 Mapa fisico del plasmido pPWT007.

Figura 4 Mapa fisico del plasmido pSUC047.

Figura 5 Mapa fisico de pBOL034.

Figura 6 Mapa fisico de pSUC091.

Figura 7 Mapa fisico de pBOL267.

Figura 8 Mapa fisico de pSUC111.

Figura 9 Mapa fisico de pBOL268.

Figura 10 Mapa fisico de pSUC174.

Figura 11 Mapa fisico de pSUC176.

Figura 12 Principio basico del método de integracion usado para la integracion de los genes sintéticos KIICL1 y
MLS1. Se introducen por transformacion dos fragmentos en la levadura. Un fragmento "LF" (para el lado izquierdo) y
un fragmento "RF" (para el lado derecho). En el fragmento LF, el LF se coloca 5' desde los genes sintéticos KIICL1y
MLS1. En 3' del gen hay un sitio loxP, y un gen amdS truncado 3'. En el fragmento RF, el RF esta colocado 3' desde
un sitio de clonacion multiple, en que pueden introducirse mas genes. En 5' del sitio de clonacién multiple hay un
sitio loxP, y un gen amdS truncado 5'. Los fragmentos LF y RF puede unirse in vivo a través de recombinacion
homologa sobre el gen amdS. Los lados LF y RF son homologos a secuencias colindantes en el genoma de
levadura, lo que permite una integracion de doble entrecruzamiento de los fragmentos LF y RF unidos. Los
fragmentos amdS truncados individualmente no codifican proteinas activas, pero la recombinaciéon de los dos
fragmentos conduce a la capacidad de utiliza acetamida como fuente de N. Las células transformadas que poseen
amdS activo, por tanto, tendran los genes sintéticos KIICL1y MLS1 integrados en el genoma.

Figura 13 Representacion del fragmento de 7,7 kB de pSUC174 que contiene los genes sintéticos MDH3, DCT_02 y
FUMR y el marcador de seleccion KanMX, flanqueados por sitios 1ox66 y lox71. Después del remplazo del gen
sintético SpMAE1 por el gen sintético DCT_02, el marcador KanMX se retird por Cre-recombinasa (Guldener U,
Heck S, Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1996 Jul 1; 24(13):2519-2524).

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de las cepas SUC-662 y 632 (fuera del alcance de la invencion)

1.1 Construccion de vectores de integracion

El plasmido pSUC044 se construyd del siguiente modo: el plasmido pPWTO006 (figura 1), que consiste en un locus
YGRO059w (SPR3) o SIT2 (Gottlin-Ninfa y Kaback (1986) Molecular and Cell Biology vol. 6, n.° 6, 2185-2197) y los
marcadores que permiten la seleccion de transformantes en el antibiotico G418 y la capacidad de crecer en
acetamida, se digirié con las enzimas de restriccion Mlul y Apal. El marcador kanMX, que confiere resistencia a
G418, se aisl6 de p427TEF (Dualsystems Biotech) y un fragmento que contiene el marcador amdS se ha descrito en
la bibliografia (Swinkels, B.W., Noordermeer, A.C.M. y Renniers, A.C.H.M (1995). Yeast Volumen 11, Tema 1995A,
pagina S579; y documento US 6051431).

Los genes que codifican la fumarato reductasa (FRDg) de Trypanosoma brucei, como se describe en la solicitud de
patente W0O2009/065778, y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKa) de Actinobacillus succinogenes, como se
describe en la solicitud de patente WO02009/065780, se sintetizaron por Sloning (Puchheim, Alemania). Se
sintetizaron las secuencias especificas de promotor; gen; terminador, incluyendo sitios de restriccion apropiados.
Las secuencias se optimizaron en los pares de codones para su expresion en S. cerevisiae como se describe en la
solicitud de patente W02008/000632. Los genes sintéticos estan bajo el control de (o unidos de forma funcional a)
promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3 que controla la expresion del gen FRDg, y el
promotor TPI1 que controla el gen PCKa. La terminacion apropiada esta controlada por secuencias terminadoras de
S. cerevisiae, es decir, el terminador TDH3 que controla el gen FRDg y el terminador PMA1, presente en el plasmido
pPWTO006, que controla el gen PCKa. La secuencia de promotor TDH3; gen FRDg; terminador TDH3 estaba
rodeada por los sitios de enzimas de restriccion unicos Mlul y Apal. La secuencia de promotor TPI/1, gen PCKa
estaba rodeada por los sitios de enzimas de restriccion unicos Apal y BsiWWI. La clonacién de la construccion
sintética FRDg en pPWTO006 digerida con Mlul y Apal produjo el plasmido intermedio pPWT006-FRDg. La clonacién
de la construccion sintética PCKa en pPWTO006-FRDg digerida con Apal y BsiWI produjo el plasmido pSUC044
(SEQ ID NO: 1, figura 2).

El plasmido pSUC047 se construyd del siguiente modo: el plasmido pPWTO007 (figura 3), que consiste en un locus
YEL023c o SIT4 (Gottlin-Ninfa y Kaback (1986) Molecular y Cell Biology vol. 6, n.° 6, 2185-2197) y los marcadores
que permiten la seleccion de transformantes en el antibidtico G418 y la capacidad de crecer en acetamida, se digirid
con las enzimas de restriccion Miul y Apal.

Los genes que codifican la malato deshidrogenasa (MDH3) de S. cerevisiae, como se describe en la solicitud de
patente WO2009/065778, la fumarasa (FUMR) de Rhizopus oryzae, como se describe en la solicitud de patente
WO02009/065779, y el transportador de acido malico (SpMAE1) de Schizosaccharomyces pombe, como se describe
en la solicitud de patente WO2009/065778, se sintetizaron por Sloning (Puchheim, Alemania). Se sintetizaron las
secuencias especificas de promotor; gen; terminador, incluyendo sitios de restriccion apropiados. Las secuencias se
optimizaron en los pares de codones para su expresion en Saccharomyces cerevisiae como se describe en la
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solicitud de patente W0O2008/000632. Los genes sintéticos estaban bajo el control de (o unidos de forma funcional a)
promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir el promotor TDH3 que controla la expresion del gen MDH3, el promotor
TPI1 que controla el gen FUMR y el promotor ENO1 que controla el gen SpMAE1. La terminacion apropiada estaba
controlada por secuencias terminadoras de S. cerevisiae, es decir, el terminador TDH3 que controla el gen MDH3, el
terminador PMA1, presente en el plasmido pPWTO006, que controla el gen PCKa, y el terminador ENO1 que controla
el gen SpMAE1. La secuencia de promotor TDH3; gen MDH3; terminador TDH3 estaba rodeada por los sitios de
enzimas de restriccion unicos Mlul y Apal. La secuencia de promotor TPI/1, gen FUMR estaba rodeada por los sitios
de enzimas de restriccion Unicos Apal, Ascl y Notl en el extremo 5' y BsiWI en el extremo 3'. La secuencia de
promotor ENO1; gen SpMAE1; terminador ENO1 estaba rodeada por los sitios de enzimas de restriccion tnicos Miul
y Apal. La clonacion de la construccion sintética MDH3 en pPWTO0O07 digerida con Miul y Apal produjo el plasmido
intermedio pPWTO007-MDH3. La clonacién de la construccion sintética FUMR en pPWT007-MDH3 digerida con Apal
y BsiWI produjo el plasmido pSUCO046. La clonacion de la construccion sintética SpMAET en pSUC046 digerida con
Ascl y Notl produjo el plasmido pSUC047 (SEQ ID NO: 2, figura 4).

El plasmido pBOL034 (figura 5), que consiste en una secuencia promotora YOL086C (ADH1) de 1000 pb (1000 pb
directamente cadena arriba del codén de inicio de YOL086C), una secuencia terminadora YOL086C (ADH1) de 500
pb (500 pb directamente cadena abajo del codén de parada) y las secuencias génicas insertadas, se us6 como
vector hospedador para construir pSUC091 (figura 6). Se obtuvo un fragmento de PCR de promotor URAS3; gen
URAS3; terminador URA3 usando el plasmido pRS416 como molde (Sikorski RS, Hieter P. 1989 mayo; 122(1):19-27).
Los cebadores contenian sitios apropiados de enzimas de restriccion, Mlul para le cebador directo y BsrGl para el
cebador inverso, para la subclonacion adicional del fragmento de PCR. La secuencia génica que codifica la piruvato
carboxilasa (PYC2) de S. cerevisiae, como se describe en la solicitud de patente W0O2009/065780, se sintetizd por
GeneArt (Regensburg, Alemania). Se sintetizé una secuencia especifica de promotor; gen; terminador, incluyendo
sitios de restriccion apropiados. La secuencia génica se optimizé en los pares de codones para su expresion en S.
cerevisiae como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético estaba bajo el control de (o
unido de forma funcional a) un promotor fuerte de S. cerevisiae, es decir, el promotor PGK7 que controla la
expresion del gen PYC2. La terminacion apropiada estaba controlada por una secuencia terminadora de S.
cerevisiae, es decir, el terminador PGK1 que controla el gen PYC2. La secuencia de promotor PGK1; gen PYC2;
terminador PGK1 estaba rodeada por los sitios de enzimas de restriccion Unicos Stul y Miul. Después de la
restriccion de pBOL034 con BsrGl, Psil y SnaBl, la restriccion del fragmento de PCR URA3 con Miul y BsrGl y la
secuencia de promotor PGK1, gen PYC2, terminador PGK1 con Stul y Mlul, los tres fragmentos de ADN se ligaron
por un ligamiento de 3 puntos para producir el plasmido pSUC091 (SEQ ID NO: 3, figura 6).

El plasmido pSUC111 usado para la integracion de los genes sintéticos de la isocitrato liasa y malato sintasa, se
construy6é del siguiente modo. El plasmido p417-CYC (vector lanzadera de levadura-E. coli que contiene un
marcador KanMX funcional en levadura, Dualsystems Biotech AG, Schlieren, Suiza) se restringié con XballEcoRV,
en que se ligd una construccion sintética de INT5'-repeticion-LoxP-Amds (parcial) restringida con Xbal/Swal,
produciendo el plasmido pBOL267 (figura 7). La construccion sintética se sintetizd por GeneArt (Regensburg,
Alemania).

Los genes que codifican la isocitrato liasa (KIICL1) de Kluyveromyces lactis y la malato sintasa (MLS7) de S.
cerevisiae como se describe en la solicitud de patente WO2009/101180, se sintetizaron por Sloning (Puchheim,
Alemania). Se sintetizaron las secuencias especificas de promotor; gen; terminador, incluyendo sitios de restriccion
apropiados. Las secuencias se optimizaron en los pares de codones para su expresion en Saccharomyces
cerevisiae como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. Los genes sintéticos estaban bajo el control
de (o unidos de forma funcional a) promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH1 que controla la
expresion del gen KIICL1, y el promotor TDH3 que controla la expresion del gen MLS1. La terminacién apropiada
estaba controlada por una secuencia terminadora de S. cerevisiae, es decir, el terminador TDH1 que controla el gen
KIICL1 y el terminador TDH3 que controla la expresion del gen MLS1.

Las construcciones de los genes sintéticos KIICL1 y MLS1 se ligaron en el plasmido pBOL267 produciendo el
plasmido pSUC111 (SEQ ID NO: 4, figura 8).

El plasmido pBOL268 (SEQ ID NO: 5, figura 9) también es necesario para integrar las construcciones de los genes
sintéticos KIICL1 y MLS1 en el locus INT. Los plasmidos pSUC111 y pBOL268 contienen una secuencia amdS
parcial que quedara funcional después de la transformaciéon con la parte restante de una secuencia amdS parcial,
como se explica en la seccion 1.2 y en la figura 11. Para obtener un gen amdS funcional, y para permitir la seleccion
del crecimiento en acetamida como unica fuente de nitrogeno, el plasmido restringido pSUC111 tiene que
transformarse con el plasmido restringido pBOL268. El plasmido pBOL268 se construyé del siguiente modo. El
plasmido p417-CYC (vector lanzadera de levadura-E. coli que contiene un marcador KanMX funcional en levaduras,
Dualsystems Biotech AG, Schlieren, Suiza) se restringiéd con Sall/Smal, en que se ligé una construccion sintética de
Amds (parcial)-LoxP-repeticion-INT3' restringida con Sall/Swal, produciendo el plasmido pBOL268 (figura 9). La
construccion sintética se sintetizé por GeneArt (Regensburg, Alemania).

Para remplazar el gen sintético SpMAE1 integrado en el ADN gendmico por la secuencia DCT_02, se cred el
plasmido pSUC174. La secuencia DCT_02 codifica un transportador putativo de acido dicarboxilico (SEQ ID NO: 6)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2616 790 T3

con una identidad del 30,2% en comparacion con la secuencia SpMAE1 determinada usando el programa Needle
(algoritmo de Needleman y Wunsch, Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). La
secuencia génica se optimiz6 en los pares de cocones para su expresion en S. cerevisiae como se describe en la
solicitud de patente WO2008/000632. En la secuencia génica DCT_02 sintética, el codon de parada se modifico a
TAAG. El gen DCT_02 sintético estaba bajo el control de (o unido de forma funcional a) un promotor fuerte de S.
cerevisiae, es decir, el promotor ENO1 (600 pb cadena arriba del codén de inicio del gen ENO7). En el promotor
ENO1, la T en la posicion 596 (-5) se cambié a A para obtener una mejor secuencia Kozak. La terminacion
apropiada estaba controlada por una secuencia terminadora de S. cerevisiae, es decir, el terminador ENO1 (300 pb
cadena abajo del coddn de parada del gen ENO1). Las secuencias de promotor ENO1; DCT-02; terminador ENO1
estaban rodeadas por sitios de enzimas de restriccion Unicos. La secuencia resultante SEQ ID NO: 7 se sintetiz6 por
GeneArt (Regensburg, Alemania).

El plasmido pSUC174 se cre6 del siguiente modo: el promotor ENO1; SpMAE1; terminador ENO1 se retiré del
plasmido pSUCO047. Se introdujo un casete KanMX flanqueado por sitios lox66 y lox71 (Lambert JM, Bongers RS,
Kleerebezem M., Appl. Environ Microbiol. 2007 febrero; 73(4):1126-35) en el plasmido intermedio. Posteriormente, el
gen sintético DCT_02 (SEQ ID NO: 7) se lig6 en este plasmido intermedio, produciendo el plasmido pSUC174 (SEQ
ID NO: 8, figura 10). El plasmido pSUC176 se cre6 del siguiente modo: el promotor ENO1; SpMAE1; terminador
ENO1 se retird6 del plasmido pSUC047. Posteriormente, un casete de Tag (repeticion)-loxP-amdS-loxP-Tag
(repeticion) se ligd en la estructura del vector, produciendo el vector intermedio pSUC175. La secuencia Tag
consiste en los nucleétidos CGTATATGTCATGCTCGTGACAAAGAGCGTAAGATGGCGAAC, que codificarian una
proteina con la secuencia RICHARDKERKMAN. La secuencia del gen sintético DCT_02 se ligé en el vector
pSUC175, produciendo el plasmido de remplazo pSUC176 (figura 11).

1.2 Transformacion de levaduras

La cepa de Saccharomyces CEN.PK113-5D (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) se transformd con el
plasmido pSUCO047 (figura 4), que se habia linealizado previamente con Sfil (New England Biolabs), de acuerdo con
las instrucciones del proveedor. Se disefid un sitio Sfil sintético en la secuencia del gen SIT4 presente en el
plasmido pPWT007 (denominado SIT4A, véase la figura 3). Las mezclas de transformacion se sembraron en placa
en YPD-agar (por litro: 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, 20 g de dextrosa, 20 g de agar) que contenia
100 pg de G418 (Sigma Aldrich) por ml. Después de dos a cuatro dias, aparecieron colonias en las placas, mientras
que el control negativo (es decir, sin adicion de ADN en el experimento de transformacion) produjo placas YPD/G418
de blanco. Como alternativa, se seleccionaron los transformantes positivos en placas de agar que contenian
acetamida, que puede usarse como fuente Unica de nitrdgeno debido a la presencia del marcador acetamidasa
(amdS) después de la integracion de la construccion de ADN. Para este proposito, las mezclas de transformacion se
sembraron en placas de agar acetamida (por litro: 20 g de agar, 20 g de dihidrogenofosfato potasico, 0,5 g de sulfato
de magnesio-heptahidrato, 70 ml de galactosa al 32%, 1 ml de dextrosa al 50%, 12,5 ml de acetamida 400 mM
(Sigma), 1 ml de vitaminas y 1 ml elementos traza (las composiciones de vitaminas y elementos traza se describen
en la bibliografia (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, 1992 julio; 8(7):501-517). Después de
dos a cuatro dias, aparecieron colonias en las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin adicién de ADN
en el experimento de transformacion) produjo placas de acetamida agar de blanco. La integracion del plasmido
pSUCO047 estaba dirigida al locus SIT4. Los transformantes correctos con integracion de la Unica copia de los genes
MDH3, FUMR 'y SpMAE1 en el locus SIT4 se caracterizaron usando técnicas de PCR. Se us6 una cepa en que se
integré una Unica copia de los genes sintéticos a insertarse en el locus SIT4, denominada CEN.PK113-5D-pSUC047
para el rescate de marcador (véase a continuacion). La cepa sin marcador resultante se denomin6é SUC-270 (MATa
ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t; ENO 1p-SpMAE 1-ENO1t; TPI1p-FUMR-PMA 1t MAL2-8 SUC?2).

La cepa SUC-270 se transformé con el plasmido pSUC044 (figura 2), que se habia linealizado previamente con Sfil
(New England Biolabs), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se disefid un sitio Sfil sintético en la
secuencia del gen SIT2 en el plasmido pPWT006 (denominado SIT2A, véase la figura 1). Las mezclas de
transformacion se sembraron en placa como se ha descrito anteriormente. Después de dos a cuatro dias,
aparecieron colonias en las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin adicion de ADN en el experimento
de transformacion) produjo placas YPD/G418 de blanco. La integraciéon del plasmido pSUC044 estaba dirigida al
locus SIT2. Los transformantes correctos con integracion de una Unica copia de los genes PCKa y FRDg en el locus
SIT2 se caracterizaron usando técnicas de PCR. La cepa resultante de integracion de una Unica copia se denominé
SUC-304, que se us6 posteriormente para el rescate de marcador (véase a continuacion), produciendo la cepa libre
de marcador SUC-347 (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPI1p-PCKa-PMA1t; TDH3p-FRDg-TDH3t sit4:: TDH3p-
MDH3-TDH3t;ENO1p-SpMAE1-ENO1t; TPI1p-FUMR-PMA1t MAL2-8 SUC2). La cepa SUC-347 se analizo
adicionalmente por anadlisis de transferencia de Southern, que confirmé la correcta integracién de los genes
sintéticos introducidos y la recombinacion externa de los genes marcadores.

Para ser capaces de transformar las cepas de levadura CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304 con otras
construcciones, usando los mismos marcadores de seleccion, fue necesario retirar los marcadores de seleccion. El
disefio del plasmido pSUC044 y pSUCO047 era tal, que tras la integracion de pSUC044 y pSUC047 en el cromosoma,
las secuencias homdlogas estaban en cercana proximidad entre si. Este disefio permiti6 que los marcadores de
seleccion se perdieran por recombinacion intramolecular espontanea de estas regiones homologas.
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Tras el crecimiento vegetativo, tendra lugar la recombinacién intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia
de esta recombinacion depende de la longitud de la homologia y el locus en el genoma (resultados no publicados).
Tas la transferencia secuencial de una subfraccion del cultivo a medio fresco, se acumularan los recombinantes
intramoleculares con el tiempo.

Para este fin, las cepas CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304 se cultivaron en medio YPD (por litro: 10 g de extracto
de levadura, 20 g de peptona, 20 g de dextrosa), partiendo de un aislado de una Unica colonia. Se usaron 25 pl de
un cultivo durante una noche para inocular medio YPD fresco. Después de al menos cinco de dichas transferencias
en serie, se determin6 la densidad optica del cultivo y las células se diluyeron hasta una concentracién de
aproximadamente 5000 por ml. Se sembraron en placa 100 pl de la suspension celular en medio Yeast Carbon Base
(Difco) que contenia KPi 30 mM (pH 6,8), (NH4)2S04 al 0,1%, fluoro-acetamida 40 mM (Amersham) y agar al 1,8%
(Difco). Las células idénticas a células de las cepas CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304, es decir, sin
recombinacion intracelular, ain contenian el gen amdS. Para esas células, la fluoro-acetamida es toxica. Estas
células no seran capaces de crecer y no formaran colonias en un medio que contiene fluoro-acetamida. Sin
embargo, si ha sucedido recombinacion intramolecular, las variantes CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304 que han
perdido los marcadores de seleccion seran capaces de crecer en el medio de fluoro-acetamida, ya que son
incapaces de convertir la fluoro-acetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Esas células formaran
colonias en este medio de agar. Las colonias resistentes a fluoro-acetamida obtenidas de CEN.PK113-5D-pSUC047
y SUC-304 se sometieron a andlisis por PCR para confirmar que la recombinacion externa de los marcadores de
seleccion habia tenido lugar como se pretendia. Como resultado, el casete con los genes MDH3, FUMR, SpMAE1,
PCKa y FRDg bajo el control de los promotores fuertes de levadura se habia integrado en el locus S/T4 del genoma
de la cepa hospedadora.

La cepa SUC-347 se transformd con un fragmento de 6,4 kB del plasmido pSUC091, que se habia linealizado
previamente con las enzimas de restriccion Swal, Sall y Clal (figura 6). Las mezclas de transformacion se sembraron
en placa en Yeast Nitrogen Base (YNB) sin AA (Difco) + glucosa al 2%. Los transformantes correctos se
seleccionaron inicialmente por prototrofismo a uracilo, porque la cepa precursora tenia auxotrofismo por uracilo
(ura3.52), que se complementé por una copia funcional del gen URA3. Los transformantes se analizaron
adicionalmente por PCR para confirmar la direccion correcta del producto de PCR URAS3 y la construccion sintética
PYC2 en el locus adh1. La cepa resultante se denominé SUC-401 (MATa ura3.52 HIS3 LIEU2 TRP1 sit2::TPI1p-
PCKa-PMA1t; TDH3p-FRDg-TDH3t sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;ENO 1p-SpMAE 1-ENO1t; TPI1p-FUMR-PMA 1t
adh1::PGK1p-PYC2-PGK1t;URA3p-URA3-URA3t MAL2-8 SUC?2).

Se introdujeron por transformacion KIICL1 y MLS1 en la cepa SUC-401 del siguiente modo: el plasmido pSUC111
(figura 8) se restringié usando las enzimas AsiS| y Shfl. Se escindié un fragmento de 9,06 kB que contenia los genes
sintéticos KIICL1y MLS1, el lado 5' INT (véase a continuacion), un sitio loxP y una secuencia amdS parcial de un gel
de agarosa.

El plasmido pBOL268 (figura 9) se restringié usando las enzimas SgrAl y Avrll. Se escindié un fragmento de 2,4 kB
que contenia el lado 3' INT1 (véase a continuacién), un sitio loxP y una secuencia amdS parcial de un gel de
agarosa. Ambos fragmentos se introdujeron por transformacion en la cepa SUC-401. Los transformantes se
seleccionaron en placas selectivas que contenian acetamida como unica fuente de nitrégeno (Yeast Carbon Base
(Difco) que contiene galactosa como fuente de C).

La integraciéon de los genes sintéticos KIICL1 y MLS1 se consiguié transformando dos construcciones que se
combinan in vivo por recombinacién. El plasmido pSUC111 contiene una secuencia amdS parcial que quedara
funcional después de la transformacion con la parte restante de una secuencia amdS parcial, como se explica a
continuacion y en la figura 11. Para obtener un gen amdsS funcional, y para permitir la seleccion por crecimiento en
acetamida como Unica fuente de nitrégeno, el plasmido pSUC111 restringido tiene que transformarse con el
plasmido pBOL268 restringido. La recombinacion in vivo de las partes 5' y 3' de amdS fusionara los dos fragmentos
y producira un gen amdS funcional. El gen amdS funcional consistira en el promotor PMA1 de S. cerevisiae, el gen
amdS de Aspergillus nidulans y el terminador de la transcripcion del gen LAC4 de K. lactis. Este casete confiere a la
célula de levadura transformada la capacidad de utilizar acetamida como unica fuente de nitrogeno. La
recombinacion de las regiones flanqueantes LF (lado izquierdo) y RF (lado derecho) con las secuencias homdlogas
gendmicas conduce a la integraciéon de la construccion en el genoma. Los transformantes positivos se volvieron a
sembrar en estrias y se comprobaron por PCR para la presencia de los genes sintéticos KIICL1T y MLS1. La cepa
resultante se denominé SUC-443 (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPI1p-PCKa-PMA1t; TDH3p-FRDg-TDH3t
sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t; ENO1p-SpMAE1-ENO1t; TPI1p-FUMR-PMA 1t adh1::PGK1p-PYC2-PGK1t;URA3p-URAS3-
URA3t MAL2-8 SUC?2 int::TDH1p-ICL1-TDH1t;, TDH3p-MLS1-TDH3t; loxP-Amds-loxP). Los genes sintéticos de la
isocitrato liasa y malato sintasa se integraron en el ADN gendmico de levadura entre las fases de lectura abierta
NTR1 (YORO071c) y GYP1 (YORO070c) localizadas 659 pb cadena abajo del codén de parada de NTR1 y 997 pb
cadena arriba del codon de inicio de GYP1 en el cromosoma XV. Esta integracion se llamo INT.

El marcador amdS flanqueado por sitios loxP se retiré de la cepa SUC-443 por transformacion de Cre-recombinasa
(Guldener U, Heck S, Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1996 julio 1; 24(13):2519-2524)
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usando el plasmido pSH65 que contenia un marcador de resistencia a fleomicina. La retirada del marcador amdS se
confirmé por ensayo en placa. La fluoro-acetamida es toxica para las células que contienen el gen amdS, que
convierte la fluoro-acetamida en un compuesto toxico. Los transformantes que han perdido el marcador amdS seran
capaces de crecer en las placas de agar con fluoro-acetamida, ya que son incapaces de convertir la fluoro-
acetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Esas células formaran colonias en estas placas de agar.
Posteriormente, el plasmido pSH65 se elimind de las células por crecimiento en medio no selectivo (YEP galactosa
al 2%), produciendo la cepa SUC-489. Un sitio loxP ha permanecido en el ADN genémico de la cepa SUC-489.

Para remplazar el gen del transportador de acido dicarboxilico SpMAE1 por el gen del transportador de acido
dicarboxilico DCT_02, se construy6 el plasmido pSUC174 (figura 10) como se describe en el ejemplo 1.1. pSUC174
contiene en el extremo 5' el gen sintético FUMR, el transportador DCT_02 y un marcador de seleccion KanMX
flanqueado por sitios lox66/lox71 (Lambert JM, Bongers RS, Kleerebezem M., Appl Environ Microbiol. 2007 febrero;
73(4):1126-35), y en el extremo 3' el gen sintético MDH3. El plasmido pSUC174 se restringio con Bsu36l y Fsel y el
fragmento resultante de 7,7 kB se purificé y se introdujo por transformacioén en la cepa SUC-489. Por recombinacion
homologa sobre el gen sintético FUMR vy el gen sintético MDH3 presente en el ADN gendémico de la cepa SUC-489,
la construccion pSUC174 linealizada remplazé el transportador SpMAE1 por DCT_02 (figura 13). Los transformantes
correctos se seleccionaron inicialmente por su resistencia frente a G418, debido a la integracién del marcador de
resistencia KanMX. A continuacioén, se realizé una PCR de diagnoéstico sobre la cepa intermedia SUC-661 para
confirmar el remplazo del gen sintético SpMAE1 por el gen sintético DCT_02. El marcador KanMX flanqueado por
sitios l0x66 y lox71 se retir6 de la cepa SUC-661 por transformacion de la Cre-recombinasa (Guldener U, Heck S,
Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1996 julio 1; 24(13):2519-2524) usando el plasmido
pSH65 que contiene un gen de resistencia a fleomicina. Posteriormente, el plasmido pSH65 se eliminé de las células
por crecimiento en medio no selectivo (YEP galactosa al 2%), permaneciendo un lox72 en el ADN gendmico. La
cepa resultante se denomind SUC-662 (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPI1p-PCKa-PMA1t; TDH3p-FRDg-
TDH3t sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;ENO1p-DCT_02-ENO1t; TPI1p-FUMR-PMA1t;lox72 adh1::PGK1p-PYC2-
PGK1t;URA3p-URA3-URA3t MAL2-8 SUC2 int:: TDH1p-ICL1-TDH1t; TDH3p-MLS1-TDH3t).

A continuacion, la segunda copia del gen SpMAE1 presente en el ADN gendmico de SUC-489 se remplaz6 por
transformacion de un fragmento de 9,5 kB de pSUC176 (figura 11 - construido como se describe en el egjemplo 1.1).
Este plasmido contiene en el extremo 5' el gen sintético FUMR, el transportador DCT_02 y un marcador de seleccion
amdS flanqueado por sitios loxP, y en el extremo 3' el gen sintético MDH3. El plasmido pSUC176 se restringié con
Bsu36l y Fsel y el fragmento resultante de 9,5 kB se purifico y se introdujo por transformacion en la cepa SUC-662.
El fragmento de pSUC176 puede remplazar el gen SpMAE1 restante o el gen DCT_02 introducido. Los
transformantes positivos se seleccionaron por la capacidad de crecer en acetamida como Unica fuente de nitrégeno
(remplazo de la segunda copia de SpMAE1) y la capacidad de crecer en placas que contienen G418 como marcador
de seleccion (remplazo de la primera copia de SpMAE1). Solamente aquellas colonias que son capaces de crecer
en estas dos placas tienen un remplazo de las dos copias de SpMAE1. En el caso de que la segunda construccion
de remplazo (marcador amdS) remplace la primera construccion de remplazo (marcador KanMX), los transformantes
son capaces de crecer en placas que contienen acetamida como Unica fuente de nitrégeno, pero no son capaces de
crecer en placas que contienen G418. Los transformantes que contenian solamente genes DCT_02 y no genes
SpMAE1 se confirmaron por PCR. Esto produjo la cepa SUC-571 que aun contiene un marcador de seleccion
KanMX y amdS. Para retirar el marcador KanMX flanqueado por sitios lox66 y lox71 y el marcador amdS,
flanqueado por sitios loxP, la cepa SUC-571 se transform6 con pSH65 por la expresion de Cre-recombinasa (pSH65
contiene un marcador de resistencia a fleomicina, Gildener, 1996). La retirada de los marcadores KanMX y amdS se
confirmé por ensayo en placa, produciendo la cepa SUC-592. Después de la retirada de los marcadores, un sitio
lox72 y un sitio loxP permanecen presentes en el cromosoma (probablemente en el cromosoma V, en el que esta
localizado el sitio de integracion SI/T4). Posteriormente, el plasmido pSH65 se eliminé del ADN gendémico de la cepa
SUC-592 cultivando en medio no selectivo, produciendo la cepa SUC-632.

Ejemplo 2: Producciéon de acido succinico por levaduras en presencia de flujo de gas de diferentes
composiciones y diferentes presiones

La cepa de levadura SUC-401 construida como se ha descrito anteriormente, se cultivé en matraz de agitacion (150
ml) durante 3 dias a 30°C y 110 rpm. El medio estaba basado en medio Verduyn (Verduyn C, Postma E, Scheffers
WA, Van Dijken JP. Yeast, 1992 julio; 8(7):501-517), pero se hicieron modificaciones en la fuente de carbono y
nitrégeno como se describe en este documento a continuacion.

Tabla 1. Composicién del medio precultivo

Materia prima Concentracion (g/l)
Galactosa CeH1206 - HO 20,0
Urea (NH2).CO 2,3
Dihidrogenofosfato potasico KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSO, - 7H.0O 0,5
Solucién de elementos traza® 1
Solucién de vitaminas® 1
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@Solucién de elementos traza

Componente Férmula Concentracion (g/kg)

EDTA C10H14N2Na208 . 2H20 15,00
Sulfato de zinc - 7H,O ZnS04 - 7THO 4,50

Cloruro de manganeso - 2H,O | MnCl, - 2H,0 0,84

Cloruro de cobalto (ll) - 6H,O | CoCl, - 6H,0 0,30

sulfato de cobre (Il) - 5H,0 CuSO, - 5H,0 0,30

Sodio molibdeno - 2H,0 Na:MoO4 - 2H,0 0,40

Cloruro calcico - 2H,0 CaCl, - 2H,0 4,50

Sulfato de hierro - 7H,O FeSO, - 7H,0O 3,00

Acido bérico H3BO3 1,00

Yoduro potasico Kl 0,10

®Solucion de vitaminas
Componente Férmula Concentracion (g/kg)

Biotina (D-) C10H15N203S 0,05
Pantotenato de Ca D(+) C1gH32CaN201¢ 1,00
Acido nicotinico CeHsNO-2 1,00
Mio-inositol CeH1206 25,00
Clorhidrato de cloruro de tiamina | C12H1sCI2N4OS - xH,O 1,00
Clorhidrato de piridoxol CgH12CINO; 1,00
Acido p-aminobenzoico C7H7NO> 0,20

Posteriormente, se transfirié el contenido del matraz de agitacion a un fermentador de siembra (volumen de partida
10 1), que contenia el siguiente medio:

Tabla 2. Composiciéon del medio del fermentador de siembra

Materia prima Concentracion (g/l)
Sulfato de amonio (NH4)2S04 1,0
Dihidrogenofosfato potasico | KH2PO4 10
Sulfato de magnesio MgSO, - 7H,0 5,0
Solucién de elementos traza 8,0
Solucién de vitaminas 8,0

El pH se control6 a 5,0 por la adicion de amoniaco al 28%. La temperatura se controlé a 30°C. La pO2 se control6 al
20% ajustando la velocidad del agitador. La concentracion de glucosa se mantuvo limitada por el suministro
controlado al fermentador (se aplicoé un exponente de 0,1).

Después de 70 horas de fermentacion, se transfirieron 1,5 | del fermentador de siembra al fermentador de
produccion (volumen de partida 15 1), que contenia el siguiente medio:

Tabla 3. Composiciéon del medio del fermentador de produccién

Materia prima Concentracion (g/l)
Urea (NH2).CO 1,0
Dihidrogenofosfato potasico | KH,PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSO, - 7H.0 0,5
Solucién de elementos traza 1
Carbonato calcico CaCOs3 4
Biotina 0,001

No se aplicd control del pH durante toda la fermentacion. EI CaCO; anadido causé tamponacion inicial del pH a
aproximadamente 5-5,5. Posteriormente, el pH bajo por acidificacion natural hacia un pH de 3 al final de la
fermentacion. La temperatura se controlé a 30°C. La concentracion de glucosa se mantuvo limitada por el suministro
controlado al fermentador (0-24 h: 3,2 g/l/h; >24 h: 2,1 g/l/h o se adapta si es necesario).

Se realizaron dos fermentaciones de produccién diferentes como se ha descrito anteriormente en presencia de
diferentes flujos de gas y composiciones:

Durante la fermentacién 1) se rociaron 0,33 vvm de aire al 100% al fermentador (volumen de partida 15 I);
Durante la fermentacion 2) se rociaron 0,33 vvm de gas total (CO2 al 50%, aire al 50%) al fermentador (volumen de
partida 15 I).

Ademas, se realizaron otras dos fermentaciones diferentes 3) y 4) con la cepa SUC-662 a una escala de 200 metros
cubicos (volumen de partida) en un medio similar como se ha descrito en la tabla 3, usando una fermentacion de
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siembra de 20 metros cubicos, que se prepara en un medio con la composicion de la tabla 2. Para obtener la semilla
para la fermentacion de 20 metros cubicos, se realiza una fermentacion de 2 metros cubicos desde una
fermentacién en matraz de agitacion.

Durante la fermentacién 3) se rocian 0,039 vvm de aire al fermentador (volumen de partida 200 m®).

Durante la fermentacion 4) se rocian 0,027 vvm de aire enriquecido con oxigeno (O2 al 10%, aire al 90%) al
fermentador (volumen de partida 200 m°).

Durante la fermentacion 3) se asume una presion del espacio vacio de 150 kPa (1,5 bar) absoluta; durante la
fermentacion 4) se asume una presion del espacio vacio de 250 kPa (2,5 bar) absoluta.

Durante las cuatro fermentaciones, la pO2 se controla al 5% ajustando la velocidad del agitador.

Resultados

Se calculd que el rendimiento de acido succinico (Yps) en atmosfera de aire (el gas de entrada es aire) con presién
aumentada (presion promedio absoluta de 300 kPa (3,0 bar) en el fermentador) y en atmdsfera de oxigeno
aumentado (aire enriquecido con oxigeno) combinada con presién aumentada (presion promedio absoluta de 200
kPa (2,0 bar) en el fermentador) es casi el doble de elevado en comparacion con el rendimiento en aire al 100%, y
similar al rendimiento en condiciones de CO5 al 50% v/v (fermentacién 2, tabla 4).

La fermentacion 1) y 2) se basan en resultados experimentales, la fermentacion 3) y 4) se basan en calculos
tedricos.

Los resultados muestran que una presion parcial de dioxido de carbono (pCO;) suficiente es necesaria para un
rendimiento apropiado de acido succinico (Yys). La pCO2 se calcula basandose en la fraccion de oxigeno convertida
(recogida por las células y convertida a CO, en cantidades equimolares) en el gas entrante multiplicada por la
presion local presente. Se asumen que la captacion de oxigeno por las células esta en el mismo intervalo que la
transferencia de oxigeno al caldo de fermentaciéon. La transferencia de oxigeno se calcula basandose en la
geometria del fermentador (relacion de altura sobre diametro) y el agitador, la composicion del gas y el flujo del gas
entrante, y la potencia de entrada del agitador.

Tabla 4. Efecto de la composicion del flujo entrante de gas sobre el rendimiento de produccién de acido succinico
(Yps), medido después de 42 h de fermentacion.

Fermentacion | Condicion %de O en el gas Presion promedio en el pCO: (kPa Yps
entrante fermentador (kPa (bar) absoluta) (bar)) (g/g)
Experimental
1 Aire al 100% 21 100 (1) 4 (0,04) 0,24
2 Aire al 50%, 10,5 100 (1) 50 (0,50) 0,41
COz al 50%
Calculado tedricamente
3 Aire al 100% 21 300 (3,0) 47 (0,47) 0,4
4 Aire al 90%, 28 200 (2,0) 46 (0,46) 0,4
0z al 10%

Ejemplo 3: Producciéon de acido succinico por levaduras en presencia de flujo de gas de diferentes
composiciones y diferentes presiones

La cepa de levadura SUC-632 construida como se ha descrito anteriormente, se cultivd en un recipiente de acero
inoxidable (6 kg) durante 4 dias a 30°C (colocado en bafio de agua). Para la aireacion y la mezcla apropiada, se
suministraron 18 NI/min de aire al recipiente. El medio estaba basado en medio Verduyn (Verduyn C, Postma E,
Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, 1992 julio; 8(7):501-517), pero se hicieron modificaciones en la fuente de
carbono y nitrégeno como se describe en este documento a continuacion.

Tabla 5. Composicién del medio precultivo
Materia prima Concentracion (g/l)
Galactosa CeH1206 - H,O | 20,0
Urea (NH2).CO 2,3
Dihidrogenofosfato potasico KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSO, - 7H,O | 0,5
Solucion de elementos traza® 1
Solucién de vitaminas® 1

@Solucién de elementos traza

Componente Formula Concentracion (g/kg)
EDTA C10H14N2Na208 . 2H20 15,00
Sulfato de zinc - 7H,O ZnS04 - 7THO 4,50
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Cloruro de manganeso - 2H,O | MnCl; - 2H,0 0,84
Cloruro de cobalto (ll) - 6H,O | CoCl; - 6H,0 0,30
sulfato de cobre (Il) - 5H,0 CuSO0O, - 5H,0 0,30
Sodio molibdeno - 2H,0 Na:MoO, - 2H,0 0,40
Cloruro calcico - 2H,0 CaCl, - 2H,0 4,50
Sulfato de hierro - 7H,O FeSO, - 7H,0O 3,00
Acido bérico H3BO3 1,00
Yoduro potasico Kl 0,10
®Solucion de vitaminas
Componente Férmula Concentracion (g/kg)
Biotina (D-) C10H15N203S 0,05
Pantotenato de Ca D(+) C1gH32CaN201¢ 1,00
Acido nicotinico CeHsNO> 1,00
Mio-inositol CeH1206 25,00
Clorhidrato de cloruro de tiamina | C12H1sCI2N4OS - xH>O | 1,00
Clorhidrato de piridoxol CgH12CINO; 1,00
Acido p-aminobenzoico C7H7NO> 0,20

Posteriormente, se transfirié el contenido del recipiente de acero inoxidable a un fermentador de siembra (volumen
de partida 4,0 m3), que contenia el siguiente medio:

Tabla 6. Composicion del medio del fermentador de siembra

Materia prima Concentracion (g/l)
Sulfato de amonio (NH4)2S04 1,0
Dihidrogenofosfato potasico | KH2PO4 10
Sulfato de magnesio MgSO, - 7H,O | 5,0
Solucién de elementos traza 8,0
Solucién de vitaminas 8,0

El pH se control6 a 5,0 por la adicion de amoniaco al 20%. La temperatura se control6 a 30°C. La pO2 se control6 al
20% ajustando la velocidad del agitador. La concentracion de glucosa se mantuvo limitada por el suministro
controlado al fermentador (se aplicoé un exponente de 0,1).

Después de 70 horas de fermentacién se transfirieron 4,7 m?® del fermentador de siembra a un fermentador de
produccion (volumen de partida 55 m®), que contenia el siguiente medio:

Tabla 7. Composicion del medio del fermentador de produccién

Materia prima Concentracion (g/l)

Urea (NH2).CO 1,0
Dihidrogenofosfato potasico | KH2PO4 3:0

Sulfato de magnesio MgSO, - 7H.0 0,5
Solucion de elementos traza 1
Carbonato calcico CaCOs 4

Biotina 0,001
Sulfato de hierro FeSO4 - 7H,0O 0,006

No se aplicd control del pH durante toda la fermentacion. EI CaCO; anadido causé tamponacion inicial del pH a
aproximadamente 5-5,5. Posteriormente, el pH bajo por acidificaciéon natural hacia un pH de 3 al final de la
fermentacion. La temperatura se controlé a 30°C. La concentracion de glucosa se mantuvo limitada por el suministro
controlado al fermentador (0-24 h: 3,0 g/l/h; >24 h: 2,1 g/l/h o se adapta si es necesario).

Se realizaron tres fermentaciones de produccion diferentes como se ha descrito anteriormente en presencia de
diferentes flujos de gas y composiciones:

Durante la fermentacion 1) se rociaron 0,035 vvm de gas total (concentracion del 30% de O) al fermentador, se
aplicé sobrepresion extra de 40 kPa (0,4 bar) (140 kPa (1,4 bar) absoluta) sobre el espacio vacio.
Durante la fermentacion 2) se rociaron 0,018 vvm de gas total (concentracion del 41% de O) al fermentador, se
aplicé sobrepresion extra de 40 kPa (0,4 bar) (140 kPa (1,4 bar) absoluta) sobre el espacio vacio.
Durante la fermentacion 3) se rociaron 0,031 vvm de gas total (concentracion del 29% de O) al fermentador, se
aplicé sobrepresion extra de 90 kPa (0,9 bar) (190 kPa (1,9 bar) absoluta) sobre el espacio vacio.

Durante las cuatro fermentaciones, la pO; se controla al 5% ajustando la velocidad del agitador.
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Resultados

Los resultados muestran que es necesaria una presion parcial de diéxido de carbono (pCO;) suficiente para un
rendimiento apropiado de acido succinico (Yys). La pCO2 se calcula basandose en la fraccion de oxigeno convertida
(recogida por las células y convertida a CO, en cantidades equimolares) en el gas entrante multiplicada por la
presioén local presente.

Una presion parcial de dioxido de carbono suficiente puede lograrse aumentando la concentracion de oxigeno en el

gas del flujo entrante y/o aumentando la presion.

Tabla 8. Efecto de la composicion del flujo entrante de gas sobre el rendimiento de produccién de acido succinico
(Yps), medido después de 70 h de fermentacion.

Fermentacion | Flujo de gas % O2 en el gas Presion promedio en el pCO: (kPa Yps
total (vvm) entrante fermentador (kPa (bar) absoluta) (bar)) (g/g)

1 0,035 30 170 (1,7) 40 (0,4) 0,43

2 0,018 41 170 (1,7) 63 (0,63) 0,52

3 0,031 29 220 (2,2) 52 (0,52) 0,52
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taagaccacc
gactgctgat
cggtecatgyg
cgatatggac
cccaaccaaa
acaaggtaag
ggaacaaggt
cgctgctgcet
tttgttogte
atccgttcaa

aattaccaga
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actatcteca
atcocgtcegatt
tggggtggtg
atcactagac
tccgtcatet
tacactgctg
aagccatete
gacgetttgg
gatggttgga
gaaagagttg
atttccaaca
getgeocattg
ttgggtggta
gctaaggett
atcggtggta
atcggttggt
tccagaaaga
ttcaccatca
atcatggaaa
accaagcaaa
attttggctg
totttgttga
getactgotg
aaggttcaat
ttettgggte
agatttgtca
gctgaatace
caaaaattgt
aaggctgaca
caaactttag

aaatctgttt

gaaagcacga
acgtcattga
actgtegtge
ctectteett
ctttggacaa
acgataaacc
aatccaatat
ctacecgettg
gatacgttag
ccaagatgtt
ctttaccage
aagctgctgg
actctgecaa
ccattgtcga
acaccgatece
tgacttetet
gaactcacag
tgaaaacttt
actgttecgt
tcagagttac
atgctgttat
gagaacatgc
atggtgtcaa
tgcacccaac
cagaagctct
acgaattgga
caggttctgg
ttggtgttte
ccatgagaga
aagaatacga

acccatgtgt
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acacgettct
caacatcaat
cteceggtatg
ggacatgttg
tgaagetttyg
attgacctgt
cgctcaagtt
tttcatcaag
agacaccgtc
cgaagttgcc
tegtgtcatt
ttgtggtgct
ggctacctct
tggtggtaag
agetttggtt
aggtgtteca
agctccagac
agaagatcat
tacctetttg
eggtgtegaa
cttggeccace
cccacacttg
gttggctcaa
tggtttgate
aagaggttct
tttgagatct
tggttecceatg
atctcacgaa
cttggetget
aagattatcc

tttgggtace

10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360

12420



aaaggtccat
ttgatttcte
cactccaacc
ggtaacagat
gacagagott
actgttgttt
agattcaact
atcagaggtg
gacgatttgg
atctetgett
gaaagaagat
ttgattgetg
aagccattca
gaattgactt
aaaacttteg
cgtggtatct
ggtccaccag
aacttggtca
aatcttgecat
ctattttaat
attgecattgt
gtggatgetg
tggetttttt
geggecgega
taatgccatt
aggaccttaa
tatctaggaa
tattgatgtt
gtgagattct
gaaactgaca
ggotgotgta

atttactatt

actatgtege
cataotgetga
caatcttggg
taggtggtaa
ctaccatttt
tgagagaagt
taccaggtgc
actgggacgy
gtatgattga
tggaaccagg
tatctgacaa
gtggtaccgg
tcgacacttt
acagagaagt
ttttgaacag
tgaccaacca
ttatgcaaag
gaaccgttga
ttaaataaat
gacattttcg
tcttgtettt
agtgaaattt
ttttaaagtt
gacctaacta
tttttgagtt
tacattecaga
cccatcaggt
acacctggac
ccgaaattaa
ggtggtttgt
acagggaata

ttccecttett

ctttgtecact
aatccaaatg
tttattcggt
ct.ctttgtig
gcaaagaaagq
cagagaaggt
tctacaaaga
tcaacaattg
cattttggee
tgacgctgte
geacttegtt
tgttgetaca
ggaatccgte
tttggaagaa
acctecteca
cgttcaacca
aattgtcaag
cgaaactgaa
tttettttta
attcattgat
ttcgccacat
tagttaataa
tacaaatgaa
catagtgttt
ataataatcc
cacttotgeg
tggtggaaga
acccctttte
ttaazagcaat
tacgcatgcet
taaagggcag

acgtaaatat
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ccatctatee
aagaacactt
gctggtgaag
gaatgtgttg
tectotgett
ggtgtctacg
tetggtetat
attggttact
agatctgaca
gaaatgaagg
ttcatgggtc
atgttgcaaa
cacttgatct
cgtegtegty
ttatggactg
ccatctgaca
gocactttaa
ccatctggaa
tagctttatg
tgaaagcttt
gtaatatctg
tggaggecget
tttttteege
aaagattacg
tacgttagtg
gtatcaccct
ttaccegttce
tggcatccag
cacacaatte
aatgcaaagg
cataatttag

ttttcttitt

actacaccat
cttceagage
tcaacggtygs
tttteggtag
tgtctttcaa
gtgetggtte
cecttgggtea
actetecaat
agggtacttt
cttgtggtgg
acattatcaa

tcatcaaggc

‘acgctgctga

aatccagagyg
acggtgtegg
acttattggt
agactttagg
gttaaggtga
acttagtttc
gtgtttttte
tagtagatac
cttaataatt
caggatggge
gatatttaac
tgagcgggat
acttattccc
taagactttt
tttttaatct
tecteggatac
agcctatata
gagtttagtg

aattctaaat
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gggtggtegt
toecattgtoo
tgtecacggt
aattgeoggt
ggtctggace
cogtgtektg
attecattgce
cactttgeca
acgtgaatqgg
tttggtecatce
caagctatgt
cgcttteatg
agatgtcact
taaattcaag
tttcatcgac
tgccatetgt
ttacaacatg
atttacttta
aatttatata
ttgatgeget
ctgatacatt
ttggggatat
ccggegegec
ttacttagaa
ttaaactgtg
ttcgagatta
cagcttecte
tcagtggcat
caccteggtt
cectttggetce
aacttgcaac

caatecttttt

12480
12540
126060
12660
12720
12780
12849
12300
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280

14340



caattttttyg
aacaaaaaat
acgtcaagga
caggtttgga
ccggtatttt
aggacaccgt
aaacctggaa
étgttgacgc
aagttgettg
tgaagaactt
ggaaggaaca
aattgattgg
actatttett
atggtgacgt
acccaaagayg
actttgaagy
tetacggtge
ctgttgactt
acattgacaa
tgactgctga
aatactactt
aaccaactcc
aatacgctga
acaccggttg
atgctatctt
tggccattcc
acgctgacaa
actttgtcaa
éttaagcgta
aaaattttta

ggttgtttta

tttgtattet
gactgattty
aattgtctac
aggtttcgac
caccggtegt
ctggtggaac
atctftgaga
tttctgtggt
gcaagctcat
caaggctgac
aggtttgaac
tagtacctygy
gccattgaaa
tgcecatotte
acaattgatt
tggttgttac
catccgtegt
cgacgacggt
cattgtcaga
tgctttoggt
cttgteeggt
aactttctct
tgtettggtt
gaacggtace
ggacggttee
aaaggctttg
ggctecaatgg
atacactgcet
cgcaattceg
gattaaatgg

tttgatttga

tttettgett
aacaaattqgg
aacccatctt
aagggtactt
tctccaaagy
tctgaagetg
gaattggtty
gcttctgaaa
ttcgtcaaga
ttcaccgttt
tctgaaaact
tacggtggtyg
ggtgttgett
ttcggtctat
ggtgatgacg
gccaagacca
gatgetttgt
tccaagactg
cctgttteca
gtcttgecac
ttcactgcca
gettgttteg
gaaagaatga
ggtaagagaa
attgaaaagg
ccaggtgt£g

caagtcaagg

‘aacccagaag

gggaattgtc

catcaactct

tataattggt

ES 2616 790 T3

aaatctataa
tcaaggaatt
acgaacaatt
tgaccacttt
acaaatacat
ccaagaacga
ccaagcaatt
agcacagaat
acatgttcat
tgaatggtge
ttgttgcttt
aaatgaagaa
ccatgcactyg
ccggtactgg
aacacggttg
tcaacttatc
tggaaaacgt
aaaacaccag
aggctggtca
ctgtttcecaa
aattggetgg
gtgctgettt
aggcttetgg
tetccatcaa
ctgaaatggg
acccagecat
ctgaagattt
ctgccaaatt
attctaatat
tagcttcaca

ttctctggat

ctacaaaaaa
gaatgatttg
attcgaagaa

aggtgctgtt

tgtttgtgat

taacaagceca
gtetggtaag
tggtgtcaga
cagaccaact
caagtgtacc
caacatcact
gggtatattc
ttctgecaat
taagaccact
ggacgaatct
tcaagaaaac
tgttgtcaga
agtttcttac
cgctaccaag
attgactcca
tactgaaaga
cttatctttg
tgctgaagcet
ggataccaga
tgaattgceca
cttagatecca
ggctaacaga
ggttggtgcet
tttatccaca
cacacacaca

ggtacttttt
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cacatacata
ggtttgactg
gaaaccaagc
getgttgaca

gaaaccacca

atgactcaag'

agattattcyg
atggtcactg
gacgaagaat
aacccaaact
gaaggtatece
tccatgatga
gtcggtaagg
ctatccactg
ggtgtcttta
gaaccagata
gctgacggtt
ccaatctace
gttatcttet
gaacaaaccg
ggtgtcactg
cacccaatcc
tacttggtea
ggtatcattg
atcttcaact
agagacacct
ttcgtcaaga
ggtecaaagyg
cacacacctt
caccgaagct

ctttettggt

14400
14460
14520
14580
14640
147¢0
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
1572¢
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140

16200



tatttcctat
ﬁcacaacacg
ttaattttta
ggatttgaaa
ttattatggt
aagatctett
cactcaagat
aaccacagta
acctttactg
aatcgccagg
tcattactct
gatgatgagc
gttttgteeg
agcagaactt
gtcaacaaat
tgctgtttta
tttttgatgc
gacacttggt
tagaaactat
gacaaaaatg
gggaattgat
cocggttatt
agttagagaa
tttgaatgea
gtacattttt
tgacattgaa
éaatttaatt
cttggccgat
aaaagtgttg
gaaatcgagy
atggataagg
aaaaaattca
ctatteoatgg
aacttacaac
agccattcca

aaaaaaaaaa

<210> 2
<211> 18127
<212> ADN

tttaaaatat
cacatttcaa
atatatataa
atatttggta
caaggcttta
ctegtttget
acacacttac
catcatatta
attttgecgg
ccattctaca
agatgactea
ggttetttta
taaccggett
aactcactca
ataaagaata
aatcatggtt
acatgttgtc
tcatgaagtc
attgatgaag
gttgataata
actttagacg
gctaaatcag
ataataagag
acacaagata
aatgaaaagqg
aatgaaaagt
gatcttgtag
étgaaatgct
acataacgga
aaaacaaact
tggctacaga
acgagctgte
aacaagagaa
tggaatgtca
cagatagtgc

aaagccaata

gaaacgcaca
ctttaatatt
tgcacacaca
tctttgcaag
cgtcataata
cecatttggaa
atgaacgtat
agacgtagta
ttaatcgcat
agtttccttt
gtttagtetg
ttgeggaaac
catgagtecgg
tcacgctgtt
ttgaaattga
tacactccat
catcaagatg
acctctecac
aaataagatc
gagtccattg
tcgtaacaat
atttgectaac
tacaagatat
tttttcaaaa
gogaaaaagt
actgtgactt
aaagtaccga
aagaactagg
agaacaaagg
caaaaattac
atgggatcct

caacagagaa
ttttaaccaa
ggacttggaa

tactttagta
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caagtcataa
tttttagaaa
ctaatttatt

atgtttgtat

gttectgece

gtctegetta
acaaatttac
ttegatgatt
cgaaatttet
tcttatgaag
accttctata
gaaaattccg
cttcaatagt
tecgetgaat
cagtttttgt
coaagggtee
aaaatggttc
aagottgtey
gtacattttc
ttgtttgtac
gaaaaaatta
gaaagaggaa
ccetgtatgt
atatceatte
taaaggaaga
caaaatcttg
ggattattat
ctattaaagg
aaatttttgg
aagtgctatg
gaatttataa

atttcaaaat
gagattgaac
tacaagctgt

aacgttcaca

ttattctaat
cactttattt
cattaatttt
agagggacaa
agetetteta
cgtttatgeg
taacactact
gaaggccgec
tcatcacaag
atgtaaaagc
gtatactacc
ggaccggcega
agttgaatac
tttctcaaaa
cgctatcgat
aagaactctt
ctttttgttyg
acggatoccy
caagaagaac
tttetgagae
gcgaagagag
ttgaaaaact
ttcttttteg
agtataattg
caatacaaat
caaaagacga
gasaaatgca
ccagagattg
aggaagaaat
aaataattaa
ctagacaatt
ttcgagactg
aattgaatca
taatcggaaa

tcaaaaggta
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agagcacaat
agtctaattc
ttattgagta
agaatcgtct
taatacttta
cccatacaga
tgaaaatatg
tcoccocgogaaat
aaagcaaaca
tactaaggcg
ctggegetat
aatttgcceg
ttatttaaac
tatctaagca
ttttattatt
tacgataagg
tatatcgaca
ggctgeagte
aacctgatag
cttcaaataa
tgaatttaat
tcaaaacaca
gegatgaagt
catctaatga
ggggegetgt
tttttgattg
gateggecat
cttaacaacg
gaacttcogat
taaaacggtce
agaagctaaqg
gaaaaagage
caagttggaa
aagttccaac

gtattaatta

16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17340
18000
18060

18120

18180

18240

18300

18320



<213> Nucledétido artificial

<220>

<223> Plasmido pSUC047

<400> 2
catcetggeg

tattaagagc
tctactacag
aaaacacaaa
actaagtcat
ccttaactgt
gcagtgttga
gaaacaacgg
ccgactaatt
aaagattcag
geaceagega
tegteaccac
accaaggatt
gtgacctttc
atcaagtagt
acgttacctg
gagttaacag
gtaaccaaag
ggctttettg
atggaatcct
ccaatacctt

ttcaataata

gaaaaaattce
gccteocatta
atattacatg
gcttteaate
aaagctataa
ccaagatgaa
ccaattgttc
aaccgtttct
gttgageett
tttectggett
aagccatgga
cgaattggac
tgtcagtgat
tgtgcatggt
caaccaagaa
gettgaactt
ggttggagat
acttaacgat
gaacaccagc
tgtcgtaacc
cagcagctct

gagataatgg

atttgtaaac
ttaactaaaa
tggcgaaaaa
aatgaatcga
aaagaaaatt
agacttacce
ttctcecttgga
caaaacaatt
cttaccgttce
ttcgttgtqg
caaggtagca
tctgtggatyg
gattggaatg
ggtcttgtct
agtttcagct
acccatctte
gactaagata
accagegtte
tggaatcaag
aacacaagaq
gatategtac

ttgaccgaca
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tttaaaaaaa
tttcactcag
gacaagaaca
aaatgtcatt
tatttaaatg
ttttecaatgt
gacaattttt
ggcaaagaga
ttcaaacctg
aaagaacgta
gaacceggceac
aaatgttegt
atggtttcac
tgttcttgac
ctgaccaaat
ttcaaagttt
cgagegtttg
atcttgaaca
acaacttgag
gagttggtgt
aaagccaatt

ccaccagaag

aaagccaata
catccacaat
atgecaatage
aaaatagtat
caagatttaa
tctttetcaa
ccaaaacaga
agtattcaat
gcaagtagac
agacttctte
cttgettgge
attgettgte
cagagtgacc
cgatctttygyg
ccaagttggt
caacggcaat
gggcaaattt
aatcatctct
cattggacaa
tgatgtggga
cagaaacgta

cacctaagat
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tecccaaaat
gtatcaggta
gcatcaagaa
ataaattgaa
agtaaattca
ttccttgaca
agtgtcaatg
ggagttgteca
gaaagcagac
agcaaatttg
cttgacaatt
caattggaaa
accgatgacg
gttcttcaac
gacacccata
tggaaccaaa
accgacagca
ggtcaaacct
agtgttttcg
caaatcctta
tggagacaét

ggcaacctta

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

1020
1080
1140
1200
1260

1320



accattttgt
aaaaaagact
caatcaatac
ctggtttcaa
gtgtaagaaa
aggcaggttyg
ctetgtagtt
tttggtgotg
ttagtggatg
aacccgcoce
actaaggecg
tcagtctatt
gtaaggcaat
aaatatgata
gaggaagggc
tcaagattat
aattcctgga
tagcattaaa
ataaaaatac
tgcttctgga
aaggataagg
aataaaggaa
ataaataggt
tattgtataa
tectttttga
aattcttagg
aaaataaggg
taaccaacaa
gecaggteoect
caaccaccaa
agcataatta

geggacatat

ttgtttatgt
aactataaaa
ctaccgtcett
cetttttttt
atgagataga
catcactcca
gcgctaagag
ggattetttt
ccaggaataa
ctattttgég
gecacgegty
ggagaattaa
tgttccaaga
agcaagataa
aégaactcca
ttgacagtaa
cagatattec
aaaacccctt
ttcaatcatt
catcaatatt
caggacgaqgy
tatcaaatat
ccaaatcttc
gaatatattce
gcgtaatcecec
ttagttgtat
tgaaacaaat
tgaccttatc
ttctgattet
aatcaccgge
accattgagg

ccacactgtt

gtgtttatte
gtagaattta
tatatactta
cagctttete
tacatgcg£g
ttgaggttgt
aatggaccta
tttttetgga
actgttcace
catgtacggg
aagatctcgt
gtttgategt
tttggaaggﬁ
tagcaacggg
catgégtcaa
atactcccaa
agatgattta
cggtacgtaa
tttacaatct
caaatacagg
gaagataaat
tatgaataga

tttattteee

-ttaggaaaat

ttecgagactg
agttccogtt
agacaataaa
accatcgaat
accggaaata
ttcaccaatt
gtctttgact

ggctteetga
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gaaactaagt
agaagtttaa
ttagtcaagt
caaatcagaqg
ggtcaattge
gcccegttttt
tgaactgatg
tgccagetta
cagacéccta
ttacagcaga
tatgtacccg
aggtatagac
attgatttaa
agtgaaatca
aaagcaagtt
ttaaaaaaga
aaaatatacc
tataaaaaat
tgtatacttt
ccaatcttayg
agtttcgtta
aaaagaagat
ctttecttttc
caacagggaa
tgatgttgat
cataacataa
gatgtagttt
tcataagcag
tcataatgtg
ggaacacaac
ctgtcagcat

atttecatgag

tettggtgtt
gaaatagatt
aggggaataa
agagcagaaq
cttgtgtcat
tgecoctgtttyg
gttggtgaag
aaaagoggyac
cgatgttata
attaaaaggc
aatatgtcag
cggacaatat
aaagtaataa
atgggggett
attttgeaac
aattcatgga
tacagcaaga
tttataggta
atacaacatg
gtaaaacatt
attataaata
ggtgagacaa
ttatcctttt
tacagtatag
tatttttg£t
tggatagtaa
tcgaggacga
gaatttctaa
aaccatggca
ctaagtgagt
cggtctgtgg

gagttotgtg
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ttaaaactaa
tacagaatta
tttoagggaa
gtaatagaag
catttactcee
tgccectgtt
aaaacaatat
teccattatat
tattctgtgt
taattttttg
tttacattgg
gecggaatat
agtttcaaat
ttttgataat
gacatacaat
ctgggatagt
tgaategett
atatacatat

tgaaatette

tggagaaaag

catgcagata
aaaagtagta
gttttcteeca
tgattttegt
gtgatttcaa
atgaaaaatc
aaaacaaacce
gtttaagggg
aggacagaac
acaaataccc
gtccttcaaa

tctaatgaac

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
19890
2040
2100
2160
2220
2280
2340
24Q0
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



acaggcttac
acttcaactt
tctacggttyg
gcataagaac
gtcetgtacg
ctgcagacct
gcgecccetgt
cttcctttta
tgggtaagga
tatatgggta

tgtatgggaa

atgatgttac

ccatcaagca
gcaaaacagc
cgctyggecagt
gegategegt
cgagtgattt
ataagctttt
accttatttt
cagaccgata
tacagaaacg
ttcatttgat
caagaacttg
tagegtgatt
gcagaaagta
tcgatactaa
gacttectet
tetocctaac
ataatgggct
actaatactg

tccatttgee

cttgceattt
tagecatage
atttggcace
ggcctttate
tggatttget
gcgagcaggg
agagaaatat
aaatcttget
aaagactcac
taaatgggct
gceccgatgeg
agatgagaty
ttttateccgt
attccaggta
gttcctgege
atttcegtctce
tgatgacgag
gccattctca
tgacgagggy
ccaggatctt
gctttttcaa
gctcgatgag
tcatttgtat
tatatttttte
atatecatgecqg
cgcogdcate
tttctggcaa
atgtaggtgg
aaacaagact
tagecectaga

atctattgaa

gacaaccacg
caaaacateg
ﬁgcagatgac
agcatcegtta
agccagcaaa
aaacgctecce
aaaaggttag
aggatacagt
gtttcgaggc
cgegataatg
ccagagttgt
gtcagactaa
actecctgatg
ttagaagaat
cggttgeatt
gctcaggcgc
cgtaatggct
ccggattcag
aaattaatag
gccatcctat
aaatatggta
tttttctaat
agttttttta
ttegeectega
tcaatcgtat
cagggtacca
ccaaaccaat
cggaggggayg
acacaaatta
cttgatagcc

gtaataatag
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tttttaccca
gcagtagegg
aaaagaccca
ttttecttta
gattgagaaa
ctcacagtecg
gatttgeocac
tetcacatea
egegattaaa
tegggcaate
ttctgaaaca
actggctgac
atgcatggtt
atcetgatte
cgattcectgt
aatcacgaat
ggcctgttga
togtcactea
gttgtattga
ggaactgect
ttgataatcc
cagtactgac
tattgtagtt
catcatctge
gtgaatgctg
tecctettgtt
acatcgggat
atatacaata
cactgecctca
atcatcatat

gcgceatgceaa

atgggatagce
tcatagatga
tagcaccgac
aaacgtcatc
tcaggtacca
cgttgaattg
tgaggttctt
catcegaaca
ttccaacatg
aggtgcgaca
tggcaaaggt
ggaatttatg
actcaccact
aggtgaaaat
ttgtaattgt
gaataacggt
acaagtctgg
tggtgatttce
tgttggacga
cggtgagttt
tgatatgaat
aataaaaaga
gttctatttt
ccagatgega
gtcgctatac
gtttcegggt
tectataata
gaacagatac
ttgatggtgg
cgaagtttca

ctteottttet
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cgctaaatta
aataaaggtt
cataaagtaa
aaaatttggg
cggctccteg
teocccacgece
ctttcatata
taaacaacca
gatgctgatt
atctategat
agegttgeca
cetetteoga
gegatccoeg
attgttgatyg
cettttaaca
ttggttgatg
aaagaaatgc
tcacttgata
gtcggaateg
tctecttcat
aaattgcagt
tﬁcttgtttt
aatcaaatgt
agttaagtge
tgetgtegat
gtacaatatg
ccttegttgg
cagacaagac
tacataacga
ctaccctttt

ttttttttet

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840

-3%00

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



tttctetete
cactaaagga
atgaggggta
ctaatgagca
tgoccgetttg
ttgttetegt
gcatacaatc
agegcegeceg
aagacagegt
tcacagaggc
tggaagttac
cccacgagtt
caaagcacaa
ttogagteaa
aaggggactc
cctctgteee
tcaacccacé
titgggatteg
cggccgegtt
agatggegaa
actetgttga
acgactccaa
agatcaagaa
acectectat
ccgtgaccee
acgcggetga
ttccaaatat
gggacacgca

ctgaagaaaa

cggtacggca'

tcacgagcgt

gtttcaagge

cceegttgtt
aaaaattaac
tcttogaaca
acggtatacg
ctatcaagta
tecctttett
aactatctca
ccteogcoaaaa
tattgattte
ctecgetgea
getageattce
cttecetgac
gagacccgtt
gqggctacgaa
ggttctgaca
gcagaccctyg
caacaagaac
tggtggogtc
caacttcctg
cageatggaqg
ggaccteege
ggtcatceece
cggcgggete
cctgegegge
gtggacgcca
cggecagegec
caaagaccta
tctcragaag
ggeegggaag
tgaccagttce
ggttgttceg

ggttagtgag

gtctcaccat
gacaaagaca
cacgaaactt
goecktectte
taaatagace
ccttgtttet
tatacaatge
accatcectg
ccaaagaaat
gatettgtgt

tgtaaacggg

gccgeteteg

ggtccactce
acatcaatgyg
accatgetaa
atggtctgeg
tggtegtgeg
atcggtgtag
tacggtctaa
ggtcaggaga
ctectteacca
atgceetgge
aatatcgget
gtggaaacca
tacaagcacg
gacgtaatge
ctgaacccga
tggaattacc
gaactggacg
cggtactatg
gttacctttg

cttgatgeee
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atccgcaatg
goaccaacaqg
tttcetteet
cagttacttyg
tgcaattatt
tttteotgecac
ctcaatcctyg
atgaatggaa
cggggatect
ccaagctgge
cagcaatege
cgcaggcaag
atggcctcce
getacatecte
gcaaagccgg
agacagtcaa
geggecagtte
gaacggatat
ggccgagtea
cggtgeacag
aatcegtect
gccagteoccga
actacaactt
cegtegecge
attteggeca
gcgatatcag
acatcaaagc
agatggagta
ccatcatecge
ggtatgecctc
cggataagaa

tegtgecagga

acaaaaaaaa
atgtegttat
tcattcacge
aatttgaaat
aatcttttgt
aatatttcaa
ggaagaacty
agtccagacyg
ttcagaggee
ggccggagayg
ceageagtta
ggaactcgat
catctctete
atggctaaac
tgcegtctte
caacatcatc
tggtggtgag
cggtggcteg
tgggcggetyg
cgttgtéggg
cggtcaggag
gtcggacatt
cgacggeaat
actogeocaaa
cgatcteatc
tgcateccgge
tgttaacatg
ccttgagaaa
gccgattacg
tgtgatcaac
categataag

agagtatgat

29

tgatggaaga
tceagagotg
acactactet
aaaaaaagtt
ttectegtea
getataccaa
geegetgata
ctgeetgegg
§aactgaaga
ttgacctcgg
acaaactgeg
gaatactacyg
aaagaccagc
aagtacgacy
tacgtcaaga
gggcgeaceyg
ggtgecgateg
attcgagtge
ccgtatgcaa
cogattacge
ccatggaaat
attgecctcca
gtccttccac
gococggtcaca
tcccatatct
gagceggega
aacgagctct
tggcgggagg
cctacegetg
ctgctggatt
aagaatgaga

ceggaggegt

5160
52290
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300

€360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020



accatggggc
tggagattge
atttatactt
tgcatgataa
atcaaagcaa
agaatattag
actttttegt
azatttcagce
catgttcctt
dtgattaacg
tggtgttgec
ttecaatgac
aagaattgtg
gtagtaaaaa
actcatagge
tttcagaaat
gatttactta
tgttgagaac
aataacccco
gaagatagag
attécggatc
atagagaaaa
ggcgtgecate
ttgettetee
gacaaatcca
aaacgctcaa
ttecgttaata
gaagaaagaa
cgttttacaa
acatccecect

acagttgcge

accggttgea
agaggaagtg
agataagtat
tatttaaacg
tacacttacc
cacagagtat
agcataagaa
atgctcagaa
ttgaagaaag
attagaccgt
ccggacttte
tecctaaaga
gcttgagatc
gaggtaaaaa
acttcatcat
atgcatagaa
cactactttg
cggactacta
taattetgea
cttctaaaac
accagatege
ggasacgaaa
agggtgatcc
attgacttct
ctttaggttt
acatattage
aatcaaatcet
tctactctee
cgtcgtgact
ttegecaget

agecctgaatg

gtgcaggtta
gggaagttge
gtacttacag
gttattagtg
acctattaca
atgatgatat
ttaattactt
acaattgcag

aaaatcatgg

-taagcgecaca

ttttgegaca
aagactctte
tagattacgt
gagaaaaccg
acgacagttt
cctottettg
tttctacgee

aaaagcaatg

toegatecagt -

aaaaaaaatc
cattacaatg
attctgtaag
aaaggaactc
agttgagecgg
cgaggeacta
atatacctte
ttecatectagt
tcccecatte
gggaaaaccc
ggcgtaatag

gegaatggga
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teggacggag
tgggaaatgt
gtatatttet
ccgattgtct
tgggccaaga
ccgttagatt
ggatgccaat
tgtatcazag
aacattagat
acaggttatt
taggtaaate
ttcgatgttyg
ggaagaaagg
gctacatact
cttgatgcat
cctttactft
atttcocttttyg
ttccecactga
atgttttttt
agcgattaca
tatgcaggca
atgecttega
gagagagagg
ataagttegg
tttaggeaaa
aaaaaatggg
tetettaaga
gcactgcaaa
tggccttacce
cgaagaggcc

aattgtaaac

actcagtgaa
ggtgactcca
atgagatact
tgtgcgataa
aaatattttc
atgcatgatt
aaaaaaaaaa
taaaaaaaag
ttacaaaaat
agtacagaga
gaataccatce
tatacgttgg
tagtaaaagt
agagaagcac
tataatagtg
ttatacatag
ttttecaacac
aaatcatgta
ttetetacte
tgcatattgt
aatatttctc
agagatttet
gcgaaaggca
aaatgtaagt
aagacgagtg
aatagtatat
tttcaatatt
gctagettygyg
caacttaétc
cgcacecgate

gttaatattt

30

gagaggacgt

taggtcgaga

gatgtataca
tgacgtteat
gaacttgttt
cattecctaca
aacatcgaga
attttegecta
ttaaccaceqg
aagcattctg
atactatctt
agcatagggc
agtagtataa
gtacacaaaa
tattagatat
aacattggca
ttagacaagt
cctgcaggat
atttttacct
gtgttctaga
agaatgaaaa
cgatatgcaa
atttaatgca
cacagctaat
gggaaataac
aaccttcegg
ttgctttett
cactggecat
gceettgecage
gcecttecca

tgttaaaatt

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8289
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760

8820

BB8O



cgegttaaat
cccttataaa
gagtccacta
cgatggccca
agcactaaat
gaacgtggeg
tgtagcggtce
cgegtecaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgeggta
ttetcagaat
'gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttagt
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
ccccgtégaa
cttgcaaaca
acctettttt
agtgtagecg
tctgctaate

ggactcaaga

ttttgttaaa
tcaaaagaat
ttaaagaacg
ctacgtgaac
cggaacccta
agaaaggaag
acgctgcgeg
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cttectgttt
ggtgcacgag
cgccccgéag
ttatccecgta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgecttgate
acgatgcctg
ctagcttece
ctgegetegy
gggtctegeg
atctacacga
ggtgcctcag
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
écgaaggtaa
tagttaggce
ctgttaccag

cgatagttac

teagctcatt
agaccgagat
tggactccaa
catcacccta
aagggagecce
ggaagaaagc
taaccaccac
ggggaaatgt
cgcteatgag
gtattcaaca
ttgctcacee
tgggttacat
aacgttttee
ttgacgecgg
agtactcace
gtgctgccat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatqgc
ggcaacaatt
cecttecegge
gtatcattge
cggggagtea
tgattaageca
aacttecattt
aaatccctta
gatcttcottg
cgctaccagc
ctggecttecag
accacttcaa
tggetgetge

cggataagge
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ttttaaccaa
agggttgagt
cgtcaaaggg
atcaagtttt
cogatttaga
gaaaggageg
ageegacgeg
gcgocggaace
acaataacce
tttcogtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagaccaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaacaget
ggagetgaat
aacaacgttyg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactetgta
cagtggcgat

gcagcggtcg

taggccgaaa
gttgttceag
cgaaaaaceq
ttggggtega
gcttgacgag

ggegetaggy
cttaatgecge
cctatttgtt
tgataaatge
geecettatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
cteaggtegee
aagcatctta
gataacacty
tttttgcacé
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggegg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tegtteocact
tttctgegeg
ttgeceggate
ataccaaata
geacogecta
aagtcgtgte

ggctgaacgyg

31

tcggeaaaat
tttggaacaa
tctatcaggg
ggtgecgtaa
gaaagccgge
cgctggcaag
cgctacagyg
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgetga
gtaagatcct
ttctgotatg
gcatacacta
cggatggeat
cggecaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggega
ataaagttgc
aatetggage
ageecteeoy
atagacagat
tttactcata
tgaagatcot
gagegtcaga
taatectgetg
aagagctacc
ctgtccttet
catacctege
ttaccgggtt

ggggttegtg

8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
$780
9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800



cacacagcec
ttgagaaage
ggteggaaca
toctgteggg
gcggagccta
gccttttgét
cgcectttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tegtatgttg
gattacgaat
tttttetttt
aggettatte
ceagagaageo
aaaattcaag
atattgtaat
tgatctaace
tagtaatcct
ggaaactaca
agatacagaa
cageggtaca
tgatcggeca
acagaagaga
ggtgttaaat
tctttattcg
ctaggagtga
atggaagatt
aaagtgaagg
tggtgggtat

caaaattttc

agcttggage
gcocacgette
ggagagcgcea
tttcgecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagce
agcetggecacg
agttagetca
tgtggaattg
ttaatacgac
aattaaaaga
gattctgtga
aatatcgtty
cagttatgtt
catataactg
ccggaaaate
tctccactca
gagttgctgt
tgttcaacaa
tcaagtagaa
tcttggocga
acttgtcaaa
tcaaacctgyg
cagacacaca
gtgataatga
gtctaaaaaa
atgcttttac
tggaactgcet

atacacctaa

gaacgaccta
ccgaagggay
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttectgegtt
ccgctcegeey
gcccaatacg
acaggtttece
ctcattagge
tgagcggata
tcacaatagyg
aaacattctc
actcagttgg
agcatgtteg
tcacteoagat
accagtgttc
ctttgataaa
ttectgataa
tggacctgaa
gaggaattga
tgactatgac
tcattctgac
tttaacgetg
tgcaatacat
tgattacctt
ggatggagcec
tataaaagag
tcttaaatgt
ccecattgga

ccteggaaga
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caccgaactyg
aaaggeoggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atcecactgat
cagecgaacy
caaaccgect
cgactggaaa
accecagget
acaatttecac
gaattagett
tagggattac
aatattaagg
acattgcgta
gecgtacatt
gcocggtgeca
atacacgtga
cectggaagg
ctcattgtta
agccattttc
acccgacttg
gttggtggag
cgatggattt
gatttegeta
agtttcaact
cgagaggata
actagattga
ggacatgcaa
atacgaatgg

tegtegacaa

agatacctac
aggtatcegg
aacgectggt
ttgtgatget
cggttectgg
tetgtggata
acegagegea
ctoceccecgege
gegggeagtyg
ttacacttta
acaggaaaca
gecgcgaaatt
gaggtaaaga
gacaggttgt
tecttggatg
ccgaaactat
acttctaatg
aaaagtggceg
ttgttatcga
gaaggtaatt
caactteaat
attgaaaaat
gttgggcgee
tagcagaggc
ccaaacacac
caccaaagaa
aatctggecag
gcttgaaaga
ataaatttat
aaaataaaga

gcttgtggag

32

agegtgagea
taageggcag
atctttatag
cgteaggggg
cettttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
gttggccgat
agcgcaacga
tgctteegge
getatgacat
attggctttt
tacattttca
ttecttgeac
aaagacgtgg
tttcattgac
cattaatgcg
cacattctat
gcaaaagega
catacgcgag
ctatccaagy
ggtttccagg
tgactgtgag
aatcaaattt
ttcgattgga
atgttceocta
aaatgagaga
tgaaaaagaa
gagattagtg
aggaaagtgg

aggtgacttc

10860
10920

10980

11040

11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
119240
12000
12060

12120

12180

12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600

12660



atgaaccaaqg
atgtgcatca
gatttaaaac
ttatatttgt
agttaagtte
gttacggaca
aacegetcat
atctagagta
atggcctgge
aaatcagtaa
gatgtactgt
gtgtatcttg
cgagaagaga
cttgaccata
atattttcaa
atattaaaaa
tgtgegtgtt
taaaatagga
caaataaaac
aatctaaaaa
tgcgtacget
ttcagaggte
agecttottg
caacatcaaa
aacacagttc
gttcettgate
agagatggea
agttgggttg
ttecacctaaa
caaagaacaa
caaagctteg

ttecagcaace

tagtctgtoga
aaaaccttat
agcaaataat
tgactgctta
tgctgtttaa
aaaccgggca
catcatageg
atgacgcctt
gatttgttig
aggtatttcg
ggttcatatt
agtgtotgta
tetttaaagt
ataaagacga
atcctactca
ttaagaatta
gtgaattgtg
aataaccaaqg
aaccagcttc
ttttaaggtg
taateccttgg
aagtaaccca
gcacacttgg
gattcgttca
ttggtgaaag
atgactggtt
gtgttgttac
accttacctg
ccacatcttg
gcaacggtgt
aatttgtttg

ttggcatega

tatacaacaa
cgtaaagagt
aaaaatcgat
gatattitga
ataagtatte
aatttcgeeg
ccagggtagt
agtagetttt
ctttottgtg
cggaggegge
ttcaagtagt
tgggcgecata
attatagaag
ttctttgtee
ataaaaaatt
gactaaataa
ctetattaga
aaagaaaaaq
ggtgtgtgty
tgtgtgtgga
cagaaatcat
aagatagagc
cagcecttgte
tgatggagga
agatggaagc
taaagacatt
ccatgacttyg
gcatgatgga
gaccagaacc
tcaaagecacc
gagcggtett

aaccctttet
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aaaggaacca
tcttggacece
agcgacaaaa
gaaaattcag
aactactatt
gtecceggaat
atactataga
acatcttcat
atgaagaaat
cttcaatecat
gttagtaaat
aacgtaagcg
agctgggeag
ctctatacaa
aatgaataaa
agtgtttcta
ataattatga
tacecatcecag
tgtgtgtgaa
taaaatatta
gtoetecaggt
agcttettte
gtaaccaatg
gatcttettt
gtcagagatt
caattcgaat
agcacaaacc
agaacctggt
caagtaacgg
gtgagcttca
gaatggtaaa

ggtgttcaaa

ttttecatctt
ttggatggag
actgtcaatt
cggaaacagc
gaagcecgact
tttegbtteg
aggtcagact
aagaaaagga
ttcgatgcga
cgaatactac
ttgtatacgt
agacttccaa
gaactattat
acatcttgca
ttagtgtgtg
aaaaaatatt
cttgtgtgey
agaaaccaat
gctaagagtt
gaatgacaat
ctaacccatt
aaagtggtac
tgagggttea

togttagett

aatctgatgg

tgacegttgg
atggtcatag
tcgttttctg
atatecgttgg
accaaagcgt
ccaétgatgg

ccagtaccga

33

gatggacaac
tgtaaaccat
tcaatattct
gtgatgagtg
catgaagccg
gcaataaaag
aaactgagtce
aacttgtaga
ttaaccggca
gtcttaatat
tcatgtaagt
atggagcaaa
gacgtaaagc
aagataccaa
tgeattatat
aaagttgaaa
tttcatattt
tatatcaaat
gatgccattt
tcocecoggaat
ggtcgaattce
ctteettgtg
aagcagtgac
caataccgac
attggatcaa
aaccageaac
cttcacattg
gtagagacaa
caatcttcat
cgtgagcagc
aagcaatggce

cagcagtacc

12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520

14580



accttgagece
caattgttga
gtgggttcta
tetcaaagtg
catggcagtt
gactggagce
ttcattgacg
atggtcaatc
ctttgggtce
agctctgatt
agatctttga
atctetttea
tatgtgtttt
agattgattt
caagttcact
caaaggtata
gaggtggtét
cactgaagat
aagctgaaaa
ctcgaaggga
gtttaaatee
aagtaagtta
gaaatgagaa
tatgcaatta
gaataaaagg
tatatagaat
atgaaataaa
aacgecttteg
gtoaaccttt
agtgtttgge

gaccaagaaa

aagttgtata
gtgtaacegg
ccaatcttga
gtcaaagctyg
gggaaagtgt
ttggaaccta
ttcatcettygyg
aaagaaccat
aaaccgtagg
aatggttetg
gtttgagcac
getctgaatt
ttgtagttat
agaattaaaa
aaactccta#
taggctoctt
ccgagagaat
taaaaactgg
gtecttagaac

ataagtaggg

cgetcacact

aatatcecgta
atgagaggta
aatacatggg
taaacctgaa
cataaaacat
tgacaaaaaa
tgttcagaag
tccazagaag
tttggagygtg

gctctgacca

atctttecaa
agaattettg
tgatgtgttc
gaatcaatct
cgttggaaga
attcaccacc
tttgagtace
cgataactte
tcatgttgac
gcattetttc
cccagtaacg
tttgcaaagc
agatttaage
agaaaaatat
attatgectgc
tgcattagca
tgtgtgattg
atgccagaaa
gggtaatctt
tgataccgea
aacgtaggat
atctttaaac
tgtaaataga
tgaccaaaag
attgttttaa
tegtgactat
acgtgttttt
atggaggatc
ctggageett
ggtgagcatc

tcaagtacat
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agtaccttga
acctaaagte
gaattcageca
accgtgaatt
ttgagacatg
caacaattca
agaaccggtt
gtcagecagee
ggtggcagea
agttggacca
gtcagctgga
agcagaagca
aagaaaagaa
ttacgtaaga
cetttatatt
tgcgtaacaa
ctttaattaa
aggggtgtee
ccaccaacct
gaagtgtctg
tattataact
actatgtagt
aatagactag
agcgggegga
cataaaatga
aaaatgaata
tggactagaa
agattcacca
ttetggtgag
ttcatcctta

caacaagate

acacgagcaa
aatggggtag
gatttggett
tcaacaacqy
ttgacatgat
atggctcetgt
tgccagacaa
ttttggatgg
gecttettea
ccaatgtcaa
acttgcaagt
gaggacattt
tacaaacaaa
agggaaaata
cecctgttaca
accacctgte
tttecggagaa
aggtgtaaca
gatgggttec
aatgtattaa
caaaaaaatg
taggtctege
ctccactttt
tacccgegte
aaaatgettg
aactaaacta
ggcttaatca
ccagtggaaqg
aaagttgggt
cctgggtaac

cattggatac

34

taccgtaggt
catettgecaa
gcaaagcate
cagceaacgtyg
cgtttgagtyg
tggagatgac
ccaatgggaa
cttcacecaac
aaacaccgaa
agttttgeaa
caccgaaggt
tttgtttapg
aaattgaaaa
gtaaatgttg
gcagccgagc
agtttcaace
tetecacatge
tcaatagagg
tagatataat
ggtcceteaca
gcattattet
ggccgeggag
aagaattatt
accacaagca
tttgcaacce
ttctaagaaa
aaagctctta
taacgtgggt
tcaaaacacc
acaaategtt

ataggatgac

14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380

16440
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accgatgatg
ggtacagtta
caatggagct
agcagecaaa
agaattggca
caaagccaaa
aggettggee
aacccagaaa
agetggttga
tggtaagatc
gaagaaagcc
gataacccag
gaaagtggag
ggagtecttyg
agagaataag
tctgaatgag
ccaggaccag
ccagtccaac
ttagtgtttg
taagggatta
attatcaaaa
agtttecgyg
agggtaggct
acgttgctac
caggtaateg
tggtgtaagt
ggatcagtag
gtecattattt
ccgggec

<210> 3

<211> 12279
<212> ADN

tgaccgaaca
acgaaaccga
ctggtgaaga
cceccagatga
cegacgaaaa
ceggagaaag
aaaccaacgyg
cccaaacctt
gtggagttga
caagetggay
atgacacagt
accatccatt
atggatagca
atggtagatg
aagatttgta
aaagaaccaa
gtgaaatgct
aattcatggt
tgtgttgata
caagagagat
gctatttata
gagaggcata
agcetagaatt
ttacgatttg
ctcaattagt
aaaggtcgtc
ataacccgec

caaacgettt

<213> Nucledétido artificial

<220>

<223> Plasmido pSUC091

<400> 3

tttggaagge
cgtttgggaa
aaccagccaa
aaatggcecat
tgtatggtet
ctggtggace
tgaagaatcet
ggaataagat
cagcaccagc
aagcagttte
agatgaaaga
caccagtgte
aacaggtagc
ggtatttgat
agatgtagac
tgatcaaacc
tcaatctttg
aacgttgctt
ageagttget
gttacaagaa
tgttgaaatce
ccttgaggtg
aagtgaggtg
cagtatgcaa
ggacgttatce
caaatatgca
tagaagcggt

tgcgtcaagt
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cttggagtca
gatgaaageca
gaaagaaacc
gaaagtggaa
ggaacccata
aacaaacatyg
caaaacgttyg
accgaagata
aatgacacca
aatggtgtaa
gacagcaacqg
tgggtaageg
aatgaataat
gaatctgaac
aatcttacca
gacaccacca
agacaatgga
caagatttee
tggtttttta
agaagtaaaa
gtggagatca
gctaggaatc
acaaggtttc
gtctecatgcet
aggggcggga

ggtgtttggg

atttttettt

aatgaatatc

atcatcttac
aaccaaccac
atggccaaac
acgaaaccca
gcaccacggg
aacatacctyg
acagcaaaca
accatgttet
cagateattyg
acgtggttgt
tagatgtagt
tagatggeca
ttttccaagt
aacatacaag
atggtgttea
gtggccatgg

acgtgtggag

ttcaattcac
tgaaaaatag
taaatttgat
tgtgtgccag
acggagacct
catacagttt
gcaaacaaaa
gaggcgaaag
tgctateeta
ttttttette

tggeggttcee

35

caatttcaat
aagcaaattt
agtaacacca

agtattcaga

 caatgttgat

gtctgtetty
acaacaagta

tcaattggtyg

gtgggaaaat .

tgaaaatggt
ataagattct
acatgtcaat
ggtggtteca
aaccaaacaa
aaccgtagaa
tacaagcaaa
cettgacgtt
ccattttgtt
ctagaaggaa
taatattgec
aaaaggccac
cttgacttgd
tgaccttgag
gaggacceget
tggttittgg
gtggaagctc
cttecttttte

gcggggcgcyg

16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120

18127



aagcttgcat
‘agacgegeat
taaatagaca
atttgggtgt
acatatatta
ttteegattt
acagggtaat
atttacttat
gectgetttt
tettecaaca
ttgacccaat
gtaaccttca
gtegectette
gcatgacaat
ctgcttcaaa
ccattetget
agcaaatttt
cttaactgtg
aattttggga
tgaagcacac
actaggatga
cetgeagagtt
aacactacat
ctgtteggag
aaaaaaaaat
acgctgacat
attttttttt
caaaaaaacc

acaccaaccc

geccectgeaggt
aaccgetaga
ggtacataca
gcactttatt
attaaagtce
ttttetaaac
aactgatata
aatacagttt
ctgtaacgtt
ataataatgt
gagteteect
tetettecac
gcaatgtcaa
tctgetaaca
ccgctaacaa
attctgtata
ctgtcttega
ccctccatgg
cctaatgett
aagtttgttt
gtagcagcac
tttgttctgt
atgegtatat
attaccgaat
gatgaattga
ggtttcttta
tttttgttte
ctttgtaaaa

cccctatatg

cgacggegey
gtactttgaa
acactggaaa
atgttacaat
aatgctagta
egtggaatat
attaaattga
tttagttttg
caccctctac
cagatcctgt
tgtcatctaa
ccatgtetet
cagtaccctt
tcaaaaggce
tacctgggee
cacccegeaga
agagtaaaaa
aaaaatcagt
caactaactc
gettttegtg
gttcecttata
gcagttgggt
ataccaatct
caaaaaaatt
attgaaaagce
ggtttgatga
gagtaacgta
tagtgceegag

aaaagaaaat
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cegggcecgt
gaggaaacag
tggttgtctg
atggaaggga
gagaaggggyg
tteggatate
agctctaatt
ctggeegeat
cttagcatee
agagaccaca
acccacacceg
ttgagcaata
agtatattct
tetaggttee
caccacaceqg
gtactgcaat
attgtacttg
caagatatce
cagtaattee
catgatatta
tgtagétttc
taagaatact
aagtetgtge
tcaaagaaac
tgtggtatgg
ggecgtettt
tggtttagta
ttggaggaca

gataagcaga

ttaaacggecce
caatagggtt
tttgagtacg
actttacact
gtaacaccce
cttttgttgt
tgtgagttta
cttetcaaat
ctteecctttg
tocateccacgg
ggtgtcataa
éagccgataa
ccagtagata
tttgttactt
tgtgcatteg
ttgactgtat
gqoggataatg
acatgtgttt
ttggtggtac
‘aatagecttgg
gacatgattt
gggcaattte
tcctteette
cgaaatcaaa
acgcgtgegg
tgttgatage
tctgtettct
tcaatctgat

tagataaaaa

36

ggccaaggtg
gctaccagta
ctttcaattc
tctectatge
tcecgegetet
ttcegggtgt
gtatacatgce
atgcttecca
caaatagtece
ttctatactg
tcaaccaatc
caaaatcttt
gggagccctt
cttetgecge
taatgtetge
taccaatgte
cotttagegg
ttagtaaaca
gaacatccaa
cagcaacagyg
atcttegttt
atgtttctte
gttcttectt
aaaaagaata
cegeggatee
agctttttec
ccttetetta

gggcaagaaa

tacttaatta

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



actaatacat
cttacttett
catcgacgga
agacaaccat
aggaaccctt
gggtgtcgtg
caactectgat
tcttgttcaa
tgacttcaat
acaaatcacc
tgtaagaage
tecttttecaa
tgtttcttaa
aaccttcaaa
tgtcatcaga
aggttggagt
tggtttcage
attgaccacc
cgaaacaaga
cgacgttgat
gttgagaggt
aagoacaage
ttggcaaatc
tecatggtacc
caacaactte
agtaacaaac
ttaattgtto
tagcttgett
tagcacctet
gtetttoceca

aacattceaa

aatcgtgggt

aaaaataaga
ttgggatgga
ttcaccatct
tteccatcttc
gtggacetty
aacatcagece
ctttctcaat
gtcaccaaca
ttotteoatcet
gtaggtttct
aacatcacat
gtcaaatggt
gacgtcagaa
gaagtccatg
ggttaatttg
aaccttgaca
ccattgttea
tggaatttcg
gtacaataat
accggtgtcg
caaaccagac
agtcatggaa
tgggtatctg
agccatgtce
caagtagtag
ggtagcttca
caagtcatte
gacgaagtgg
tagcaacatt
tgggtcecteg
ggcgaaagca

tctaactctyg

ggtatataaa
ggcaaagttt
ttgatgaaaa
atagcggaca
acttegatga
tttggctigg
tcaccgttta
gcttgtaatt
ggttcagoctg
ctgatcttit
tcgtcaatat
teccaatteeca
cgtaatggtt
acggaatctg
ttgctgacca
atgtcaccca
cctaaaccca
tgttggtaga
ctecattteag
atgttacctt
atggagttga
gcaacggcag
gttctcaaag
ttgataccta
teccaagttgt
acaacaccac
aaagcatcga
tcaatggcat
tggaatggaa
tgcaagaatc
ccggecaagg

gtagccaata

ES 2616 790 T3

aatattatat
cttottacaa
cgtccttgac
aaacagcaat
taacaccage
caacggattg
attogaagta
tgatgatcaa
gggccaaaaa
ggaaatctte
caccgaatct
aacctggtet
ctgggaaacc
ggaagtctaé
tgaattgggce
acaagtagtt
attgttgage
cttctgggtc
cccagtaagce
ccaaggaggce
tggcaacatc
taceggecaga
aaccgatcaa
agatgtgggt
acttcttacc
cagccttett
aaactctgaa
tgtctggtaa
tgtttggaac
tcatggcgac
catgagcggt

aagattggtg

ggaagcaata
gacaaccaac
ttgacecgtca
agattcacce
cattggageca
gatgttttga
gacttetett
agtcttacct
gttettggtt
gtaaactctt
gttttgcaaa
écaagtcaac
éccgtatggt
agagttagece
caagtcacca
ggcttectetyg
ttggaacaat
tggaccctte
atctaattct
caacaaagcg
gacgacatca
atcgtgagag
caacﬁtagca
acccatttgg
aggttgcaac
gacagegtta
gatgtcaaca
agaagagtaa
caaagatctc
atcgaaggtg
ggttggageg

agcatctcte

37

attattactc
azatcagaag
getggagaag
tteottgaceca
ccgatttggt
gatttgtecag
tgaceggttt
téttcaatgg
ggtaagacgg
gggtacatgt
tcttctetga
tttettetet
tgaccgatca
aatcttctga
acaaccttgg

taagctetet

aagttggtea

aagtcagctt
ctaaggtgtt
ttaatggatg
gcaccagcca
tggacgtgaa
gcagctgget
acgatetttt
atgtcaccgg
acaccgacct
cegttgtect
gcaacaccgt
aactttctta
geacoacace
atagtagcca

caggtggtygt

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



ccatcaacaa
ccaacaaaad
cttgagegte
gaccecttgat
ctctgttttg
agtaagtacc
tcttaacace
cgtaagtgga
tagcaccage
aaacttceaa
gacattggat
aagtggcacc
cagtgatagt
ggttgtcaac
tgacagegte
cttcaacaac
cgttaccgtg
tttcgacgaa
aagcatcagc
aagcggcctt
cagtttcaat
gacgagcaga
tgataccagc
ctgggtggat
agtaggcace
tecaatctgtg
gttecatgage
tgttetttte
acatgtttag
aaaaaccttyg

gaatttatat

agtaccgttg
ttgtcteocaa
gtgcaagtgt
agaagaaccg
agaggaaacc
ttcaatgaaa
tctgattetg
accggaacag
gtaagegtta
acgaccggty
ggagaaacct
agcagcaatt
gtgttcogact
caagaattca
agtcaagata
cttttggtga
gttgtcagee
acaggtaccyg
aacgtcatca
gatgataact
tggacctgga
gactttgtca
cttgacaacc
gaaatecgace
aactggagtg
catggacaaa
agatctgaaa
acccaacaaa
ttaattatag
aagggaataa

attagaaaga

aattgtetga
ccagatggty
ggaacggaag
ttgacagcca
atttggaaca
acagggttgg
aattcgatca
gaacatttga
ccaccatceca
tctggttgga
ctagtggtga
tggatttgag
tgaattecttg
gcagtaccag
gcatcacgga
cgacgttgaa
aacaattgaa
ttaccgaaag
ccttetctaa
gggtaaccgt
gtacctggaa
ccgacagagt
ttgtcageaa
ttgtgettet
tattgacctt
cgatctteat
attctgattg
gagaagttgt
ttegttgacc
acaagtagaa

gagaaagaaa
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cttgettgge
gagcagattt
ggttagattt
aatcagccaa
attgtggagt
tcaacaaagt
aagetetgat
ccaacatgga
atctgacacc
agttettgga
tcottgtettg
cagagacaat
ggttaatttce
cgtttetgta
cttctcttgg
cagaacagtc
cttcaatgtg
cagttotgge
Caactctcat
attcattgac
cagttgggac
caatgacttc
attcagagtt
tggcaatttce
cttcaccaat
gagagtagat
ggattteace
ctctcaaace
gtatattcta
tagatagaga

aatggaaaaa

aaattecagat
agtaacgttg
caactttggt
gtagtgcaac
gtegtcaatg
caacaaaaat
catctttott
gtegtagtga
gttaccacca
tgggtcctcg
caacaaaccc
gtcaatacca
gatgaaataa
accacaaacce
taaagtcttg
tctttegaac
ctttggettg
ttcagaggta
accacgacca
gaaatccaag
attggcacga
agctggtgga
ttecggacaag
aataatttcg
aacgtaagec
agecaatggtt
tetgttageca
ggccaattte
aaaacaagta
gaaaaataga

aaaaaatagyg

38

ggacoctttt
atgacgttac
aaaccaattt
aatttttgag
aaagtggtce
ggaatgttgg
ctgacaattt
ggagagatag
gcagatetgt
gtagtgatac
aattgagtea
gtgatttctt
tgtctgtttt
ttagctaatt
gctggagcaa
aaatggacaa
teccaagaatc
gctectttgga
coacecaccga
gcttettgaa
gcégccaaat
ccgatccaag
aaaccgtaac
tccatggeca
tcatcaécct
atcatggata
accaagattt
ttggaagagg
ctecttaaaa
aaatgcaaga

aaaagccaga

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4680
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460

5520



aatagcacta
agttaactac
cttgaggctt
cccacgttct
ggtgtataaa
atagatacct
tactatatgt
gtaagggecea
gtatacaaat
tctttocctgt
acctctaceg
atatgctaac
caacacctgt
atcttcatcg
gettttatgt
tatacgtgeca
gggtaccgag
gaagcggaga
gccgcacatg
tatttcctaa
acattttcag
aaaatectcte
aagtctgaag
ttttttacct
tattccocaatt
ccattagttt
tatcogtctaa
tgaaaatctt
aaatttttte
cttttataca
attgaaaaga

tecetgggaag

gaaggagcga
cggctcgate
ctgtcagcaa
cttgtacgac
tgtgtgggtg
tggttatgge
aagtatacgg
ggceggeocaa
tttazaagtga
aggtcaggtt
geatgeegag
tcoccagcaatg
tgtaatcgtt
tcattcattg
atcatgatct
tgecttttttt
ctecgggeocca
tocecggegata
gccggagaaa
tgeggcactt
aatgttatecc
gagaccgttt
aagctatagt
ctgtggaaat
atgaccggtg
cgattatata
catctaattt
tttttetteot
tttaacaatc
cacattcaaa
ataagaagat

aactggeoge

caccagaaaa
atetotgect
ctcgtatttt
gocgtcacaa
caacatgaat
gcectcacag
ccccatatat
gctttagage
ctettaggtt
getttctecag
caaatgectyg
agttgatgaa
cttecacacg
catctactag
tatcttgaga
acggtttaaa
gcgctactag
attaccgcag
cteoctgegag
ccaggeocteg
atatgccttt
atccattget
agaactatga
tgttactcecte
acgaaacgtg
aaaaggccaa
ctcttazatt
atatctacaa
gttaataatt
agaaagaaaa
aagaaagatt

tgataagege
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gaaggtgatg
ccageatagt
ttctttettt
acaaccttat
gtacggaggt
ccggcagggg
atatatatat
tcatggegeg
ttaaaacgaa
gtatagcatg
caaatcgctce
tcteggtgtyg
gatccécagc
cceettaccet
tatgaataca
catttaaatg
ttccggtaat
aaataaaccc
aatttegtaa
agacctctga
cgggtttttt
tttttgttgt
gctttttttg
acactecttta
gtegatggtg
atattgtatt
ttttectettt
aaactttttt
aattaattgg
aaaatatace
taattatcaa

gcccgecteg

gaaccaattt
cgaagaagaa
tttggtgage
gggtaatttyg
agtttgctga
aagcgectac
atatacatta
cctaggtaaa
aattettatt
aggtegetet
ccecatttcac
tattttatgt
ctagccttca
gagettcaag
taaatatatt
ggecgetceta
ttgaaaacaa
atacacgaga
actcgegoge
catgettttg
tecttecttt
cttttteoct
tttetgtttt
gttegtttgt
ggtaccgctt
attttcaaat
ctttcctata
tttctatcaa
aaaataacca
ccagetagtt
acaatatcaa

caaaaaccat

39

agctatatat
tftttttttt
ctaaaaagtt
tegeggtety
ttggcggtet
gcttgacatc
aacattattg
aaaaataagt
cttgagtaac
tattgaccac
ccaattgtayg
cctcagagga
gttgggetet
acgttatatc
tactcaagtg
gaggatcece
acccggtete
cgtagaacca
attgecatetg
acaggaatag
tcecatcatga
cgttcacaga
cctttttttt
ttgttttgtt
atgetogact
gtectateat
acaccaatag
ccetegttgat
ttttttctet
aaagaaaatc
tatgecctcaa

ccctgatgaa

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
€240
6300
€360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
5320
7380

7440



tggaaagtce
atceotttcag
ctggeggecg
ategocecage
gcaagggaac
ctceccatet
atctecatgge
geeggtgeey
gtcaacaaca
agttctggtg
gatategotg
agtcatggge
cacagegttg
gtecteggte
tecgagtegy
aacttegacg
gecgeacteg
ggccacgate
atcagtgcat
aaagctgtta
gagtaccttg
atcgcgeccecga
gcctctgtga
aagaacateg
caggaagagt
cggagactca
aatgtg_étqa
tttetatgag
tgtcttgtge
caagaaaata

agattatgca

agacgetgec
aggocgaact
gagagttgac
agttaacaaa
tegatgaata
ctctcaaaga
téaacaagta
tcttctacgt
tcatcgggeg
gtgagggtge
gctegatteg
ggctgeegta
tegggeegat
aggagccatg
acattattge
gcaatgtccet
ccaaageagg
tcatctecca
ccggagagee
acatgaacga
agaaatggeg
ttacgectac
tcaacctget
ataagaagaa
atgatccgga
gtgaagagag
ctcecataggt
atactgatgt
gataatgacyg
ttttcgaact

tgattcattc

tgcggaagac
gaagatcaca
ctcggtggaa
ctgcgeccac
cgacgcaaag
ccagetteoga
cgacgaagay
caagacctcet
caccgtcaac
gatcgttggg
agtgceggee
tgcaaagaty
tacgcactct
gaaatacgac
ctccaagatc
tccacaccct
tcacaccgtg
tatctacgeg
ggcgattcca
gctctgggac
ggaggctgaa
cgctgeggta
ggatttcacy
tgagagtttc
ggcgtaccat
gacgttggeg
cgagaattta
atacatgcat
ttecctatcaa
tgtttagaat

ctacaacttt
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agcgttattg
gaggeateeg
gttacgctag
gagttcttce
cacaagagac
gtcaagggct
gacteggtte
gtceccgeaga
ccacgcaaca
attegtggtg
gcgttcaact
gcgaacagea
gttgaggacce
tccaaggtea
aagaacggcqg
cctatcctge
acccegtgga
getgacggea
aatatcaaag
acgcatctcc
gaaaaggccg
cggcatgace
agegtggtty
aaggcggtta
ggggcacegyg
attgcagagqg
tacttagata
gataatattt
agcaatacac
attagcacag

técgtagcat

atttcccaaa
ctgcagatct
cattctgtaa
ctgacgecyc
cegttggtee
acgaaacatc
tgacaaccat
ccctgatggt
agaactggte
gcgtcatcgg
tcctgtacyg
tggagggtca
teecgeectcett
tccccatgdc
ggctcaatat
gcggegtgga
cgccatacaa
gegecgacgt
;cctactgaa
agaagtggaa
ggaaggaact
agttccggta
ttccggttac
gtgagcttga
ttgcagtgea
aagtggggaa
agtatgtact
aaacggttat
ttaccaccta
agtatatgat

aaggattaat

40

gaaatcgggg
tgtgteccaag
acgggcagca
tcotegegeag
actccatgge
aatgggctac

gctoccgeaaa

ctgcgagaca

gtgcggeggc
tgtaggaacg
tctaaggeceqg
ggagacggtg
caccaaatcc
ctggegeccag
cggctactac
aaccacegte
gcacgatttc
aatgcgcgat
cccgaacate
ttaccagatg
ggacgecate
ctatgggtat
ctttgeggat
tgccetegtg
ggttatcgga
gttgetggga
tacaggtata
tagtgccgat
ttacatggge
gatatccgtt

tacttggatg

7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240

9300



ccaataaaaa
caaagtaaaa
tagatttaca
ttattagtac
aaatcgaata
tgttgtatace
gttttacaac
catcccectt
cagttgcgeca
tgcggtattt
ttaagccage
ccggeatecg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgeggaacec
caataacccet
ttcegtgteg
gaaacgcetgg
gaactggatc
atgatgagea
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgcett
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggce
gcaactatgg

tggtaactgt

taatttaaaa

aaaaaaacat
zaaagatttt
aaaatttaac
agagaaagca
ccatcatact
gttggagcat
gtcgtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat
coegacacee
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatget
cecttattee
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
teggtegeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatace
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt

ggatctaggt

cgagaaaatt
cgctacatgt
cacecgetgat
ttctgtggty
atcttttcea
agggcaagaa
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggege
atggtgcact
geocaagcacee

agctgtgace

cgcgagacga

ggtttettag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatecctt
tetgetatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagee
gcccteecegt
tagacagatc
ttactcatat

gaagatcett
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tcagcatget
tocttttgaa
taacgattag
ttgcceecgga
atgacteccct
ttgtggettg
ggegttacee
gaagaggcce
ctgatgeggt
ctcagtacaa
getgacgege
gfctccggga
aagggcctcg
acgtcaggtyg
atacattcaa
tgaaaaagga
gecattttgoc
gatcagttgg
g;gagttttc
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttetgacaa
catgtaacte
cgtgaéacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
ategtagtta
gctgagatag
atactttaga

tttgataate

cagaaacaat
gaaagaaaat
accgttaage
ctttcttttyg
aaagaaagac
agatgaattc

aacttaateg

gcaccgateqg

attttetect
tctgctetga
cctgacggge
gctgcatgtg
tgatacgcct
gcactttteg
atatgtatce
agagtatgag
ttecctgtttt
gtgcacgagt
gccoogaaga
tatccegtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagyg
gecttgateg
cgatgeetgt
tagcttecccg
tgcgotegge
ggtctegegg
tctacacgac
gtgdctcact
ttgatttaaa

tcatgaccaa

41

tgcagtgtat
citggaacat
gcacaacagg
cgacataggt
tocttettega
actggeccegte
ccttygcagea
ccetteoccaa
tacgecatcetg
tgccgecatag
ttgtetgete
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtyg
getcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacate
acgttttecea
tgacgeeggy
gtactcacca
tgctgecata
accgaaggag
ttgggaaccyg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagecat
acttcatttt

aatcccttaa

9360
9420
9480
9540
9600
92660
9720
9780
9840
99500
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160

11220
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cgtgagtttt
gatcettttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactectgtag
agtggcgata
cageggtegg
acegaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tcecectgatt
agccgaacga
aaaccgecte
gactggaaag
¢cacecaggett

caatttcaca

<210> 4
<211> 14722
<212> ADN

cgttcecactg
ttctgegegt
tgcecggatca
taccaaatac
caccgcectac
agtegtgtct
gctgaacggy
gatacctaca
ggtatccggt
acgectggta
tgtgatgecte
ggttcetgge
ctgtggataa
ccgagcgcag
tccecgegeg
cgggcagtga
tacactttat

caggaaacag

<213> Nucledétido artificial

<220>

<223> Plasmido pSUC111

<400> 4
ggceceeecet

gatccectteac
cttcaagtta
agtaaaaaaa
aaaccaagaa
aatgggagga
aggataagtt

ccaccagcecca

cgaggtegac
cttttacagt
atgcataaga
aaaatgagta
aagccegett
gaaaaagaaa
gggctgaget

acacttgata

agcgtcagac
aatctgectge
agagctacca
tgtecttcta
atacctcgct
tacecgggttg
gggttegtge
gcgtgagcta
aagcggcagg
tectttatagt
gtcagggggg
attttgetgyg
cegtattace
cgagtcagtg
ttggccgatt
gcgcaacgea
gcttecgget

ctatgaccat

ggtatcgata
gcttcggaaa
aﬁtatctttt
aatttctcga
ctgaaaacta
cgaatgtata
tectgatccaa

gtatctacte
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ccegtagaaa
ttgcaaacaa
actettttte
gtagtageegt
ctgetaatee
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgete
goctttgagt
agcgaggaag
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt

gattacgce

agcttgatat
agcacagegt
tttatgttta
tggattagtt
cagttgactt
tgctcattta
tttattectat

gccattcact

agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacce
gcttggagceg
ccacgecttce
gagagcgeac
ttcgecacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
getggeacga
gttagcteac

gtggaattgt

cgaattcctg
tgtccaaggg
gctaagtaaa
tctcacaggt
gtatgctaaa
cactetatat
ccattagttyg

tccagcageyg

42

atcttettga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgetgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgeg
toetgegtta
cgctcgecge
cccaatacgce
caggtttccc
tcattaggca

gagcggataa

cagaceggygy

aacaattttt
agcagettgg
aacataacaa
gggccagact
caccatatygg
ctgatatgtc

ccagtagggt

11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11790
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240

12279

60
120
180
240
300
360
420

480



tgttgagett
cacacecgtgg
taaccacacc
cataatcgcg
ctteggagtyg
tctgcttott
ggggaggagc
agtctegaaa
ctattctctc
cacacacaaa
gettetgety
tggtctgaac
cgteogtggtt
aagatcttag
cctgtteaag
tgttccteta
gacaccgttc
caatgggaaa
ccaattgttg
aagatgttca
aagaaatgtg
ttaatcacct
actgactotyg
atcttaggtg
gecatcttgg
aaggctgatg
gaccaatctg
tacgaaatgec
ttgccaagag
agagccagag
tacgaacaag

gcttacaact

agtaaaaatyg
ggcettgttg
acatttteag
ctttttttct
gtegeagate
aggtgcatgc
atgttcattc
tcatataaat
tottgeataa
aaacagtact
ctgaaaagaa
caagatggaa
ctgtcaagee

gtgaacacge

tcactcaaat

ctgcottaocac
caaacaaggt
gaatctgtga
ctgatggtga
tcgaaagagg
gtcacatgygs
gtagaatgge
aagctgctac
cttecaacce
atggtgectac
tcaaattatt
tcattgaceca
aagetttgge
gtagagaagg
cetttgetee
ccaaggaatt

tgteteocate

tgogeaccac
cgectaggaat
ggggtegate
aaaaggcgcg
tggagactgy
gacggtatcc
tectgtagecag
agacaatata
ataagaaatt
tcactaaatt
ggaattcttg
ggacaccaag
aaacactttc
taagaacggt
gtccaagtac
ttctaacgaa
tgaacatttyg
tggtaccatt
tgctggteac
tgctgctggt
tggtagatgt
tgctgatgtc
tttgttgtece
agctgtcaag
catcgatgac
ccacgaagtt
attcaactec
caaggaattg
tctatacaga
ataggctgat
tgctgaaggt

tttecaactgg
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aagectacat
aggatatgcy
tgettgette
agacagcaaa
atctttacaa
acgtgcagaa
taagagetty
ttttcacaca
catcaagaac
tacacacaaa
caatctcaaa
agaatctact
ccatctaceg
actgtttcca
ttggacacca
ccaggtocag
ttcaaggete
gaagaatctg
ggtggtitga
attcacattyg
gtecattcecag
ttgggttctg
teccactgetg
ggtaageett
ttgcaaacca
ttcgetgatg
aaggttaace
ttgggtactg
taccaaggtg
ctatgttgga
gttaccgeca

accaaggeoa

gactccacat
acgaagacgao
c¢tttactgte
caggaagctc
tacagtaagg
caacatagtce
gtgataatga

atgagatttg

ttggtttgat

acaaaatggt
tcgatgaaat
ctgcttacga
tcatgtctea
agactttcgg
tctacgttra
atttggetga
aacaattcca
aaatcattga
ctgetgtett
aagatcaaac
tt;aagaaca
acttgatctt
actetegtga
tgaatgactt
ttgaaaagga
ctgecaagge
cattgtetga
aattgttctt
gtactcaatg
tggaatccaa

agttcccagg

tgtctgttga

43

cacatgaaac
ttctgettag
acgageggac
gggtttcaac
caagccacca
tgaagaaggg
ccaaaactygqg
tagtacagtt
atttcaccaa
ttcegtcaag
tgaaaaatgg
aattgccaag
aaaattgttc
tgetttggac
cggttggoaa
ctacccaatg
cgacagaaag
ctacttgact
caagttgace
ctctaccaac
catcaacaga
agtcgccaga
ccattattte
gttgaacaag
atggttagcc
tgetggtaag
aacctccatc
cgactgggac
ttectgttatg
ctacccagac
taaatggatg

cgaacaagaa

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19290
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



actttcatce
ttgcacacct
aaggcttacg
caccaaaaat
ttggctgcta
ggcataaage
tttttetget
agattaagca
aaaagttatg
gttctaggat
ctttgcaaaa
aagaggtgga
tacttgtett
gagcagtata
ccaagagadc
atgcaagaca
gecteateag
ttgaatgtta
cttgattacg
tttatcatta
cctaacttta
aaataggggg
tcctggeate
gaatcccagce
tagcgcaact
gtgatgcaac
tctecatttte
aaaaggttga
cggtaggtat
atagttagtc

aaacaaacaa

aaagattagg
ctggtttgge
ctcaagatat
ggtccggtgce
ccgctgeeat
aatcttgatg
agattttotg
ttaactttac
gcgagaacgt
ggtttaaaga
cgcacatace
tactgatact
cttacgtatc
tatatactaa
caagatttaa
cgtacggtca
taagacccegt
gcgtcaaéaa
taagggagtt
tecaatactge
tttagtcaaa
cgggttacac
cactaaatat
accaaaatat
acagagaaca
ctgectyggag
ttacaccttce
aaccagttcc
tgattgtaat
ttttttttag

aatggtcaag

tgacttgggt
cattgaacaa
ccaaaagaag
tgaatacate
gggtcaaggt
aggataatga
aagacgtaaa
cecttttetet
cggcggttaa
ttttteecttt
cacaatatgt
aagagagtct
agaacaagaa
gaaggcgcege
attttectat
agaagacata
tgaaaagaac
caagaagttt
agaatcattt
catttcaaag
aaattagqct
agaatatata
aatggagcca
tgttttctte
ggggcacaaa
taaatgatga
tattacctte
ctgaaattat
tctgtaaate
ttttaaaaca

gtttectttgg
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tacatctggce
ttctocaaga
gaattggaca
gatggtttgt
gtcactgaag
tttttttttg
taagtacata
tctaagtttc
aatatattac
ttgggaaata
gactattgge
ctattcegge
agcatttcca
cotatttteyg
gacttgatgce
tttgacetct
ttacctgaaa
aatgacgcogg
tgaataaaaa
aatacgtaaa
tttaattetg
acatégtagg
getttttaag
accaaccate
caggcaaaaa
cacaaggcaa
tgctctetct
tceecctactt
tatttcttaa
ccaagaactt

acaatgtcaa

aattecatcac
actttgccaa
acggtattga
tgagattggce
atcaattcaa
aatatacata
ttacttttta
aatactagtt

cctgaacgtyg

agtaaacaat’

aaagaacgca
tecactttta
aagtaattgc
aggaccttgt
aaattcccaa
taacaggttc
aaaacgaata
aggeccaaggc
acacgetttt
taattaatag
ctgtaacceg
tgtctgagtyg
ctggecatcca
agttcatagg
acgggcacaa
ttgacccacyg
gatttggaaa
gactaataag
acttcttaaa
agtttcgaat

attgttagte

44

tttggctgot
attgggtatg
catggttaag
tcaaggtggt
gtaatgceceg
aatactaccg
agccaagaca
atcactgttt
gtgaattgaa
atattgctge
ttatcctttg
gtccagagat
atttgccett
caccttgage
agctaataac
agacgcgact
tatactageg
aaaaagatte
tcagttegag
tagtgatttt
tacatgaeca
aacagtttat
gaaaaaaaaa
tccattctet
cctcaatgga
catgtatcta
aagctgaaaa
tatataaaga
ttctactttt
aaacacacat

gatgttgaca

2460

2520

2580

2640

21700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
2420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4260



aggaaccttt
tggaattcat
acagacaagt
aaactgctaa
tecaacagate
atgctccagt
acatggttta
ctcecaagaaa
gaccaagagg
cctccatttt
gtaagggtcc
acgatgtett
ctgttttgat
gacaacacte
gattgagaaa
cattcatgga
ctatgggtgg
ccatgaccaa
gggttgctca
caaaccaaat
agattccaaa
aatacatgga
atgcegetac
ctttgaaaga
aagttgaaaqg
ccaaatactt
tgtacgatga
atttacttta
aatttatata
ttgatgeget
ctgatacatt

ttggggatat

ctteaageet
tgtcttgttg
tgqttcaaaag
catcagaaac
cactgaaatc
taacacctac
cggtcaagtc
atcttacaaa
ttggcacatg
cgattteggt
atacttctac
ctgktgttget
tgaaacttta
ctcetggtttg
cgaccecaaac
cgcttacgtc
tatggcetgoet
ggtcagaaac
cccagetttyg
ctacttcatt
cgagtgaaate
agcttggtta
tgctgaagtt
caccggtgaa
attatccaaa
cttgccagaa
aattgtetec
aatcttgcat
ctattttaat
attgcattgt
gtggatgctg

tggotttttt

tecttecacea
cacagaactt
aaattggact
gacccaacct
actggtecta
atgactgact
aacttatacg
ttgaacggta
gttgaaaage
ctatatttcet
ttgccaaaga
caagactaca
ccagctgett
aactgtggta
cacattttgc
aagagattga
caaattacaa
gacaagatca
gcetecaatet
ccagaaaacy
accactgaag
cgtggttetg
teecgtbgte
aaggtcacte
gectctecat
atcagaggtg
accaaggecta
ttaaataaat
gacatttteg
tcttgtctet
agtgaaattt

ttttaaagtt
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cegttggtga
tcaacaacaa
ctggttctta
ggcaaggtec
cattgagaaa
tcgaagattc
atgetatecag
acgttgccaa
atttatacgt
accataacge
tggaacacca
ttggtattec
tccaaatgga
gatgggacta
caaacagaaa
tcaacacctg
tcaaggatga
gagaattaac
gtaacgaagt
ttgtcactge
gtattgtceca
gttgtgttcee
aattgtacca
cagaattgac
taggtgacaa
aaaagttctc
ctccaaccga
tttettttta
attcattgat
ttcgcoccacat
tagttaataa

tacaaatgaa

catettgace
gagaaagcaa
ccatttggac
aattttggct
catgttgate
tgcctecteca
aaaccaaatt
cttgccaacce
tgacgacgaa
taaggaattg
cttggaagct
aagaggtaccec
agaaatcatc
catettttee
ccaagtcace
tcaccgtcgt
cacagetgee
caacggtcac
ctttatcaac
tgctaacttyg
aaacttggat
aatcaacaac
atgggttaag
tgaaaagate
gaacaagtte
tgaatttttg
tttgtaatge
tagctttatg
tgaaagecttt
gtaatatctg
tggaggeget

ttttttcege

45

aaggatgett
ttgttggaaa
ttcttgecag
ccaggtttga
aatgeotttga
acctggaaca
gacttegaca
attattgtca
ccaatttetg
atcaagttgg
aagttgtgga
atcagagcta
taccaattga
accatcaaga
atgacttete
ggtgtccacg
aacgaaaagg
gatggttcct
atgggtactc
ttggaaacca
ateggtttge
ttgatggaag
cacggtgtca
ttaaaggaac
gectctageceg
accactttgt
cegggegtga
acttagtttce
gtgtttttte
tagtagatac
cttaataatt

caggataacg

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6180



attectgaagt
tgcotatatt
agaatacgtt
aatatacaca
ggccaaggag
aacataactt
gtctcgaage
aaccagccge
atctgtqttt
aatagacatt
catgagaaat
acagaaagtc
ttttttettt
ttgtttatte
cccctecatt
atcattateg
aatagtgaaa
ttgataaatt
tctetctttt
aaatcattga
ctecaatcetg
atgéatggaa
cggggatect
ccaagctgge
cagcaatcge
cgcaggcaag
atggectece
gctacatete
gcaaagcegg
agacagtcaa

gcggeagtte

tactettage gttectatey

tgegtgcagt
gaaaattaaa
gatteccagecc
geegeggeeg
cgtatagcat
ggagatcegg
acatggeeyy
cctaatgegg
ttcagaatgt
ctctegagac
tgaagaaget
tacctctgtg
caattatgac
agtttcgatt
tctaacatet
atcttttttt
ttttetttaa
atacacacat
aaagaataag
ggaagaactg
agtccagacg
ttcagaggece
ggccggagag
ccagcagtta
ggaactcgat
catctetete
atggctaaac
tgccgtette
caacatcatc

tggtggtgag

cagtatcate
tgtacgegce
ggcegeggac
cegtatatgt
acattatacg
cgataattac
agaaactcct
cacttccagg
tatccatatg
cgtttatcpa
atagtagaac
gaaattgtta
cggtgacgaa
atataaaaag
aatttetctt
cttctatatc
caatcgttaa
tcaaaagaaa
aagataagaa
gccgctqata
ctgectgegg
gaactgaaga
ttgacctegg
acaaactgeg
gaatactacg
asagaccage
aagtacgacg
tacgtcaaga
gggcgcaceg

ggtgegateg
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gtacagecat
tacatgaaéa
aagataagat
cagecgctact
catgctegtyg
aagttatecag
cgcagaaata
gogagaattt
cctegagacc
cetttegggt
ttgetttttt

tatgagcttt

‘ctetecacact

acgtggtcga
gccaaatatt
aaattttttc
tacaaaaact
taattaatta
gaaaaaéaat
agatttaatt
agcgcgcccg
aagacagegt
tcacagaggc
tggaagttac
cccacgagtt
caaagcacaa
ttcgagtcaa
aaggggactc
cctetgtece
tcaacccacyg

ttgggattcg

caaatcatge
aaactcecge
aacatatatc
agttggecgyg
acaaagagcqg
gtaatttgaa
aacccataca
cgtaaactcg
tetgacatge
ttttttectt
gttgtctttt
ttttgtttcet
ctttagtteg
tggtgggtac
gtattatttt
tctttcttte
ttttttttet
attggaaaat
ataccccage
atcaaacaat
cctegeaaaa
tattgattte
ctccgectgea
gctagcattc
cttcecctgac
gagacccgtt
gggctacgaa
ggttctgaca
gcagaccctyg
caacaagaac

tggtggegte

46

ctataaatea
aatttettat
tagatgcagt
cagtttaaac
taagatggcg
aacaaacccqg
cgagacgtag
cgegeattge
ttttgacagg
ccttttceoat
tecctegtte
gttttecttt
tttgtttgtt
cgettatget
caaatgtcct
ctataacacce
atcaacctcg
aaccattttt
tagttaaaga
atcaatatgc
accatceccty
ccaaagaaat
gatcttgtgt
tgtaaacggg
gcegecteteg
ggtccactce
acatcaatgg
accatgctece
atggtctgeg
tggtegtgeg

atcggtgtag

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
7520
7980

B8040



gaacggatat
ggccgagtca
cggtgcacag
aatcogtoct
gecagtecga
actacaactt
ccgtegecge
attteggcea
gegatatcag
acctcgagtce
tctaaccgaa
agttatgtté
acgegtgtac
gaaggettta
tecactggeeg
cgccttgecag
cgcocttcoe
gcattaagcg
ctagcgceeg
cgtcaagctc
gacaccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgt
cacaccgect
catacgattg
gtcg;ggcga
ataaaéaaac
gattagaaaa
ataccatatt

cataggatgg

cggtggeteg
tgggeggetg
cgttgtcggyg
cggtcaggag
gtoggacatt
cgacggcaat
actcgccaaa
cgatctcatc
tgcateccgge
atgtaattag
aaggaaggag
gtattaagaa
gcétgtaaca
atttgeggce
tcgttttaca
cacatcceccc
aacagttygeg
cggcgggtgt
cteoctttege
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgaéqtt
tcaaccectat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ggatggcgge
acgcatgata
aaaaaaatat
tatacaaatg
actcatecgag
tttgaaaaag

caagatcotyg

attcgagtge
cegtatgeaa
ccgattacge
ccatggaaat
attgectececa
gtccttccac
geeggtcaca
tcccatatet
gageegygoga
ttatgtcacy
ttagacaacc
cgttatttat
ttatactgaa
ggtacccaat
acgtcgtgac
tttcgccage
cagectgaat
ggtggttacg
tttctteoct
geteocttta
gggtgatggt
ggagtcecacg
cteggtetat
tgagctgatt
ctgatgecgagt
gttagtatcg
ttactttetg
aaatcacgct
acaagttctt
catcaaatga
ccgtttetgt

gtatoggtet
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cggcegegtt
agatggegaa
actetgttga
acgactccaa
agatcaagaa
accctcocctat
cegltgaccee
acgeggetga
tegeatttat
cttacattea
tgaagtctag
atttcaaatt
aaccttgett
tegecctata
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatgge
cgcagegtga
tcocctttcteg
gggttecgat
tcacgtagtg
ttetttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
attttetect
aatcgacage
cgcacttaac

aacatttgat

gaaaacaaga

aactgcaatt
aatgaaggag

goegattceega

caacttectg
cagoatggayg
ggacsctecge
ggtcateccee
cggcgggete
cetgegegge
gtggacgecca
cggcagoegec
caagcttate

cgcectecee

gtcocctattt -

tttectttttt
gagaaggttt
gtgagtcgta
ctggegttac
gcgaagagygc
gegacgegec
cogetacact
ceacgttege
ttagtgettt
ggcecatcgee
gtggactctt
tataagggat
ttéacgcgaa
tacgecatctg
agtatagcga
ttcogcatctg
taaaatagaa
atctttttat
tattcatate
aaaactcacc

ctegtccaac

47

tacggtctaa
ggtcaggaga
ctetteacea
atgccctgge
aatatcgget
gtggaaacca
tacaageacg
gacgtaatgc
gataccgtcg
ccacatccge
atttttttat
ttctgtacag
tgggacgcktc
ttacgegege

ccaacttaat

cegeaccgat

ctgtagegac
tgccagcgce
cggctttece
acggcaccte
ctgatagacyg
gttecaaact
tttgcegatt
ttttaacaaa
tgcggtattt
ccagcakttca
ggcagatgat
caactacaat
tgtcagtact
aggattatca
gaggcagttc

atcaatacaa

8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8340
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
3780
9840
8900

9960



cctattaatt
actgaatecg
cagecattac
tgcgectgag
gaatgcaace
tattcttcta
tcatcaggag
tttagtctga
aacaactctg
acattatcge
ggcctogaaa
aactgtatcc
cctaaccttt
ggggagegtt
tgcggecate
acgggcgaca
tctgggeett
geccecgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
catgataata
cttttaatga
tttggatttt
aaacaaaggt
gaaaagcaga
attttcgtg;
gcaggaagag
tteoggaaaac
tatatttata
caggtggcac

attcaaatat

tccecctegte
gtgagaatgg
getegtecate
cgagacgaaa
ggcgcaggaa
atacctggaa
tacggataaa
ccatctcate
gcgcatcggg
gagcccattt
cgtgagtctt
tagcaagatt
tatatttcte
teccctgetcg
aaaatgtatg
gtcacatcat
ggtatggtge
cegccaacac
caagctgtga
cgogegagac
atggtttctt
tggaataatt
agaaagtaaa
ttaaaaaatt
ttaaatagat
gtggtcttct
caagataaaa
aaaaactatt
ttaaaaaatt
ttttegggga

gtatccgete

aaaaataagqg
caaaagetta
aaaatcacte
tacgcgatcg
cactgccage
tgctgttttg
atgcttgatg
tgtaacatca
cttecceoatac
atacccatat
ttccttaccee
ttaaaaggaa
tacaggggeg
caggtctgca
gatgcaaatg
gcecctgage
actcteagta
cegetgacge
cegtetecag
gaaagggcct
aggacggatc
tgggaattta
taaagaaggt
tcaacaaaaa
atacattcga
acacagacaa
ggtagtattt
ttttetttaa
taaattataa
aatgtgcgey

atgagacaat
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ttatcaagtg
tgcatttott
gcatcaacca
ctgttaaaag
gcatcaacaa
ccggggatag
gtcggaagaqg
ttggcaacgce
aatcgataga
aaatcagcat
atggttgttt
gtatatgaaa
cggegtgggg
gcgaggagceac
attatacatg
tgcgcacgtc
caatctgete
gccctgacgg
gagctgeatyg
cgtgatacge
gettgeetat
ctectgtgttt
agaagagtta
gcegtacttta
ttaacgataa
gatgaaacaa
gttggcgatce
tttctttttt
ttatttttat
gaacccctat

aéccctgata

agaaatcacce
tccagacttg
aaccgttatt
gacaattaca
tattttcacc
cagtggtgag
gcataaattc
tacctttgee
ttgtcogecace
ccatgttgga
atgtteggat
gaagaacctc
acaattcaac
gtaatttttg
gggatgtatg
aagactgtca
tgatgccgea
gcttgtctge
tgtcagaggt
ctatttttat
aacttacacg
atttattttt
cggaatgaag
catatatatt
gtaaaatgta
tteggeatta
ccoetagagt
tactttctat
agcacgtgat
ttgtttattt

aatgcttcaa

48

atgagtgacg
ttcaacagge
cattegtgat
aacaggaatc
tgaatcagga
taaccatgca
cgtcagceayg
atgtttcaga
tgattgaceg
atttaatege
gtgatgtgag
agtggcaaat
gcgtctgtga
cttegegeeyg
ggctazatgt
aggagggtat
tagtaagcca
tcacggeate
tttecaccgte
aggttaatgt
cgcctegtat
atgttttgta
aaaaaaaaat
tattagacaa
;aatcacagg
atacctgaga
cttttacate
ttttaattta
gaaaaggacc
ttctaaatac

taatattgaa

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440

10500

10560

10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760

11820



aaaggaagag
tttgecttce
agttgggtge
gttttcgcee
cggtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactegecet
acaccacgat
ttactctage
cacttctgceg
agcgtgggtc
tagttatbta
agatagygtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
ttttteccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgecac
gaacaggaga
tegggtiteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagce
aggaagcgga

aatgecagetg

tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
cegtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
goctgtagea
tteceggeaa
ctcggecectt
tcgceggtatc
cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaate
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacqg
gcttcecgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttetttect
tgataccget
agagcgccca

gcacgacagg

caacatttec
cacccagaaa
tacatcgéac
tttccaatga
gcegggeaag
tcaccagteca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagate
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcage
acctacaceg
gggagaaagg
gagctteecag
cttgagcgtc
aacgcggcect
gegttatece
cgccgeagcec
atacgcaaac

tttoccgact
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gtgtcgcect
cgetggtagaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactegg
cagaaaagca
tgagtgataa
cogetttttt
tgaatgaagc
cgttgegecaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttcet
tttgtttgec
cgeagatace
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtegggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattetgt
gaacgaccga
cgecteteoee

ggaaageggd

tattcecettt
agtaaaagat
cageggtaag
taaagttctg
tegeegeata
tcttacggat
cactgeggcc
geagaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
cdaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagey
gcgegtaate
ggatcaagag
aaatactgte
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggagt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctegtcea
cctggeettt
ggataaccgt
gcgeagegag
cgegegttgg

cagtgagege

49

tttgeggcat
gctgaagate
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacay
aacttactte
ggggateatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgeaggac
ggagceggtyg
tcccgtatcg
cagatcgetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacccog
tgectgettge
ctaccaactce
cttaotagtgt
ctcgcectetge
gggttggact
tegtgeacac
gagetatgag
ggcagggtceg
tatagtectg
ggggggcgga
tgctggecctt
attaccgcct
tcagtgagcg
ccgatteoatt

aacgcaatta

11880
11940
12000
12060
12120
121890
12249
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
1284¢
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680

13740



10

atgtgagtta
tgttgtgtag
acgccaageg
cgttggttgy
atatatagcg
gtgcgacgac
ttetteotttt
atacttetat
attgtgtatg
ctagaagaca
gaatccggtg
taactccata
cataaggaaa
gaggagcata
aaccagggad
tttgtegatt
tectttgaaac

<210>5
<211> 8091
<212> ADN

cctcactcat
aattgtgage
cgcaattaac
tggatcaage
tggatggcea
acatgatcat
atctaaatat
agacacgcaa
gctcaataat
tattcttace
ggggegecat
atatgeccacc
ttttcaaagg
acatgtttag
gtccaggctt
ggtegecagt

cctggegege

<213> Nucledétido artificial

<220>

<223> Plasmido pBOL268

<400> 5
aaaagetgga

ctcgagcaga
acacatacag
ctgtatgtat
aggacctttg
taatctagaa
tceccgeagac
cacgcaacaa

ttcgtggtgg

gctcatttgg
tcegecagge
gcatatatat
ataaaactct
cagcataaat
ctagtggatce
cctgatggte
gaactggteg

cgtcatcggt

taggcacccc
ggataacaat
cctcactaaa
ccacgcgtag
ggcaacttta
atggcatgca
tctttcotta
acacaaatac
tttataaaaa
aatcctttea
gectatecgy
acttaccttt
cgttggatca
tgaaggtttc
tgctggtggg
acacagtttt

cg

cgagegttgg
gtgtatatat
atgtgtgcga
tgttttctte
tactatactt
ccccaaateg
tgcgagacag
tgeggeggca

gtaggaacgg
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aggetttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
gcaatccteg
gtgctgacac
tgtgctctgt
tacattagga
acacactaat
aaggaactat
taagcetaatt
cggcaacatt
aacatgttca
aaaaataggc
ttttggaaaa
agagaaagct

aaaaagtcag

ttggtggate
agcgtggatg
cgacacatga
ttttetctaa
ctatagacac
ccggtgecgt
tcaacaacat
gttctggtag

atateggtgg

ctttatgett
aaacagctat
gctggagetce
agcagatcecg
atacaggcat
atgtatataa
cetttgeage
ctagacetge
tggttettag
atgccatcea
attactctgg
tggtaggtac
ctttattteca
cttecagtege
tatgaagctg

agaatgtaga

aagceccacgc
gccaggcaac
tcatatggea
atattettte
gcaaacacaa
cttetacgte
catecgggege
tgagggtgcg

ctcgattcga

50

ccggcectecta
gaccatgatt
atttggcgag
ccaggcegtgt
atatatatgt
aactettgtt
ataaattact
aggcggcatt
tattttcottg
ﬁatagcaaga
tatacgégcg
cccacccage
tegegtgatt
tcattattag
gggttgcaga

gaagtatgga

gtaggcaatc
tttagtgctg
tgcatgtgct
cttatacatt
atacacacac
aagacctctg
accgtcaace
atcgttggga

gtgccggecg

13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700

14722

60
120
180
240
300
360
420
480

540



cgttcaactt
cgaacagcat
ttgaggacct
ccaaggtoat
agaacggcgy
ctatcctgeg
cccagtggac
ctgacggcag
atatcaaaga
cgeatetoca
aaaaggeogyg
ggcatgacca
gegtggttgt
aggcggttag
gggcaceggt
ttgcagagga
acttagataa
ataatattta
gcaatacact
ttagcacaga
tegtageata
cagcatgete
ccttttgaag
aacgattaga
tgecocggac
tgactcccta
tgtggettga
ctogtgacaa
ttggecggee
aatgacctgt
tgtaaaatct

gcatagactt

cctgtacgat
ggagggtcag
cegectette
ccccatgace
gcteaatate
cggcgtggaa
gccatacaag
cgccgacgta
cctactgaac
gaagtggaat
gaaggaactg
gttcoggtac
teceggttace
tgagettgat
tgcagtgcag
agtggggaag
gtatgtactt
aacggttatt
taccacctat
gtatatgatg
aggattaatt
agaaacaatt
aaagaaaatc
ccgttaageq
tttettttge
aagaaagact
gatataactt
agagcgtaag
gtttaaacqgg
tccegacact

gaatttttgt

gctgtacgaa

ctaaggccga
gagacggtgce
accaaatceg
tggcegacagt
ggctactaca
accaccgtcg
cacgattteg
atgcgcgata
cogaacatca
taccagatgg
gacgccatca
tatgggtatg
tttgcggaﬁa
geoctegtyge
gttateggac
ttgctgggaa
acaggtatat
agtgccgatt
tacatgggece
atatccgtta
acttggatgc
gcagtgtatc
atggaacatt
cacaacaggt
gacataggta
cttcttegat
cgtatagcat
atggcgaacg
ccaaggaggc
atgtaagatce
atatgtgttt

ctttatgtga
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gtcatgggceg
acagegttgt
tecteggtea
acgagtcgga
acttegacgg
cecgcactege
gccacgatet
tcagtgcatc
aagetgttaa
agtaccttga
tcgegecgat
cctctgtgat
agaacatcga
aggaagagta
ggagactcag
atgtggtgac
ttetatgaga
gtettgtgeg
aagaaaatat
gattatgecat
caataaaaaa
aaagtaaaaa
agatttacaa
tattagtaca
aategaatac
gttgtatacg
acattatacg
aattcggcegce
cgcggecgca
tagcttttaa
atatttgggt

cttgtagtga

getgeegtat
cgggocgatt
ggagccatgy
cattattgec
caatgtoctt
caaagocggt
catcteceat
cggcgagoecg
catgaacgag
gaaatggcgg
tacgectace
caacctgctg
téagaagaat
tgateeggag
tgaagagagg
tecataggte
tactgatgta
ataatgacgt
tttcgaactt
gattcattece
aaaaaacatec
aaagatttte
aaatttaacc
gagaaagcat
catcatacta
ttggagcata
aagttatcgt
gccgggecca
ttttatttta
catattatgqgg
agttcttttg

cgctgtttea

51

gcaaagatgg
acgcactctg
aaatacgact
tccaagatca
ccacacccete
cacaccgtga
atctacgegg
gegattecaa
ctctgggaca
gaggctgaag
gctgeggtac
gatttcacga
gagagtttca
gogtaccatg
acgttggega
gagaatttat
tacatgcatg
tectatcaaa
gtttagaata
tacaactttt
gagaaaattt
gcetacatgtt
accgetgatt
tctgtggtgt
tcttttocaa
gggcaagaat
atatgteatg
gcgetactag
ctttttttag
aaacctgaaa
aggaaagcat

tgagacttta

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



gccctttgaa
tttecttggtg
gcagcaggge
atttatgtat
gcacgcaact
taggcccgayg
tccececcaca
tatttatttt
tttttttetg
ggttttggga
tegtattacg
gttacccaac
gaggccegea
gegeectgta
acacttgcecca
ttcgeegget
getttacgye
tegoceetgat
ctcttgttcc
gggattttge
gcgaatttta
atctgtgeogy
agcgacecagc
atctgggcag
tagaacaact
tttattgtea
atatcaggat
tcaccgagge
ccaacatcaa
tcaccatgag

acttgttcaa

catattateca
ctccaaggtt
ggtcacaaga
ttgtattcta
attgctggca
cgtegacete
tecgetetaa
tttatagtta
tacagacgecg
cgctegaagg
cgegetecact
ttaatcgect
ccgatcgece
gcggegeatt
gegeactage
tteceegtea
acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgge
acaaaatatt
tatttcacac
attcacatac
atgatgtcga
acaatataaa
gtactgatta
tatcaatacc
agttccatag
tacaacctat
tgacgactga

caggccagee

tateteaget
gtgcogtatct
ctecectetgec
caattctacg
tgaagataag
gagtcatgta
ccgaaaagga
tgttagtatt
tgtacgecatg
ctttaatttg
ggcecgtegtt
tgcagceacat
ttoccaacag
aagcgcggceg
gecegetact
agctcetaaat
caaaaaactt
tcgeectttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
cgcctggatg
gattgacgca
ggcgaaaaaa
aaaactatac
gaaaaactca
atatttttga
gatggcaaga
taatttecee
atccggtgag

attacgcteg
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tgaaatacta
attacttaat
gtcattcctt
gtgcacaagg
attgattttt
attagttatg
aggagttaga
aagaacgtta
taacattata
cggecggtac
ttacaacgtce
ceeccttteg
ttgecgcagece
agtgtggtgg
ttegetttet
cgggggetee
gattagggtyg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
atttcctgat
geggcgttag
tgatattact
aatataaate
aaatgacaag
tcgageatea
aaaagecgtt
tectggtatc
tcegtcaaaaa
aatggcaaaa

tcatcaaaat

tagatttact
ttetgtectt
agtcettegg
gttgggcact
ggaagaataa
tcacgcttac
caacctgaag
tttatattte
ctgazaacct
ccaattcécc
gtgactggga
ccagctggeg
tgaatggega
ttacgegeag
tececttoctt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttott
tctattcttt
tgatttaaca
goggtatttt
tatcgaatcg
ttetgegeac
acgctaacat
ttcttgaaaa
aatgaaactg
tctgtaatga
ggtctgcgat
taaggttatc
gcttatgcat

cactegeate

52

tttgeageca
gecaagtttt
gaacacactt
gttgagctca
gcttgtggee
attcacgcec
tetaggtece
aaatttttet
tgettgagaa
ctatagtgag
aaaccctgge
taatagcgaa
atggegegac
cgtgaccget

tctegecacyg

ccgatttagt

tagtgggeca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ctccttacge
acagcagtat
ttaacttcge
ttgattaaaa
caagaatett
caatttattc
aggagaaaac
tccgactegt
aagtgagaaa
ttetttecag

aaccaasaccyg

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320



ttatteatte
ttacaaacag
tcacctgaat
gtgagtaace
aattocgtea
ttgccatgtt
gcacctgatt
ttggaattta
cggatgtgat
acctcagbtgg
tcaacgcgtc
ttttgetteg
gtatgggcta
tgtcaaggag
ccgeatagta
tctgctececcg
gaggttttoa
tttataggtt
acacgegect
tttttatétt
tgaagaaaaa
atatttatta
atgtaaaatc
cattaatacc
agagtctttt
tctattttta
gtgatgaaaa
tatttttota
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga

gtaagatcct

gtgattgege
gaatcegaatg
caggatattc
atgoatcatc
geccagtttag
tcagaaacaa
gecegacatt
atcgeggect
gtgagaactg
caaatectaa
tgtgagggga
cgeegtgegg
aatgtacggg
ggtattetgy
agccagcccc
gcatccgectt
cogteatcac
aatgtcatga
cgtatctttt
ttgtatttgyg
aaaataaaca
gacaagaaaa
acaggatttt
tgagagcagg
acatcttcgg
atttatatat
ggacccaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttge
agatcagttg

tgagagtttt

ctgagcgaga
caacecagege
ttctaatace
aggagtacgg
totgacecate
ctctggcgea
atogogagee
cgaaacgtga
tatectagea
ccttttatat
gcgtttccet
ccatcaaaat
cgacagtcac
geettggtat
gacacccgcce
acagacaagc
cgaaacgcygc
taataatggt
aatgatggaa
attttagaaa
aaggtttaaa
gcagattaaa
cgtgtgtggt
aagagcaaga
aaaacaaaaa
ttatattaaa
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cttcetgttt
ggtgcacgag

cgcocecgaag
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cgaaatacgc
aggaacactg
tggaatgetg
ataaaatgct
tecatctgtaa
tegggcttcee
ecatttatace
gtettttoct
agattttaaa

ttectctacag

gctcgeaggt |

gtatggatgc
atcatgéccc
ggtgcactcot
aacacdcgct
tgtgaccgtc
gagacgaaaqg
ttcttaggac
taatttggga
gtasataaag
aaatttcaac
tagatataca
cttctacaca
taaaaggtag
ctattttttce
aaatttaaat
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgcteacee
tgégttacat

aacgttttcc

gatcgctgtt
ccagegeate
ttttgceggy
tgatggtcgg
catcattgge
catacaatcg
catataaatc
tacccatgot
aggaagtata
gggegcggcy
ctgcagegag
aaatgattat
tjagctgcgc
cagtacaatc
gacgcgoect
tecgggaget
ggectegtga
ggatcgettg
atttactetg
aaggtagaag
aaaaagcgta
ttcgattaac
gacaagatga
tatttgttgg
tttaatttct
tataattatt
gcgeggaacc
acaataacce
ttteegtgte
agaaacgetyg
cgaactggat

aatgatgage

53

aaaaggacaa
aacaatattt
gatcgcagtg
aagaggcata
aacgctacct
atagattgtc
agcatccaﬁg
tgtttatgtt
tgaaagaaga
tggggacaat
gagcegtaat
acatggggat
acgtcaagac
tgctctgatyg
gacgggettg
gcatgtgtca
tacgcctatt
cctgtaactt
tgtttattta
agttacggaa
ctttacatat

gataagtaaa

aacaattogy

cgatecacct
ttttttactt
tttatagcac
cotatttgtt
tgataaatge
gcccttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcyg

acttttaaag

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180

6240



ttetgetatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggega
ataaagttge
aatctggage
agcocteceg
atagacagat
tttactecata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgetyg
aagagctace
ctgtccttct
catacctege
ttacegggtt
ggggttegty
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag
cgtcagqggygyg
cettttgety
accgtattac
gcgagtcagt
gttggeegat
agcgcaacgc
tgettecgge

gctatgacca

<210> 6
<211> 416
<212> PRT

tggegeggta
ttotcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gegtgacace
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt

cgctgagata

tatactttag

ttttgataat
ccccgtagaa
¢ttgcaaaca
aactettttt
agtgtageccg
tctgectaate
ggactcaaga
cacacagcec
atgagaaagc
ggtcggaaca
tectgteggg
goggagecta
geoecttttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tcctatgttyg

tgattacgec

<213> Aspergillus niger

<400> 6

ttatccegta
gacttggtty
gaattatgea
acgatcggag
cgccttgate
acgatgoctg
ctagcettece
ctgcgcotegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgecctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggee
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccaégcttc
ggagagcgcea
tttcgecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagetgata
gcggaagago
agctggcacg
agttacctca

tgtggaattg

aagcgcgcaa
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ttgacgececgg
agtacteace
gtgetgecat
gaccgaagga
gttgggaace
tagcaatggc
ggcaacaatt
cccttecgge
gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatcecctta
gatcttcttg
cgctaccage
ctggcttceag
accacttcaa
tggetgetge
cggataagge
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggaget
tctgacttga
ccagcaacge
ttecectgegtt
cagateogeoy
gcccaatacg
acaggtttec
ctcattagge
tgagcggata

ttaaccctca

gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgy
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactyg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatecctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactetgta
cagtggegat
gcageggteg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gegtegattt
ggccttttta
atcccetgat
cagccgaacyg
caaaccgect
cgactggaaa
accccaggcet
acaatttcac

ctaaagggaa

54

cteggtegee

aagcatctta

gataacactg

tttttgcaca
géagccatac
cgcaaaétat
atggaggegg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
teagaccaag
aggatctagg
tgqttccact
tttctgegeg
ttgeeggate
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgte
ggctgaacgyg
agatacctac
aggtatcecgg
aacgccetggt
ttgtgatgct
cggttectgg
teotgtggata
acegagcgea
ctececegege
gogggcagtg
ttacacttta
acaggaaaca

]

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6360
7020

7080

7140

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7880
8040

8091



Met

Thr

Ser

Pro

Trp

65

Asn

Tyr

Ile

Arg

Ile

145

Thr

Ile

Glu

Met

Asn

Phe

val

Gly

50

Tyr

Gln

Cys

Arg

Glu

130

Thr

Lys

Thr

Leu

Leu
210

val

His

Asn

Pro

Thr

Pro

Leu

Phe

115

Gly

Gly

Cys

Ala

His

195

Ser

Glu

His

20

His

Val

Leu

His

Asn

100

Tle

Leu

Leu

Leu

val

180

Thr

Gly

Thr

Glu

Glu

Gly

Thr

Asp

85

Leu

Leu

Phe

Tyr

Gln

165

Gly

Met

Thr

Ser

Thr

Ala

Ile

Met

70

Phe

Ala

His

Phe

Lys

150

val

Gln

Met

Ile

Leu

Lys

Glu

Arg

55

Ser

Lys

Phe

Lys

Pro

135

Cys

Leu

Tyr

Pro

Ala
215

Pro

Lys

Ile

40

Glu

Cys

Gly

Phe

Asn

120

Thr

Phe

Phe

Ser

Ser

200

Ser
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Gly
His
25

Gly
Arg
Gly
Leu
val
105
Met
Phe
Gly

Trp

Phe
185

Trp

val

Ser

10

Ala

Val

Leu

Gly

Lys

90

Ile

Trp

Trp

Asp

Ile

170

Vval

Ile

Ile

Ser

Asn

Agn

Arg

Leu

75

Asp

val

Glu

Leu

Asp

155

Tyr

Phe

Leu

Gly

Gly

His

His

His

60

Ala

Ile

Thr

Ser

Ser

140

Ala

Cys

Ala

Pro

Ser
229

55

Ser

Asp

Thr

45

Phe

Leu

Ala

Ser

Leu

125

Ile

Asn

Gly

Thr

Ala

205

Gly

Asp

Ser

30

Phe

Thr

Leu

Arg

Leu

110

Gly

Ala

Glu

Cys

His

190

Phe

Gln

Leu

15

Gly

Glu

Trp

Ile

Val

95

Met

His

Thr

Lys

Thr

175

Lys

Pro

Pro

Glu
Ile
Lys
Ala
val
80

val
Ala
Asp
Met
Phe
160
Met
Tyr

val

Ala



10

Ser

225

Gly

Met

Cys

Lys

Ile

305

Leu

Val

Phe

Phe

Val

385

Ile

Asp Gly

Phe Ser

Glu val

Val Gly
275

Ala Leu
290

Asp Gly

Trp Ala

Arg Ser

Pro Asn

355

Glu Ser
370

Ile Ile

Arg Lys

<210>7
<211> 2188
<212> ADN

<213> Nucledétido artificial

<220>
<223> Construccion sintética DCT_02

<400> 7

gggcceggat ccggegegee cogeggaace gecagatatt cattacttga cgeaaaageg
tttgaaataa tgacgaaaaa gaaggaagaa aaaaaaagaa aaataccget tctaggeggg

ttatctactg atccgagett ccactaggat agcacccaaa cacctgecata tttggacgac

Ile
Ile
Gly
260
Pro
Pro
Arg
Leu
Pro
340
Thr
Pro

Met

Asp

Pro

Ser

245

Leu

Bro

Asp

val

Ser

325

Prc

Gly

Gly

Phe

Ile
408

Ile

230

Phe

Pro

Ala

Asp

Met

310

Phe

Lys

Phe

val

Ile

390

Met

Ile

Met

Ser

Phe

Phe

295

Leu

Trp

Gly

Thr

Lys

375

Phe

Trp

Ile

Met

Pro

Thr

280

Gln

Phe

Phe

Phe

Leu

360

Gly

Val

Pro
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Ala

Tyr

Glu

265

Ala

Ile

Leu

Phe

His

345

Ala

Val

Leu

Gly

Gly

Ala

250

His

Leu

Val

Ala

Cys

330

Len

Thr

Ala

val

Gln
410

Ile

235

His

Arg

Ala

Gly

val

315

Ile

Asn

Ile

Thr

Ser

395

Asp

Thr

Tyr

Pro

Leu

Asp

300

Ser

Ala

Trp

Thr

Ala

380

Ala

Glu

56

Phe

Ile

Gly

val

285

Pro

Ala

Vval

Phe

Leu

365

Met

Ile

Asp

Gln

Gly

Met

270

Gly

His

Ala

Val

Ala

350

Ala

Ser

Arg

Vval

Gly

Arg

255

Phe

Met

Ala

Ile

Ala

335

Met

Asn

Leu

Ala

Ser
415

Leu
240
Leu
Ile
Ala
val
Phe
320
Val
Val
Met
Cys
Val

400

Glu

60

120

180



ctttacttac
tgagegatta
gtaagtagca
agctagecta
tctcceccgga
tagcettttga
cttgtaatce
cacacaaaca
acttggaaac
tcaaccatga
tcagagaaag
gtttggettt
gagttgtcta
gattcétctt
tcecaacttt
atgatgctaa
gtaccatgat
tgcacaccat
tegectecgt
gtatcacttt
gtagattgat
ttggtcctee
acttccaaat
ctgtetctge
ttgetgttgt
caaacactgg
tcaagggtgt
tttetgecat
tttctgaata
tatttcattt
tetatatagg
ttttattetg
attgcataaa

ctcatttect

<210> 8
<211> 19666
<212> ADN

accaccaaaa
cctgageggt
acgtctcaag
ccctgcaagt
aactgtggcce
taatggcaat
cttattcett
ctaaaacaaa
tttcecaccac
agctgaaatt
attacgtcac
gttgattgte
ctgtttgéac
gcacaagaac
ctggttatec
cgaaaagtte
cactgctgt.c
gatgececatee
catcggttct
ccaaggttta
ggaagttggt
agcttteace
tgteggtgac
tgecatette
cagatctcca
tttcaccttyg
tgecactget
cagagctgte
agagcttttg
tcttagaata

gttgcaaaca
cttgtggtga
taattcttaa

ccatttaaat

<213> Nucledétido artificial

accacttteg
cotetttitgt
gtcaazaactg
caaéaggtct
ttttetggea
attaatcaaa
ctagetattt
atgaacgttg
gaaaccaaga
ggtgttadce
ttcacctggg
aaccaaccac
ttggetttet
atgtgggaat
attgctaceca
accaagtgtt
ggtcaatact
tggatettge
ggtcaaccag
ggtttctcca
ttaccatete
gectttggett
cctcacgcetg
ttatgggett
ccaaagggtt
getaccatea
atgtccctat
atcagaaagg
attaagcett
gtttagttta

agcatttttc
cgcgggtatce
aagtggagcet

gcggeege
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cctetecege
ttgecageaty
tatggaaacce
ccgtgattce
cacatgatct
tttattttac
ttcataazaa
aaacttcttt

agcatgccaa

‘acactttcga

cttggtacac
acgacttcaa
ttgttategt

cattgggtea

tgatcactgg
tgcaagtttt
ctttegtett
cagetttece
ctteccgatgg
tectectteat
cagaacacaqg
tggtcggtat
tcattgacygg
tgtctttetg
tccatttgaa
ctttggetaa
gtgtcatcat
acatcatgtyg
ctagtccaaa
ttcattttat

attttatgtt
cgecegetet

agtctattte

ccctgataac
agacttgcat
ttgtcaccte
tagccacctc
ccacgatttc
ttctttettg
accaagcaac
gccaggttcet
ccacgactct
aaagcecaggt
tttgaceaty
gggtttgaaa
tacctetttig
cgacagagaa
tttgtacaag
gttctggatce
tgctacccac
agttatgttg
tatteccaatt
gatgtacget
accaggtatg
ggccaagget
tegtgttatg
gttcttotgt
ctggtttgee
catgttegaa
catgtttatt
gecaggtcaa
aaacacgttt
agtcacgaat

aaaacaattt

tttggtcacc catgtattta

tatttacata cctetcattt

57

gtccactaat
actgcaaate
acttaattet
aaggtatgcc
aacatataaa
taacatctct
tgcttatcaa
tctggttcetg
ggtattteeg
ccagttggta
tcctgtgqtg
gatattgecca
atggccatca
ggtttgttet
tgttteggaty
tactgtggtt
aaatacgaat
tectggtacta
attattgetg
cactacattg
ttcatctgtg
ttaccagacg
ttgttettgg
ategctgttg
atggttttec
tctccaggtyg
ttecgtettag
gatgaagatg
ttttgtcatt
gttttatgat

caggtttace

240
300
360
5320
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
2100
2160

2188



<220>

<223> Plasmido pSUC174

<400> 8
catcctggeg

tattaagagce
tctactacag
aaaacacaaa
actaagtcat
ccttaactgt
gcagtgttga
gaaacaacgyg
ccgactaatt
aaagattcag
geaccagega
tegtcacecac
accaaggatt
gtgaccetttce
atcaagtagt
acgttacetg
gagttaacag
gtaaccaaag
ggctttcttg
atggaatcct
ccaatacctt
ttcaataata
accattttgt

aaaaaagact

gaaaaaattce
geetecatta
atattacatg
getttecaate
aaagctataa
ccaagatgaa
ccaattgttce
aaccgtttcet
gttgagectt
tttctggett
aagccatgga
cgaattggac
tgtcagtgat
tgtgecatggt
caaccaagaa
gottgaactt
ggttggagat
acttaacgat
gaacaccagc
tgtcgtaacc
cagcagctcet
gagataatgg
ttgtttatgt

aactataaaa

atttgtaaac
ttaactaaaa
tggecgaaaaa
aatgaatcga
aéagaaaatt
agacttaccc
ttctettgga
caaaacaatt
cttacegtte
ttegttgtgy
caaggtagca
tctgtggatg
gattggaatg
ggtettgtet
agtttcaget
acccatctte
gactaagata
accagegtte
tggaatcaag
aacacaagag
gatategtac
ttgaccgaca
gtgtttatte

gtagaattta
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tttaaaaaaa
tttcactcag
gacaagaaca
aaatgtcatt
tatttaaatg
ttttcaatgt
gacaattttt
ggcaaagaga
ttcaaacetyg
aaagaacgta
gaaccggcac
aaatgﬁtcgt
atggtttcac
tgttcttgac
ctgaccaaat
ttcaaagttt
cgagegtttyg
atcttgaaca
acaacttgag
gagttggtgt
aaagccaatt
ccaccagaag
gaaactaagt

agaagtttaa

aaagccaata
catccacaat
atgcaatagc
aaaatagtat
caagatttaa
tctttctcaa
ccaaaacaéa
agtattcaat
gcaagtagac
agacttcttc
cttgettgge
attgecttgte
cagagtgace
cgatctttgg
ccaagttggt
caacggcaat
gggcaaattt
aatecatctct
cattggacaa
tgatgtggga
cagaaacgta
cacctaagat
tcttggtgtt

gaaatagatt

58

tccccaaaat
gtatcaggta
gcatcaagaa
ataaéttgaa
agtaaattca
ttccttgaca
agtgtcaatg
ggagttgtca
gaaagcagac
agcaaatttg
cttgacaatt
caattggaaa
accgatgacyg
gttcttcaac
gacacccata
tggaaccaaa
accgacagca
ggtcaaacct

agtagtttteg

caaatcctta

tggagacaat
ggcaacctta
ttaaaactaa

tacagaatta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



caatcaatac
ctggtttcaa
gtgtaagaaa
aggcaggttyg
ctctgtagtt
tttggtgetg

ttagtggatg

aaccecgecec
actaaggccg
tcagtctatt
gtaaggcaat
aaatatgata
gaggaaggge

tcaagattat

aattcctgga

tagcattaaa
ataaaaatac
tgcttctgga
aaggataagg
aataaaggaa
ataaataggt
tattgtataa
tcctttttga
aattcttagg
aaaataaggyg
taaccaacaa
gecaggtecet
caaccaccaa
agcataatta
geggacatat

acaggcttac

ctacegtett
cotttttttt
atgagataga
catcactcca
gcgcetaagag
ggattctttt
ccaggaataa
ctattttggg
gccacgcgtg
ggagaattaa
tgttccaaga
agcaagataa
aggaactcca
ttgacagtaa
cagatattce
aaaacccett
ttcaatcatt
catcaatatt
caggacgagg
tatcaaatat
ccaaatctte
gaatatattc
gegtaatecce
ttagttgtat
tgaaacaaat
tgaccttatc
ttetgattet
aatcaccggc
accattgagg
ccacactgtt

cttgecattt

tatatactta
cagcettttte
tacatgegtg
ttgaggttgt
aatggaccta
tttttctgga
actgttcace
catgtacgag
aagatctegt
gtttgatecgt
tttggaaggt
tagcaacgygg
catgggtcaa
atacteccaa
agatgattta
cggtacgtaa
tttacaatet
caaatacagg
gaagataaat
tatgaataga
tttatttece
ttaggaaaat
ttegagactg
agttcccgtt
agacaataaa
accatcgaat
accggaaata
ttcaccaatt

gtctttgact

ggcttoctga

gacaaccacg
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ttagtcaagt
caaatcagag
ggtcaattge
gocoegttttt
tgaactgatg
tgccagetta
cagacaccta
ttacagcaga
tatgtacceg
aggtatagac
attgatttaa
agtgaaatca
aaagcaagtt
ttaaaaaaga
aaaatatacc
tataaaaaat
ﬁgtatacttt
ccaatcttag
agtttcgtta
aaaagaagat
ctttetttte
caacagggaa
tgatgttgat
cataacataa
gatgtagttt
tcataagcag
tcataatgtg
ggaacacaac
ctgtcagcat
atttcatgag

tttttaccca

aggggaataa
agagcagaag
cttgtgtcat
tgoctgtttyg
gttggtgaag
aaaagcgggc
cgatgttata
attaaaagge
aatatgtcag
cggacaatat
aaagtaataa
atgggggctt
attttgcaac
aattcatgga
tacagcaaga
tttataggta
atacaacatg
gtaaaacatt
attataaata
ggtgagacaa
ttatcctttt
tacagtatag
tatttttgtt
fggatagtaa
tcgaggacga
gaatttctaa
aaccatggca
ctaagtgagt
cggtctgtgg
gagttctgtg

atgggatagc

59

ttteagggaa
gtaatagaag
catttactce
tgocoetgtt
aaaacaatat
tocattatat
tattctgtgt
taattttttg
tttacattgg
gcecggaatat

agtttcaaat

ttttgataat

gacatacaat
ctgggatagt
tgaategett
atatacatat
tgaaatcttc
tggagaaaag
catgcagata
aaaagtagta
gttttctcca
tgattttcegt
gtgatttcaa
atgaaaaatc
aaaacaaacc
gtttaagggg
aggacagaac
acaaataccc
gtccttcaaa
tctaatgaac

cgctaaaﬁta

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180

13240

3300



acttcaactt
tctacggttg
gcataagaac
gtcctgtacg
ctgcagacct
gcgecccctgt
cttcctttta
tgggtaagga
tatatgggta
tgtatgggaa
atgatgttac
ccatcaageoa
gcaaaacagc
cgetggeagt
gegategegt
cgagtgattt
ataagctttt
accttatttt
cagaccgata
tacagaaacg
ttecatttgat
caagaactty
tagegtgatt
gcagaaagta
tcgatactaa
gacttectet
tetooctaac
ataatgggct
actaatactg
teccatttgee
tttetetete

cactaaagga

tagecatage
atttggcacc
ggectttate
tggatttgct
gegageaggy
agagaaatat
aaatcttget
aaagactéac
taaatggget
gcccgatgeg
agatgagatg
ttttatcegt
attccaggta
gttectgege
atttegtcte
tgatgacgag
gccattetea
tgacgagggyg
ccaggatctt
gctttttcaa
gctegatgag
teoatttgtat
tatatttttt
atatcatgcg

cgecgecate

tttctggecaa

aﬁgtaggtgg
aaacaagact
tagcectaga
atctattgaa
accegttgtt

aaaaattaac

caaaacatcy
tgcaéatgac
agcatcgtta
agccagcaaa
aaacgetcee
aaaaggttag
aggatacagt
gtttegagyc
cgegataatg
ccagagttgt
gtcagactaa
actcetgatg
ttagaagaat
cggttgcatt
gctcaggege
cgtaatggct
ceggatteag
aaattaatag
gecatectat
aaatatggta
tttttctaat
agttttttta
ttcgectega
tcaategtat
cagggtacca
ccaaacccat
cggagggygag
acacaaatta
cttgatagee
gtaataatag
gtctcaccat

gacaaagaca
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gcagtagegy
aaaagaccaca
ttttccttta
gattgagaaa
ctecacagteg
gatttgccac
tcteacatca
cgcgattaaa
togggeoaate
ttetgaaaca
actggctgac
atgcatggtt
atcctgattce
cgattectgt
aatcacgaat
ggcctgttga
tcggcactca
gttgtattga
ggaactgect
ttgataatec
cagtactgac
tattgtagtt
catcatctge
gtgaatgetyg
tecttttgtt
acatcgggat
atatacaata
cactgcctca
atcatcatat
gecgecatgeaa
atccgcaatg

gecaccaacag

tcatagatga
tagcacegac
aaacgtceate
tcaggtacca
cgttgaattg
tgaggttett
catccgaaca
ttccaacatyg
aggtgegaca
tggcaaaggt
ggaatttatg
actcaccact
aggtgaaaat
ttgtaattgt
gaataacggt
acaagtctgg
tggtgattte
tgttggacga
cggtgagttt
tgatatgaat
aataaaaaga
gttctatttt
ccagatgcga
gtegetatac
gtttcecegggt
tcctataata
gaacagatac
ttgatggtgg
cgaagtttca
cttettttet
acaaaaaaaa

atgtcgttgt

60

aatazaaggtt
cataaagtaa
aaaatttggg
cggcteecteg
tecoceccacgec
ctttcatata
taaacaacca
gatgctgatt
atctatcgat
agecgttgcca
cctecttoecga
gecgatecceg
attgttgatg
ccttttaaca
ttggttgatyg
aaagaaatgc
tcacttgata
gtcggaatcg
tctectteat
aaattgeagt
ttettgtttt
aatcaaatgt
agttaagtgce
tgctgtegat
gtacaatatg
ccttegttgg
cagacaagac
tacataacga
ctacectttt
tttttttteot
tgatggaaga

tccagagetg

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
39690
4620
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4320

4980

5040

5100

5160

5220



atgaggggta
ctaatgagea
tgcecgetttyg
ttgttctegt
gcatacaatc
agegegeecg
aagacagcgt
tcacagagge
tggaagttac
cecacgagtt
caaagcacaa
ttegagteaa

aaggggactc

QR S

cctetgtoece
tcaacccacy
- ttgggatteg
cggcecgegtt
agatggcgaa
actctgttga
acgadtccaa
agatcaagaa
accctcctat
cegtgacece
acgeggetga
ttecaaatat
gggacacgca
ctgaagaaaa
cggtacggea
tcacgagcgt
gtttcaaggce

accatggggce

tettegaaca
acggtatacyg
ctatcaagta
tcecetttett
aactatctca
cctcgcaaaa
tattgattte
ctccgctgea
gctagecatte
cttcectgac
gagacccgtt
gggetacgaa
ggttectgaca
gcagaccactg
Caacaagaac
tggtggegte
caacttecctg
cagcatggag
ggacctcege
ggtecateccce
cggcgggete
cctgegegge
gtggacgcca
cggeagoegod
caaagaccta
tetecagaag
ggccgggaag
tgaccagtta
ggttgttceg
ggttagtgag

accggttgca

cacgaaactt
gccttécttc
taaatagacc
ccttgtttct
tatacaatge
accatccctg
acaaagaaat
gatcttgtgt
tgtaaacggg
goegeteteg
ggtccactce
acatcaatgg
accatgetece
atggtetgey
tggtcgtgeyg
atcggtgtag
tacggtctaa
ggtcaggaga
ctcttcaceca
atgccctgge
aatatcggcet
gtggaaacca
tacaagcacg
gacgtaatge
ctgaaccecga
tggaattace
gaactggacg
cggtactatg
gttacctttg
cttgatgcece

gtgcaggtta
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tttectteet
cagttacttg
tgcaattatt
ttttctgecac
ctcaatcetg
atgaatggaa
cggggatect
ccaagetgge
cagcaatcge
cgcaggcaag
atggectcec
gctacatcte
geaaageogg
agacagtcaa
gcggeagtte
gaacggatat
ggccgagtea
cggtgeacag
aatcegtect
gccagtecega
actacaactt
ccgtegeege
atttecggecea
gcgatatcag

acatcaaagc

tcattecacge
aatttgaaat
aatcttttgt
aatatttcaa
ggaagaactyg
agtccagacg
ttcagaggcc
ggccggagag
ccagcagtta
ggaactcgat
catctetete
atggctaaac
tgecagtette
caacatcatc
tggtggtgag
cggtggeteg
tgggeggcetg
cgttgteggy
cggtcaggag
gtcggacatt
cgacggcaat
actcgccaaa
cgatctcate
tgcatccgge

tgttaacatg

agatggagta  cocttgagaaa

ccatcatcge
ggtatgecta
cggataagaa
tegtgcagga

tcggacggag

gecgattacyg
tgtgatcaac
catcgataag
agagtatgat

actcagtgaa
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acactactct
aaaaaaaqté
ttectegtea
gctataccaa
gccgetgata
ctgcctgcgg
gaactgaaga
ttgacetegg
acaaactgceg
gaatactacg
aaagaccage
aégtacgacg
tacgtcaaga

gggcgcaccyg

ggtgegateg

attegagtge
ccgtatgcaa
ccgattacge
ceatggaaat
attgcctcca
gtccttecac
gcecggtcaca
tceccatatcet
gagccggcga
aacgagcetet
tggegggagg
cctacecgetg
ctgoctggatt
aagaatgaga
ccggaggegt

gagaggacgt

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7080



tggcgattge
atttatactt
tgcatgataa
atcaaagcaa
agaatattag
actttttogt
aaatttcage
catgtteoctt
ctgattaacg
tggtgttgcc
ttccaatgac
aagaattgtg
gtagtaaaaa
actcatagge
tttcagaaat
gatttactta
tgttgagaac
aataaccccc
gaagatagag
attgeggatce
atagagaaaa
ggegtygcate
ttgettetee
gacaaatecca
aaacgctcaa
ttogttaata
gaagaaagaa
cgttttacaa
acatccccet
acagttgege
cgcgttaaat

cccttataaa

agaggaagtg
agataagtat
tatttaaacg
tacacttacc
cacagagtat
agcataagga
atgectcagaa
ttgaagaaag
attagaccgt
ccggactttc
tecctaaaga
gcettgagatce
gaggtaaaaa
acttcatcat
atgecatagaa
cactactttg
cggactacta
taattctgca
cttcfaaaac
accagatcgc
ggaaacgaaa
agggtgatee
attgacttct
ctttaggttt
acatattagc
aatcaaatct
tctactetee
cgtcgtgact
ttcgecaget
agcctgaatg
ttttgttaaa

tcaaaagaat

gggaagttge
gtacttacag
gttattagtg
acctattaca
atgatgatat
ttaattactt
acaattgcag
aaaatcatgg
taagegeaca
ttttgcgaca
aagactcotte
tagattacgt
gagaaaacceg
acgacagttt
cctettettyg
tttctacgec
aaaﬁgcaatg
tcgatccagt
aaaaaaaatc
cattacaatg
attctgtaag
aaaggaactc
agttgagegg
cgaggcacta
atatacctte
ttcatctagt
teecocatte

gggaasaccs

‘ggegtaatag

gegaatggga

tcagectcatt

.agaccgagat

ES 2616 790 T3

tgggaaatgt
gtatatttct
ccgattgtct
tgggccaaga
cegttagatt
ggatgccaat
tgtatcaaag
aacattagat
acaggttatt
taggtaaatc
ttcgatgttg
ggaagaaagg
gctacatact
cttgatgcat
cctttacttt
atttcttttg
tteacactga
atgttttttt
agcgattaca
tatgcaggca
atgeettcega

gagagagagg

ataagttegg

tttaggcaaa

aaaaaatggg
tctcttaaga

geactgcaaa

tggccttacc’

cgaagaggee
aattgtaaac

ttttaaccaa

agggttgagt

ggtgactcea
atgagatact
tgtgcgataa
aaatatttte
atgecatgatt
aaaaaaaaaa
taaaaaaaaqg
ttacaaaaat
agtacagaga
gaataccatc
tatacgttgg
tagtaaaagt
agagaagcac
tataatagtg
ttatacatag
ttttcaacac
aaatcatgta
ttctctacte
tgcatattgt
aatatttcte
agagatttct
gcgaaaggca
aaatgtaagt
aagacgagtyg
aatagtatat
tttcaatatt
geotagettgg
caacttaatc
cgcacegatce
gttaatattt
taggccgaaa

gttgttccag
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taggtcgaga
gatgtataca
tgacgttect
gaacttgttt
cattecctaca
aacatcgaga
attttegeta
ttaaccaceqg
aagcattctg
atactatectt
agcatagggc
agtagtataa
gtacacaaaa
tattagatat
aacattggea
ttagacaagt
cctgecaggat
atttttacct
gtgttctaga
agaatgaaaa
cgatatgcaa
atttaatgeca
cacagctaat
gggaaataac
aaccttcegg
ttgetttctt
cactggeegt
gccttgcage
gcccttcoeca
tgttaaaatt
tcggcaaaat

tttggaacaa

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7744
7800
7860
71920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940

2000



gagtecacta
cgatggoocca
agcactaaat
gaacgtggeg
tgtageggte
cgegteaggt
aatacattca
ttgaaaaaqgy
ggcattttge
agatcagtty
tgagagtttt
tggcgeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
teatgtaact
gegtgacace
actacttagt
aggaccactt
cggtgagegt
tategtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cccogtagaa
cttgcaaaca
acctettttt
agtgtageeg
tctgetaate
ggactcaaga

cacacagecee

ttaaagaacyg
ctacgtgaac
cggaacccta
agaaaggaag
acgcetgcgeyg
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cttcectgttt
ggtgcacgay
cgcecccgaag
ttatcecgta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
egecttgate
acgatgcoctyg
ctagcttecee
ctgegetcegg
gggtctegeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
cteoatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac

agcttggage

tggactccaa
catcacceta
aagggagcce
ggaagaaagco
taaccaccac
ggggaaatgt
cgetcatgag
gtattcaaca
ttgcteacee
taggttacat
aapgttttcc
ttgacgcegyg
agtacteacc
gtgectgecat
gacegaagga
gttgggaacc
tagcaatgge
ggcaacaatt
cccttecgge
gtatcattgc
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgetaccage
ctggecttcag
accacttcaa
tggetgetge
cgygataaggce

gaacgaccta
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cgtcaaaggg
atcaagtttt
ccgatttaga
gaaaggagcg
accegeegeg
gecgeggaaca
acaataaccc
tttecegtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagce
gcaagaccaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaceget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtitgt
cagagcgceag
gaactctgta
cagtggcegat
gcageggteg

caccgaactg

cgaaaaaccqg
ttggggtcga
gettgacggg
ggegetaggg
cttaatgege
cctatttgtt
tgataaatgc
geecttatte
gtgaaagtaa
ctcaacageg
acttttaaag
cteoggtegec
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tecgttccact
tttetgegeg
ttgcecggate
ataccaaata
gcacogecta
aagtcgtgte
ggctgaacgg

agatacctac

63

tctatcaggg
ggtgcegtaa
gaaagccggce
cgctggcaaqg
cgctacaggg
tattttteta
ttcaataata
cettttttge
aagatgctga
gtaagatcect
ttetgectatyg
gcatacacta
cggatggcat
cggecaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttge
aatctggage
agccctcoecg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagegtcaga
taatetgetg
aagagctacc
ctgteecttct
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg

agegtgagea

9060
3120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
93900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800

10860



ttgagaaagce
ggtcggaaca
toetgtoggyg
gcggagocta
geettttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
teattaatge
aattaatgtg
tcgtatgttg
gattacgaat
tttttttttt
aggcttattc
ccagagaage
aaaattcaag
atattgtaat
tgatctaace
tagtaatcct
ggaaactaca
agatacagaa
cageggtaca
tgatcggeca
acagaagaga
ggtgttaaat
tetttatteg
ctaggagtga
atggaagatt
aaagtgaagg
tggtgggtat
caaaatttte
atgaaccaag

atgtgcatca

gecacgette
ggagagcgea
tttegecace
tggaaaaacq
cacatgttet
tgagctgata
gcggaagagce
agctyggcacy
agttagctca
tgtggaattyg
ttaatacgac
aattaaaaga
gattetgtga
aatatcgttg
cagttatgtt
catataactg
eoggaaaate
tetecactca
gagttgetgt

tgttcaacaa

teaagtagaa

tcttggeega
acttgtcaaa
tcaaacctgg
cagacacaca
gtgataatga
gtctaaaaaa
atgettttac
tggaactget
atacacctaa
tgtctgtcga

aaaaccttat

Segaagggag
aegagggaget
tctgacttga
ccagcaacga
ttoctgogtt
ccgcectcgecg
gocccaatacy
acaggtttec
cteoattagge
tgageggata
tcacaatagg
aaacattcte
actcagttgg
agcatgttcg
tcactccgat
accagtgttc
ctttgataaa
ttcctgataa
tggacctgaa
gqaggaattga
tgactatgac
tcattectgac
tttaacgetg
tgcaatacat
tgattacctt
ggatggagcc
tataaaagag
tcttaaatgt
ccccattgga
cctcggaaga

tatacaacaa

cgtaaagagt

ES 2616 790 T3

aaaggoggac
tecocaggggga
gcgtocgattt
ggacttttta
atoccctgat
cagccgaacg
caaaccgect
cgactggaaa
accccagget
acaatttcac
gaattagctt
tagggattac
aatattaagg
acattgegta
gccgtacatt
gccggtgeca
aéacacttta
ccctggaagy
ctcattctta
agcecatttte
acccgacttg
gttggtggag
cgatggattt
gatttegeta
agtttcaact
cgagaggata
actagattga
ggacatgcaa
atacgaatgg
tcgtegacaa
aaaggaacca

tettggacce

aggtatcegg
aacgectggt
ttgtgatget
cggttoctgg
tetgtggata
accgagcgca
ctecocgege
gcgggcagtyg
ttacacttta
acaggaaaca
gcgcgaaatt
gaggtaaagd
gacagjttgt
tacttggatg
ccgaaactat
acttctaatg
aaaagtggeg
ttgttatega
gaaggtaatt
caacttcaat
attgaaaaat
gttgggegee
tagcagaggc
ccaaacacac
caccaaagaa
aatctggeag
gcttgaaaga
ataaatttat
aaaataaaga
gettgtggag
tttteatctt

ttggatggag

64

taageggcag
atotttatag
cgtcagggay
ccttttgetg
accgtattac
gcgagtcagf
gttggeegat
agcgeaacge
tgettcegge
gotatgacat
attggetttt
tacattttea
ttccttgcac
aaagacgtgg
ttteattgac
cattaatgey
cacattetat
gcaaaagcga
catacgegag
ctatecaagyg
ggtttccagg
tgactgtgag
aatcaaattt
ttecgattgga
atgttcccta
aaatgagaga
tgaaaaagaa
gagattggtg
aggaaagtgy
aggtgactte
gatggacaac

tgtaaaccat

10920
10980
11040
11100
11160
11220
112890
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240

12300

12360

12420
12480
12540
12600
12660
12720

12780



gatttaaaac
ttatatttgt
agttaagttc
gttacggaca
aaccgctcat
atctagagta
atggecctgge
aaatcagtaa
gatgtactgt
gtgtatctty
cgagaagaga
cttgaccata
atattttcaa
atattaaaaa
tgtgegtgtt
taaaatagga
caaataaazac
aatctaaaaa
tgegtacget
ttecagaggtce
agccttettg
caacatcaaa
aacacagttc
gttcttgate
agagatggea
agttgggttg
ttcacctaaa
caaagaacaa
caaagcetteg
ttcageaacce

accttgagec

agcaaataat
tgactgetta
tgetgtttaa
aaaccgggca
catcatagecg
atgacgectt
gatttgtttg
aggtattteg
ggttcatatt
agtgtctgta
tetttaaagt
ataaagacga
atcctacteca
ttaagaatta
gtgaattgtg
aataaccaag
aaccagcttc
ttttaaggtg
taatccttgg
aagtaaccca
gcacacttgg
gattcgttca
ttggtgaaag
atgactggtt
gtgttgttac
accttacctg
ccacatcttg
gcaacggtgt
aatttgtttg
ttggecatcga

aagttgtata

aaaaatcgat
gatattttga
ataagtattc
aatttcgeceg
ccagggtagt
agtagetttt
ctttettagtyg
cggaggeggce
ttcaagtagt
tgggegeata
attatagaag
ttetttgtee
ataaaaaatt
gactaaataa
ctctattaga
aaagaaaaaq
ggtgtgtgtg
tgtgtgtgga
cagaaatcat
aagatagagc
cagccttgte
tgatggagga
agatggaagc
taaagacatt
ccatgacttg
gcatgatgga
gaccagaacce
tcaaagcacc
gagcggtett
aaccctttet

atctttccaa
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agcgacaaaa
gaaaattcag
aactactatt
gtocoggaat
atactataga
acatcttcat
atgaagaaat
cttecaatcat
gttagtaaat
aacgtaageg
agctgggcag
ctctatacaa
aatgaataaa
agtgtttcta
ataattatga
taccatccag
tgtgtgtgaa
taaaatatta
gtcoctcaggt
agcttetttce
gtaaccaatg
gatcttettt
gtcagagatt
caattcgaat
agcacaaacc
agaaéctggt
caagtaacgg
gtgagcettcea
gaatggtaaa
ggtgttcaaa

agtaccttga

actgtcaatt
cggaaacagc
gaageccgact
tttogttteoe
aggtcagact
aagaaaagga
tthatécga
cgaatactac
ttgtatacgt
agacttccaa
gaactattat
acatcttgca
ttagtgtgtg
aaaaaatatt
cttgtgtgeg
agaaaccaat
gctaagagtt
gaatgacaat
ctaaccecatt
aaagtggtac
tgagggttca
tegttagett
aatctgatgg
tgaccgttgg
atggtcatag
tegttttctg
atatcgttgg
accaaagcegt
ccagtgatgy
ccagtaccga

acacgagcaa

65

tcaatattect
gtgatgagtg
catgaagceg
gcaataaaaqg
aaactgagtc
aacttgtaga
ttaaccggea
gtcttaatat
tcatgtaagt
atggagcaaa
gacgtaaagce
aagataccaa
tgcattatat
aaagttgaaa
tttecatattt
tatatcaaat
gatgccattt
tccceggaat
ggtcgaattc
ctteccttgtyg
aagcagtgac
caataccgac
attggatcaa
aaccagcaac
cttcacattg
gtagagacaa
caatéttcat
cgtgagcage
aagcaatggc
cagcagtacc

taccgtaggt

12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580

14640



caattgttga
gtgggtteta
tctcaaagtg
catggecagtt
gactggagce
ttcattgacg
atggtcaatc
ctttgggtee
agctetgatt
agatetttga
atctettteca
tatgtgtttt
agattgattt
caagttcact
caaaggtata
gaggtggtat
cactgaagat
aagctgaaaa
ctegaaggga
gtttaaatcc
aagtaagtta
aaatggagga
gaattattta
cacaagcaga
tgcaacecta
ctaagaaaat
agctettatt
getetgatgg
gtggcaacac

gtgaaaccag

gatctgacaa

atggcagcag

gtgtaaccgy
ccaatcttga
gtcaaagctyg
gggaaagtgt
ttggaaccta
ttcatcttgg
aaagaaccat
aaaccgtagqg
aatggttetg
gtttgaédac
gctctgaatt
ttgtagttat
agaattaaaa
aaactectaa
taggctectt
ccgagagaat
taaaaactgg
gtcttagaac
ataagtaggg
cgctcacact
aatatccgta
aatgagaaat
tgcaattaaa
ataaaaggta
tatagaatca
gaaataaatg
cagaaacate
cagaa;ccaa
ccttgacace
tgtttgggaa
cagcaacaac

agacagecaa

agaattcettg
tgatgtgtte
gaatcaatet
cgttggaaga
attecaccace
tttgagtacc
cgataactte
tcatgttgac
geattottte
cccagtaacyg
tttgcaaage
agatttaage
agaaaaatat
attatgetge
tgcattagca
tgtgtgattg
atgecagaaa
gggtaatctt
tgataccgca
aacgtaggat
atctttaaac
gagaggtatg
tacatgggtg
aacctgaaat
taaaacattc
acaaaaaaac
ttcatcttga
gacgaaaata
tggagattcg
aaccatggca
agcgatacag

gaacaacata
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acctaaagte
gaattcagea
accgtgaatt
ttgagacatg
caacaattca
agaaccggtt
gtecageagce
ggtggcagea
agttggacceca
gtcagetgga
agcagaagca

aagaaaagaa

-ttacgtaaga

cotttatatt
tgcgtaacaa
ctttaattaa
aggggtgtec
ccaccaacet
gaagtgtetg
tattataact
actatgtagt
taaatagaaa
accaaaagag
tgttttaaca
gtgactataa
gtgttttttg
cctggccaca
aacatgatga
aacatgttag
aaccagttca
aagaaccaga

acacgaccegt

aatggggtag
gatttggett
tcaacaacqgg
ttgacatgat
atggctctgt
tgccagacaa
ttttggatgy
gecttettca
ccaatgtcaa
acttgcaagt
gaggacattt
tacaaacaaa
agggaaaata
cceotgttaca
accacctgte
ttteggagaa
aggtgtaaca
gatgggttce
aatgtattaa
caaaaaaatg
taggtctcge
tagactaget
cgggeggata
taaaatgaaa
aatgaataaa
gactagaagg
tgatgteoctt
tgacacatag
ccaaagtgat
aatggaaacc
aagacaaagc

caatgacagc

66

catcttgcaa
gcaaagcate
cagcaacgtyg
cgtttgggtg
tggagatgac
ccaatgggaa
cttcaccaac
aaacaccgaa
agttttgcaa
caccgaaggt
tttgtttatg
aaattgaaaa
gtaaatgttg
gcagccgage
agtttcaace
tctcacatge
tcaatagagg
tagatataat
ggtcctcaca
gcattattet
ggcegeattt
ccacttttaa
ccegegtcac
aatgcttgtt
ctaaactatt
cttaatcaaa
tctgatgaca
ggacatagca
ggtagccaag
ctttggtaga
ccataagaag

gtgagggtca

14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500

16560



ccgacaattt
aaagctggag
acttccatca
ccttggaaag
ccgatgacgg
ggcatcatgg
gcagtgatca
ttttegttag
aaccagaaag
ttgtgeaaga
aaacagtaga
atcaacaaag
cgtaatettt
tecagetteoat
tggaaagttt
ttttagtgtt
aataagggat
ccattatcaa
acagtttccg
gcagggtagg
agacgttgct
ctcaggtaat
ggtggtgtaa
teggatecagt
tegteattat
cgeccggatee
gcatacatta
atcgacagca
gcacttaact
acatttgatt

aaaacaagaa

ggaagtcgtc
gaccaacaca
atctaccaat
tgataccagc
aggcgatagt
tgtgcaattc
tggtacaacc
catecatcacc
ttgggaaaaa
tgaatctgat
caactctggc
ccaaaccacc
ctctgatace
ggttgacgga
ccaagtcaga
tgtgtgttga
tacaagagag
aagctattta
gggagaggca
ctagctagaa
acttacgatt
cgctcaatta
gtaaaggtcg
agataaccag
ttcaaacgct
gggceegeata
tacgaagtta
gt;tagcgac
tcgcatetgg
aaaatagaac

tetttttatt

tggtaaagece
gatgaacata
gtagtgagcg
aataataatt
accagacaac
gtatttgtgg
acagtagatc
gaaacacttg
caaaccttet
ggccatcaaa
aatatcttte
acaggacatg
aactggacct
aataccagag
accagaagaa
taagcagttyg
atgttacaag
tatgttgaaa
taccttgagy
ttaagtgagg
tgecagtatge
gtggacgtta
tccaaatatg
cctagaagcg
tttgegtcaa
ggccactagt
tgagctegtt
cageatteac
gcagatgatg
aactacaata

gtcagtactg
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ttggcecatac
cctggtcecegt
tacatcatga
ggaataccat
aﬁaactggga
gtagcaaaga
cagaacaaaa
tacaaaccag
ctgtcgtgac
gaggtaacga
aaacccettga
gtcaaagtgt
ggcttttcga
tegtggttgg
cctggcaaag
cttggttttt
aaagaagtaa
tcgtggagat
tggctaggaa
tgacaaggtt
aagtcteatyg
tcaggggegyg
caggtgtttyg
gtatttttet
gtaatgaata
ggatctgatt
ttcgacactg
atacgattga
tcgaggcegaa
taaaaaaact

attagaaaaa

cgaccaaage
gttetggaga
aggagatgga
cggaagcetgy
aagctggcaa
cgaaagagta
cttgcaaaca
tgatc;tggt
ccaaggattc
taacaaagaa
agtcgtgtgg
accaagccca
aagtgtggtt
catgettcett
aagtttcaac
tatgaaaaat
aataaatttg
catgtgtgcee
tcacggagac
tccatacagt
ctgcaaacaa
gagaggcgaa
ggtgctatece
ttttttttet
tetggeggtt
cgaattctac
gatggcggeg
cgeatgatat
aaaaaatata
atacaaatga

ctcatcgagc
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caaageggtg
tggtaaacca
géaacctaaa
ttgaccagaa
gatccaggat
ttgaccgaca
cttggtgaac
agcaatggat
ccacatgtte
agccaagtte
ttggttgaca
ggtgaagtga
aacaccaatt
ggtttegtgg
gttoattttyg
agctagaagyg
attaatattg
agaaaaggcc
ctcttgactt
tttgaccttg
aagaggaccg
agtggttttt
tagtggaagce
togtteotttt
cegoggggey
cgttegtata
ttagtatcga
tactttetge
aatcacgcta
caagttcttg

atcaaatgaa

16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17760
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360

18420



actgcaattt
atgaaggaga
cgattecegac
tatcaagtga
gcatttettt
catcaaccaa
tgttaaaagg
catcaacaat
cggggatcege
tcggaagagg
tggcaacget
atcgatagat
aatcagcate
tggttgttta
tatatgaadag
ggcgtygggga
cgaggagceg
ttatacatgg
gcgcacgtca
cggcggggac

ggtagaatte

attcatatca
aaactcaccg
tegtccaaca
gaaatcacca
ccagacttgt
accgttatte
acaattacaa
attttcacct
agtggtgagt
cataaattcc
acetttgeca
tgtecgeacct
catgttggaa
tgttceggatg
aagaaccteca
caattcaacg
taatttttge
ggatgtatgg
agactgtcaa
gaggcaaget

gtcgacctge

ggattatecaa
aggcagttce
tcaatacaac
tgagtgacga
tcaacaggce
attcgtgatt
acaggaatcg
gaatcaggat
aaccatgcat
gtcagccagt
tgtttcagaa
gattgcecga
tttaatcgeg
tgatgtgaga
gtggcaaatc
cgtctgtgag
ttegegeegt
gctaaatgta
ggagggtatt

aaacagatct

agegtacgaa
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taccatattt
ataggatggc
ctattaattt
ctgaatcegg
agccattacg
gegectgage
aatgcaaccg
attcttctaa
catcaggagt
ttagtctgac
acaactetgg
cattatcgeg
gcctegaaac
actgtatcct
ctaacctttt
gggagegttt
goggecatca
cgggcgacag
ctgggectee
ataacttegt

getteagetg

ttgaaaaage
aagatcctgg
ccectogtea
tgagaatggc
ctegteateoa
gagacgaaat
gcgcaggaac
tacctggaat
acggataaaa
catctcatect
cgeataeggge
agcccattta
gtgagtettt
agcaagattt
atatttctet
ccetgetege
aaatgtatgg
tcacatcatyg
atgtcgetgg
atagcataca

gcggee

68

cegtttetgta
tatcggtetg
aaaataaggt
aaaagcettat
aaatcacteg
acgegatege
actgccagcg
getgttttge
tgcttgatgg
gtaacatcat
ttcececataca
tacccatata
teocttaccceca
taaaaggaag
acaggggcge
aggtetgeag
atgcaaatga
ccectgaget
cegggtgace

ttatacgaac

18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620

19666
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para producir un acido dicarboxilico, que comprende fermentar una célula fungica en un recipiente que
comprende un medio adecuado de fermentacién, que comprende afiadir un gas que comprende del 21 al 35% v/v de
oxigeno y menos del 0,1% v/v de didéxido de carbono al medio de fermentacién, y mantener una presion parcial
promedio de didxido de carbono de al menos 35 kPa (0,35 bar) en el medio de fermentacion, y producir el acido
dicarboxilico, en el que el gas es aire enriquecido con oxigeno.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la presién parcial promedio de diéxido de carbono es entre
aproximadamente 35 y aproximadamente 100 kPa (0,35 y 1,0 bar).

3. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la presién parcial promedio de diéxido de carbono es entre
aproximadamente 35 y aproximadamente 80 kPa (0,35 y 0,8 bar).

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el recipiente comprende
una presion del espacio vacio entre aproximadamente 105 a aproximadamente 500 kPa (1,05 a 5 bar) absoluta.

5. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la presién del espacio vacio es entre aproximadamente 150
y aproximadamente 250 kPa (1,5 y 2,5 bar) absoluta.

6. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el gas comprende de
aproximadamente el 22 a aproximadamente el 32% v/v de oxigeno.

7. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende afiadir el gas a un
caudal entre aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,05 metro cubico/metro cubico/min.

8. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio de fermentacion
se agita.

9. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el medio de fermentaciéon se agita a una potencia de
entrada entre aproximadamente 0,070 a aproximadamente 0,26 kW/metro cubico.

10. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la célula
fungica es una levadura.

11. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la levadura es una levadura que pertenece a
Saccharomyces cerevisiae.

12. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la célula fungica es una
célula fungica modificada genéticamente que comprende una modificacién genética de un gen seleccionado del
grupo que consiste en un gen que codifica una piruvato carboxilasa, una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, una
malato deshidrogenasa, una fumarasa, una fumarato reductasa, una isocitrato liasa, una malato sintasa y un
transportador de acido dicarboxilico.

13. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el acido dicarboxilico es
acido succinico, acido fumarico, acido malico o acido adipico.

14. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el acido dicarboxilico se
recupera del medio de fermentacion.
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